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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Inflamacion

La inflamacion es un proceso que se inicia a consecuencia de una lesion y termina
con la destruccion permanente del tejido o con su curacion. Los agentes desencadenantes de
la respuesta inflamatoria son de naturaleza muy variada, pudiendo ser estimulos fisicos,
quimicos, agresiones por seres vivos o agresiones inmunoldgicas. La respuesta inflamatoria
da lugar a una sintomatologia local, caracterizada por dolor, rubor, tumor y calor,
acompafada de la incapacidad funcional del tejido afectado y a una reaccidn sistémica que
conlleva al desarrollo de fiebre, leucocitosis y aumento en la concentracidon plasmatica de
determinadas proteinas. La reaccion inflamatoria tiene como finalidad la defensa del
organismo frente al agente causal y la restauracion del tejido lesionado. Dependiendo del
organo afectado y del balance entre el agente inductor y la respuesta inflamatoria, el
proceso inflamatorio puede dar lugar a la restauracion completa del tejido lesionado, a su
sustitucion por un tejido cicatricial o al fracaso de la respuesta inflamatoria y la
subsiguiente cronificacion del proceso. Las consecuencias de dicho fracaso dependeran del

organo afectado (Delgado, et al. 2003).

1.1.1. Fases de la reaccion inflamatoria

Para poder sistematizar los acontecimientos que tienen lugar durante la inflamacion,
se puede dividir la respuesta inflamatoria en varias fases: fase inicial, fase vascular, fase

celular y fase de reconstruccion de los tejidos afectados.

En la fase inicial al interactuar el estimulo dafiino con los tejidos se induce la
liberacion de gran cantidad de mediadores, unos ya preformados en los tejidos como la
histamina, y otros que se sintetizan y se liberan como resultado de esta interacciéon como es
el caso de los derivados del acido araquidonico (AA) (prostaglandinas (PGs), prostaciclina
(PGI), tromboxanos (TXs) y leucotrienos (LTs)), factor agregante plaquetario (PAF) y

radicales libres de oxigeno. Al actuar los mediadores citados sobre los vasos sanguineos se
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inicia la fase vascular. Esta fase consiste fundamentalmente en una vasodilatacion,
subsiguiente aumento de la circulacion seguido de enlentecimiento y estasis de la sangre,

aumento de la permeabilidad capilar y exudacidén del liquido vascular.

El liquido exudado contiene gran cantidad de mediadores de la inflamacion que
actiian sobre las células vecinas y sobre los vasos. Se inician en este momento tres cascadas
enzimaticas: el sistema del complemento, el sistema de las cininas y el sistema de la
coagulacion. Cuando se produce el estasis vascular y consiguiente extravasacion pasan a
los tejidos vecinos células hematicas que junto a los mastocitos ya existentes en los tejidos

inician la fase celular.

Toda reaccion inflamatoria desemboca en una necrosis tisular mds o menos
importante. La reconstruccion de los tejidos depende de la cantidad de pérdida de tejido
durante el proceso inflamatorio, de la capacidad de proliferacion del tejido afectado y de la
persistencia o repeticion del agente lesivo. Puede ocurrir que la inflamacion desaparezca sin
dejar rastro (curacion) o si los tejidos han sido lesionados (citotoxicidad, supuracion...),
queda un tejido cicatrizal que puede tener graves consecuencias patologicas para la funcion

en determinados o6rganos como el ojo.

1.1.2. Células implicadas en el proceso inflamatorio

Las células que intervienen en el proceso inflamatorio son:
- Células de los tejidos: mastocitos.
- Células hematicas:
- Células fagociticas:
- Polimorfonucleares: neutréfilos, eosindfilos y basofilos.
- Mononucleares: monocitos-macréfagos.
- Células no fagociticas:
- Mononucleares: linfocitos.

- Plaquetas.
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- Células de los tejidos

Mastocitos: Son numerosas cerca de las superficies cutdneas y mucosas, y menos
abundantes en los drganos profundos donde se disponen alrededor de los vasos sanguineos.
Cuando los mastocitos son estimulados liberan sustancias almacenadas en sus granulos de
secrecion tales como aminas vasoactivas (histamina, serotonina), proteasas neutras,
proteoglicanos, enzimas implicadas en el metabolismo oxidativo y factores quimiotacticos.
Por otro lado, la estimulacion celular también activa la sintesis de sustancias nuevas: PGs,
LTs y PAF. La activacion de los mastocitos representa el mecanismo inflamatorio principal
de las conjuntivitis alérgicas del tipo de la fiebre de heno, conjuntivitis primaveral,

conjuntivitis papilar gigante y queratoconjuntivitis atopica (Lee Stock, et al. 1990).

- Células hematicas
- Células fagocitarias

- Polimorfonucleares: Son las primeras células hematicas que llegan a las zonas de
inflamacion. Emigran activamente hacia el lugar de la inflamacion atraidos por sustancias
quimicas liberadas por microorganismos, producidas localmente o bien por el LTB4. Entre
los polimorfonucleares, los neutrofilos son los que tienen mayor capacidad para fagocitar y
digerir los microorganismos que se fijan a su membrana. Poseen enzimas digestivas que
pueden digerir practicamente todos los componentes de la mayor parte de los
microorganismos y que en determinadas circunstancias pasan al exterior celular, rompen
los componentes del complemento e inician la cascada de las cininas. Asi pues,
proporcionan otro sistema de activacion de los mediadores de la inflamacion. Los basofilos
son muy similares a los mastocitos y responden de forma semejante a los mismos
estimulos, mientras que los eosindfilos son fagocitos débiles que presentan un papel
particular en la destruccion de los parasitos, en conjuncién con los mediadores de los

mastocitos, los anticuerpos y el complemento.

- Mononucleares: Los monocitos entran en la zona inflamatoria ya en el ultimo
estadio, después de los polimorfonucleares. En los tejidos se transforman en macrofagos y
fagocitan no solamente los microorganismos, sino también los restos celulares, en

particular los de los polimorfonucleares. Son capaces de segregar multiples mediadores de
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la inflamacidn, entre los que destacan agentes antiinfecciosos (interferén), componentes del

complemento, citocinas-interleucina 1 (IL-1)- y derivados del AA (PGE,, TXA, y LTs).

- Células no fagocitarias

- Linfocitos: Estas células sélo participan en el terreno de las respuestas inflamatorias
inmunes, donde el organismo busca alcanzar un estado inmune. Para ello, los macréfagos
son los encargados de procesar a los antigenos, de presentarlos a los linfocitos T y de
activar a estos ultimos. Los linfocitos T activados expresan su actividad cooperadora o
citotdxica y sintetizan unas linfocinas que intervienen en la activacion y diferenciacion de

los linfocitos B, responsables de la sintesis de anticuerpos.

- Plaquetas: Aunque las plaquetas influyen principalmente en la coagulacion, también
intervienen en los procesos inflamatorios. Poseen numerosas funciones inflamatorias,
pueden activar y regular el complemento, adherir microorganismos sobre su superficie,
alterar la permeabilidad vascular, producir factores quimiotacticos, liberar y metabolizar
sustancias vasoactivas, producir derivados del AA y liberar factores de crecimiento celular

que participan en las fases de reparacion que siguen a la lesion de los vasos sanguineos.

1.1.3. Mediadores de la inflamacion

Los mediadores son sustancias presentes en el medio extracelular que permiten la
comunicacion entre las diferentes células que participan en las reacciones inflamatorias o
inmunoldgicas. Académicamente podemos distinguir dos tipos de mediadores: humorales y

celulares.

Por un lado la estimulacion de la célula desencadena la sintesis de mediadores
humorales a partir de precursores inactivos presentes en los humores (plasma). Por otro
lado, los mediadores celulares son preformados en las células y la activacion de las mismas
produce su liberacion. Los mediadores son multiples segiin su naturaleza quimica (aminas,
péptidos, proteinas, lipidos) y su actividad bioldgica. Tienen como caracteristica comun una

vida bioldgica muy corta, ya que solo son activos durante el periodo de inflamacién porque
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son rapidamente inactivados por el catabolismo o por la acciéon de antagonistas. Los
mediadores celulares y los factores que activan los mediadores humorales proceden de las

diferentes células que participan en las reacciones inflamatorias e inmunologicas.

- Mediadores humorales
Cuatro sistemas humorales principales contribuyen a iniciar y mantener las
respuestas inflamatorias: sistema del complemento, sistema de cininas, coagulaciéon y

fibrinolisis.

El sistema de complemento estd integrado por nueve componentes (Cl a C9),
algunos de ellos (C3a y C5a) pueden inducir la liberacion de otros factores de la
inflamacion por parte de los mastocitos (histamina, heparina) manteniéndose asi la

respuesta inflamatoria.

El sistema de cininas produce uno de los mediadores mds potentes de la
inflamacion, la bradicinina. Se trata de uno de los mas potentes factores vasoactivos.
Contrae las fibras musculares lisas, aumenta la permeabilidad vascular y estimula las fibras

nerviosas sensitivas (dolor).

La cascada de la coagulacion participa tanto en los procesos inflamatorios con
lesién vascular como sin ella. El sistema de la coagulacion, a través de la trombina,
principal enzima en este sistema, puede activar a su vez, el sistema del complemento y el
sistema extrinseco de la coagulacion a través del factor XII o de Hageman que esta

implicado en la activacion tanto del sistema de la cininas como en la fibrindlisis.

- Mediadores celulares
Entre los mediadores celulares de la inflamacion estan la histamina, metabolitos del
acido araquiddnico, factores de activacion plaquetaria, factores quimiotacticos, linfocinas,

oxido nitrico y radicales libres.
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En el foco inflamatorio la principal fuente de histamina se encuentra en los
mastocitos, aunque también esta presente en los basofilos y en las plaquetas. La accidon de
la histamina se produce a través de su unidn a receptores especificos de membrana (H; y
H;), de manera que, a nivel capilar, la union a los receptores H; contribuye a la
extravasacion sanguinea y la union a los receptores H» a la vasodilatacion y al aumento del
aporte arterial al foco inflamatorio. La histamina posee un efecto regulador sobre las
reacciones inflamatorias inmunes, ya que estimula la formaciéon de linfocinas por los

linfocitos T.

El acido araquidénico (AA) es un derivado del acido graso esencial acido linoleico,
con muchos enlaces dobles, que se encuentra normalmente esterificado en forma de
fosfolipido en las membranas celulares. El AA se libera por accion de las fosfolipasas
celulares, a partir de cualquier célula activada (plaquetas), estresada o a punto de morir por

necrosis. Una vez liberado, el AA puede metabolizarse por dos vias:

La primer via, se asimila por las ciclooxigenasas (la forma constitutiva COX-1 y la
inducible COX-2) generan intermediarios que, después de ser procesados por enzimas
especificas, producen las prostaglandinas (PGD, producido por mastocitos, PGE, por
macrdéfagos y células endoteliales, entre otros), estas son las moléculas mas abundantes,
encontrandose en todos los tejidos y fluidos del organismo, cuya molécula base es un acido
graso de 20 atomos de carbono unido a un anillo de ciclopentano (Gémez, et al. 2011).
Otro metabolito son los tromboxanos (TXA;, el principal metabolito del AA generado por
las plaquetas); el endotelio vascular carece de tromboxano sintetasa, pero posee una

prostaciclina sintetasa, y por tanto genera prostaciclina (PGI,) (Fig. 1).

Y la segunda via, metabolizada por lipooxigenasas, estas generan intermediarios de
los leucotrienos (LTs) (por accion enzimatica de la 5-lipooxigenasa) y las lipoxinas. Los
derivados del AA (también denominados eicosanoides) sirven como sefiales intra o
extracelulares en una gran variedad de procesos bioldgicos, entre ellos la inflamacion y la

hemostasis (Fig. 2).
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Los efectos principales de los metabolitos del AA son:
- Prostaglandinas (PGD,, PGE,): vasodilatacion, dolor y fiebre.
- Prostaciclinas (PGI,): vasodilatacion e inhibicion de la agregacion plaquetaria.
- Tromboxanos (TXA;): vasoconstriccion y activacion de la agregacion plaquetaria.
- Leucotrienos: LTB4 es quimiotactico y activador de los neutrdfilos; los otros leucotrienos
son vasoconstrictores, inducen el broncoespasmo y aumentan la permeabilidad vascular
(mucho mas potentes que la histamina).
- Lipoxinas: vasodilatacidn, inhibicion de la adhesion de los leucocitos polimorfonucleares:
neutrofilos; estos metabolitos del AA producen una disminucion de la inflamacion, por lo
que intervienen en la detencion de la inflamacion, a diferencia del resto de los derivados del
AA, necesitan de dos tipos celulares para ser sintetizados: los neutréfilos producen
intermediarios de la sintesis, que son convertidos en lipoxinas por plaquetas al interaccionar

con los neutrofilos (Espinos, et al. 2004).

Los factores de activacion plaquetaria, conocidos bajo las siglas PAF, encierran a
un grupo de mediadores lipidicos que se sintetizan cuando empieza el proceso inflamatorio.
Estos mediadores se sintetizan en neutréfilos, plaquetas, basofilos, mastocitos, eosindfilos,
células endoteliales y macrofagos. Todos estos tipos de células sintetizan PAF cuando son
estimuladas por complejos inmunes, factores del complemento, trombina, antigenos,
bradicinina, histamina, anticuerpos y linfocinas. En cuanto a su accion, el PAF liberado
provoca la agregacion y degranulacion de las plaquetas y la liberacion de sus mediadores.
También provoca vasoconstriccion venular con incremento de la permeabilidad vascular.
Por otro lado, el PAF determina la marginacion vascular de neutréfilos y monocitos, y
aumenta su diapédesis a través de la pared vascular. Sobre los neutrofilos y macrofagos de
los tejidos acttia estimulando la secrecion de sus granulos lisosomales al mismo tiempo que

estimula su metabolismo oxidativo (Moilanen, et al. 1993).

Los factores quimiotacticos son de naturaleza muy variada. Ciertos productos
exdgenos (bacterianos) tienen actividad quimiotactica propia, pero la mayor parte de los
tipos de antigeno depositados en los tejidos, atraen a los leucocitos indirectamente por la

intermediacion de factores enddgenos de naturaleza muy variada tales como el sistema del
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complemento o fibrina. Entre los lipidos bioactivos, el principal quimioatrayente es el
LTBy4, actuando fundamentalmente sobre los neutroéfilos. El quimiotactismo es una funcion

accesoria para el PAF, linfocitos y mastocitos.

Las linfocinas juegan un papel esencial en las manifestaciones inflamatorias,
provocando el reclutamiento y la activacién de los linfocitos, monocitos-macrofagos y
polimorfonucleares, e incluso la liberacion de ciertos mediadores. De todos los tipos de
interleucinas conocidos, la IL-1 y el factor de necrosis tumoral (TNFa) son las principales
interleucinas detectadas en el foco inflamatorio. Ambos estimulan la sintesis de PGE, en
diversas células inflamatorias (células endoteliales, macrofagos y fibroblastos) y la sintesis

de PAF en las células endoteliales durante el proceso inflamatorio (Elias, et al. 1987).

El éxido nitrico producido por los macrofagos actuia como un radical libre y es
citotoxico para ciertos microorganismos y células tumorales. Puede oxidar los grupos
sulfihidrilos de las proteinas con el consiguiente agotamiento del glutation citosolido y
puede reaccionar con el anion superoxido para formar didxido de nitrogeno, el cual resulta
ser fuertemente oxidante, y un radical hidroxilo, muy reactivo. La produccion incontrolada
de 6xido nitrico por parte del macréfago en caso de shock séptico puede producir
vasodilatacion periférica extrema con la consiguiente hipotension que conlleva al shock y a
su vez el 6xido nitrico también ha sido involucrado en diversas enfermedades inflamatorias

(Pérez Ruiz, et al. 1997; Gémez, et al. 2011).

Las células inflamatorias producen radicales libres como el O;- (anion superoxido)
y OH (radical hidroxilo). Los neutréfilos activados son una fuente importante de
produccién de estos radicales, aunque éstos también pueden formarse durante la cascada
del AA, tanto por la via de las ciclooxigenasas como por la de las lipooxigenas. Los
radicales libres liberados causan lesiones macromoleculares del espacio extracelular,
membrana celular y entorno microvascular produciendo un aumento de la permeabilidad y

adhesion de leucocitos al endotelio vascular.
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En la tabla 1 se resume el papel de los mediadores en las diferentes reacciones de la

inflamacion.

Tabla 1. Papel de los mediadores en las diferentes reacciones de la inflamacion

Papel de la Inflamacion Mediadores

Vasodilatacion - Prostaglandinas
- Oxido nitrico
- Histamina
Aumento de la permeabilidad vascular - Histamina y Serotonina
- C3a y C5a (mediado por vasoaminas)
- Bradiquinina
- Leucotrienos Cy4, Dy, E4
- Factor activador de las plaquetas (PAF)

- Sustancia P

Quimiotaxis, reclutamiento de leucocitos y - TNF, IL-1
activacion - Quimioquinas
- C3a, C5a

- Leucotrieno By

- Productos bacterianos, como péptidos N-

formilmetil
Fiebre - TNF, IL-1
- Prostaglandinas
Dolor - Prostaglandinas
- Bradiquinina

- Sustancia P
Daifio tisular - Enzimas lisosomales de los leucocitos
- Especies reactivas del oxigeno

- Oxido nitrico
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1.1.4. Terapia antiinflamatoria
Existen dos grupos importantes de agentes antiinflamatorios: los antiinflamatorios

esteroideos o glucocorticoides y los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs).

1.1.4.1. Antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides

Son los mas potentes antiinflamatorios, actuan sobre la inflamacion por diversos
caminos, por ejemplo, reducen el nimero y la activacioén de eosindfilos, desencadenando la
apoptosis de los mismos y disminuyendo algunos de sus factores quimiotacticos que
incluyen las IL-3 y 5, el factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-
CSF), eotaxina y la citoquina RANTES (citoquina expresada y secretada en células T
normales), entre otras. También reducen la proliferacion de linfocitos T, e inducen la
apoptosis de los mismos, al disminuir la accidon de la IL-2. Disminuyen también la cantidad
de monocitos, células dendriticas, mastocitos, y otras células inflamatorias, y por lo tanto
inducen una disminucioén en la produccion de citoquinas y mediadores proinflamatorios.
Estos efectos son producidos por diversos mecanismos, que incluyen entre otros la sintesis
de proteinas con efecto antiinflamatorio y la inhibicidn de la sintesis de numerosos factores
proinflamatorios y de crecimiento. En este grupo de farmacos se encuentran la
dexametasona, prednisona, prednisolona, metilprednisolona, cortisona, hidrocortisona,

mometasona, entre otros (Gomez, et al. 2011).

1.1.4.2. Analgésicos, antipiréticos, antiinflamatorios no esteroides (AINEs)

Los AINEs son un grupo de agentes de estructura quimica diferente que tienen como
efecto primario inhibir la sintesis de prostaglandinas a través de la inhibicion de la enzima
COX. Estos farmacos comparten acciones farmacoldgicas y efectos indeseables semejantes.
Los AINEs son sustancias capaces de suprimir los signos y sintomas de la inflamacion,
algunos también ejercen acciones antipiréticas y analgésicas pero son sus propiedades
antiinflamatorias las que los hacen utiles en el tratamiento de trastornos en los cuales el
dolor estd relacionado con la intensidad del proceso inflamatorio. Estos farmacos se

agrupan en varias clases quimicas (Tabla 2).
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Tabla 2. Ejemplos de AINEs por sus clases quimicas

Clases quimicas de AINEs

Ejemplos

Salicilatos

Pirazolonas y andlogos

Paraminofenol

Derivados indolacéticos
(Indoles)

Derivados arilacéticos o
fenilacéticos

Fenamatos o arilantranilicos
(Fenamatos)

Derivados arilpropidnicos

Oxicanes

Derivados del acido nicotinico

Derivados de la naftilalcanonas

Derivados de acido heterociclico

Derivados de la sulfonanilida

Derivados de las benzoxazocinas

Analgésicos opiaceos

Inhibidores selectivos de COX»,

Acido acetilsalicilico, acido salicilico, acetilsalicilato de
lisina, diflunisal, sulfazalacina o salicilazo sulfapiridina,
salicilato de sodio, salicilamida

Fenilbutazona, pirazinobutazona o feprazona, antipirina o
fenasona, aminopirina, dipirona, oxifenbutazona,
gamacetofenilbutazona, carudol clofenazona, bumadizona,
suxibuzona, azapropazona, metamizol

Paracetamol o acetaminofén, fenacetina

Indometacina, benzidamina, sulindac, acemetacina,
proglumetacina, talmetacina
Diclofenaco, pirrolacético (ketorolac), piranoacético

(etodolac), otros (clometacina)

Acido mefenamico, flufenamico, niflimico, flufenamato de
aluminio, talniflumato, floctafenina, glafenina,
meclofenamato, acido tolfenamico, acido meclofenamico,
tolfenamico

Ibuprofeno,  ketoprofeno,  naproxeno, indoprofeno,
procetofeno, fenbufen, piroprofeno, suprofeno,
flurbiprofeno, fenilpropionato de lisina, fenoprofeno
Piroxicam, tenoxicam, sudoxicam, isoxicam, meloxicam
Clonixinato de lisina, isonixina

Nabumetona

Oxaprozin

Nimesulida

Nefopam

Morfina, meperidina, fentanilo, nalorfina, metadona,
naltrexona

Celecoxib
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En los ultimos afios las investigaciones han revelado que los efectos indeseables de
los AINEs, tales como la toxicidad gastrointestinal y renal, se debian al menos en parte, a la
inhibicion de la sintesis de PGs en el estomago o en la médula renal. El hecho de la
existencia de las dos isoenzimas de la COX en el organismo, podria explicar los efectos
antiinflamatorios a través de la inhibicion de la COX-2 y los efectos indeseables (como los

gastrointestinales y renales), por la inhibicién de la COX-1.

1.1.4.3. Compuestos antiinflamatorios de origen natural

Existen muchos trabajos sobre evaluacion de la actividad antiinflamatoria que se han
realizado tanto en extractos como en metabolitos secundarios aislados de fuentes naturales.
Estos estudios se han realizado guiados a través de diferentes modelos farmacoldgicos tanto
in vivo como in vitro (Setty y Sigal, 2005; Gautam y Jachak, 2009; Jang, et al. 2011;
Wang, et al. 2013).

Terpenos y compuestos relacionados, se ha reportado que un extracto de
Tripterygium wilfordii Hook. f. (Calastraceae) inhibia notablemente la sintesis de mRNA y
la expresion de las proteinas MMP-3 y MMP-13, inducida por citoquinas proinflamatorias
como IL-1, IL-17 y TNF-a en osteoartritis primaria humana (concentracién media
inhibitoria, ICsy > 5 ng/mL). Investigaciones sugieren que este extracto puede ser utilizado
como fuente para nuevos agentes antiartriticos y protectores de cartilagos de los huesos
(Tao y Lipsky, 2000; Silvester, et al. 2001). Iridoides glicosilados como aucubina y
catalpol representan un grupo de monoterpenoides ciclopentano[c] pirano encontrados en
varias plantas medicinales orientales. Aucubina previene la produccion de TNF-a (ICso =
101 mg/mL) e IL-6 en monocitos estimulados (ICso = 190 mg/mL), a través de un
mecanismo que involucra el bloqueo de las activacion NF-kB. Catalpol, el principal
metabolito obtenido de corteza de Catalpa ovata G. Don (Bignoniaceae) fue efectivo en la
prevencion de la produccion de TNF-a, IL1B e IL-6 en macréfagos estimulados con

lipopolisacéridos de bacterias gram-negativas (LPS) (Gémez, et al. 2011).
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A este grupo de sustancias también pertenecen los ginsendsidos, un conjunto de
metabolitos con potencial actividad antiinflamatoria, los cuales han sido motivo de decenas
de investigaciones encaminadas a elucidar el posible mecanismo de su actividad bioldgica.
Son saponinas triterpénicas, tetraciclicas aisladas de especies vegetales del género Panax
(Araliaceae) con el esqueleto basico de dammarano-eufano (17aH) que se biosintetizan a
partir del escualeno. Las estructuras de estos compuestos contienen oxigeno en su cadena
lateral, generalmente en el carbono-20 (C-20) o formando éteres ciclicos con los C-24 6 C
-25 (Park, et al. 2004; Li, et al. 2014). Otro tipo son los flavonoides, una clase de
metabolitos aromaticos ampliamente distribuidos en la naturaleza, poseen una gran
variedad de efectos biologicos entre los que sobresale la actividad antiinflamatoria

(Dominguez-Villegas, et al. 2013).

1.2. Melanoma

El melanoma es un cancer que se origina en los melanocitos, éstos son células de la
epidermis que se encarga de producir melanina, un pigmento pardo-oscuro de la piel, el
pelo y los ojos. La funcion de la melanina es bloquear los rayos ultravioleta del sol, para
evitar que se dafie el ADN de las células de la piel expuestas a la luz. Las pecas y los

lunares son zonas de la piel con gran concentracion de melanocitos.

Entre otros nombres de este tipo de cancer se encuentran los de melanoma maligno y
melanoma cutaneo. Debido a que la mayoria de las células del melanoma contintian
produciendo melanina, los tumores tipo melanoma usualmente son de color café o negro.
Sin embargo, algunos melanomas no producen melanina y pueden lucir color rosado, café o
incluso blanco. Los melanomas pueden ocurrir en cualquier parte de la piel, pero son mas
propensos a comenzar en ciertas areas. El sitio mas comun en los hombres es en el torso
(pecho y espalda). En las mujeres, las piernas son la parte donde se presentan con mas

frecuencia. El cuello y el rostro son otros sitios comunes (Owens, 2014).

Tener una piel con pigmentacion oscura disminuye el riesgo de melanoma en estos

lugares mas comunes, aunque cualquier persona puede desarrollar este tipo de cancer en las
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palmas de las manos, las plantas de los pies y debajo de las ufias. Los melanomas en estas
areas representan mas de la mitad de todos los melanomas en los estadounidenses de raza
negra, pero menos del 10% de melanomas en los de raza blanca. También los melanomas
pueden formarse en otras partes del cuerpo como los ojos, la boca, los genitales y el area

anal, pero estos son mucho menos comunes que los melanomas de la piel.

El melanoma es mucho menos comun que el cancer de piel de células basales o de
células escamosas, pero es mucho mas peligroso. Al igual que el cancer de células basales y
de células escamosas, el melanoma es casi siempre curable en sus etapas iniciales. Sin
embargo, tiene muchas mas probabilidades de propagarse a otras partes del cuerpo, si no se

detecta temprano, en comparacion con el cancer de células basales o escamosas.

De acuerdo con la Sociedad Americana del Céancer, el melanoma representa menos
del 2% de todos los casos de cancer de piel, pero la gran mayoria de las muertes por cancer
de piel. Las tasas de incidencia del melanoma han estado aumentando durante los ultimos
30 afios. De 2006 a 2010, las tasas de incidencia entre los blancos aumentaron un 2.7% por
afio y se estima que 76.100 nuevos casos de melanoma se diagnostican en 2014, con un

estimado de 9.710 muertes.

1.2.1. Factores de riesgo

Entre los factores de riesgo que podrian causar que una persona sea mas propensa a

padecer melanoma estén:

- Exposicion a la luz ultravioleta (UV)

La exposicion a los rayos ultravioleta (UV) es un factor de riesgo principal para la
mayoria de los melanomas. La luz solar es la fuente principal de la radiacion ultravioleta.
Las lamparas y camas bronceadoras también son fuentes de radiacion ultravioleta. Las
personas que se exponen mucho a la luz ultravioleta de estas fuentes tienen un mayor riesgo
de cancer de piel, incluyendo el melanoma. Aunque los rayos UV representan sélo una

pequetia porcion de los rayos del sol, son los principales causantes de dafio solar en la piel.
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Los rayos UV dafian el ADN de las células de la piel. Los cénceres de piel comienzan
cuando este dafio afecta el ADN de los genes que controlan el crecimiento de las células de
la piel. La incidencia y mortalidad del melanoma maligno son mayores en areas cercanas al

ecuador, donde la intensidad de radiacion ultravioleta es mayor (Bulliard, et al. 1994).

- Lunares

Un lunar es un tumor pigmentado benigno (no canceroso). Por lo general, los lunares
no estan presentes al nacer, sino que empiezan a aparecer en la infancia y cuando las
personas llegan a ser adultos jovenes. Los lunares pueden aparecer en la piel expuesta a la
luz solar, asi como en la piel que por lo general estd cubierta, tal como en los gluteos o el
cuero cabelludo. La mayoria de los lunares nunca causard ningiin problema, aunque una
persona que tiene muchos lunares es mas propensa a padecer melanoma (Miller y Mihm,

20006).

Nevos displasicos: Los nevos displéasicos, también llamados nevos atipicos, suelen
parecerse ligeramente a los lunares normales, pero también tienen algunas caracteristicas
del melanoma. Estos suelen ser mas grandes que otros lunares, y presentan una forma o
color anormal. Un pequefio nimero de lunares displdsicos puede convertirse en melanomas.
Sin embargo, la mayoria de los lunares displasicos nunca se vuelven cancerosos, y muchos

melanomas parecen originarse sin un lunar displdsico pre-existente.

Nevos melanociticos congénitos: Los lunares que estdn presentes en el momento de
nacer se llaman nevos melanociticos congénitos. El riesgo de que un melanoma se
desarrolle en nevos melanociticos congénitos en el transcurso de la vida ha sido estimado
en alrededor de 0 a 10%, dependiendo del tamafio del nevo. Las personas con nevos
congénitos muy grandes tienen un mayor riesgo, mientras que este riesgo es menor para las

que tienen nevos pequefios.

- Piel muy blanca, pecas y cabello claro
El riesgo de padecer melanoma es mas de diez veces superior en las personas de raza

blanca que en las de raza negra. Las personas de raza blanca con cabello rubio o pelirrojo
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que tienen ojos azules o verdes, o de piel muy blanca, que se queman o se llenan de pecas

con facilidad, estan bajo un mayor riesgo.

- Antecedente familiar y personal de melanoma

El riesgo de padecer un melanoma es mayor si uno o varios de los familiares de
primer grado (madre, padre, hermano/a, hijo/a) han tenido melanoma. Aproximadamente
10% de todas las personas con melanoma tienen antecedentes familiares de esta
enfermedad. El aumento en el riesgo pudiera deberse a que compartieron un estilo de vida
de exposicion frecuente al sol en la familia, una familia de piel muy blanca o una
combinacion de factores. También puede deberse a cambios genéticos (mutaciones) en una
familia. Las mutaciones genéticas han sido encontradas en aproximadamente 10% a 40%

de las familias con una tasa elevada de melanoma.

Una persona que ha padecido melanoma tiene un mayor riesgo de padecer melanoma
nuevamente. Alrededor del 5% de las personas con melanoma padeceran un segundo

melanoma en algiin momento de sus vidas.

- Inmunosupresion
Las personas que tienen sistemas inmunologicos debilitados o que han sido tratadas
con medicamentos que suprimen significativamente el sistema inmunoldgico, tales como

los pacientes de trasplantes de 6rganos, tienen un riesgo aumentado de melanoma.

- Edad

Aunque el melanoma es mdas probable que se presente en personas de mas edad,
también se detecta en personas mas jovenes. De hecho, el melanoma es uno de los canceres
mas comunes en las personas que tienen menos de 30 afios de edad (especialmente en
mujeres jovenes). El melanoma que tiende a darse entre las personas de una misma familia

puede presentarse a una edad mas temprana.
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- Xeroderma pigmentoso

El xeroderma pigmentoso (XP) es un padecimiento hereditario poco comun que
resulta como consecuencia de un defecto en una enzima que normalmente repara dafios al
ADN. Las personas con XP tienen un alto riesgo de melanoma y otros canceres de piel a
una edad temprana. Debido a que las personas con XP tienen menor capacidad de reparar el
dafio al ADN causado por la luz solar, pueden desarrollar muchos cénceres en las areas

expuestas de su piel.

Aunque se han encontrado estos factores de riesgo, aun no estd exactamente claro
como causan la enfermedad. Segun la etapa del cancer y otros factores, las opciones de
tratamiento pueden incluir: cirugia, inmunoterapia, terapia dirigida, quimioterapia,
radioterapia. Algunos farmacos aprobados por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) para tratar el melanoma son: aldesleukina, dabrafenib, dacarbazina,

ipilimumab, pembrolizumab, trametinib, nivolumab, vemurafenib, etc.

1.3. Triterpenos Pentaciclicos: Acido Oleandlico y Ursoélico

Los triterpenos constituyen el grupo mas extenso de terpenoides debido a su gran
diversidad estructural y a que se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal en
estado libre, como glicdsidos o como ésteres, aunque también han sido hallados algunos
importantes en el reino animal. Los triterpenos incluyen el escualeno, aislado por primera
vez del aceite de higado de tiburén y un gran nimero de compuestos con distinto numero

de anillos como el lanosterol, presente en la grasa de la lana (Phillips, et al. 2006).

Los terpenos se clasifican, atendiendo al nimero de unidades de isopreno (2-metil-
1,3-butadieno) que posee su esqueleto hidrocarbonado, en monoterpenos (10 carbonos, 2
unidades), sesquiterpenos (15 carbonos, 3 unidades), diterpenos (20 carbonos, 4 unidades),
sesterterpenos (25 carbonos, 5 unidades), triterpenos (30 carbonos, 6 unidades) y

tetraterpenos (40 carbonos, 8 unidades).
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Biogénesis de Triterpenos Pentaciclicos

El quimico Croata, Leopold Ruzicka, a mediados del siglo pasado inicid el estudio de
la estructura de los terpenos. Todos los triterpenos presentes en la naturaleza tienen su
origen en el escualeno, alcohol triterpénico formado por una condensacion cola-cola del
farnesol. Basdndose en una amplia informacion estructural, Ruzicka fue capaz de
racionalizar la biogénesis de terpenoides y desarrollarla (regla biogenética del isopreno)

(Eschenmoser, et al. 1955).

La biosintesis de los compuestos terpénicos se inicia con el acido mevaldnico (acido
(R)-3,5-dihidroxi-3-metilpentanoico), que se forma por condensacion de tres unidades de
acetil-CoA (Nakanishi, et al. 1984). Posteriormente, ocurre una activaciébn por
fosforilacion y descarboxilacion del acido mevalonico (Fig. 3). Se forma de esta manera el
pirofosfato de 3-isopentenilo, que puede isomerizar a pirofosfato de v,y-dimetilalilo
(pirofosfato de 2-isopentenilo), y que presenta una gran reactividad en procesos de

sustitucion nucleofilica.
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Figura 3. Biosintesis de los precursores bioldgicos de los terpenos (pirofosfato de 3-

isopentenilo y pirofosfato de 2-isopentenilo)
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El doble enlace nucledfilo del pirofosfato de 3-isopentenilo, desplaza al grupo
pirofosfato de 2-isopentenilo dando lugar al monoterpeno lineal fundamental, denominado
pirofosfato de geranilo, tras la pérdida de un proton por parte del intermedio de reaccidon
carbocationico. Este monoterpeno lineal, puede transformarse en los mas diversos
esqueletos de diez carbonos, denominados monoterpenos (geraniol, limoneno, mentol, etc.),

segun tenga lugar la accion de las enzimas apropiadas.

Si el pirofosfato de geranilo reacciona con una nueva unidad isoprénica en forma de
pirofosfato de 3-isopentenilo por la accion de la geranil transferasa, se obtiene el
pirofosfato de farnesilo, que es la base de toda la gama de productos con quince atomos de
carbono, sesquiterpenos, que presentan diferentes esqueletos carbonados (germacranos,
eudesmanos, cariofilanos, etc.). Si el farnesil pirofosfato reacciona de nuevo con
pirofosfato de 3-isopentenilo, da lugar a pirofosfato de geranil-geraniol, intermedio que se
supone precursor de los compuestos diterpénicos (kauranos, beyeranos, atisanos, etc.). El
acoplamiento cabeza-cabeza de dos unidades de pirofosfato de farnesilo conduce a
escualeno, con la ayuda de la escualeno sintasa, a partir del que se forman los triterpenos
(dammarano, lupano, oleanano, ursano, etc.) (Fig. 4).
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Figura 4. Rutas biogenéticas hacia mono, sesqui, di y triterpenos a partir de sus precursores

(pirofosfato de 2-isopentenilo y pirofosfato de 3-isopentenilo)
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La oxidaciéon de uno de los dobles enlaces terminales del escualeno proporciona
oxido de escualeno, que sufre una ciclacion controlada por enzimas. En esta compleja
reaccion la cadena del escualeno debe plegarse de forma precisa como se puede observar en
la Fig. 5, (silla-silla-silla-bote) formandose un carbocation tetraciclico con esqueleto de
dammarano, que es la molécula de partida para la formaciéon de otros triterpenos
tetraciclicos. Ademads, mediante diferentes carbocationes generados por ciclaciones y
migraciones de metilo o hidruro se obtienen también los triterpenos pentaciclicos con

esqueleto de lupano, ursano, oleanano.
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Figura 5. Biogénesis de triterpenos a partir de 6xido de escualeno

23



Introduccion

Los triterpenos pentaciclicos empleados para este trabajo cuentan con la estructura
base del oleanano y del ursano, los cuales son el acido oleanolico (OA) (acido 3B-hidroxi-
olean-12-en-28-0ico) y su isémero el acido ursolico (UA) (4cido 3B-hidroxi-urs-12-en-28-
0ico), respectivamente, ambos con formula molecular C3yH4303 y peso molecular de 456.70
g/mol (Fig. 6). Estos compuestos con 30 atomos de carbonos, existen ampliamente en la
plantas naturales en forma de acido libre o agliconas de saponinas triterpenoides (Liu,
1995; Liu, 2005), también son parte integral de la dieta humana, encontrandose en
aceitunas, uvas, aceite de oliva, en la piel de algunas frutas (manzanas, peras, arandanos y

ciruelas) y en la cera protectora de las algas marinas, etc.

NS e
~ /J\I/Ij/< cooH P \[L ?\ij\cow
HOI)/Ht — HOJ%E\/}L

OA UA

I

Figura. 6. Estructuras del Acido Oleandlico (OA) y Acido Ursélico (UA)

Estos triterpenos son de gran interés como agentes terapéuticos y sus actividades
biologicas son bastante similares teniendo en cuenta la cercania de sus estructuras

quimicas, entre las que se destacan:

- Actividad Antiinflamatoria

El efecto antiinflamatorio es una propiedad comuin de muchos triterpenoides
(Mahato, et al. 1988). El efecto antiinflamatorio de OA se inform6 por primera vez en
1960, donde se reportaba los efectos inhibidores sobre edema de la pata de rata inducido
por carragenina y la artritis inducida por formaldehido (Gupta, et al. 1969). E1 UA se ha
identificado como un componente activo en la prevencion de edema de pata de ratas
inducido por carragenina, asi también como en la prevencion de edema de oreja de ratoén

inducida por 13-acetato-12-O-tetradecanoilforbol (TPA) (Liu, 1995).
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Se han reportado varios de los mecanismos por medio de los cuales estos triterpenos
gjercen su accion antiinflamatoria, entre los que destacan la inhibicion de enzimas
involucradas en la produccion de eicosanoides como las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2)
y la fosfolipasa A2 (FLA2); la inhibicion de la liberacion de citoquinas, histamina y
serotonina y la interaccidén con algunas serina/treonina quinasas (Liu, 1995; Kwon, et al.

2009).

- Actividad Anticancerigena

Ambos compuestos han mostrado actuar en varios estados en el desarrollo tumoral,
incluyendo inhibicién de tumorgénesis, inhibicidn de la promocion tumoral e induccion de
la diferenciacion celular. En efecto, inhiben la angiogénesis, la invasion tumoral y la
metastasis. Sin embargo, el mecanismo mediante el que actian no se ha determinado de
forma suficientemente clara. OA y UA son relativamente no toxicos, pudiendo ser
utilizados clinicamente como agentes quimiopreventivos/quimioprotectivo (Ovesna, et al.
2004). El uso de estos compuestos ha sido recomendado como terapia contra el cancer de
piel. Preparaciones cosméticas que contienen OA y UA han sido patentadas en Japon para
la prevencion del cancer de piel por uso topico. Preparaciones farmacéuticas que contienen
OA estan patentadas para el tratamiento de leucemia no linfatica (Ishida, et al. 1990;

Muto, et al. 1990; Hsu, et al. 1997).

- Actividad Antihiperlipidémica

Las propiedades hipolipemiantes y antiateroscleroticas del UA fueron descritas por
primera vez por cientificos en la Union Soviética en 1979. En ratas y conejos alimentados
con UA, se observo la prevencion de la aterosclerosis experimental, reduccion del
colesterol en la sangre (44%) y niveles de lipoproteinas (50%). También se demostrd que el
OA, prevenia la hiperlipidemia en conejos, cobayas y ratas, disminuyendo los niveles de
colesterol en sangre y lipoproteinas en mas de un 40%. El OA no afecta los niveles de
lipoproteinas de la sangre en conejos normales, pero disminuye los niveles de colesterol
elevados en la sangre y previene la precipitacion de lipidos en los vasos sanguineos y

organos principales de conejos hiperlipidémicos experimentales (Liu, 1995).
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- Actividad Antioxidante

El efecto antioxidante in vivo se ha demostrado sobre la molécula de UA,
encontrando que presenta un efecto protector sobre la peroxidacion de lipidos, estrés
oxidativo y evita el dafio al ADN inducido por radiaciéon ultravioleta (Ramachandran y
Prasad 2008). También se ha demostrado que el UA posee efecto antioxidante no
enzimatico, al secuestrar al anion superdxido, al quelar iones metalicos (como consecuencia
de esto evita la reaccion de Fenton), y al inhibir a la xantina oxidasa (XO) (Yin y Chan
2007). Se ha demostrado el efecto antioxidante y antiinflamatorio del UA y OA sobre
células PC12 al inducir estos efectos con peroxido de hidrogeno y con el i6n 1-metil-4-
fenilpiridinio (MPP+). Estos compuestos provocan la muerte celular por liberacion de
citosinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a y por disminucién de la actividad de las
enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa (GPX). El
tratamiento de las células PC12 con UA y OA disminuye la liberacion de IL-6 y TNF-a por
lo que podrian ser agentes protectores en desordenes de tipo neurodegenerativos (Tsai y

Yin, 2008).

- Actividad Hepatoprotectora

El efecto hepatoprotector del UA y OA se ha determinado en modelos in vivo e in
vitro, de forma individual y conjunta. Ambos son efectivos frente a lesiones hepaticas
inducidas en animales en laboratorio. Se han utilizado desde la antigiiedad en Asia como
farmacos orales contra los desordenes hepaticos. La mezcla de UA/OA disminuye el dafio
hepatico producido por tetracloruro de carbono, disminuyendo los niveles séricos de
transaminasa glutdmico oxalacética (sGOT) y los niveles de transaminasa glutdmico
pirtvica (sGTP), regenerando la viabilidad de los hepatocitos. También se documentd que
estos triterpenos protegen contra el dafio hepatico provocado por D-galactosamina y
acetaminofén, entre otros (Liu, 1995; Martin-Aragon, et al. 2001). Los mecanismos de
hepatoproteccion de estos dos compuestos involucran la inhibicion de la actividad toxica de
xenobiodticos, la activacion del sistema inmune del organismo y la disminucion de la
actividad del citocromo P450, familia de enzimas requerida por una gran cantidad de

compuestos hepatotoxicos para su activacion (Liu, 1995).
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- Actividad Antimicrobiana

En cuanto al efecto antibacteriano se ha encontrado que el UA tiene actividad contra
Staphylococcus aureus (CMI= 8 pg/mL) y Enterococcus faecalis (CMI= 4 pg/mL), pero es
inactivo contra cepas resistentes a antibidticos como S. aureus resistente a meticilina y
Enterococcus sp resistente a vancomicina (Fontay, et al. 2008). En otro estudio se
encontraron CMI's de 62.5, 47, 259 y 4 ug/mL contra S. Aureus, E. faecalis, Escherichia
coli y Pseudomonas aeruginosa respectivamente (Shai, et al. 2008). Otra actividad
relevante que se le ha demostrado al UA, es su efecto contra diversas cepas de M.
tuberculosis. Contra la cepa H37Ra presentd una CMI de 12.5 pg/mL, al evaluarlo por el
micrométodo colorimétrico de azul de alamar (MABA) (Tanachatchairatana, et al. 2008).
Recientemente, se ha descrito que la mezcla de UA/OA presenta una CMI = 62.5 pg/mL in
vitro al ser evaluada por MABA (Higuchi, et al. 2008). Por otra parte, se ha descrito que el
UA presenta actividad antifungica contra Sporothrix schenki, Microsporum canis,
Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans 'y Candida albicans con valores de CMI's
de 32, 12, 24, 63 y 63 ug/mL, respectivamente (Shai, et al. 2008); actividad antiparasitaria
contra promastigotes y amastigotes de Leishmania amazonesis con Clsy de 5y 11 pg/mL,
respectivamente, siendo el UA mas activo que los farmacos de referencia, contra

amastigotes (Torres-Santos, et al. 2004).

Se han descrito, asi mismo, efectos antiulcerosos, anticaries, cardiovasculares,
antihipertensivos, etc. (Liu, 1995, Liu, 2005; Senthil, et al. 2007). Ademas, estos
compuestos se utilizan también en la preparacion de complementos alimenticios y son
ingredientes importantes en formulaciones cosméticas. Por lo tanto, de acuerdo a su amplia
gama de aplicaciones, estos triterpenos son de alto valor comercial, por lo que han sido
aislados en mas de 120 especies de plantas diferentes por sus beneficios (Liu, 1995, Liu,

2005; Zacchigna, et al. 2009).

Los compuestos utilizados para esta tesis, fueron aislados y purificados de las hojas
de la planta Plumeria obtusa L. var. sericifolia (C. Wright ex Griseb.) Woodson
(Apocynaceae) (Fig. 7), originaria de las Antillas Mayores, Florida, la parte norte de Centro

América y el sur de México, pero cultivada ampliamente por sus flores ornamentales y
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aromaticas en todo el mundo, donde existe el clima céalido adecuado. Esta puede crecer, ya
sea como un pequefio arbusto o arbol con altura de 0.9 a 6.1 metros, sus hojas se encuentran
en racimos cerca de las puntas de las ramas, de un tamafio grande (6-22 cm de largo y 2-7
cm de ancho) con una forma oblonga caracteristica y la punta de la hoja es obtuso
(redondeado). Las hojas son de color oscuro con la superficie brillante y nervios
secundarios paralelos visibles que van desde la vena media a los bordes de las hojas. Las
flores de esta especie son portadas en inflorescencias (racimos) que se forman en los
extremos de las ramas en un tallo largo y grueso. Cada inflorescencia contiene muchas
flores blancas con un pequefio centro amarillo. Las flores contienen cinco pétalos que se
fusionan en la base en un tubo en forma de embudo corto que se ensancha gradualmente a
medida que los lobulos de los pétalos se extienden. Los ejemplares utilizados fueron
recolectados en Calakmul, Campeche, México. La primera colecta de la planta se realizé en
1997. A partir de esa coleccion un ejemplar de herbario se preparo, y fueron depositados en
el Herbario Nacional, Instituto de Biologia, MEXU, UNAM, con numero de registro
Martinez 27824-A.

Fig. 7. Arbol, hojas y flores de la especie vegetal Plumeria obtusa
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1.4, Administracion dérmica de Nanoemulsiones
1.4.1. Anatomofisiologia de la piel

La piel constituye el 6rgano corporal mas extenso que separa al organismo del medio
externo. La piel de una persona adulta cubre aproximadamente una superficie de 2 m? y
recibe un tercio de la sangre que circula por el cuerpo. Es eldstica, y presentan distintas
caracteristicas segun la region. Con un espesor de unos pocos milimetros (2.97 + 0.28 mm),
separa el entramado circulatorio y los drganos del medi6 externo (Montagna, 1974;

Ritschel y Hussain, 1988).

La principal funcién de la piel es la proteccion del organismo de factores externos
como bacterias, sustancias quimicas y temperatura. La piel contiene secreciones que
pueden destruir bacterias y la melanina, que es un pigmento quimico que sirve como
defensa contra los rayos ultravioleta que pueden daiiar las células. Otra funcidon importante
de la piel es la regulacion de la temperatura corporal. Cuando se expone la piel a una
temperatura fria, los vasos sanguineos de la dermis se contraen, lo cual hace que la sangre,
que es caliente, no entre a la piel, por lo que ésta adquiere la temperatura del medio frio al
que estd expuesta. El calor se conserva debido a que los vasos sanguineos no contindan

enviando calor hacia el cuerpo.

La piel estd formada por tres capas (Fig. 8) que desde el exterior al interior son la
epidermis, dermis e hipodermis (tejido subcutdneo). Contiene ademaés glandulas sebaceas,
sudoriparas y foliculos pilosos, que junto a las ufias conforman el sistema tegumentario. La
superficie de la piel esta normalmente cubierta por una emulsion epicutdnea o manto
hidrolipidico que se forma a partir de los &cidos grasos de las secreciones sebaceas de los
queratinocitos y el agua que proviene de las glandulas sudoriparas. Este coadyuva al

mantenimiento de su funcidn protectora y de la flora cutanea.
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Figura 8. Estructura de la piel
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1.4.1.1. Epidermis

Es un epitelio plano estratificado, queratinizado y no vascularizado de un espesor que
varia entre 0.02 y 0.2 mm segun la zona anatémica. Posee un alto contenido lipidico
(colesterol, ceramidas y éacidos grasos) y muy bajo contenido en agua (20-30%). Los
queratinocitos al ascender hacia la superficie se vuelven mds anchos y aplanados, van
perdiendo gradualmente el nicleo y organulos y se van enriqueciendo en queratina (Wertz,

1996). En la epidermis pueden diferenciarse cinco estratos (Fig. 9):

Estrato corneo

Estrato liicido |

Estrato granuloso |

Estrato espinoso

Estrato germinativo
o basal

Figura 9. Estratos de la epidermis
El estrato corneo, es la parte mas externa de la epidermis y la principal barrera del

medio externo, siendo el principal responsable de la impermeabilidad de la piel y la

resistencia a la difusion de farmacos o cualquier otra sustancia (Elias, et al. 1981). Esta
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formado por células aplanadas altamente queratinizadas, llamadas corneocitos, unidos entre
si por una sustancia cementante de naturaleza lipidica y estratificada en multiples capas
(Elias, 1983). Estos lipidos intercelulares estan compuestos por aproximadamente un 70%
de lipidos neutros (esteroles libres, 14%; acidos grasos libres, 19.3%; triglicéridos, 25.2%;
¢steres de colesterol y ésteres grasos, 5.4%; escualeno, 4.8%; alcanos, 6.1%), en un 18%
por esfingolipidos (ceramidas y glucosilceramidas), un 5% de lipidos polares
(fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, esfingomielina y lisolecitina)

(Lampe, et al. 1983).

El estrato licido esta ubicado entre la capa granulosa y el estrato corneo. En esta
capa las células empiezan a perder los organulos celulares por la accion de proteasas y

nucleasas.

El estrato granuloso estd compuesto por células que contienen granulos de
queratohialina (cuya degradacion final produce sustancias higroscopicas responsables de la
hidratacion natural de la piel. Los granulos también contienen glicolipidos y esteroles.
Estos son excretados a medio extracelular, siendo uno de los responsables de la

impermeabilidad de la epidermis.

El estrato espinoso, debe su nombre a la morfologia que le confiere la existencia de
numerosas estructuras proteicas intra y extracelulares denominadas desmosomas,
constituidas por diversas moléculas de adhesion que unen células adyacentes (Elias, et al.

1981).

El estrato basal o germinativo, es una Unica capa de células casi cubicas enlazadas
entre si por desmosomas y a la ldmina basal, sobre la que se apoya, por hemidesmosomas.
Este estrato es el encargado de la regeneracion constante del resto de capas celulares
epidérmicas por su continua replicacion celular. Ademas de los queratinocitos también se
encuentra melanocitos, células de Langergans (relacionados con el sistema inmune) y

células de Merkel (del sistema neuroendocrino).
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1.4.1.2. Dermis

La dermis o corion, es un tejido resistente, flexible y muy elastico, con un espesor de
1 a 3 mm. Esta compuesta por una matriz densa de tejido conectivo o conjuntivo y posee
fibras colagenas (~70- 75%), elasticas (~ 4%), reticulares (~ 0,4%) y células (fibroblastos,
mastocitos, leucocitos y melanocitos). Esta matriz estd embebida en una sustancia
mucopolisacarida amorfa e incluye, aproximadamente, el 20% de la masa dérmica, que le
proporciona elasticidad al contener distintas fibras. Los fibroblastos, son los encargados de
producir los componentes del tejido conectivo de coldgeno, laminina, fibronectina y
vitronectina. Los mastocitos estan implicados en procesos de respuesta inmune ¢
inflamatoria y los melanocitos, cuya funcion es fabricar melanina (Walters, 2002). La capa
superficial, o capa papilar, se interdigita con la epidermis de la que queda claramente

delimitada. La capa mas profunda o capa reticular, se pierde en el tejido subcutaneo.

La dermis, es un componente sustancial de nuestro cuerpo, ya que no solo es el
sostén de la epidermis, la que le proporciona nutrientes y sistemas de soporte e
inmunoldgico, todo ello a través de la fina capa capilar adyacente a la epidermis, sino que
ademads juega un papel importante en la regulacion de la temperatura, presion y dolor de

nuestro organismo (Walters, 2002).

Esta capa proporciona a la piel una gran fuerza mecanica gracias al alto contenido de
fibras coldgenas, aportando, mediante sus distintos componentes celulares, una reserva de
elementos regenerativos y defensivos, capaces de combatir la infeccion y reparar las
heridas profundas. La dermis soporta los apéndices cutdneos: glandulas sudoriparas
(apocrinas y ecrinas) y pilosebaceas. Las glandulas sudoriparas secretan sudor y las
sebaceas situadas generalmente en la base del pelo, secretan el sebo cutaneo. La dermis
también contiene vasos sanguineos, linfaticos y nervios. Los vasos sanguineos juegan un
papel muy importante en la regulacién de la temperatura corporal, aporte de nutrientes y
oxigeno a la piel, eliminacidén de productos de desecho y toxinas y reparacion de la piel
dafiada. Los capilares se encuentran a unos 0,2 mm de la superficie corporal vy,
esencialmente, proporcionan condiciones “sink” para la mayoria de las moléculas que

atraviesan la barrera cutanea, porque una vez que la sustancia accede a la dermis, la
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sustancia llega a la extensa red capilar que existe en la dermis, que, ademas estan
anastomosados, pasa a arteriolas, arterias, alcanzando la circulacion general. De este modo,
la sangre ayuda a garantizar, que la concentracion dérmica de un penetrante, esté
generalmente proxima a cero y que la diferencia de concentracion a través de la epidermis
proporcione la fuerza de conduccidn necesaria para la permeacion transdérmica (Williams

y Barry, 1992).

1.4.1.3 Hipodermis

Por debajo de la dermis se encuentra la hipodermis o tejido subcutaneo. En muchas
regiones del organismo este tejido celular es de tipo conectivo laxo y contiene numerosas
células adiposas. Ademds de sus propiedades mecdnicas, como amortiguador de los
traumatismos, y de su capacidad para almacenar energia, esta capa es un importante
aislante térmico. La mayor parte de las terminaciones nerviosas cutdneas, vasos sanguineos

y 6rganos de presion sensorial se encuentran en la hipodermis (Williams y Barry, 1992).

1.4.1.4. Glandulas

Las glandulas sebaceas son pequefias y saculares y se encuentran en la dermis, son
abundantes en el cuero cabelludo y en la cara. Estan formadas por un conducto tnico, que
emerge de un racimo de alvéolos ovales o piriformes. Cada alvéolo esta compuesto por una
membrana basal que encierra varias células epiteliales y tiene una cavidad llena de materia
grasa que constituye el sebo cutaneo. Dado que las células sebdceas producen su secrecion
a consecuencia de la completa degeneracion de sus células centrales a estas glandulas se las

llama holocrinas (Williams y Warwick, 1992).

Las glandulas sudoriparas se encuentran en casi todas las regiones de la piel y se
dividen en dos:
- Glandulas ecrinas, son las mas numerosas, cada una de ellas estda formada por un tubo
unico cuya parte mas profunda se enrolla para constituir un cuerpo esférico u oval, que se
situa en las capas mas profundas del corion o en el tejido subcutaneo y se denomina cuerpo

de la glandula. El tamaifio de las glandulas es variable, siendo grandes en las regiones donde
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la transpiracion es intensa (axilas). Su numero también varia, son muy numerosas en la

zona de las palmas de las manos y plantas de los pies.

- Glandulas apocrinas, son mayores que las ecrinas y producen una secrecion mas espesa.
Las glandulas apocrinas son de forma tubular y presentan una amplia porcién secretora
enrollada desembocan mediante un conducto recto, y muy estrecho que corre paralelo a los

foliculos pilosos cercanos (Williams y Warwick, 1992).

1.4.2. Absorcion percutianea
La absorcion percutanea de medicamentos puede ser definida como la absorcion de

farmacos a través de la piel intacta para enriquecer el sistema circulatorio.

1.4.2.1. Etapas de la absorcion percutinea

La piel constituye una barrera muy selectiva al paso de sustancias. La epidermis, y
dentro de la epidermis, el estrato corneo es el principal responsable de este control (Barry,
1983). Ademas, el flujo de moléculas a través de la piel depende de la naturaleza de la
sustancia, del coeficiente de reparto vehiculo-piel y del coeficiente de difusion de la
sustancia difusora a través de la piel (Yasunori, et al. 1994). La absorciéon de los farmacos

se produce en tres etapas:

- Liberacion del principio activo y difusion
El principio activo contenido en una determinada formulacidn, difunde en el sistema
de administracion hasta la superficie cutdnea. Esta etapa viene condicionada por las

caracteristicas del principio activo y del sistema de dosificacion.

- Penetracion en la capa cornea

El principal obstaculo que se encuentra el firmaco para penetrar a través de la piel
son las propiedades de barrera del estrato corneo. Esto estd originado, en parte, por la
geometria de la estructura interna de los corneocitos y en parte por la resistencia a la

difusidén de la estructura lipidica extracelular.
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1.4.2.2 Vias de penetracion a través de la piel
Cuando se administra una sustancia a través de la piel, puede alcanzar los capilares
sanguineos de la dermis a través de dos rutas fundamentales de acceso: la transepidérmica y

la transapedicular (Fig. 10).

Figura 10. Vias de penetracion a través de la piel: Penetracion (1) Transepidérmica, (2)

Transudoripara y (3) Transfolicular

Los farmacos pueden atravesar el estrato corneo siguiendo tres vias:

- Transepidérmica
Las moléculas polares y no polares difunden a través del estrato corneo por diferentes
mecanismos. Dos microvias fundamentales existen para la absorcion percutanea a través

del estrato corneo: la ruta intercelular y la intracelular.

En la ruta intracelular, el estrato corneo se hidrata, acumulando agua cerca de la
superficie de los filamentos de las proteinas, y es a través de esta agua inmovilizada por
donde las moléculas polares pueden pasar a través de la piel. Las moléculas no polares, por
el contrario, probablemente, se disuelven y difunden a través de la matriz lipidica
intracelular, no acuosa, que existe entre los filamentos de las proteinas fundamentalmente, a
través de los triglicéridos. (Barry, 2001). La energia de activacion de las moléculas no

polares es algo mas baja que la difusion de las moléculas polares.
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Por la via intercelular, el firmaco atraviesa el estrato corneo siguiendo un camino a
través de los lipidos de la matriz intercelular. Esta via se considera menos importante ya
que el farmaco tiene que salvar la impermeabilidad de los corneocitos, unidos a la
distribucidn repetida del propio principio activo entre las regiones hidréfilas y lipofilas de

las bicapas lipidicas del estrato corneo (Aulton, 2004).

- Transapedicular
Si el farmaco utiliza esta via de acceso lo hara a través de las glandulas sudoriparas y
sistema pilo-sebaceo. Ambas alternativas, tienen una contribucion escasa a la cinética

global de la penetracion transdérmica.

La penetracion transfolicular de las sustancias quimicas esta ligada a la presencia de
un mayor o menor numero de foliculos pilosos en la piel. Cada foliculo piloso lleva
asociado una glandula sebacea, que segrega sebo, barrera de proteccion del estrato basal
germinativo. Un centimetro cuadrado de piel humana puede contener 10 foliculos pilosos y

15 glandulas sebaceas (Williams y Barry, 1992)

El sistema pilo-sebaceo, estd constituido por el pelo y la glandula sebacea. La
existencia de esta via de penetracion fue demostrada por Mackee, et al. (1943) quienes
piensan que es la Optima para la absorcion percutanea, ya que las moléculas so6lo tienen que
atravesar la capa basal del foliculo pilo-sebaceo. En el aparato pilo-sebaceo, la epidermis se
vuelve mas delgada, hasta reducirse, al nivel de la base del pelo, a una tinica capa de células
no queratinizadas. Si un fAirmaco es capaz de difundir en el sebo del foliculo pilo-sebaceo,
podra acceder a la dermis y llegar a la microcirculacidon sistémica con facilidad. Por via
transfolicular, las particulas se absorben a través de la vaina epitelial (unicelular no
queratinizada), que corresponde al estrato basal germinativo, facil de atravesar. Se puede,

llegar asi facilmente a la dermis y a los vasos sanguineos sin pasar por la barrera de Rein.

Ciertos medicamentos, bastante lipofilos, al disolverse en el sebo, son capaces de
superar esa barrera, viendo favorecida su absorcidn percutdnea a través de la glandula. Por

esta via se absorben sustancias que tienen un alto coeficiente de reparto (lipido/agua),
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solubles en el sebo. En ciertas circunstancias también es posible que difundan moléculas

que se pueden acumular en los foliculos pilosos.

La via transudoripara es menos importante ya que proporciona una pequefia ruta de
absorcion (1 cm® de piel humana puede contener 100 glandulas sudoriparas) (Williams y

Barry, 1992). Se cree que la difusion por esta via sigue el modelo de “difusion por poros™.
1.5. Administracion ocular de Nanoparticulas

1.5.1. Anatomofisiologia ocular

El ojo humano es el drgano anatdmico que recoge en su interior la estructura sensible
que hace posible el inicio del complejo proceso de la vision. Por su forma se le denomina
globo ocular (Fig. 11). Es un 6rgano par situado a ambos lados del plano sagital, protegido
por grasa y tejidos blandos y por las paredes dseas que componen las cavidades orbitarias,
donde ademas del globo ocular se alojan el nervio oOptico, los musculos oculares, la
glandula lagrimal, vasos y nervios. Los parpados, las pestaiias y las lagrimas son

protectores del ojo.
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Figura 11. Estructura del ojo humano

El globo ocular, es una esfera de unos 24 mm de didmetro anteroposterior,
constituida de fuera a dentro por tres capas concéntricas:
1. La exterior es la tunica fibrosa o corneo-escleral que se compone de dos segmentos

esféricos, el anterior la cornea, es la porcidon mas pequefia y prominente, el posterior es la
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esclerotica. Revistiendo los parpados por su cara posterior (interior) y parte de la esclera
anterior (por su exterior) estd la conjuntiva, membrana en la que se vierte la secrecion

lagrimal que participard en la nutricidén y proteccidon de las capas superficiales de la cérnea.

2. La capa intermedia (Gvea) es la funica vascular, la componen por delante, el iris, por
detrés, la coroides, y la uniéon de ambos, un engrosamiento que se conoce con el nombre de

cuerpo ciliar.

3. La capa interna, tunica nerviosa es la retina, que se continua por delante con la capa

profunda del cuerpo ciliar y del iris.

La cérnea es la porcion anterior clara y transparente de la capa externa del globo
ocular. Es la superficie refractante mayor del ojo y la mas sensible del cuerpo, dada la
abundancia de fibras nerviosas que contiene. Su funcion fisioldgica principal es mantener la
superficie del ojo lisa y transparente, mientras protege el contenido intraocular. Se contintia
con la esclerdtica. Tanto por delante como por detras se encuentra la cdrnea bafiada por
liquidos, que le proporcionaran los elementos nutrientes para el metabolismo corneal dado
que no tiene vasos sanguineos. La lagrima humedece el epitelio corneal o cara anterior y el
humor acuoso hacen posible la nutricion desde la cara posterior o endotelial (Bueno y

Toro, 1994).

La esclerotica o esclera, constituye el esqueleto del globo ocular. Estd compuesta de
haces de tejido conjuntivo y fibras elasticas que le dan una consistencia fuerte,
permitiéndole mantener la forma del ojo a pesar de alcanzar un espesor maximo de 1 mm.
En su parte delantera presenta las inserciones de los musculos extrinsecos del ojo, y en el
polo posterior, la salida del nervio dptico, la vena central de la retina y accede al interior del

ojo la arteria central de la retina.

La coroides constituye la mayor parte de la region uveal. Se sitia entre la esclerdtica
y la retina. Se compone principalmente de vasos sanguineos que le confieren su color

pardusco. Tiene como funcidn primaria nutrir la retina, el cuerpo vitreo y el cristalino.
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La retina es la capa mas interna del ojo, situada entre la coroides y el cuerpo vitreo.
Es una estructura compleja, con numerosos tipos de células y una disposicion anatomica en
diez estratos o capas. En las mas externas estdn los elementos celulares encargados de la
transformacion de la energia luminosa en energia bioeléctrica (fotorreceptores), mientras
que las mas internas estdn encargadas de la transmision de dicha energia, conduciendo el

estimulo visual hacia el cerebro y representando el primer escalon de la via optica.

La retina presenta una extension avascular central, la macula litea, en cuyo centro
se encuentra una pequefia depresion, la fovea central. Provista de una gran concentracion de
conos, y casi sin bastones constituye la zona de maxima agudeza visual. A unos 3 mm hacia
el lado interno del polo posterior del 0jo, se encuentra la cabeza del nervio dptico (papila),
zona constituida por fibras nerviosas sin poder visual, motivo por el cual se llama también

punto ciego.

El iris es una membrana situada detras de la cornea e inmediatamente delante del
cristalino. Es llamativo al observador por ser la parte que da el color que caracteriza a
nuestros o0jos. Es de color variable, de forma circular y estd perforada en su centro por una
abertura también circular (pupila), cuyo tamafio varia por la accion del musculo esfinter y
dilatador de la pupila que, de manera refleja, controlan la cantidad de luz que entra en el

0jo.

La coroides se continua hacia delante con el cuerpo ciliar que contiene el musculo
ciliar, responsable del proceso de la acomodacion o enfoque del cristalino. Presenta unas
protuberancias denominadas, procesos ciliares, en extremo vasculares, especializadas en la
produccion del humor acuoso necesario en el mantenimiento de la anatomia y fisiologia del
segmento anterior del ojo. (cornea, iris y cristalino). El humor acuoso es un liquido cuya
composicion se asemeja a la del plasma con supresion de casi todas las proteinas.
Contribuye al mantenimiento de la presion intraocular, y facilita el metabolismo del
cristalino, y de la cérnea que carecen de vasos. Secretado por el cuerpo ciliar fluye en la
camara posterior entre el iris y el cristalino, desde aqui pasa a la cdmara anterior a través de

la pupila.
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El cristalino es una lente, un 6rgano encapsulado, de forma lenticular, transparente,
biconvexo, formado por una serie de laminillas concéntricas. Suspendido de los procesos
ciliares por filamentos es una esfera hueca de células epiteliales. La funcion del cristalino,
junto con la cérnea consiste en enfocar los rayos de manera que formen la imagen sobre la

macula.

El cuerpo vitreo es una masa transparente, incolora, de consistencia blanda, que
ocupa la cavidad posterior del globo ocular. Situado entre el cristalino, el cuerpo ciliar y la
retina, constituye el volumen mas amplio del ojo. Carente de vasos, se nutre de los tejidos

préximos: coroides, cuerpo ciliar y retina (Bueno y Toro, 1994).

1.5.2. Cornea

La cornea es un tejido avascular y transparente estratificada en 3 capas celulares y
dos interfaces: epitelio, membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet y
endotelio (Figura 12). Su estructura es relativamente simple comparada a otras partes del
cuerpo (Oyster, 1999). Los tipos de células que la constituyen son células epiteliales,
fibroblastos corneales conocidos como queratocitos y células endoteliales. Estos
componentes interactian entre ellos para mantener la integridad y funcionalidad del tejido.
La cérnea es alimentada por la pelicula lagrimal que cubre su superficie anterior y por el

humor acuoso que bafia su superficie posterior.
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Figura 12. Capas e interfaces de la cornea
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La cornea de un humano adulto mide 11-12 mm en su didmetro horizontal y 9-11
mm en el vertical. Su espesor es de 0.5 mm en el centro y se incrementa gradualmente
hacia la periferia donde alcanza hasta 0.7mm. La forma de la superficie anterior es convexa
siendo su curvatura mayor en la periferia que en el centro (geometria asférica). El radio de
curvatura ronda aproximadamente 7.5-8.00 mm en el area central de la cérnea (3 mm)
donde la superficie es casi esférica. Las propiedades de la cornea vienen determinadas por
su transparencia, la homogeneidad de su superficie y su contorno, e indice refractivo. La

caracteristica mas importante de la cdrnea es su transparencia (Oyster, 1999).

El epitelio corneal, consiste en 5-7 capas de células epiteliales escamosas
estratificadas y no queratinizadas dispuestas unas encima de otras, con un espesor central
de aproximadamente 50 micras y constante por toda la superficie corneal. Esta capa
representa un 10% del espesor total de la cornea. La cdrnea presenta 3 tipos de células
epiteliales: superficiales, intermedias y basales. El epitelio junto con la pelicula lagrimal
contribuye al mantenimiento de la homogeneidad oOptica de la superficie corneal. Otro
importante papel del epitelio es proporcionar una barrera a agentes biologicos externos y
productos quimicos. Dado que el epitelio es la barrera externa de la cdrnea es susceptible de
lesién por trauma o infeccion microbiana. El epitelio corneal y conjuntival conforman
conjuntamente la superficie ocular anterior. Aunque sus caracteristicas difieren entre si,
ambos proporcionan un sistema de biodefensa de la superficie anterior del ojo (Sack, et al.

2001).

La capa de Bowman es la parte més anterior del estroma corneal y estd situada
detras de la lamina basal del epitelio. Mide unas 12 micras de espesor; se reconoce en
secciones histoldgicas por su carencia de fibroblastos y aparente estructura oscura, ademas
es reconocible por microscopia electronica y confocal. Esta estructura acelular no es una
membrana sino el lugar de unidn de las fibras de colageno y proteoglicanos y en ella las
fibras de coldgeno no siempre corren paralelas a la superficie corneal perdiéndose la
estructura laminar regular. Esta capa no se regenera después de una lesion sin embargo

incluso en su ausencia se forma un epitelio normal.
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El estroma corneal constituye el 90% del espesor de la cornea y es un sandwich
entre dos capas, el epitelio y el endotelio. El estroma corneal consiste de una matriz
extracelular formado por fibroblastos (queratocitos) y fibras nerviosas. Los componentes
celulares ocupan solo un 2-3% del volumen total del estroma. El colageno constituye mas
del 70% del espesor de la cornea. El colageno es una proteina fibrosa que se encuentra en
todo el cuerpo siendo el componente principal del todos los tejidos conectivos, tendones,
ligamentos, piel y de la capa externa del ojo, entre otros. Las uniones entre las moléculas de
colageno es una variable que afecta a la fuerza de todo el tejido. Las fibras forman unas 300
laminas de colageno dispuestas unas encima de otra y representan el 90% del espesor y

volumen de la cérnea (Nishida, 2005).

La membrana de Descemet, también conocida como lamina eldstica posterior, es
una estructura acelular situada entre el endotelio y el estroma de la cérnea. Posee un grosor
de entre 10 y 15 m y estd compuesta principalmente por fibras de colageno, lo que le

confiere una gran elasticidad y resistencia.

El endotelio corneal es una monocapa celular de morfologia hexagonal, regular,
situada en la superficie corneal posterior y que se encuentra en contacto directo con el
humor acuoso de la camara anterior. En seccidén transversal, las células presentan un
aspecto cuboidal siendo el hexdgono la forma dominante, probablemente porque permite
cubrir completamente el plano endotelial, manteniendo el perimetro celular total y el
espacio intercelular de forma minima. La célula endotelial humana mide 5 pm y 18 um de
espesor y amplitud, respectivamente y presenta un nucleo redondeado de unas 7 pm de
diametro (Hogan, et al. 1971). La funcién mdas importante del endotelio es regular el

contenido de agua en el estroma corneal.

También hay otra estructura llamada Capa de Dua, es una capa de la cdrnea humana,
que se propuso su existencia en el 2013 (Dua, et al. 2013). Mide sélo 15 micrémetros de
espesor y estd situado entre el estroma de la cornea y la membrana de Descemet y es la
sexta capa descubierta de la cornea. A pesar de su delgadez, la capa es muy resistente e

impermeable al aire. Esta capa separa la ultima fila de queratocitos en la cérnea y puede
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estar relacionada con enfermedades como la hidropesia aguda, Descematocele y distrofias

pre-Descemet.

1.5.3. Permeacion Ocular

La penetracion de farmacos al interior del ojo tras su administracidén por via tdpica
ocular es uno de los retos mas interesantes a los que se enfrentan la investigacion
farmacéutica. El objetivo es conseguir atravesar las barreras protectoras del ojo sin dafiar
las estructuras oculares. A diferencia de otros, los epitelios de la superficie ocular no son
zonas preparadas para la absorcion, por lo que el tiempo de residencia de una formulacién
convencional se reduce a menos de dos minutos. A esto hay que afiadir las pérdidas
generadas por la absorcion sistémica del farmaco a través de la conjuntiva y el conducto
nasolacrimal. Se estima que el porcentaje de sustancia activa capaz de alcanzar el segmento
anterior del ojo estd comprendido entre el 1-5% de la dosis total administrada. Por esta
razon, aunque el fairmaco sea capaz de llegar a humor acuoso su difusidén al segmento
posterior resulta insignificante, en la mayoria de los casos (Andrés-Guerrero y Herrero-

Vanrell, 2008).

Existen distintas rutas para llegar a los tejidos oculares, que pueden seleccionarse
segin el tejido diana. De forma genérica, para el segmento anterior se utiliza
preferentemente la via topica ocular, mientras que para el segmento posterior se usa
normalmente la via intravitrea (Fig. 13) (Lorenzo, et al. 2008). La penetracién de los
farmacos cuando se administran por via tdpica ocular se puede llevar a cabo a través de la
cornea (via transcorneal) o a través de la conjuntiva y esclera (via conjuntival/escleral). Se
sabe que la mayoria de las sustancias activas que se emplean por via tdpica se absorben
empleando la ruta transcorneal. Este hecho explica que, durante mucho tiempo, se pensara
en la conjuntiva Unicamente como una via de eliminacion. Hoy en dia se sabe que hay
sustancias capaces de atravesar la conjuntiva llegando a alcanzar, en ciertas ocasiones, el

segmento posterior.
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Figura 13. Vias oculares de entrada y eliminacion de los farmacos. 1: via transcorneal, 2:
via transconjuntival/transescleral, 3: barrera hematoacuosa, 4: via trabecular, 5: eliminacion
por barrera hematoacuosa, 6: barrera hematorretiniana, 7: via intravitrea, 8: eliminacidon por

barrera hematorretiniana, 9: eliminacion desde el vitreo hacia la ruta anterior.

- Via transcorneal

El paso del medicamento a través de la cornea depende, ademds de la estructura e
integridad corneal, de las propiedades fisicoquimicas del farmaco y de su formulacion,
esencialmente, del coeficiente de particion octanol/agua, relacionado con el grado de
lipofilia del principio activo (Schoenwald y Ward, 1978) y del peso molecular que
informa sobre el tamafio molecular. Teniendo en cuenta las caracteristicas histoldgicas de la
cornea que, a efectos practicos, se puede equiparar a una estructura formada por tres zonas
de diferente polaridad: lipofila (epitelio), hidrofila (estroma) y lipdfila (endotelio), la
penetracidon de cualquier farmaco administrado localmente vendra condicionada, por tanto,
por su coeficiente de reparto, que ademds de evaluar la cantidad de medicamento que se
distribuye entre las dos fases, determina la contribucidon de cada una de las capas de la
cornea en la resistencia que opone dicha estructura a la penetracion transcorneal de los
farmacos. El epitelio corneal proporciona la maxima resistencia al paso de los farmacos.
Los principios activos penetran esta capa bien por difusidon a través de las células (ruta
transcelular) o bien a través de los espacios de las mismas en lo que se conoce como ruta
paracelular. El epitelio lipofilo, actia a modo de barrera para el 90% de farmacos hidrofilos

y 10% en el caso de farmacos lipofilos. La ruta paracelular predomina para los farmacos
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hidrofilos o iones de bajo peso molecular, mientras que la ruta intercelular predomina para

farmacos lipofilos (Schoenwald y Stewart, 1979; Prausnithz y Noonan, 1998).

- Via conjuntival/escleral

La conjuntiva es una membrana mucosa que recubre aproximadamente el 80% de la
superficie ocular. Estd formada por una porcion bulbar que cubre la parte anterior del
globo, excepto la cornea, y dos porciones palpebrales en las caras posteriores de los
parpados superior e inferior. El epitelio conjuntival estd compuesto por una serie de capas
de células epiteliales estratificadas (de 5 a 15 capas) y se encuentra recubierto por
microvellosidades. La conjuntiva bulbar estd recubierta por la pelicula lacrimal y
contribuye a la formacioén de esta Gltima mediante la secrecion de electrolitos, mucus y
glicoproteinas. Al igual que la cornea, el paso a través de la conjuntiva se puede llevar a
cabo por la via transcelular o paracelular. Si nos centramos en las propiedades generales de
las sustancias activas, el tamafio molecular es el factor limitante de la ruta paracelular tanto
de la cornea como de la conjuntiva. Las rutas paracelulares fueron descritas hace algunos
afios en conejos empleando polietilénglicoles de distintos pesos moleculares (de 200 a 1000
Da). Se seleccionaron dichos agentes ya que sus caracteristicas resultan comunes a péptidos
y oligonucleodtidos (hidrofilia, capacidad de formar puentes de hidrégeno y tamaiio
molecular). Por otro lado, las células epiteliales de la conjuntiva presentan las mismas
uniones intercelulares que caracterizan al epitelio corneal conocidas como «tight

junctionsy, aunque la conjuntiva es mas permeable al paso de moléculas hidrofilicas.

La via subconjuntival también se presenta como alternativa a las inyecciones
intravitreas que resultan mas agresivas para el paciente. Esta via persigue incrementar la
concentracion intraocular de farmaco disminuyendo su frecuencia de administracion. Con
este fin se han desarrollado implantes subconjuntivales y nano- y microparticulas. La
iontoforesis es una técnica segiin la cual se consigue que los farmacos penetren la
membrana de forma ionizada mediante la aplicacion de una corriente eléctrica, por lo que
se restringe a sustancias activas capaces de ionizarse. Hoy en dia las rutas de acceso que
ofrece la conjuntiva estan en estudio (ruta paracelular, transcelular, transporte activo o

endocitosis) (Andrés-Guerrero y Herrero-Vanrell, 2008).
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1.6. Sistemas de Administracion Topica

La administracion tépica de farmacos se realiza a través de la piel y las mucosas. La
caracteristica de esta via es fundamentalmente el efecto a nivel local, no interesando la
absorcion de los principios activos. Los sistemas de administracion topica que se utilizaron
en esta tesis, fueron las nanoparticulas poliméricas para administracion oftadlmica y

nanoemulsiones para aplicacién dérmica.

1.6.1. Nanoemulsiones (NEm)

Las nanoemulsiones son dispersiones coloidales traslucidas de dos liquidos
inmiscibles estabilizadas por un tensioactivo, con un tamafio de gota comprendido entre los
20 y 200 nm en donde uno de los dos liquidos es disperso en forma de pequefias gotas en el
otro (Becher, 2001). Este pequefio tamafio de gota hace que la nanoemulsion posea una
elevada estabilidad cinética, frente a la sedimentacidn, floculacién y coalescencia. Sin
embargo, a pesar de su elevada estabilidad cinética, son termodindmicamente inestables,
siendo necesaria la aportacion de energia para su formacion (Guglielmini, 2008; Solans, et

al. 2005).

Al mezclar soluciones acuosas y oleosas en presencia de tensioactivos, pueden dar
diferentes tipos de emulsiones. Emulsiones simples como: emulsion agua en aceite (W/O),
que consiste en gotas de agua dispersas en una fase oleosa o emulsion aceite en agua
(O/W), que consiste en gotas de aceite dispersas en una fase acuosa. Asi como también
doble o multiples emulsiones, como: emulsion aceite en agua en aceite (0;/W/0O;), que
consiste en una fase continua de aceite en cuyo seno se encuentran dispersas gotas de agua,
lo que a su vez forman una fase continua en la cual se encuentran dispersas gotas de aceite;
emulsion agua en aceite en agua (W,/O/W,), que consiste en una fase continua de agua
conteniendo dispersas gotas de aceite, lo que a su vez forman una fase continua en la cual
se encuentran dispersas gotas de agua (Fig. 14) (Nielloud y Marti-Mestres, 2000; Bhatt y
Madhav, 2011).
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Figura 14. Tipos de emulsiones, a) W/O; b) O/W; ¢) O;/W/O,; d) W;/O/W,

1.6.1.1. Métodos de preparacion

En funcidn de la fuente utilizada para suministrar esta energia podemos distinguir dos
métodos de preparacion:
- Métodos de alta energia: utiliza homogenizacion de alta presion, ultrasonidos entre otros,
que rompen las gotas de la emulsion. La adicién de tensioactivo permite disminuir la
energia necesaria para la formacion de la nanoemulsion. No obstante, el tensioactivo
también puede producir coalescencia de las gotas recién formadas debido a la colision entre
ellas (Guglielmini, 2008). El tamafio de particula obtenido dependera del homogenizador
empleado, asi como del tiempo y temperatura utilizado durante la preparacion y de los
propios componentes de la formula. Este método de preparacién permite tener un mayor
control sobre el tamafio de gota y una mayor variedad de ingredientes disponibles (Ravi y

Padma, 2011).

- Métodos de baja energia: también llamados métodos de condensacion. Estos aprovechan
la energia contenida en el sistema para formar gotas de pequefio tamafio (Sole, et al. 2010).
La emulsificacion se lleva a cabo cambiando los parametros que afectan al balance hidro-
lipéfilico del sistema, como la temperatura y composicion, por este motivo la seleccion de
los excipientes a utilizar es un paso critico (Izquierdo, et al. 2005). Asi se pueden
distinguir dos procedimientos: a temperatura constante (variando la composicion) o bien a
composicion constante (variando la temperatura). Este ultimo método también es conocido
como método de la temperatura de inversion de fases, siendo el método de baja energia mas

utilizado (Solans, et al. 2005).
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1.6.1.2. Componentes de las nanoemulsiones

Los excipientes utilizados para la preparacion de las nanoemulsiones deben ser
seguros, no tdxicos y no irritantes, segun los que aparecen en la lista de componentes
generalmente reconocidos como seguros (Generelly Regarded As Safe, GRAS). Un punto
critico es la eleccion del tensioactivo ya que suelen ser irritantes y se encuentran en altas

concentraciones en la formulacion para poder estabilizar el sistema coloidal.

Para la elaboracion de las nanoemulsiones, en primer lugar se selecciona la fase
oleosa que es la responsable de la solubilizacién de farmacos hidréfobos. En este caso es
conveniente seleccionar el aceite en el cual el farmaco presenta una mayor solubilidad,
realizando un screening de aceites, posteriormente se selecciona el tensioactivo. Con el fin
de racionalizar el comportamiento de los tensioactivos se determina su balance hidro-
lipofilico (HLB). Este tiene en cuenta la contribucién relativa del fragmento hidrofilo e
hidrofobo en la molécula del tensioactivo. Los tensioactivos con HLB altos (8-18) se
consideran solubles en agua, y favorecen la formaciéon de emulsiones de fase externa
acuosa. Los tensioactivos de bajo HLB (3-6) se consideran lipofilos y favorecen la
formacion de emulsiones de fase externa oleosa. Los co-tensioactivos, son tensioactivos
generalmente alcoholes o esteres alcoholicos de cadena corta, que se afiaden con el fin de
reducir aun mas la tension interfacial, facilitando la emulsificacion del sistema (Devarajan
y Ravichandran, 2011). La adicion de un co-tensioactivo, generalmente aumenta la

estabilidad del sistema y la solubilidad del compuesto en el mismo.

En general, se eligen tensioactivos no idnicos (ésteres de glicerol, ésteres de acidos
grasos, alcoholes grasos), por su buena tolerabilidad biologica asi como por su habilidad
para formar nanoemulsiones independientemente del pH y a la concentracidn de electrolitos
en la formula (Djordjevic, et al. 2004). También se pueden encontrar tensioactivos
anidnicos (4cidos carboxilicos, sulfonatos, etc.) y catidnicos (aminas y sales de amonio

cuaternario, etc.) (Devarajan y Ravichandran, 2011).
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Normalmente las nanoemulsiones contienen grandes cantidades de tensioactivos.
Esto hace que posean una muy baja tensidn interfacial, facilitando la obtencion de tamaifios
de gotas nanométricos que asegura una excelente superficie de contacto entre la piel y el
vehiculo (Kreilgaard, 2002). Algunos ejemplos de los componentes de las nanoemulsiones

se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Componentes de las nanoemulsiones.

Componentes de las Nanoemulsiones

Fase Oleosa Labrafac®, migliol®, vaselina liquida, aceite de castor, aceite de
jojoba, triacetin, sefsol, miristato de isopropilo, aceite de oliva, aceite
de cacahuate, etc.

Fase Acuosa Agua, propilenglicol, etc.

Tensioactivos Labrasol®, 1abraﬁ1®, Plurol oleique®, polisorbato 80; 85, etc.

Co-tensioactivos Transcutol-p®, plurol-oleique®, labrasol®, etc.

Las principales ventajas de las nanoemulsiones son:
1. Presentan una mayor area de superficie y energia libre por lo cual se convierten en un
sistema de transporte eficaz.
2. No muestran los problemas de formacion de crema inherente, floculacion, coalescencia y
sedimentacion.
3. Pueden ser formuladas en una variedad de formulaciones, tales como espumas, cremas,
liquidos y aerosoles.
4. No son toxicas ni irritantes por lo tanto pueden ser facilmente aplicadas a la piel y a las
membranas mucosas.
5. Se pueden administrar por via oral si la formulacion contiene agentes tensioactivos que

son biocompatibles.
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6. No dafian a las células sanas de humanos y animales, por lo tanto, son adecuadas para
fines terapéuticos humanos y veterinarios.
7. Debido a su pequefio tamafio, las nanoemulsiones pueden penetrar a través de la

superficie rugosa de la piel y esto mejora la penetracion de los principios activos.

1.6.2. Nanoparticulas poliméricas (NPs)

La utilizacion de nanoparticulas es una importante area de la investigacion en el
campo de la liberacion de farmacos, ya que estos sistemas permiten dirigir una amplia
variedad de moléculas a los distintos tejidos liberdndolos de manera sostenida en el tiempo.
Ademas, el uso de nanoparticulas minimiza la degradacion del principio activo, incrementa
su semivida en el interior del organo a tratar y disminuye su toxicidad. El término
nanoparticula engloba las nanocapsulas y nanoesferas. Las nanocédpsulas (NCs) son
sistemas vesiculares en los que el fairmaco se localiza en el interior de la particula,
generalmente disuelto en un vehiculo oleoso. Las nanoesferas (NEs), en cambio, son
sistemas de tipo matricial donde el farmaco se suele encontrar incorporado en el interior de

la matriz (Fig. 15) (Rocha Formiga, et al. 2009).

Membrana polimérica

Farmaco

Matriz polimérica
interno
Nanoesferas Nanocapsulas

Figura 15. Sistemas nanoparticulares

Una gran variedad de farmacos tanto hidrofilicos como hidrofébicos, se pueden
administrar utilizando vectores nanoparticulados. Ademas pueden ser formuladas para que
su liberacion sea dirigida a determinados tejidos u 6rganos, como por ejemplo al cerebro,
pulmones, higado, bazo, sistema linfatico, etc. Por lo tanto, las ventajas de este tipo de

nanoparticulas formuladas con poliésteres son las de ofrecer una proteccion al principio
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activo en las condiciones bioldgicas y permitir una liberacidon sostenida en el tiempo
evitando asi administraciones repetidas, lo que conlleva una mayor comodidad para el

paciente.

Entre las distintas moléculas encapsuladas en nanoparticulas formuladas con
poliésteres se encuentran farmacos antitumorales, antigenos, péptidos y proteinas, genes,

etc. para el tratamiento y prevencion de distintas enfermedades

La produccion de nanoparticulas tiene muchas variables independientes. Un
parametro clave es el tensioactivo. Una amplia gama de moléculas sintéticas y naturales
con diferentes propiedades, se ha propuesto para la preparacion de nanoparticulas. Como
ejemplo de emulsionantes naturales se pueden citar dipalmitoil- fosfatidilcolina, bromuro
de didodecil dimetil amonio, y como tensioactivos el Pluronic F68 y Pluronic F108. Con
respecto al polimero de las nanoparticulas, cabe mencionar que el polimero utilizado para
formular las nanoparticulas también afecta de manera importante a la estructura,
propiedades y aplicaciones de las mismas, de forma que no existe un polimero Unico para
todos los farmacos. Dentro de los polimeros sintéticos destacan los poliésteres debido a su
biodegradabilidad y biocompatibilidad. Los mas utilizados son el 4cido lactico (PLA) y los
copolimeros formados por unidades monoméricas de acido lactico y glicélico (PLGA) (Fig.
16), ya que han sido aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) para elaborar
sistemas para la administracion de sustancias activas por via parenteral. Ademas,
modificando el peso molecular, su grado de hidrofilia y la proporcién de cada uno de los
polimeros se puede controlar la velocidad de degradacion de los mismos, el grado de
encapsulacion y el de liberacion del farmaco. Otros polimeros empleados para la obtencion

de nanoparticulas son la poli-g-caprolactona, el poli-B-hidroxibutirato y el acido B-l1-malico.
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CH3
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PLGA

Figura 16. Estructura quimica del acido poli-lactico (PLA), &cido poli.glicdlico (PGA) y
acido poli (D, L-lactico-co-glicolico) (PLGA).

El L-PLA y el PLGA son compuestos que corresponden respectivamente al
homopolimero lineal del acido poli-L-lactico y a copolimeros lineales del D,L acido lactico
y glicdlico, los cuales se pueden encontrar en proporciones monoméricas variables. La
copolimerizacidén del PLGA puede ser llevada a cabo por dos rutas distintas de sintesis: 1)
policondensacion del acido lactico y del acido glicolico a temperatura superior a 120 °C, o
por debajo de esta temperatura en presencia de catalizadores, obteniéndose asi PLGA de
bajo peso molecular (PM < 10.000 Da); 2) polimerizaciéon via apertura de los dimeros
ciclicos de ambos acidos, resultando en copolimeros de alta masa y mejores propiedades
mecanicas. Por otro lado, el peso molecular de PLA/PLGA es un parametro que influye en
la homogeneidad de la muestra. En general, polimeros de elevado peso molecular dan lugar

a sistemas nanoparticulados con un bajo indice de polidispersion.

Las nanoparticulas biodegradables de PLGA han sido utilizadas como vectores para
la liberacion controlada de proteinas, péptidos, vacunas, genes, factores de crecimiento, etc.
El PLGA presenta ventajas y desventajas como biomaterial para la encapsulacion de
macromoléculas terapéuticas. La degradacion del PLA/PLGA, que ocurre por hidrdlisis no
enzimatica, puede dar lugar a una acumulacion de sus mondmeros acidos, lo que resulta en
la reduccion del pH local y consecuente desnaturalizacion de proteinas encapsuladas. Sin
embargo, como se ha mencionado anteriormente, la ausencia de toxicidad de sus productos

de degradacion y su modulable velocidad de degradacion hacen del PLGA el poliéster mas
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utilizado en formulaciones nanoparticuladas de aplicacion terapéutica. Otra importante
ventaja del PLGA sobre el L-PLA, es que al presentar una velocidad de degradacién mas
rapida, la probabilidad de que ocurran reacciones adversas debido a fragmentos cristalinos

liberados por estos ultimos, es menor.

1.6.2.1. Métodos de preparacion

Durante las ultimas décadas, se han desarrollado varias técnicas para la formulaciéon
de nanoparticulas. Su fabricacion ha evolucionado principalmente en tres aspectos: 1)
busqueda de componentes menos toxicos; 2) simplificacion del proceso para fabricacion a
nivel industrial; y 3) optimizacion de las técnicas en cuanto a rendimiento y eficacia de

encapsulacion.

Segin el mecanismo de formacién de las nanoesferas se pueden clasificar los

métodos de elaboracidn en dos tipos:

a) Métodos basados en la polimerizacidon: Consisten en la polimerizacion de mondmeros en
un medio en que el polimero resultante es insoluble. Segun la solubilidad del mondémero en
el medio de polimerizacion el mecanismo de formacion serd diferente: mondmero
solubilizado o monomero dispersado. Ejemplos de estos métodos son: emulsion

polimerizacidn y polimerizacion micelar.

b) Métodos basados en la precipitacion: Consisten en la precipitacion de macromoléculas al
modificar las caracteristicas fisicoquimicas del medio en que se encuentran disueltas (pH,
temperatura o solventes). Se pueden agrupar en tres tipos: desolvatacion, desnaturalizacién

y desplazamiento del solvente.

El método de desplazamiento de solvente, método utilizado en este trabajo para la
elaboracion de las nanoparticulas, es el mas utilizado para formar nanoparticulas
poliméricas a partir de poliésteres y se basa en la emulsificacion de una solucidn organica

que contiene el polimero en una solucidon acuosa de un agente tensioactivo o estabilizante
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seguida de la evaporacion del disolvente orgéanico. El polimero se disuelve en un disolvente
apropiado (p. €j. acetona, acetato de etilo, cloroformo, diclorometano). La fase interna de la
emulsion se afiade sobre la fase externa acuosa, en la que se disuelve un agente tensioactivo
que proporciona estabilidad a la emulsion. La emulsificacion tiene lugar mediante agitacion
por cizalladura para reducir el tamafio de la goticula de la emulsion (directamente
relacionada con el tamafio final de las nanoparticulas. A este proceso de emulsificacion le
sigue la evaporacion del disolvente organico, que provoca la precipitacion del polimero y la
formacion de las nanoparticulas (Fig. 17) (Venier-Julienne y Benoit, 1996; Rocha

Formiga, et al. 2009).

i \\
A\
Acetona S
+Farmaco + Polimero ! h

H,0 acidificada
+ Tensioactivo

-

Agitacion (850 rpm)

Figura 17. Método de desplazamiento del solvente

1.6.2.2. Caracterizacion de Nanoparticulas

La importancia de las técnicas de caracterizacion de nanoparticulas se justifica por la
necesidad de adecuar la formulacion a una aplicacion terapéutica especifica. El tamafio y la
distribucidon granulométrica, la morfologia, las propiedades de superficie, la eficiencia de
encapsulacion, el contenido en principio activo y el perfil de liberacién del farmaco
encapsulado son los principales parametros que deben ser caracterizados una vez obtenidas
las nanoparticulas. En la tabla 4 se pueden observar las diferentes técnicas para la

caracterizacion de estos sistemas.
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Tabla 4. Técnicas utilizadas para la caracterizacién de nanoparticulas

Parametro

Técnica

Tamafio de particula

Carga superficial

Eficiencia de encapsulacion

Cristalinidad

Analisis elemental

Microscopia Electronica de Barrido (SEM), Microscopia
Electronica de  Transmision (TEM),  Microscopia
Electrénica de Barrido Ambiental (ESEM), Microscopia de
Fuerza Atémica (AFM), Espectroscopia de Correlacion

Fotonica (PCS)

Electroforesis, anemometria laser doppler

Espectrofotometria-ultravioleta, Cromatografia Liquida de
Alta Eficacia (HPLC), Ensayo por Inmunoabsorciéon Ligado
a Enzimas (ELISA)

Difractometria de Rayos X (XRD), Calorimetria Diferencial
de Barrido (DSC)

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Proton
(H-NMR), Espectrofotometria Infrarroja de Transformada
de Fourier (FTIR)
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2. OBJETIVES

Currently, non-toxic and biodegradable colloidal systems are of great importance in
research, especially in the field of drug delivery, as these systems can direct a wide variety
of molecules to various tissues where they are steadily released modulating their
pharmacological activity. Another advantage of these systems is their small particle size or
drop, which means that the drug reaches the target organ without affecting other organs,

reducing their toxicity and preventing drug degradation.

For these above considerations, the main objective of this work is to develop
controlled release systems (PLGA polymeric nanoparticles and nanoemulsions) loaded
natural and synthetic compounds of pentacyclic triterpenes type (oleanolic and ursolic acid)

with anti-inflammatory and cytotoxic activity for topical application (ocular and dermal).

The project will fulfill these partial objectives:

- Prepare a synthetic mixture of these pentacyclic triterpenes with the pure compounds to

the same proportion as the natural mixture.

- Develop and validate an analytical method by high-performance liquid chromatography
(HPLC) to quantify the compounds.

- Design, optimize and characterize nanostructured colloidal systems such as
nanoemulsions and polymer nanoparticles loaded with natural and synthetic mixture of

compounds triterpenoids.

- Study the kinetic profile of such formulations in “in vitro” studies with artificial

membranes.

- Study the ability of transdermal in human skin and transcorneal in rabbit corneas

penetration of these compounds in “ex vivo ” studies of permeation.
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- Determine potential toxic and irritating effects of these compounds on contact with the
skin or eye, performing in vivo ocular and dermal irritation tests (by the Draize test) and in
vitro eye irritation assay by the method of Hen's Egg Test Chorioallantoic Membrane

(HET-CAM).

- Analyze the anti-inflammatory efficacy of the compounds in "in vivo" models of topical

inflammation.

- Evaluate the cytotoxic activity of OA/UA in nanoemulsions in murine melanoma cell

lines (B16).
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3. RESULTADOS

Los resultados derivados de la realizacidon de este trabajo de investigacion han dado lugar a
cuatro articulos publicados en revistas cientificas, los cuales se presentan a continuacion

acompafados de un breve resumen.

Articulo 1. Alvarado, H.L., Abrego, G., Garduio-Ramirez, M.L., Clares, B., Garcia, M.L.,
Calpena, A.C., 2015. Development and validation of a high-performance liquid
chromatography method for the quantification of ursolic/oleanic acids mixture isolated

from Plumeria obtusa. J. Chromatogr. B. 983-984, 111-116.

Articulo 2. Alvarado, H.L., Abrego, G., Gardufio-Ramirez, M.L., Clares, B., Calpena,
A.C., Garcia, M.L., 2015. Design and optimization of oleanolic/ursolic acid-loaded

nanoplatforms for ocular anti-inflammatory applications. Nanomedicine: NBM. 11, 521-

530.

Articulo 3. Alvarado, H.L., Abrego, G., Souto, E.B., Gardufio-Ramirez, M.L., Clares, B.,
Garcia, M.L., Calpena, A.C., 2015. Nanoemulsions for dermal controlled release of
oleanolic and ursolic acids: in vitro, ex vivo and in vivo characterization. Colloids Surf. B.

130, 40—47.

Articulo 4. Alvarado, H.L., Abrego, G., Garduiio-Ramirez, M.L., Clares, B., Calpena,
A.C., Garcia, M.L. Anticarcinogenic activity of natural pentacyclic triterpenes isolated

from Plumeria obtusa against B16 melanoma cell line. J. Nanomater. (Articulo sometido).
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3.1. Development and validation of a high-performance liquid chromatography
method for the quantification of ursolic/oleanic acids mixture isolated from Plumeria
obtusa.

Resumen

En este trabajo se desarrollo y validé un método analitico por cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) para la cuantificacion de la mezcla natural y sintética de los

compuestos triterpenoides, acido oleanolico y acido ursdlico.

La mezcla natural de OA/UA fue extraida a partir del extracto metanolico de las
hojas de P. obtusa, recolectadas en Calakmul, Campeche, México. A partir de la mezcla
natural, se prepar6 una mezcla sintética con los compuestos puros a la misma proporcion de

la mezcla natural (10.6 £ 0.89% OA y 89.4 + 0.86% UA).

La validacion del método desarrollado se llevo a cabo de acuerdo con las directrices
de la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH), evaluando la linealidad,
selectividad, sensibilidad, exactitud y precision. Se desarrollo un método lineal, selectivo,
exacto y preciso en el rango de concentracion de 3.62 — 116 pg/mL para la mezcla natural y
de 6.25 — 200 pg/mL para la sintética, obteniendo ecuaciones de regresion y = 6230.7x —
5553, 1°=0.9999 y y = 6196.2x — 2345.9, r’= 0.9999 para la mezcla natural y sintética,
respectivamente. Los limites de cuantificacion calculados fueron de 2.81 £ 0.65 pg/mL y
4.14 £2.07 pg/mL y limites de deteccion de 0.93 + 0.21 pg/mL y 1.37 +£ 0.68 ug/mL para

la mezcla natural y sintética respectivamente.
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Oleanolic acid (OA) and ursolic acid (UA) are ubiquitous pentacyclic triterpenes compounds in plants.
These triterpenoids exhibit unique, important biological and pharmacological activities. For the investi-
gation and development of topical drug delivery systems of triterpenoids in Plumeria obtusa is essential
an adequate detection and quantification method for its application in skin permeation studies. The aim
of this study was to develop a HPLC method for the determination of OAJUA from leaves of P. ohtusa.

Keywords: Results showed that it was sensitive, repeatable, selective, accurate and precise. The detection limit was
8'[23%2’;;’;"1 0.93 £0.21 pg/mL and the quantification limit 2.81 = 0.65 p.g/mL. Determination coefficients were higher
HPLC than 0.999 for concentrations between 3.62 and 116 pg/mL. The intra and inter-day precision (relative
Validation standard deviation) was less than 1.50% and accuracy in terms of relative error ranged between —1.45
Skin permeation studies and 1.39%. The proposed HPLC method presented advantageous performance characteristics and it can
Nanoparticles be considered suitable for the evaluation of OA/UA in ex vivo permeation studies.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Pentacyclic triterpenes are terpenes of 30 carbons, an impor-
tant kind of natural products present in many medicinal plants
which are similar in their biogenesis to steroids in the cycliza-
tion of squalene and its pleiotropic actions. A large number of
these compounds have been reported to be important pharma-
cological agents [1]. Based on their carbon skeleton pentacyclic
triterpenes are divided into various subgroups: gammaceranes,
hopanes, lupanes, oleananes, ursanes, etc. [2].

The triterpenoids used for this research have oleanane and
ursane base structure: oleanolic acid (OA) (33-3-hydroxy-olean-
12-en-28-oic acid) and its isomer ursolic acid (UA) (33-3-hydroxy-
urs-12-en-28-oic acid) (Fig. 1), both with molecular formula:
C30H4505 and molecular weight of 456.7 g/mol. These triterpene
acids are found in food (olive oil, olives, grapes), medicinal herbs
and other natural plants in the form of free acid or aglycones for

* Corresponding author. Tel.: +34 958 243904, fax: +34 958 248958.
E-mail address: beatrizclares@ugr.es (B. Clares).

http:/{dx.doi.org{10.1016/j.jchromb.2015.01.009
1570-0232/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

triterpenoid saponins [3]. These exhibit unique, important biolog-
ical and pharmacological activities, including anti-inflammatory,
antimicrobial, antiviral, cytotoxic and cardiovascular effects [4-8].
Besides, OA and UA are also utilized in the preparation of food
supplements because are an integral part of the human diet. Fur-
thermore, they are important ingredients in cosmetic formulations.
Thus, according to their wide range of applications these triter-
penoids are of high commercial value. They have been isolated from
many plant species for their benefits [9].

Plants of genus Plumeria (Apocynaceae) have their origin from
Central America and reputed medicinal properties [ 10]. Concretely,
the investigation and development of drug delivery systems for
the application of potential anti-inflammatory properties of triter-
penoids in Plumeria obtusa was an aim in our research group. Based
on this premise, an adequate detection and quantification method
for these compounds and its application in skin permeation stud-
ies performed in vertical Franz diffusion cells was an essential
condition.

For these purposes, a part of our efforts was devoted to develop
and validate a high performance liquid chromatography (HPLC)
analytical method for the determination of OAJ/UA in: (i) a natural
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Fig. 1. Chemical structures of ursolic and oleanolic acids.

mixture of OA/UA (NM-0A/UA) extracted from the leaves of P.
obrusa, and (ii) an equivalent synthetic mixture (SM-OA/UA).
Finally, this method has been utilized to determine the concentra-
tion of OA/UA in ex vivo percutaneous permeation studies through
human skin when loaded in nanoparticles (NPs).

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

The reference compounds, OA (=97%), UA (=90%) were pur-
chased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). PLGA (Resomer® RG
756 S) was obtained from Boehringer (Ingelheim, Germany) with a
molecular weight of 98,000 Da and lactide/glycolide 75/25 molar
ratio. Poloxamer 188 (Lutrol® F68, P188) was supplied by BASF
(Barcelona, Spain). The purified water used in all experiments was
obtained from a MilliQ® Plus System lab supplied. All other chemi-
cals and reagents used in this study were of analytical or HPLC grade
(Fisher Scientific, Leicestershire, UK).

2.2. Plant material

Leaves of . abtusa L. var. sericifalia (C. Wright ex Griseb.) Wood-
son (Apocynaceae) were collected in Calakmul, Campeche, Mexico.
The first collect of the plant was realized in 1997. From this col-
lection a herbarium specimen was prepared and deposited at the
National Herbarium, Institute of Biology, MEXU, UNAM, with reg-
istration number Martinez 27824-A.

2.3. Isolation of the pentacyclic triterpenes

The leaves were dried at room temperature in the shade. Then,
dried leaves were pulverized and extracted with methanol by mac-
eration at room temperature (100¢g of dried vegetable material,
extracted three times with 1000 mL of methanol each time). Once
the extractions were performed the solvent was removed under
reduced pressure to obtain the corresponding residues [11,12].
Methanolic extract of P. obtusa (30¢g) was then adsorbed by the
same amount of silica gel HF»54 and mounted on silica gel column
(700 g) eluting with mixtures of hexane/ethyl acetate of increasing
polarity. Several fractions of 400-500 mL were obtained. Among
these, the POLHC-10A fraction was concentrated and rechro-
matographed on silica gel eluted with 50:50 hexane/ethyl acetate
gave a 303.3mg white amorphous powder precipitate with a
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melting point of 248-260°C and retention factor (Rf) of 0.63 (6:4
hexane:acetone).

2.4. Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy

'H NMR spectra of natural mixture was measured on a Var-
ian Mercury 200 MHz (4, 7 T) spectrometer with a direct detection
broad band probe with two RF channels TH-19F/15N-31P (5 mm)
with a 75W high band linear amplifier and 125W low band
amplifier. Shim: 14 channels. A mixture of (1:1 v/v) of deuterated
chloroform (CDCI3) and deuterated dimethylsulfoxide (DMSO-d6)
was used as solvent and tetramethylsilane (TMS) as internal refer-
ence.

2.5, Elaboration of synthetic mixture

Adequate amounts of OA and UA were weighed to obtain a
final concentration equivalent to NM-0A/UA. Once elaborated, SM-
OA/UA was analyzed by HPLC method to determine the proportion
of each triterpene acid present in the mixture assuring its equiva-
lence with the natural sample.

2.6. Sample preparation

The NPs including NM-OA/UA and SM-OA/UA were elaborated
by the solventdisplacement technique [ 13 |. Briefly, an organic solu-
tion of PLGA in acetone (75:25) containing the mixture (1 mg/mL)
was poured under moderate stirring into 10 mL of an aqueous solu-
tion adjusted to pH 5.5 of 10 mg/mL of poloxamer 188. Acetone
was then evaporated and the volume of NPs dispersion was con-
centrated to 10 mL under reduced pressure (Biicchi R-114, Flawil,
Switzerland).

Samples were obtained from the receptor chamber of Franz dif-
fusion cells at different times after ex vivo human skin permeation
studies described below.

2.7. Standard solutions for calibration curves

Standard stock solutions of NM-OA/UA and SM-0A/UA were
prepared daily by dissolving the appropriate amount of each
in ethanol-water (7:3; v/v) to obtain a final concentration of
1.0 mg/mL. From these solutions standard stocks of 3.62,7.25, 14.5,
29,58 and 116 pg/mL for NM-OA/UA with a purity of 58%, and 6.25,
12.5, 25, 50, 100 and 200 p.g/mL for SM-OA/UA were elaborated
with the same solvent.
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2.8. Instrumentation and chromatographic conditions

The HPLC system consisted of a Waters® 515 HPLC Pump,a 717
Plus autosampler and a 2487 dual A absorbance detector (Waters,
Milford, MA, USA). The analytical column was Kromasil 100C;g
column (250 mm x 4.6 mm, 5 p.m, Teknokroma). The compounds
were detected at a wavelength of 210nm with a flow rate of
1.0 mL/min. In order to select the best mobile phase, several phases
with organic solvents such as acetonitrile, methanol, tetrahydro-
furan, and aqueous phases as water, ammonium acetate buffer 0.2%
and aceticacid as pHregulator were tested atdifferent rates. Finally,
the mobile phase acetonitrile-water (85:15 v/v) was chosen as it
offered the best peak resolution. The injection volume was 10 pLL.
All determinations were performed at room temperature and iso-
cratic conditions of elution. The approximate retention time for the
samples was 15 min.

2.9. Analytical method validation

Validation of the developed method was carried out as per the
International Conference on Harmonization guidelines (ICH) [14]
and included an evaluation of the following characteristics: linear-
ity, selectivity, sensitivity, accuracy and precision.

2.9.1. Linearity and range

The linearity of the present method was evaluated by con-
structing the calibration curves at six concentration levels in the
range of 3.62-116 pg/mL for NM-OA/UA and 6.25-200 p.g/mL for
SM-0OA/UA. The calibration curves were validated interday (n=6)
by different analysts and developed by plotting the instrument
measurements versus the corresponding drug concentrations. The
least squares fit method was employed to statistically evaluate
the results for linearity by a regression line and the correspond-
ing slope, y-intercept and determination coefficients (r2). The
regression equation was calculated: y= bx +a, where x is the con-
centration, y area of the chromatographic peaks, b is the value of
the slope and a the y-intercept. Furthermore, linearity was deter-
mined by one-way analysis of variance (ANOVA) test to compare
peak areas versus nominal concentrations of each standard. Differ-
ences were considered statistically significant when P<0.05. The
least square linear regression analysis and mathematical determi-
nations were performed by the Prism®, V. 3.00 software (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA).

2.9.2. Selectivity

To test the selectivity of the analytical method a blank sample
(ethanol-water; 7:3; v/v) permeated through the skin membrane
and samples for each test compound (NM-OA/UA and SM-OA/UA)
from the receptor compartment of the Franz diffusion cells were
analyzed. In the blank sample peaks should not appear at the reten-
tion time of the compounds.

2.9.3. Sensirivity

Sensitivity of the method was determined with respect to limit
of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ). LOD provides
information on minimum level at which the drug was reliably
detected by the analysis of samples with known concentrations of
OAfUA and LOQ, in the same way, established the minimum level at
which OA/UA was quantified with acceptable accuracy and preci-
sion. Both parameters, LOD and LOQ were determined based on the
standard deviation of the response and the slope of the calibration
curve using the formula:

SDs,
Sb

LOD or LOQ=k x (1)

where k is the a factor related to the level of confidence. Its value
is 3.3 for LOD and 10 for LOQ. SDs, is the standard deviation of the
intercept and Sb is the slope.

2.94. Accuracy

Accuracy of the method was evaluated carrying the recovery
study at three different known concentrations levels of OA/AU cor-
responding to 3.62, 29 and 116 p.g/mL for NM-OA/UA and 6.25, 50
and 200 pg/mL for SM-OA/UA. Then accuracy of the method was
evaluated carrying out the recovery study at those three levels in
six replicates and expressed as relative error (RE, %). The method is
considered accurate if RE is within £2%.

2.9.5. Precision: Repeatability and intermediate precision

The precision was determined by the intraday repeatabil-
ity. For this, the same sample (NM-OA/UA and SM-OA/UA) at
three levels: low, medium and high concentration were ana-
lyzed during the same day by the same analyst (while keeping
the operating conditions identical) in six replicates. Furthermore,
instrumental repeatability was assayed by analyzing the same
sample (116 p.g/mL for NM-OA/UA and 200 j.g/mL for SM-OA/UA)
repeatedly 7 times consecutively. Finally, the intermediate preci-
sion (interday) was assessed by sample analyzing at these three
levels with six replicates of each sample over six days by different
analysts. The data obtained were used to calculate mean and rela-
tive standard deviation (RSD, %). The method is considered precise,
if RSD is within £2%.

2.10. Applicability of the method

The analytical methodology was carried out for the determina-
tion of OAfUA present in natural and synthetic mixtures in skin
permeation studies conducted in vertical amber glass Franz-type
diffusion cells (FDC 400, Crown Glass, Somerville, NY, USA) with
an effective diffusional area of 2.54cm? and 13 mL of receptor
chamber capacity in order to obtain the concentration/time pro-
files of OA/UA. Human skin from abdominal plastic surgery of
healthy patients was used as permeation membrane. Skin was cut
into 400 um thick and mounted between the donor and receptor
compartment of Franz diffusion cell avoiding bubbles formation
with stratum corneum side facing the donor compartment and
the dermis facing the receptor medium receiver compartment,
ethanol-water (7:3 v/v) [15]. NM-OA/UA or SM-0A/UA samples
were applied to the donor compartment and sealed with Parafilm®
immediately to prevent liquid evaporation. Temperature was kept
at 324+0.5°C to mimic in vivo conditions by a circulating-water
jacket and stirred with a magnetic rotor at a speed of 700 rpm.
Aliquots of 300 pL were withdrawn at regular time intervals (up
to 48 h) and replaced with the same volume of receptor medium
after each collection with great care to avoid trapping air beneath
the dermis.

The cumulative amount of OA/UA permeated through excised
human skin was calculated, at each time point, from the concen-
tration of OA/UA in the receiving medium and plotted as a function
of time. The slope and intercept of the linear portion of the plot was
derived by regression using the Prism®, v. 3.00 software (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA).

OA/UA flux (J, pg/cm?2/h) through the skin, was calculated from
the slope of linear portion of the cumulative amounts perme-
ated through the human skin per unit surface area versus time
plot.

The permeability coefficient (Kp, cm/h) was obtained by divid-
ing the flux (J) by the initial drug concentration (Cp) in the donor
compartment, and it assumed that under sink conditions the drug
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Fig. 2. HPLC chromatograms. (A) Blank sample; (B) NM-0A/UA; {C) SM-OA/UA from the receptor compartment of Franz diffusion cells; (D) NM-OA/UA and (E) SM-OA/UA

retained in the skin.

concentration in the receiver compartment is negligible compared
to that in the donor compartment.

2)

At the end of the permeation study, the amounts of OAJUA
remaining on the skin were quantified. The skin was removed from
the Franz cells, cleaned with gauze soaked in a 0.05% solution of
dodecy! sulphate and washed in distilled water. The permeation
areas of the skin were cut and weighed. OA/UA contended in the
skin was extracted with ethanol-water (7:3 v/v) for 20 min under
sonication in an ultrasound bath. The resulting solutions were cen-
trifuged (1500 rpm) for 10min and OA/UA levels (expressed as
g/cm?/g) were measured by HPLC yielding the amount of OAJUA
retained in the skin [16].
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3. Results and discussion
3.1. Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy

The 'H NMR spectrum obtained from the isolated substance
from the fraction POLHC-10A showed the characteristic signals for
the vinyl hydrogen present in C-12, as well as, the signals of the
proton H-3a distinctive of hydroxylated triterpenes in C-3. Further-
more, the signal corresponding to the allylic H-18 as a double signal
(3.3 and 2.6 ppm for OA and UA, respectively) permits to deduce
that the basic skeleton of this triterpene is the oleanane type as is
the case of OA. At high field, signals of methyls and methylenes were
observed. It was possible to observe the signals corresponding to
the proton of the positions H-19 and H-20 corresponding to the UA
that comprise the chemical structures of this mixture of molecules.
Additionally, the signals present in one-dimensional NMR
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Table 1
Precision and accuracy of HPLC method for determination of OA/UA.
NM-0AJUA SM-0A[UA
Level (pg/mL) Recovery (jLg/mL) RSD (%) RE (%) Level (pg/mL) Recovery (jLg/mL) RSD (%) RE (%)
Intra-day (n=6) 3.62 3.68 1.08 —1.45 6.25 6.35 0.36 -1.53
29 28.59 0.42 139 50 50.01 021 -0.03
116 116.17 0.18 -0.15 200 199.30 0.64 0.35
Inter-day (n=6) 3.62 3.66 0.60 -0.83 6.25 6.31 050 -1.03
29 28.77 1.46 0.79 50 50.44 0.66 -0.87
116 116.40 032 -0.35 200 200.44 033 -0.22

NM-0A/UA—natural mixture of eleanolic and ursolic acids; SM-OA/UA—synthetic mixture of oleanolic and ursolic acids; RSD—relative standard deviation; RE—relative error.

Table 2

Median parameters and rank (minimum-maximum, n=3) calculated after permeation studies through human skin of NM-0A/UA and SM-0A/UA loaded in NPs vehicles. | is
the flux, Kp is the permeability coefficient, Qu is the amount of OA/UA permeated after 48 h, and Qs is the amount of OA/UA retained in the skin.

J(pg/hfem?) Kp = 10* (cm/h) Qs (pg) Qs (pglem?/g)
NM-0A/UA NPs 0.16 (0.11-0.16) 4.39(2.93-4.56) 56.88 (45.95-66.73) 128.07 (104.04-138.91)
SM-OA/UA NPs 0.29 (0.25-0.29) 2.90(2.46-2.91) 135.60 (127.75-144.04) 173.93 (124.34-273.75)
Pvalue 0.0083 0.1547 0.0019° 0.2759

" Significant differences, P<0.05.

spectrum of proton for fraction POLHC-10A with spectroscopic
data for OA and UA were compared. Results confirmed that this
fraction contained a natural mixture of both compounds [17,18].

3.2. Elaboration of synthetic mixture

In order to determine the proportions in which UA and OA
are in the natural mixture various samples of different concen-
trations were analyzed by HPLC to achieve separation of each of
these triterpenes. The percentages were calculated as the average
of the truncated areas of different natural samples, and resulted
in 10.6 £0.89% OA and 89.4 £ 0.86% UA. Thus the same proportion
was utilized for the SM-OA/UA elaboration.

3.3. Analytical method validation

The quantitative determination of OA/UA in the receptor side of
diffusion cells required specific methods, since this kind of samples
are usually contaminated with skin endogenous compounds. More-
over, diffusion cells provides little sample volumes and therefore,
the analytical method has to show enough sensitivity.

Method validation has evolved rapidly over the last half cen-
tury for being a neglected area of many scientific disciplines into a
widely recognized process used to confirm that an analytical pro-
cedure employed for a specific test is appropriate for its intended
use [19].

The linearity of an analytical procedure is its ability within a
definite range to obtain results directly proportional to the concen-
trations (amount) of the analyte in the sample [ 14]. The linearity of
HPLC method was determined by preparing 6 calibration curves of
NM-0A/UA for the concentration range 3.62-116 jLg/mL and SM-
OA/UA for the concentration range 6.25-200 j.g/mL (Supplemen-
tary data). The regression equation and determination coefficients
determined for the calibration curves were [y=6230.7x —5553]
(r2=0.9999) and [y =6196.2x — 2345.9] (r?=0.9999) for NM-0A/UA
and SM-OA/UA, respectively. No statistically differences were
observed after ANOVA test in calibration curves of NM-0A/UA and
SM-OA/UA with P values of 1.00 and 0.57, respectively.

Selectivity is the ability of an analytical method for measur-
ing simultaneously and/or separately identifying the analytes of
interest unequivocally in the presence of other chemicals that
may be present in the sample, Fig, 2 shows chromatograms of
the blank, NM-OA/UA and SM-OA/UA collected from the recep-
tor compartment of Franz diffusion cells and retained in the skin

after permeation studies. No peaks that could interfere with the
measurements of the studied components were observed. The
triterpenoid acids peaks appeared at 14.3 and 14.9min in NM-
OA/UA and SM-OA/UA, respectively.

The LOQ is defined as the minimum concentration at which the
analyte could be quantified with acceptable accuracy and preci-
sion, Based on the standard deviation of the response and the slope
of the calibration curve LOQ values were 2.81 +0.65 pg/mL and
4.14+2.07 pg/mL (confidence level of 10), and LOD values were
0.9340.21 pg/mL and 1.37 +0.68 pg/mL (confidence level of 3.3)
for NM-0OA/UA and SM-OA/UA, respectively.

Accuracy is calculated as the percentage of recovery. Table 1
illustrates the RE, which ranged between —1.53 and 1.39% and thus
in the pre-established rank of £2%.

The precision of this method was determined by repeatabil-
ity within-day using three different concentrations of the OA/UA.
Every concentration was analyzed in six replicates. Also, inter-
mediate precision between days was evaluated using these three
different concentrations. The results obtained are presented in
Table 1, values in both cases were less than 1.50% (RSD) confirming
satisfactory results. The instrumental repeatability was 0.56% and
1.36% RSD for NM-0A/UA and SM-OA/UA, respectively.

3.4. Application of the method

Ex vivo human skin is the tool recommended by regulators to
provide information about potential risk from topical exposure to
chemicals [20]. The assessment of the skin permeation is one of
the main steps in the initial design and later in the evaluation
and optimization of dermal or transdermal drug delivery systems
[21].

In spite of reported studies dealing with quantification of
OA and UA by HPLC in plants [22], to date none of these have
applicability for the quantification of OA/UA after ex vivo skin per-
meation or retained in the skin, possibly due to skin endogenous
compounds interference. The application of this method has been
demonstrated for the OAfUA quantification in human skin layers
and in the receptor compartment of the diffusion cells after ex vivo
percutaneous studies. The amount of OA/UA found in the receptor
compartment during a percutaneous permeation experiment after
the topical application of NM-0AfUA and SM-OA/AU loaded NPs is
represented in Fig. 3. During the experiment, the amount of OA/UA
in the receptor medium increased with time. Table 2 shows median
values of permeation parameters obtained in the steady state range
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Fig. 3. Permeated amount of OA/UA through human skin from NM-0A/UA and SM-
OA/UA loaded NPs.

of the curve and OA/UA amounts remaining in the skin after 48 h.
Statistically significant differences were observed for | values and
OA/UA retained in the skin after 48 h in favor of SM-OA/UA.

4. Conclusion

A simple and optimal method for the optimal detection and
quantification of pentacyclic triterpenes OAJ/UA isolated from the
leaves of P. ohtusa was performed. Based on the reported results, it
could be concluded that the developed method has demonstrated
the proper linearity, selectivity, sensibility, accuracy and precision
within the range of concentration from 3.62 to 116 pg/mL for NM-
OA/UA and 6.25 to 200 pg/mL for SM-OA/UA. This method was
successfully used to quantify OAJUA in skin permeation studies
where passive diffusion was employed.
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3.2. Design and optimization of oleanolic/ursolic acid-loaded nanoplatforms for ocular

anti-inflammatory applications.

Resumen

Se disefiaron y optimizaron nanoparticulas poliméricas de PLGA cargadas con la
mezcla natural y sintética de OA/UA para administracion oftdlmica, por medio de la técnica

de desplazamiento de solvente.

Se realizd un disefio factorial central rotatorio compuesto (23 + star), evaluando 3
factores: concentracion de OA/UA, concentracion del tensioactivo (poloxamer, p188) y el
valor de pH de la fase acuosa a 5 niveles diferentes. Se obtuvieron formulaciones con
valores de tamafio de particula entre 204.4 + 1.18 y 234.8 + 1.27 nm; potencial zeta entre -
7.60 = 0.78 a -38.3 £ 0.81 mV; indice de polidispersidad entre 0.047 + 0.014 y 0.104 +
0.025 y eficiencia de encapsulacion de 54.55 +3.09 a 80.15 + 0.62%. Se encontrd que en el
tamafio de particula y el indice de polidispersidad ningin factor o interaccidon entre ellos,
modifica estas respuestas. Mientras que el potencial zeta se ve afectado por la interaccion
entre la cantidad de P188 y el pH. La eficiencia de encapsulacion se ve afectada por la
cantidad de OA/UA vy la interaccién entre la cantidad de P188 y el pH. La formulacion
seleccionada para seguir los estudios posteriores fue: 1.0 mg/mL de OA/UA, 10.0 mg/mL
P188 y valor pH de 5.5 para la fase acuosa.

Los termogramas del DSC mostraron que las mezclas natural y sintética exhiben un
pico de fusion a los 264.14 °C y 285.42 °C respectivamente. El PLGA mostré un evento
térmico a los 52.74 °C, correspondiente a la temperatura de transicion vitrea (Tg) del
polimero, mientras que el P188 mostro un pico a los 53.63 °C. Se pudo observar al analizar
las nanoparticulas cargadas con las mezclas, que el pico exhibido por los compuestos
desaparece, sugiriendo ausencia de farmaco cristalino libre. Mientras que hay un
incremento en la Tg del polimero y tensioactivo con picos a los 102.26 °C y 102.76 °C,

también encontrandose este evento en el termograma de las nanoparticulas blancas, ésto



Resultados

podria ser debido a la interaccidn entre el polimero y el tensioactivo durante la evaporacidén

del solvente al preparar estas formulaciones.

Estas formulaciones presentaron una viscosidad baja y un comportamiento
Newtoniano, apropiado para estos sistemas. En los estudios de estabilidad fisica, no se
encontrd variacion en los perfiles de retrodispersion (BS), considerando a las formulaciones
desarrolladas, sistemas estables. Los compuestos mostraron una cinética de liberacion
ajustada a la ecuacion de Weibull, indicando un mecanismo de liberacion complejo. De
acuerdo a los valores del estudio de permeacion corneal, el farmaco ejerce un efecto local
en la cérnea, ya que hay mayor cantidad de farmaco retenida en esta area, que con respecto

a la permeada.

Se evalud la tolerancia ocular sin encontrar signos de irritacion, esto fue reafirmado
al realizar el ensayo de Draize, donde tampoco se detectaron signos de toxicidad o
irritacién ocular en el conejo. También se analizd la actividad antiinflamatoria en conejos,
en el cual se vio una disminucidn en la inflamacion ocular causada por la instilacion de
solucion de araquidonato sédico. Encontrdndose que después de los 150 minutos las
nanoparticulas de la mezcla natural mostraron un mayor efecto antiinflamatorio que las

nanoparticulas de la mezcla sintética.

Se desarrolld6 una formulacién eficiente con adecuadas propiedades fisicas y
estabilidad fisica optima. El farmaco encapsulado fue liberandose a una velocidad
constante, teniendo la capacidad de permanecer mds tiempo en la cornea, prolongando asi
el efecto deseado, viéndose ademas que las nanoparticulas de la mezcla natural mostraron

mayor accion.
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Abstract

Oleanolic acid (OA) and ursolic acid (UA) are ubiquitous pentacyclic triterpenes compounds in plants with great interest as anti-
inflammatory therapeutics. The aim of this study was the design and optimization of polymeric nanoparticles (NPs) loaded with natural and
synthetic mixtures (NM, SM) of these drugs for ophthalmic administration. A 2% + star central rotatable composite design was employed to
perform the experiments. Results showed optimal and stable formulations with suitable physicochemical properties (mean
diameter < 225 nm), homogencous distribution (polydispersity index ~ 0.1), negatively charged surface (~—27 mV) and high enfrapment
efficiency (~77%). Release and comeal permeation studies showed that NM release was faster than SM. Amounts of drug retained in the
comeal tissue were also higher for NM. /n vitro and in vivo tests showed no signs of irritation or toxicity and successful in vivo anti-

inflammatory efficacy for both formulations. being NM-OA/UA NPs the most effective.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Key words: Oleanolic acid; Ursolic acid; PLGA nanoparticles; Ocular administration; Anti-inflammatory efficacy

Background

Oleanolic acid (OA) and its isomer ursolic acid (UA) belong
to the pentacyclic triterpencs class of compounds. They are
widely distributed in the plant kingdom and have been frequently
isolated as isomeric mixtures.' These molecules having a
skeleton of lupano, oleanane and ursane are primarily respon-
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sible for the anti-inflammatory activity of' a variety of medicinal
plams2 by the inhibition of enzymes involved in the production
of eicosanoids such as cyclooxygenase and phospholipase A2,
and avoiding the release of cytokines, histamine, serotonin, and
some interaction with serine/threonine kinases.” Furthermore,
OA/UA has been shown to display numerous biological
properties including anti-inflammatory,* anticancerous,” anti-
fungal, hepatoprotecﬁve,6 antioxidant,7 antimicrobial, antialler-
gic and antiviral activity among others.®

Ocular drug delivery is one of the most interesting and
challenging endeavors faced by the pharmaceutical scientist
because the development of novel delivery systems for ocular
instillation is currently a demand. *'® Ocular inflammation is one
of the most common complication after eye surgery.'' Due to the
complex structure of the eye the major challenge in ocular
medication is the ability to maintain a therapeutic level of the
drug at the site of action for prolonged duration.'? Generally
ocular efficacy is closely related to ocular drug bioavailability,
which may be cnhanced by increasing corncal drug
penetration. '
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Table |
Factors and coded levels of experimental design.

Vanable Symbol Coded vanable level
Lowest Low Center High Highest
- -1 0 +1 o
Amount OA/UA (mg/mL) X 0.495 0.7 1.0 13 1.504
Amount P188 (mg/mL) X 6.64 8 10 12 13.36
pH of aqueous phase X, 4.66 5 5.5 6 6.34

Several approaches have been proposed but nanoparticles
(NPs) represent promising drug carriers for ophthalmic
applicaﬁons,"‘ providing ease of application just like eye drop
solutions with the added advantage of lower frequency of
application and extended duration on the extraocular portion. .

The best known class of biodegradable polymers for
sustained drug delivery is poly(DL-lactide-coglycolide) acid
(PLGA). PLGA is a biocompatible polymer, which is hydrolyt-
ically degraded into nontoxic oligomers and monomers, lactic
acid and glycolic acid."® PLGA provides an appropriate particle
size and a narrow size range, ensuring low irritation, adequate
bioavailability and compatibility with ocular tissues.'®

The main aim of this study was the design and optimization of
PLGA NPs to vehiculize these natural triterpene compounds in a
controlled delivery system for ophthalmic administration. For this
purpose, the response surface methodology (RSM) approach was used
to investigate the simple effect and the interaction of different operating
conditions, such as amount OA/UA, amount of surfactant and pH of
the aqueous phase. Central composite rotatable design (CCRD) was
used because it requires many few tests and has been shown to be
sufficient to describe the majority of the process respormes.'?

Since the major drawback of those natural compounds is the
limited amount present in plants another objective was the
development of a synthetic mixture (SM) of OA/UA. Moreover,
cumulative release mechanism and permeation capability, as
well as, ocular tolerance of the optimized NPs were evaluated.
Finally, anti-inflammatory efficacy was also analyzed.

Methods

Chemicals and reagents

Reference compounds OA (=97%) and UA (=90%) were
purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). PLGA
(Resomer® RG756S) was obtained from Boehringer (Ingelheim,
Germany) with a molecular weight of 98,000 Da and lactide/
glycolide 75:25 molar ratio. Poloxamer 188 (Lutrol® F68, P188)
was supplied by BASF (Barcelona, Spain). Transcutol® P was
provided by Gattefossé (Saint Priest Cedex, France). The
purified water used was obtained from a MilliQ® Plus System
lab supplied. All other chemicals and reagents were of analytical
or high performance liquid chromatography (HPLC) grade
(Fisher Scientific, Leicestershire, UK).

Plant material: isolation of the pentacyclic triterpenes

Ten grams of methanolic extract from leaves of Plumeria
obtusa was adsorbed on 10 g of silica gel HF»s4 using methanol as

solvent and bringing to dryness. The isolation process was
conducted by column chromatography using silica gel HF»sy
(300 g) as support and placed in a Buchner funnel 12 cm
diameter and 8 cm high with Wheaton filter paper grade [ under
reduced pressure using a vacuum pump. Once the funnel was
packed the fractionation was performed using an eluent system
of increasing polarity starting with 100% hexane. The polarity
increased by increasing proportions of 10% ethyl acetate up to
100%. Finally the column was eluted with 100% methanol to
afford different fractions (500 mL each one), which were
concentrated by rotary evaporation. To determine approximate-
ly the proportions in which UA/OA was in the NM, various
samples at different concentrations were analyzed by HPLC
resulting in 10%-12% OA and 88%-90% UA. Thus, similar rate
was utilized for the elaboration of the SM.

Experimental factorial design

In order to optimize the preparation of formulations of OA/
UA-PLGA NPs a 2° +star CCRD was constructed with a
combination of three factors (independent variables); amount of
OA/UA (X,), amount of surfactant (X,) and pH of the aqueous
phase (X3) at five different levels coded as —a,—1, 0, I, and + o
based on preliminary trials and literature research. The value for
alpha (1.68) was calculated to fulfill the rotatability in the design.
Physicochemical properties of the produced NPs were the
dependent variables: average size (Z-ave, Y,), polydispersity
index (P1,Y,), zeta potential (ZP, Y;) and encapsulation efficiency
(EE, Y4). The coded and actual values of the variables are
presented in Table 1. According to the CCRD matrix generated by
Statgraphics® Plus 5.1 software (Statpoint Technologies, Inc.
Warrenton, VA, USA), a total of 16 experiments were required,
including 8 factorial points, 6 axial points and 2 replicated center
points for estimation of the pure error sum of squares (Table 2). To
estimate an interaction between two factors, one has to estimate the
effect of the first at the lowest level of the second subtracting it
from the effect of the first one at the highest level of the second one.
An interaction between two factors is symbolized as factor] :fac-
tor2. The studied experimental responses were the results of the
individual influence and the interactions of the three independent
variables. To identify the significance of the effects and
interactions between them analysis of variance (ANOVA) was
performed for each parameter. P value less than 0.05 was
considered to be statistically significant.

Preparation of PLGA-NPs

NPs loaded with NM and SM of OA/UA were prepared by
the solvent displacement technique employed by Fessi et al.'®
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Table 2

Coded and actual values of the three experimental factors according to the matrix designed by 2° +

star central composite rotatable factorial design.

Coded levels of factors

Measured responses

OA/UA (mg/mL) P188 (mg/mL) pH Z-Ave (nm) £ 8D PI + SD ZP (mV) £ SD EE (%) £ SD
Factorial points Fl1 1.3 12.0 6.0 206.5 £0.25 0.067 = 0.023 7.60 = 0.78 5544 £ 298
F2 1.3 12.0 5.0 2221 £2.25 0.060 = 0.014 350+ 0.72 66.72 + 3.67
F3 1.3 8.0 6.0 2243 £ 1.00 0.082 £ 0.033 29.8 = 0.61 66.77 = 1.73
F4 1.3 8.0 5.0 219.9 + 1.08 0.065 £ 0.007 34.0 £ 0.50 54.55 £ 3.09
F5 0.7 12.0 6.0 213.3 £ 1.60 0.055 £0.017 15.6 = 0.78 6741 £ 2.07
F6 0.7 12.0 5.0 228.7 £ 1.06 0.066 £ 0.011 383 £ 0.81 80.15 = 0.62
F7 0.7 8.0 6.0 218.0 = 0.87 0.062 £ 0.018 326+ 1.14 68.83 = 1.50
F8& 0.7 8.0 5.0 2192 +.121 0.059 £ 0.016 32.4%0.97 70.79 + 0.57
Axial points F9 1.504 10.0 55 219.1 + 1.60 0.100 £ 0.016 25.0 0.65 60.74 = 2.54
F10 0.495 10.0 s 207.0 £ 0.96 0.047 £ 0.013 28.2+ 0.40 7847 £ 0.73
F11 1.0 13.36 5.5 2044 + 1.18 0.078 £ 0.008 27.2+ 0.36 73.19 £ 0.40
F12 1.0 6.63 55 2232 +2.78 0.068 £ 0.035 26,2+ 0.72 7452 £ 0.35
F13 1.0 10.0 6.3 2139 + 2.69 0.047 £ 0.014 29.0 = 0.50 62.54 + 1.29
Fl4 1.0 10.0 4.6 2348 + 1.27 0.104 £ 0.025 27.7+0.75 75.65 = 1.04
Center points F15 1.0 10.0 5.5 213.7 £ 295 0.077 £ 0.027 28.7+ 0.78 76.75 + 0.81
Fl6 1.0 10.0 55 2149 + 341 0.081 £ 0.013 27.7+ 0.62 71.63 + 0.76

Coded values of the three factors: OA/UA amount (OA—UA), P188 amount (P188) and pH values of aqueous phase (pH) and measured responses: average size
(Z-ave), polydispersity index (PI), zeta potential (ZP) and entrapment efficiency (EE).

Briefly, an organic solution 90 mg PLGA in 5mL of
acetone containing the drug (0.495-1.504 mg/mL) was
poured under moderate stirring into 10 mL of an aqueous
solution adjusted to the desired pH value (4.65-6.34) from
6.64 to 13.36 mg/mL of P188. Acetone was then evaporated
and the volume of NPs dispersion was concentrated to
10 mL under reduced pressure.

Physicochemical characterization

The Z-ave, PI, and ZP were determined by dynamic light
scattering (DLS) with a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instru-
ments, Malvern, UK) at 25 °C after appropriate dilution with
ultra-purified water. Values are reported as the mean =+ standard
deviation (SD) of three replicates.

The analysis of transmission electron microscopy (TEM) of
the NPs was performed on a Tecnai Spirit instrument (FEI Co.,
Hillsboro, OR, USA) using 18,500 x magnification. The sample
preparation was performed by of the technique of negative
staining using uranyl acetate solution 2%.

The EE of OA/UA in NPs was determined by measuring the
concentration of non-entrapped drug in the dispersion medium.
The formulation was diluted in water MilliQ (1:20) and put
through filtration/centrifugation (Heraecus® Multifuge 3L-R,
Fisher Scientific, Madrid, Spain) at 3000 rpm for 20 min at
room temperature. The fraction of non-entrapped drug that
passed through the filter was determined by HPLC. The EE was
calculated using the following equation:

EE(%) = ——L x 100 (1)

Wo—W,
Wo

where W, and W, are the total amounts of OA/UA and free drug
in the filtrate, respectively.

Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC analysis was performed using a DSC30 device
(Mettler-Toledo, Barcelona, Spain). Samples were heated from
4°C to 300 °C at a rate of 10 °C/min under a nitrogen
atmosphere (50 mL/min). Data were evaluated from the peak
areas using the Mettler STARe V 9.01 DB software.

Rheological studies

Rheological properties of NPs were evaluated at 25 °C using
a rotational rheometer HAAKE Rheostress | (Thermo Fisher
Scientific, Karlsruhe, Germany) equipped with a parallel plate
geometry set-up with a fixed lower plate and an upper plate
(Haake PP60 Ti, 6 cm diameter). Viscosity curves and flow
curves were recorded for 3 min during the ramp-up period from
0to 100s ', 1 minat 100 s ! (constant share rate period) and
finally 3 min during the ramp-down period from 100 to0 0 s~ %,
All determinations were performed in triplicate.

Stability studies

Physical stability of NPs was evaluated by the Turbiscan
Lab® Expert (Formulaction, France) to detect and determine
destabilization phenomena (coalescence, flocculation, sedimen-
tation, creaming, etc). The detection head scanned the entire
height of the sample cell acquiring transmission (T) and
backscattering (BS) cach 40 pm. Readings were taken at 0, 7,
15 and 30 days after the preparation at 25 °C.

The storage stability of OA/UA-loaded NPs at4 °C and room
temperature was also studied. The initial Z-ave, P1, ZP and EE of
the formulations were measured immediately and after 15, 30,
90, and 180 days.

Release studies

The OA/UA release from the NPs was performed in amber
glass Franz-type diffusion cells (FDC-400, Crown Glass Co.
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ZP (mV)

EE (%)

P188 (mg/mL)

Figure 1. Surface response chart of: (A) the effect of the interaction between
P18R and pH on zeta potential, and (B) the effect of the interaction between
P188 and pH on entrapment efficiency.

Inc., Somerville, NI, USA) with dialysis cellulose membranes
(MWCO 12-14 KDa, Iberlabo, Madrid, Spain) between the
donor and the receptor compartment (13 mL ethanol/water; 7:3;
v/v) with 2.54 cm? diffusional area keeping sink conditions in
the whole experiment at 32 £ 0.5 °C under continuous stirring.
Three hundred pL samples were withdrawn at selected time
intervals for 72 h and replaced with the same volume of fresh
receptor medium. The concentration of released drug was
measured in triplicate by HPLC. Values are reported as the
mean =+ SD.

Five different kinetic models (zero order, first order, Higuchi,
Weibull and Korsmeyer—Peppas functions) were used to fit the
experimental data obtained from dmg release experiments. A
nonlinear least-squares regression was performed using the
WinNonLin® V. 3.3 sofiware (Pharsight Co., Sunnyvale, CA,
USA). The coefficient of determination (%) and the Akaike’s
information criterion (AIC) as a measure of goodness of fit based
on maximum likelihood were used to select the model that best
fitted experimental results.

Corneal permeation studies

The corneal permeation study was addressed using Franz
diffusion cells as described previously. Excised corneas of male
New Zealand albino rabbits from in vivo studies were used as
permeation membranes. Animals were anesthetized with keta-
mine (25 mg/kg i.v.) and xylazine (0.1 mg/kg i.v.) and
euthanized by an overdose of pentobarbital. The cornea was
excised immediately and kept in Hank’s solution. Fresh cornea
was mounted between the donor and receptor compartment of
the cell with the cpithelial side facing the donor compartment. A
constant temperature of 32 + 0.5 °C was maintained throughout

the 6 h study. The comneal area available for diffusion was
0.64 cm?. Transcutol® P was used as receptor medium assuring
sink conditions and the cornea intactness.'® Osmolality of the
sample was previously adjusted with glucose (310 mOsm/kg)
since irritation associated with the instillation of hypo- or
hypertonic suspensions may cause reflex tearing or blinking
reﬂex.mSamples (1000 pL) were withdrawn from the receiver
compartment at predetermined intervals: The removed volume
was tmmediately replaced with the same volume of fresh
receptor medium. Samples were analyzed in triplicate by HPLC.
The apparent corneal permeability coefficients (P, cm - s h
were calculated according to the following equation:

AQ 1

Pl e,
P TAL T A x Gy x 60

(2)

where AQ/A¢ (j1g/min) is the flux across the comeal tissue, 4 is
the exposed corneal surface area (em?), Cy (ng/ecm

%) is the initial amount of OA/UA in the donor compartment and
60 is taken as the factor to convert min into s. The flux across the
cornea was obtained from the slope of the regression line
obtained from the linear part of the curve between the amount
permeated (Q) vs time plot.*!

At the end of the permeation study, the amount of formulation
remaining on the cornea was eliminated. The cornea was
removed from the cell and cleaned with gauze soaked ina 0.05%
solution of sodium lauryl sulfate and washed in distilled water.
The permeation area of the comea was then excised and
weighed. The OA/UA content was extracted with an aliquot of
ethanol/water (7:3, v/v) by ultrasonication for 15 min and then
analyzed by HPLC.

To determine the wet comneal weight, }#,, each corneal
sample was carefully removed from the scleral ring and weighed.
It was then desiccated at 80-100 °C for 6 h to determine the
corresponding dry corneal weight, #},. The percentage corneal
hydration level (HL%) was defined as:

HL(%) = (1—"“-/‘“) % 100 (3)

HPLC analysis

The HPLC method was validated according to International
Conference on Harmonization guidelines. The system consisted
of a Waters® 515 HPLC Pump with 717 Plus autosampler and a
2487 dual A absorbance detector (Waters, Milford, MA, USA).
The analytical column was a Kromasil® 100 C,g column
(250 mm * 4.6 mm, 5 pm, Teknokroma, Barcelona, Spain).
The compounds were detected at 4 =210 nm. Flow rate was
1.0 mL/min and acetonitrile/water ratio was 85:15 (v/v) during
the mobile phase. The injection volume was 10 pL.

In vitro ocular irritation test

To evaluate the potential ocular irritation of the formulations
the Hen's Egg Test Chorioallantoic Membrane (HET-CAM) test
method was used. For this purpose 6 chicken eggs with
10-day-old were utilized for cach formulation and 2 eggs for
controls (treated with NaOH 0.1 N as positive control and NaCl
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Figure 2. Transmission electron microscopy analysis of: (A) NM-OA/UA NPs, and (B) SM-OA/UA NPs.

0.9% as negative control). NPs were added to the CAM and left
in contact for 5 min. The measured effects were the onset of:
hemorrhage (bleeding from the vessels), vascular lysis (blood
vessel disintegration) and coagulation (intra- and extra-vascular
protein denaturation). The ocular irritation index (OII) was
calculated by the expression:

(301-h) x5 (301-1) x 7 (301—¢) x 9

Ol =—=5% 300 300

“)

where h, [ and ¢ are times (s) of the beginning of hemorrhage, lysis
and coagulation, respectively. The following classification was used:
OIl < 0.9 slightly irritating; 0.9 < OII < 4.9 moderately irritating,
4.9 < OIl < 8.9 irritating and 8.9 < OII < 21 severely irritating.

In vivo studies

New Zealand male albino rabbits (4.10 to 4.40 kg, St. Feliu de
Codines, Barcelona, Spain) were housed in plastic cages with a
12 h light/dark cycle. Food and water were available ad libitum.
Animals were acclimatized to temperature and humidity in
controlled facilities for at least 7 days before the experiment. All
rabbits were accustomed to handling (30 min per day for 3 days)
and to the testing equipment. These studies were performed
according to the association for research in vision and ophthal-
mology resolution of the use of animals in research and approved
by the animal research ethical committee of the University of
Barcelona according to the regulations of the Spanish Government
(Law 32/2007 of 7 November 2007, and Royal Decree 1201/2005
of 10 October) with necessary humane care.

Draize test

In vivo eye irritation was evaluated by the Draize eye test. A
single instillation of 50 pL of each sample was instilled in one
eye using the untreated contralateral eye as a control. Readings

were made 1 h after the test substance was applied, then after I,
2, 3, 4, and 7 days. The method provided an overall scoring
system for grading the severity of ocular lesions involving the
cornea (opacity), iris (inflammation degree), and conjunctiva
(congestion, swelling, and discharge). The draize score was
determined by visual assessment of changes in these ocular
structures. The mean total score (MTS) was calculated
as follows:

MTS =3 z,gn) +3 Izén) +> :I:ggn) (5)

where x1(n), x2(n), and x3(n) are the cornea, conjunctiva, and iris
scores, respectively, being # the number of rabbits included in
the assay.

Anti-inflammatory effect

The anti-inflammatory efficacy of OA/UA NPs was tested in
animals by instillation of a single dose of 50 pL of each
formulation of NPs or 0.9% (w/v) isotonic saline solution
(control) in the conjunctival sac of the left eye. The contralateral
eye was used as untreated control. After 30 min, 50 pL of 0.5%
(w/v) sodium arachidonate solution (SAS) in PBS (pH 7.4) was
instilled in the left eye. Inflammation was quantified 30, 60, 90,
120 and 150 min after instillation of SAS. Ocular changes were
graded according the MTS as described previously.22

Results

Optimization and characterization of NPs

Z-ave of formulations ranged between 204.4 +1.18 and
2348 £ 1.27 nm (Table 2). The values of the effects and
interactions were also calculated. In case of positive values, a
higher Z-ave is expected, whereas a decrease in Z-ave will be
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Figure 3. DSC curves of NM, SM, PLGA, P188, blank NPs, NM-OA/UA
NPs and SM-OA/UA NPs.

observed with negative values. The variable amount of OA/UA
provided a positive effect on the Z-ave (2.043 £ 4.45 nm).
Conversely, the amount of PI188 and pH provided negative
effects (—6.212 + 445 and —9.219 £ 4.45 nm, respectively).
ZP values ranged from —7.60 £0.78 to —38.3 + 0.8]1 mV
(Table 2). EE values varied from 54.55 + 3.09 to 80.15 + 0.62
(Table 2). The significant effects and interactions after ANOVA
analysis for each factor demonstrated the significance (P < 0.05)
of main effects and interactions with amount of OA/UA
(negative effect —10.77) and the interaction between pH and
the amount of P188 (negative effect —8.57) suggesting an
inversely proportional relationship in both cases. The response
surface graphs based on ANOVA results are shown in Figure 1.
Based on the results obtained in the CCRD the formulation
composed of 1.0 mg/mL of OA/UA, 10.0 mg/mL of surfactant

(P188) and the aqueous phase with a pH value of 5.5 was
selected to continue the study. These exhibited Z-ave of
222,75 £2.19 nm, PI 0.091 = 0.022, ZP of -27.30%
1.63 mV and EE of 76.55 + 3.92% for SM-OA/UA NPs, and
Z-ave of 211.80 + 1.83 nm, PI 0.100 + 0.026, ZP —26.90 +
0.27 mV and EE 78.45 + 2.40% for NM-OA/UA NPs. TEM
images of NPs are shown in Figure 2. It can be observed the
spherical shape of the particles with a size around 200 nm,
suitable for ophthalmic application, in line with DLS results.

DSC analysis

The DSC curves of the formulations, NM, SM, PLGA and
P188 are shown in Figure 3. As can be observed NM and SM
exhibited melting peaks at 264.14 °C and 285.42 °C respective-
ly. PLGA thermogram displayed a thermal event at 52.74 °C
corresponding to the polymer glass transition temperature (Tg),
while P188 showed a peak at 53.63 °C. When NPs were
analyzed an increment in Tg for the polymer and surfactant in all
formulations appeared with peaks at 101.76 °C, 102.76 °C and
102.26 °C for blank-NPs, SM-OA/UA NPs and NM-OA/UA
NPs, respectively.

Rheological studies

Flow and viscosity curves of NPs are provided as
supplementary material. In both cases curves presented nearly
constant viscosity values with an increasing shear rate indicating
a Newtonian behavior. Viscosity values at 100 s™' were 2.5 +
0.5 and 1.3 + 0.08 mPa - s for SM-OA/UA NPs and NM-OA/
UA NPs, respectively.

Stability studies

BS profiles of SM-OA/UA NPs and NM-OA/UA NPs for
different days at 25 °C are provided as supplementary material.
The left side of the profile (bottom of the vial) and along the vial
hardly shows any variation. However, the final right side (top of
the vial) shows a slight variation. As shown Table 3, data
obtained from Turbiscan Lab® analysis were in agreement with
those obtained from DLS. Equally, no significant variation on
Z-ave, PI, ZP, EE or visual appearance was observed in NPs
stored at 4 °C or 25 °C over time.

Release study and kinetic evaluation

Figure 4, A shows the OA/UA release profiles from the
NM-OA/UA NPs and SM-OA/UA NPs. The NM reached the
75% of drug release after 40 h, but SM spent 72 h to reach this
rate. Since 15 until 40 h the release rates were significantly
different, being the NM-OA/UA NPs the most suitable. Within
the first hours no significant burst effect was observed. Table 4
shows the kinetics and model fitting parameters. On the base of
the lowest AIC and r* closest to one the model that best explains
statistically the process of release of OA/UA from NPs
was Weibull.

Corneal permeation studies

As illustrated in Figure 4, B after 6 h the amount of drug
permeated through the corneal tissue was similar between
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Table 3
Influence of temperature (°C) and time storage period (days) on Z-ave (nm), P1, ZP (mV) and EE (%) of NM-OA/UA and SM-OA/UA loaded PLGA NPs.
SM-NPs NM-NPs
Time Temp. Z-ave + SD PI+ SD ZP + 5D EE + SD Z-ave + SD PI+ SD ZP + 5D EE + SD
0 4 222.0+ 0.57 0.080+ 0.01 273+ 1.63 78.05+ 1.40 2106+ 2.89 0.098+ 0.04 25.1+ 1.56 77.44+ 0.82
25 222.0+ 0.57 0.080+ 0.01 - 273+ 1.63 78.05+ 1.40 2106+ 2.89 0.098+ 0.04 25.1+ 1.56 77.44+ 0.82
15 4 220.7+ 1.88 0.078+ 0.01 254+ 095 76.32+ 0.58 2139+ 1.82 0.097+ 0.02 26,7+ 1.53 75.03+ 1.96
25 218.6+ 2.21 0.089+ 0.03 262+ 254 75.35+ 2.44 2156+ 222 0.008+ 0.01 24.7+ 0.87 73.80+ 1.22
30 4 2215+ 1.99 0.080+ 0.03 —~ 268+ 0.53 76.02+ 1.03 2153+ 270 0.097+ 0.01 247+ 0.98 73.12+ 3.67
25 2279+ 1,53 0.088+ 0.01 29.0+ 1.96 73.74+ 1.76 218.8+ 205 0.085+ 0,02 24.5+2.13 73.42+ 1.05
90 4 2259+ 1.02 0.083+ 0.04 - 26.6+ (L.44 7411+ 0.23 2221+ 364 0.099+ 0.02 25.6+ 1.02 70.78+ 1.04
25 228.1+ 259 0.089+ 0.03 23.7+2.53 70.15+ 2.00 226.1+ 399 0.100+ 0.02 25.0+2.47 70.55+ 0.76
180 4 227.54 0.68 0,084+ 0.01 — 25,2+ 1.60 73.77+ 0.89 222.6+ 3.61 0.098+ 0.03 23,7+ 043 68.03+ 1.95
25 230.7+ 1.69 0.090+ 0.02 — 24.0+ 0.66 68.04+ 2.00 2280+ 235 0.112+ 0.02 23.1+2.70 65.12+ 434

mixtures, 22% and 24% of the initial amount of OA/UA for SM
and NM loaded NPs, respectively. At the end of the study
amounts of drug retained in the cornea were 1.74 & 0.38 and
2.63 + 0.27 mg/cm? - g, corresponding to 43% and 51% of the
initial amount (SM-OA/UA and NM-OA/UA loaded NPs,
respectively). The P,,, values were similar, 3.74 £ 0.19 and
336 £049 cm - s '. However, flux values were different,
42.08 +2.97 and 35.72 +3.45 pgh - cm? (SM-OA/UA and
NM-OA/UA loaded NPs, respectively).

In vitro ocular irritation test

After applying the NPs of NM-OA/UA and SM-OA/UA
directly on the CAM of chicken embryos no signs of ocular
irritancy were observed within the 5 min that are required to
detect any signs of irritation as hemorrhage, vascular lysis or
coagulation. An OII of 0.07 was obtained.

Draize test

Values of MTS were 0 in all cases confirming the results
observed in the in vitro HET-CAM test. Then, NPs were classified
as non-irritating and safe for ophthalmic administration.

Anti-inflammatory efficacy

As seen in Figure 5 during the first 120 min no statistically
significant differences were observed between NM-OA/UA NPs
and SM-OA/UA NPs. After 90 min both types of NPs exhibited
significant differences when compared with SAS. Finally, after
150 min, NM-OA/UA NPs exhibited statistically higher anti-
inflammatory effect than SM-OA/UA NPs.

Discussion

Screening and optimization by RSM are considered as the two
major applications of design-of-experiment approach in pharma-
ceutical sciences. PLGA, approved by the US food and drug
administration has been extensively used for controlled drug
delivery systems because of its biocompatibility and

biodegradability.z' P188 was chosen as surfactant to stabilize
particulate systems in aquecous suspension due to its non-ionic
character. It does not induce strong ocular irritancy and is accepted
by the regulatory authorities for ocular administration.*

Morphometrical properties (Z-ave and PI) and the physical
stability of colloidal systems are considered as the limiting
parameters in the development of drug delivery systems for
topical ocular application to avoid corneal irritation and to
control the residence time at the eye surface. Concretely, Z-ave
should not exceed 10 pum, since larger sizes could produce a
scratching feeling.”* Results indicated no significant effect of
variables and interactions in Z-ave (P > 0.05). Most of
formulations showed low PI values (monodispersed systems)
oscillating from 0.047 £ 0.013 to 0.104 £ 0.025 (Table 2). No
statistically significant effects were also observed between
variables and their interactions in PI (P > 0.05).

ZP is other important physicochemical parameter since it
influences the long-term physical stability, as well as, the potential
mucoadhesive properties. High ZP values, either positively or
negatively charged, tend to stabilize particle suspensions due to
electrostatic repulsion between particles with the same electrical
charge avoiding aggregation. The negative charge of PLGA NPs
has been previously reported due to the ionization of carbox-
ylic-end groups of polymer on their surface.”® ANOVA results
showed that the interaction between the amount of P188 and pH
had a significant effect (P < 0.05) in ZP values. Values of the
coefficients of ANOVA analysis are related to the effect of these
variables on the response. A positive sign indicates a synergistic
effect while a negative term indicates an antagonistic effect upon
the response. The larger coefficient means that the independent
variable has more potent influence on the response.

From DSC curves of NM-OA/UA NPs and SM-OA/UA NPs,
it was observed that the melting peak of the triterpene mixtures
totally disappeared suggesting the absence of free crystalline
drug in NPs. The polymer may inhibit the drug crystallization
during NPs formation.?' However, there was an increment in Tg
of PLGA and P188. This was also observed in blank NPs. It
might be due to the interaction between the polymer and the
surfactant during solvent evaporation in the elaboration stage of
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(A). and ex vivo permeated profiles of NM-OA/UA NPs and SM-OA/UA
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NPs since the mobility of the PLGA chains in their glassy state
depends on the interaction of the polymer with others
components of the formulation, such as drugs, additives
or surfactants.”®

The obtained low viscosity values allow for sterile filtration
and easy dispensing as eye drops, while the Newtonian behavior
ensures that blinking should have no effect on viscosity.”’

One of the most important parameters to evaluate colloidal
systems is their long term physical stability, since it controls the
validity and the required storage conditions. No variation of
particle size occurs when the BS profile is within the interval +
2%, variations greater than 10% either as positive or negative
value are representative of instability. Both SM-OA/UA NPs and
NM-0OA/UA NPs exhibited a continuous BS signal in that
interval. Thus it could be considered that optimized formulations
were stable systems. The slight variation occurred at the top of
the vial could be due to the meniscus of the sample in contact
with the wall.

In the drug-carrier system design the evaluation of the rate at
which the drug is released from the vehicle is particularly
important. It can be used as quality control data to predict in vivo
behavior or to study the structure and release mechanisms.
Weibull has been typically considered as an empirical equation,
in which, the value of the exponent 5 (a dimensionless shape
parameter) is an indicator of the mechanism of diffusion release.
On the use of the Weibull function for the discernment of drug

release mechanisms £ value higher than 1 is an indication that
the drug transport followed a complex release mechanism.** Our
results showed = 1.35 £ 0.25 (CV = 6.04%) and 1.28 £ 0.09
(CV =7.22%) for SM and NM, respectively, described as a
sigmoid curve indicative of complex release mechanism; the rate
of release does not change monotonically. 7y is the dissolution
time and represents the time interval necessary to dissolve or
release 63.2% of drug. In our case, Ty values were 22.34 = 7.67
and 13.49 + 1.52 h (SM and NM, respectively). The difference
could be explained by the presence of other substances in the NM
that would act as promoters.

According to permeation data, it can be assumed that the drug
would exert a local action on the cornea because most of this is
retained in this area. Therefore, a powerful effect would be
expected for NM, HL is a parameter frequently used to evaluate
damage of the tissue. The normal cornea has an HL of
76%-80%.*"HL values of 3%-7% above the normal value are
indicative of epithelium or endothelium damage. Percentages of
HL are maintained within the accepted range 78.79%-81.35% for
NM-OA/UA NPs and SM-OA/UA NPs, respectively, assuring
that the OA/UA or the Transcutol® P did not cause any damage
to the corneal tissue.

The evaluation of the ocular tolerability is mandatory
requirement. In our case, the OIl of 0.07 confirmed that
NPs did not exert irritation. This was further re-enforced
by in vivo assay. The application of both types of NPs on
the rabbit eyes showed no sign of toxicity or irritation to
the external ocular tissues. NPs are well suited for use on
damaged or inflamed eyes because they are based on
biocompatible materials.

The anti-inflammatory activity in rabbits of NPs exhibited a
decrease in the ocular inflammation caused by instillation of
SAS. After 150 min, NM-OA/UA NPs exhibited statistically
higher anti-inflammatory effect than SM-OA/UA NPs. It may be
due mainly to the greater retained amount of triterpenes provided
by NM-OA/UA NPs on the cornea, resulting in a reservoir
effect of the drug and promoting the continuity of the
pharmacological action.

[n summary, to accomplish the demand for efficient ocular
drug delivery systems this study reports an approach on the use
of'a CCRD design for the optimization of PLGA NPs containing
SM or NM of OA/UA elaborated by solvent displacement
method. These formulations exhibited good stability properties
due to low Z-ave and PI values, with negative ZP, even upon
storage after 6 months at both specified conditions. Both types
of NPs exhibited Newtonian behavior and low viscosity
allowing sterile filtration and easy administration. Triterpenes
were release from optimized nanoplatforms in a sustained
manner following a complex mechanism being the NM-OA/UA
NPs the most suitable. Concerning the corneal permeation from
NPs, the encapsulated drug was delivered at a constant rate with
enhanced accumulation into the ocular tissue creating a
reservoir able to prolong the ocular residence time and more
powerful effect of the NM. Eye-irritating effects were neither
observed in vitro nor in vive Draize test. Finally, in vivo
studies suggested that optimized OA/UA loaded NPs can be
expected to gain considerable attention for ocular anti-
inflammatory treatment.
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Table 4
Parameters, coefficient of determination and AIC for kinetics models.
Model Parameters Formulations
NM-OA/UA NPs SM-0A/UA NPs
Zero order O=Kot+ 0 Ky 1.00E-05 4E-06
Q. 60.05 48,28
i 0.6341 0.8570
AIC 197.10 198.75
First order Q=0.01-e%Y ¢ 2.00E-05 1.2E-05
r 0.7491 0.9457
AIC 24251 23491
Higuchi O, =Kqr® Ky 9.97 11.30
¥ 0.8073 0.9591
AIC 162.51 131.60
Korsmeyer—Peppas Q=K1 Ky 18.22 7.93
n 0.38 0.55
¥ 0.8534 0.9137
AIC 158.38 137.00
Weibull 0,= Q.1 - e-W4)] B 128 135
Ta 13.49 22.34
" 0.9099 0.9618
AIC 104.05 86.87

Q, = cumulative percentage of drug release at time # Q.. = maximum amount of dissolved drug: K. Ky, Ky, Ky = release rate constants: 1 = time in hours:
B = shape parameter; ¢y = dissolution time; 7~ = determination coefficient; AIC = Akaike’s information criterion.

Ocular Inflammation

ab a,b

Time (min)

=—-JNM-OA/UA NPs

SM-OA/UA NPs

== Control

Figure 5. Anti-inflammatory efficacy of NPs after SAS induced inflammation in the rabbiteye. Mean + SD (n = 3). Statistically significant differences P < 0.05
regarding “NM-0OA/UA NPs, "SM-OA/UA NPs and “control (SAS).
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3.3. Nanoemulsions for dermal controlled release of oleanolic and ursolic acids: in

vitro, ex vivo and in vivo characterization.

Resumen

Se desarrollaron y caracterizaron nanoemulsiones conteniendo mezcla natural y
sintética de triterpenos pentaciclicos antiinflamatorios para administracién dérmica. Para el
desarrollo de las nanoemulsiones se construyd un diagrama pseudo-ternario de fases, donde
en primer lugar se probd la solubilidad de los compuestos triterpenoides en diferentes
aceites, tensioactivos y co-tensioactivos. Fueron seleccionados los que presentaron mejor
solubilidad, no téxicos o irritantes y de mayor y facil accesibilidad, estos fueron el aceite de
castor como fase oleosa; labrasol como tensioactivo; transcutol-p como co-tensioactivo y
propilenglicol como fase acuosa. La fase oleosa, fase acuosa y Spmix (mezcla de
tensioactivo/co-tensioactivo) son los componentes de cada lado del diagrama. Se probaron
6 diferentes ratios de Syix, por cada diagrama se elaboraron 9 diferentes combinaciones del
aceite y un ratio especifico de Syix. Los diagramas de fase oleosa, acuosa y Syix se
desarrollaron usando el método de titulacion acuosa. Se selecciond la nanoemulsion con las
mejores propiedades fisicas (tamafio de gota pequefio y bajo indice de polidispersidad). La
formulacion seleccionada a seguir con los ensayos fue la que estaba formada por 20% de
aceite de castor, 20% propilenglicol, 59.80% de Snix con ratio 4:1 (47.82% de labrasol y
11.96% de transcutol-p) y 0.2% de las mezclas de OA/UA.

Se obtuvieron valores de tamafio de gota entre 200.95 y 590.54 nm e indice de
polidispersidad entre 0.252 a 0.734 para la mezcla natural y valores de tamafio de gota entre
139,70 y 450.89 nm e indice de polidispersidad entre 0.185 a 0.664 para la mezcla sintética.
Se pudo observar que el tamafio de gota se vid afectado por la concentracion de la fase
oleosa, donde al incrementar el porcentaje de aceite, aumentaba el tamafio; por otro lado, la
concentracion de Smix tuvo el efecto contrario, donde al incrementar el porcentaje de Spix,
el tamafio de gota disminuyd, el indice de polidispersidad tuvo los mismos efectos que en el
tamafio de gota en ambas mezclas. Las nanoemulsiones mostraron valores bajos de

viscosidad y un comportamiento Newtoniano en ambas formulaciones.
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Con respecto a la estabilidad fisica, no hay presencia de cambios en los perfiles de
transmitancia. Los compuestos mostraron un perfil cinético de liberacién ajustado al
modelo de Korsmeyer-Peppas, donde el pardmetro “n” de esta ecuacion nos indicd que hay
una difusién no Fickiana o anomala. Se puede observar que no hay cambios significativos

entre ambas mezclas.

En el estudio de permeacion se pudo apreciar que hay diferencias a las primeras 4
horas del estudio entre ambas formulaciones, donde hay mayor cantidad permeada de la
mezcla sintética en comparacion con la mezcla natural, esto puede ser atribuido a la
afinidad de los triterpenos con los componentes de la nanoemulsion. La cantidad retenida
en la piel fue mayor que en capas mas profundas, demostrando que los sistemas son
apropiados para un efecto local. Se evaluo el ensayo de irritacion dérmica primaria en el
torso de conejos, donde se obtuvieron valores considerando los productos no toxicos y
seguros para aplicacion dérmica. También se evalud la actividad antiinflamatoria en oreja
de ratén donde se observo que la mezcla natural mostro una inhibicién del 76.19 + 1.59%,
mas del doble que la mezcla sintética (33.86 = 1.83%), esto puede ser a que hay mas
cantidad retenida en la oreja de raton de la mezcla natural y a su vez esta mezcla puede

tener mas componentes con actividad antiinflamatoria que potencie el efecto.
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The aim of the present study was to design and optimize a nanoemulsion for dermal administration of
mixtures of natural or synthetic pentacyclic triterpenes with recognized anti-inflammatory activity. The
composition of the developed nanoemulsions was obtained from pseudo-ternary phase diagrams, com-
posed of castor oil as the oil phase, labrasol as the surfactant, transcutol-P as co-surfactant and propylene
glycol as the aqueous phase. Different ratios of surfactant/co-surfactant mixture (5., ) (4:1, 3:1, 2:1, 1:1,
1:2 and 1:4) were produced, and S5mix 4:1 was chosen based on the greater area of optimal nanoemul-

g‘;{;‘:‘;ﬁ;cid sion conditions. Two different nanoemulsions of mean droplet size below 600 nm were produced, loading
Utsolic acid mixtures of natural or synthetic pentacyclic triterpenes, respectively. The viscosity of nanoemulsion con-

taining natural pentacyclic triterpenes was 51.97 £ 4.57 mPas and that loaded with synthetic mixtures
was 55.33 £0.28 mPas. The studies of release and skin permeation were performed using Franz diffusion
cells, adjusting the release kinetics of both formulations to Korsmeyer-Peppas model. No significant dif-
ferences in permeation parameters between the two nanoemulsions were observed. The amount of drug
retained in the skin was higher than the amount of drug that has permeated, favoring a local action. The
results of the in vivo tests demonstrated that the developed formulations were not toxic and not irritant
to the skin. The formulation loading a mixture of natural triterpenes showed greater ability to inhibit
inflammation than that loading the synthetic mixture. The findings clearly corroborate the added value
of o/w nanoemulsions for dermal delivery of pentacyclic triterpenes.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

Nanoemulsion
Topical administration
Anti-inflammatory activity

1. Introduction

Pentacyclic triterpenes are an important class of natural prod-
ucts with recognized anti-carcinogenic and anti-inflammatory
activity, figuring in many medicinal plants [ 1-3]. These compounds
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are similar in their biogenesis to steroids, in the cyclization of
squalene and in their pleiotropic actions. The molecules having the
skeleton of lupane, oleanane and ursane, are primarily responsible
for the anti-inflammatory activity of a variety of species of medic-
inal plants [1,3,4]. Several mechanisms by which these triterpenes
exhibit anti-inflammatory activity may be involved, being notable
the inhibition of enzymes involved in the production of eicosanoids,
such as cyclooxygenase (COX1 and COX2) and phospholipase A2
(PLA2), inhibiting the release of cytokines, histamine, serotonin,
and some interaction with serine/threonine kinases [5,6].
Pentacyclic triterpenes bearing oleanane and ursane based
structures, i.e. oleanolic acid (OA) and its isomer ursolic acid (UA),
are found in food, in medicinal herbs and in various other natu-
ral plants in the form of free acid or aglycones for triterpenoid
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saponins [7,8]. These triterpenoids have similar chemical struc-
ture and their therapeutic and biological interest relies on their
anti-inflammatory, anti-cancerous, anti-fungal, hepatoprotective,
anti-oxidant, anti-microbial, anti-allergic, and anti-viral activities
[9-17]. Given these diverse biological effects, pentacyclic triter-
penes, such as OA and UA, have been exploited for a range of
biomedical applications, in particular, for topical administration.

We report a new approach to deliver OA and UA formulated in
nanoemulsions specifically designed for cutaneous drug delivery.
The main objectives of this work included: (i) the design, devel-
opment, optimization and characterization of nanoemulsions with
mixtures of natural or synthetic anti-inflammatory triterpenes for
topical administration; (ii) the description of the release kinetics
and permeation mechanism of developed nanoemulsions; and (iii)
the analysis of the anti-inflammatory activity of the loaded triter-
penes.

Nancemulsions are emulsified systems that have a very small
drop size, less than 1 pm (typically is in the range 20-200nm),
and with low polydispersity. Such properties provide them with a
high kinetic stability, being transparent or translucent to the naked
eye. Since nanoemulsions are thermodynamically unstable systems
and cannot be formed spontaneously, they require energy input for
production. The energy can be provided by methods of dispersion
(brute force) or by physicochemical methods (condensation or low
energy). Due to their properties, nanoemulsions are of great inter-
est for chemical, pharmaceutical, cosmetic, and food industries. The
pharmaceutical field is of great interest because nanoemulsions can
be tailored for the delivery of a set of drugs [18,19]. Due to their
small size, nanoemulsions can penetrate through the rough sur-
face of the skin enhancing the skin penetration of the drugs. The
skin administration may therefore be an advantage circumventing
the chemical/enzymatic degradation from the gut and the first pass
metabolism upon oral administration.

2. Material and methods
2.1. Plant material

Leaves of Plumeria obtusa L. var. sericifolia (C. Wright ex Griseb.)
Woodson (Apocynaceae), were collected in Calakmul, Campeche,
Mexico. The first collect of the plant was carried out in 1997. From
this collection a herbarium specimen was prepared, and kept at
the National Herbarium, Institute of Biology, MEXU, UNAM, with
registration number: Martinez 27824-A.

2.2. Preparation of methanolic extract and insulation of the
pentacyclic triterpenes

The methanolic extract was obtained by maceration. Briefly, the
leaves were dried at room temperature in the shade, followed by
their pulverization and extraction with methanol by maceration,
three times (1000g of dried vegetable material per 1000 mL of
methanol), at room temperature. Once obtained the extractions,
the solvent was removed under reduced pressure for the prepa-
ration of the corresponding residues [20]. Methanolic extract of P.
obtusa (30 g) were adsorbed by the same amount of silica gel HF 554,
the extract was mounted on a column packed with 700 gof the same
silica. The column was eluted with a system of increasing polarity,
using mixtures of hexane/ethyl acetate and obtaining fractions of
1L. The fraction POLHC-10A was obtained by chromatography elu-
tion from 50:50 hexane/ethyl acetate. A mass (303.3 mg) of white
amorphous powder with a melting point of 248-260°Cand areten-
tion factor, Rf of 0.63 (6:4, hexane: acetone) was isolated. The
obtained natural mixture (NM-OA/UA) was analyzed by high per-
formance liquid chromatography (HPLC) method to determine the
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composition of each triterpene acids present in the sample, in order
to develop a synthetic mixture (SM-OA/UA) of OA and UA, both
purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain).

2.3. Chemicals and reagents

The reference compounds, OA (=97%), UA (=90%), castor oil
and polyoxyethylene sorbitan monooleate (Tween® 80) were
purchased from Sigma-Aldrich Chemie (Madrid, Spain). Capry-
locaproyl macrogol-8 glycerides EP (Labrasol®), highly purified
diethylene glycol monoethyl ether EP/NF (Transcutol® P), medium-
chain triglycerides EP (Labrafac™Lipophile), lauroyl macrogol-6
glycerides EP (Labrafil®) and polyglyceryl-3 dioleate (Plurol®
Oleique) were a gift from Gattefossé (Saint-Priest Cedex, France).
Propylene glycol was obtained from Panreac (Barcelona, Spain).
Caprylic/capric triglycerides (Miglyol® 812) supplied by Roig
Farma-Fagron (Tarrasa, Spain). The purified water used in all exper-
iments was obtained from a MilliQ Plus System, lab supplied. All
other chemicals and reagents used in the study were of analytical
or HPLC-grade (Fisher Chemical, UK).

2.4. Chromatography conditions and instruments

HPLC system consisted of a Waters® 515 HPLC Pump, a 717
Plus Autosampler and a 2487 Dual A Absorbance Detector (Waters,
Milford, MA, USA). The analytical column was Kromasil 100 Cyg
column (250 mm x 4.6 mm, 5 pum, Teknokroma). The compounds
were detected at a wavelength of 210nm with an eluent flow
rate of 1.0 mL/min with acetonitrile-water (85:15 v/v) as mobile
phase. The injection volume was 10 jLL. All the determinations were
performed at ambient temperature and at isocratic conditions of
elution. The calibration curve was prepared with a concentration
range from 3.62 to 116 p.g/mL for NM-OA/UA and 6.25 to 200 p.g/mL
for SM-OA/UA [21].

2.5. Pseudo-ternary phase diagram

2.5.1. Determination of oleanolic and ursolic acids solubility

The solubility of OA/UA in various oils (castor oil, labrafac,
Miglyol and vaseline), surfactants (labrafil, labrasol and tween-80)
and co-surfactants (transcutol-P and plurol oleique) was deter-
mined by dissolving an excess amount of OA/UA in 2mL of each
of the selected oils, surfactants and co-surfactants in 5mL stop-
pered vials and mixed using a vortex mixer. The vials were then
kept at 37 + 1.0°Cin a shaking water bath for 72 h to reach to equi-
librium. The equilibrated samples were removed from the shaker
and filtrated/centrifuged at 3000 rpm for 15 min, using an Ultra-15
centrifugal filter with ultracel-100 membrane (Amicon® Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA). The filtrates were diluted with a
hydroalcoholic mixture (ethanol-water, 7:3 v/v) and OA/UA solu-
bility was subsequently quantified by HPLC.

2.5.2. Construction of pseudo-ternary phase diagram

The establishment of pseudo-ternary phase diagrams can deter-
mine the area of the existence of a nanoemulsion. From the results
of the solubility studies, components with highest solubility, non-
toxic, non-irritant to the skin and higher and easy accessibility, have
been selected. Pseudo-ternary phase diagrams of S, oil phase
and aqueous phase (free of drug) were plotted, each of them rep-
resenting a side of the triangle. S.,;, were mixed at different mass
ratios (4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 and 1:4). For a detailed study of the
phase diagram, these ratios were chosen, increasing concentration
of surfactant with respect to co-surfactant and increasing concen-
tration of co-surfactant with respect to surfactant. For each phase
diagram, nine different combinations of oil and a specific S, ratio
were mixed in individual glass vials, using different weight ratios
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(1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2, and 9:1), to cover the maxi-
mum ratios for the study to define the boundaries of phase precisely
formed in the phase diagrams. Pseudo ternary phase diagrams of
oil, Six and aqueous phase were developed using the aqueous titra-
tion method. Slow titration with aqueous phase was performed for
each mass ratio of oil and S,;, and visual observations were made
for transparent and flowable nanoemulsions.

2.5.3. Selection of the nanoemulsion formulation

From the obtained pseudo-ternary phase diagrams, a formula-
tion has been selected based on optimized physical parameters (i.e.
smaller droplet size and polydispersity index) to load 0.2% (w/w)
of drug.

2.6. Mean droplet size and polydispersity index analysis

The mean droplet size and the polydispersity index (width
of size distribution) of the nanoemulsions were determined by
dynamic light scattering (DLS) in a Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Malvern, UK). The samples were measured directly
without previous dilution. All measurements were carried out at
25°Cata90° angle, using disposable polystyrene cells. Values were
obtained by the mean and standard deviation of three measure-
ments for each formulation.

2.7. Transmission electron microscopy analysis

The analysis of transmission electron microscopy (TEM) of the
nanoemulsions was performed in a JEOL [JEM-1010 electron micro-
scope (JEOL Ltd., Tokyo, Japan). The sample preparation (without
previous dilution) was performed by the technique of negative
staining using uranyl acetate solution 2%. The grids were dried for
24 h for later reading.

2.8. Rheological studies

The viscosity of the formulations (20 g) was determined with-
out dilution at 25°C in a Thermo Scientific, Haake Rheo Stress 1
rheometer (Haake, Kalsruhe, Germany) with cone rotor C60/2-Ti
(60 mm diameter, 2° angle). The shear rate ramp program included
the ramp-up period from 0 to 100s~! in 3 min at a constant shear
rate period of 100s~! during 1 min, and the ramp-down period
from 100 to 0s ! in 3 min. The software used for the calculations
was Haake RheoWin® Data Manager V 3.3. The measurements were
performed in duplicate.

2.9. Stahility studies

The long-term physical stability of the nanoemulsions was
evaluated using the Turbiscan Lab® Expert (Formulaction, France)
technique, which uses multiple light scattering measurement to
detect and determine destabilization phenomena suffering con-
centrated dispersions over time. Each sample (20 mL) was placed
in a cylindrical glass tube. The detection head was composed of
a pulsed near-infrared light source (A;p=880nm) and two syn-
chronous detectors; transmission (T) for transparent/translucent
samples and backscattering (BS) for opaque samples. The T detec-
tor receives the light which crosses the sample (at 180° from the
incident beam), while the BS detector receives the light scattered
backwards by the sample (at 45° from the incident beam) [22,23].
Readings were taken at 1, 7, 15 and 30 days after the preparation
of the formulations, at room temperature for 24 h. The storage sta-
bility of OA/UA nanoemulsions were divided in two sample sets
and stored at room temperature (25°C) and under refrigerator

conditions (4°C), respectively. The droplet size and polydispersity
index were monitored for 24 h and after 15, 30, 60 days.

2.10. In vitro release studies

The release studies of OA/UA from nanoemulsion were per-
formed in amber glass Franz-type diffusion cells (FDC-400) of
18 mm diameter, supplied by the firm Crown Glass Co. Inc.
(Somerville, NJ, USA), based on the model proposed by Franz
[24]. In this study a dialysis membrane (Dialysis Tubing - Visking
Code DTV12000.03.000, Size 3, Inf Day 20/32" - 15.9 mm, MWCO
- 12-14,000Da, Liverpool Road, London, UK) as diffusion mem-
brane, which was soaked in the receptor medium for 24 h before
mounting. The active diffusion area was 2.54cm?. The receptor
compartment was filled with the receptor medium (ethanol-water
7:3, v/v), the OA/UA nanoemulsions (0.5 mL) were placed in the
donor compartment. The temperature was kept at 32+ 0.5°C and
under sink conditions throughout the experiment for 72 h. For
quantification of OA/UA released, samples of 300 p.L were with-
drawn of the receptor chamber at predetermined time intervals
and then analyzed by HPLC method. The study was carried out in
triplicate for each formulation.

2.10.1. Kinetic statistical treatment

To describe the OA/UA release kinetics, different mathematical
models have been used, namely, the empirical models (zero order,
first order, Higuchi) and the semi-empirical model (Korsmeyer-
Peppas). Anonlinear least-squares regression was performed using
the WinNonLin® software (WinNonlin® Professional edition ver-
sion 3.3; Pharsight Corporation, Sunnyvale, CA). To select the model
that best fits the release of OAJUA, the coefficient of determination
(r?)and a discrimination models parameter, the akaike information
criterion (AIC), which is a measure of the best fit based on maxi-
mum likelihood. When comparing several models for a given set
of data, the model associated with the smallest value of AIC was
regarded as giving the best fit out of that set of models. The AIC is
calculated by the equation:

AIC — n = In(WSSR) + 2 x p 1)

where n is the number of dissolution data points (Q/t), p is the num-
ber of the parameters of the model and WSSR is the weighed sum
of square of residues [25].

2.11. Exviva skin permeation studies

The skin permeation studies were carried out using Franz dif-
fusion cells as was described in Section 2.10. Human skin from the
abdominal region from lipectomy surpluses from plastic surgery
(Hospital of Barcelona, SCIAS, Barcelona, Spain) was used as per-
meation membrane, which were cut with an electric dermatome
(Model GA 630, Aesculap, Tuttlingen, Germany) into 0.4 mm thick
pieces, starting from the stratum corneum [26]. Skin samples were
placed between the donor and receptor compartment of the cell.
The formulation (0.7 mL) was placed onto the donor compartment
in contact with the outer surface of the skin. The permeation area
was 2.54cm?. The specifications set for the release study (i.e. tem-
perature and sink conditions), were kept the same as described
for the release assay. Samples (300 jLL) were withdrawn from the
receptor chamber at predetermined time intervals for a period of
48 h, and analyzed by HPLC. Each formulation was tested in tripli-
cate.

2.11.1. Determination of the amount of OA/UA retained in the
skin

At the end of the permeation study, the amount of formula-
tion remaining onto the skin was eliminated and the skin was
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removed from the cell, and cleaned with gauze soaked in a 0.05%
solution of sodium lauryl sulfate, and washed with distilled water
[27]. The permeation area was then excised and weighed, and the
retained OA/UA content was extracted with an aliquot (2 mL) of
ethanol-water (7:3) by ultrasonication for 15min and then ana-
lyzed by HPLC.

2.11.2. Skin permeation parameters

From the cumulative permeated amounts (Q) of OA/UA, the val-
ues of permeation parameters, namely, flux (/) and the permeability
coefficient (Kp) through the stratum corneum under stationary
conditions were estimated and calculated using the following equa-
tions:

Q
= A (2)
J=KCo (3)

where flux (f) is the mass quantity (Q) transferred per unit area
(A) and per unit time (t), Kp is the permeability coefficient, and
Cp is the initial drug concentration in the donor compartment or
concentration gradient of OA/UA through the membrane.

2.12. Primary dermal irritation studies (PDI): In viva Draize skin
fest

The primary dermal irritation (PDI) study was performed
according to the Draize method described in the Journal Official
de la Republique Francaise of 24 October 1984 [28], using adult
male New Zealand albino rabbits weighing between 1.9 and 2.1 kg
(San Bernardo Farm, Spain). Ethical approval for the handling of
experimental animals was obtained from the Institutional Animal
Ethical Committee (IAEC) of the University of Barcelona. The dorsal
area of the trunk was shaved with electric shaver 24 h before the
beginning of the assay. The animals chosen were screened for a fully
healthy skin. On the left side of the shaved area of the animal, three
scarifications of 2.5 cm in length were made with a lancet, having a
separation of 0.3 cm between them. Then 0.5 mL of each nanocemul-
sion was applied on each side, covering the site with hydrophilic
gauze and a polyethylene film (Parafilm®) and fixed with hypoal-
lergenic sticking plaster. After exposure for 24 h, the test substance
was removed and the exposed skin was scored for the forma-
tion of edema (graded 0-4) and erythema and eschar formation
(graded 0-4). Scoring was repeated 72 h later. The individual pri-
mary dermal irritancy index (PDII) was determined for each rabbit
by adding the edema and erythema scores at 24 and 72 h and divid-
ing the result by 4. PDII is the average value of individual indices
of each rabbit. According to the value obtained of PDII, products
are classified as: “non-irritating” (PDI1<0.5), “slightly irritating”
(0.5<PDIl <2), “moderately irritating” (2 <PDIl<5), and “severely
irritating” (PDII > 5). Three animals were used for each formulation.

2.13. Invive anti-inflammatory activity

Anti-inflammatory activity of the OA/UA was evaluated using
a topical inflammation model following the previously described
protocol [29], using TPA (12-0O-tetradecanoylphorbol 13-acetate)
to induce mouse ear inflammation. Groups of six adult male Wistar
CD-1 mice with a body weight ranging from 20 to 25 g were used
for each formulation. Edema was induced by topical application of
2.5 pg per ear of TPA dissolved in ethanol. Nanoemulsions of natural
(NM-OA/UA NEm) or synthetic (SM-OA/UA NEm) mixture of OA/UA
(50 p.L/ear) (100 g per 1cm?), 0A, UA standard and indomethacin
as standard drug reference (1 mg/ear) were applied to both sides
of the right ear such as TPA. The ear swelling was measured before
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TPA application and 4 h after, and the edema was expressed as the
increase in thickness [30].

3. Results and discussion
3.1. Pseudo-ternary phase diagram

Following the results of the solubility test of the selected
triterpenes (Table 1), castor oil (oil phase), labrasol (surfactant),
transcutol-P (co-surfactant) and propylene glycol (aqueous phase)
have been chosen. Various ratios of S.;, (labrasol:transcutol-P)
were tested (4:1,3:1,2:1, 1:1, 1:2 and 1:4, w/w) (Fig. 1).

The selected optimal formulation — a mixture of 4 parts of labra-
sol by 1 part of transcutol-P (S, 4:1)-, was based on the diagram
depicting the larger nanoemulsionregion (gray area). From this dia-
gram, several points were taken, covering the entire gray area, and
the drug was added up to 0.2% (w/w). Table 2 summarizes the com-
position and the size parameters of the developed nanoemulsion
formulations. For both NM-OA/UA NEm and SM-OA/UA NEm, the
formulations number 10 was selected for further studies because
of the smallest droplet size and polydispersity index. The final com-
position was 20% of propylene glycol, 20% of castor oil, 59.80% of
Smix With ratio 4:1 (47.84% of labrasol with 11.96% of transcutol-P)
and OA/UA mixtures to 0.2%.

3.2. Characterization of nanoemulsion

Both nanoemulsions (NM-OA/UA NEm and SM-OA/UA NEm)
showed a monophasic appearance, were optically transparent and
slightly yellowish in color. The determination of droplet size of
nanoemulsion was performed with the DLS, sometimes referred
as photon correlation spectroscopy (PCS), which is a non-invasive,
well established technique for measuring the size of molecules and
particles typically in the submicron region. It analyzes the fluctu-
ations in light scattering due to Brownian motion of the particles.
The NM-OA/UA NEm showed a droplet size in the range between
200.95 and 590.54 nm and a polydispersity index between 0.252
and 0.734. The SM-OA/UA NEm showed a droplet size in the range
between 139.70 and 450.89 nm and a polydispersity index between
0.185 and 0.664. This droplet size was attributed to the high molar
mass of the triterpene compounds (456.7 g/mol), besides its com-
plex structure and affinity these compounds to the components
of the nanoemulsion. As shown in Table 2, the droplet size was
affected by the concentration of the oil phase (castor oil), where
the increase of the percentage of the oil, induced the increase of
the mean droplet size. On the other hand, the concentration of
surfactant/co-surfactant (labrasol/transcutol-P) had the opposite
effect, i.e. when increasing the percentage of S, decreased the
droplet size. The polydispersity index had the same effect as the
droplet size in both NM-OA/UA NEm and SM-0A/UA NEm. The
droplet shape analyzed by TEM was in agreement with the results
obtained by PCS (Supplementary material).

The low values of viscosity are the main feature of nanoemul-
sions since they influence the long-term stability of the emulsified
nanodroplets, as well as the efficient drug release. The viscos-
ity measured at shear rate of 100s~! were 51.97 +4.57 and
55.33+0.28mPas for NM-OA/UA NEm and SM-OA/UA NEm,
respectively. Both formulations followed a Newtonian behavior
(data not shown).

3.3. Stability studies

To evaluate the long-term physical stability of the nanoemul-
sions multiple light scattering measurements were carried
out using Turbiscan to detect and determine destabilization
phenomena e.g. coalescence, flocculation, sedimentation, or
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Table 1
Solubility (mg/mL) of oleanolic and ursolic acids in different media (n=3).

H.L. Alvarado et al. / Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 130 (2015) 4047

Component Solubility (mg/mL) Component Solubility (mg/mL)
0il (P-value 0.0027) Surfactant (P-value 0.0034)

Castor oil 16.83 £2.89 Labrasol 6.99 + 1.03
Migliol 10.68 +1.43 Labrafil 3.44 £ 076
Labrafac 11.89+0.99 Tween-80 6.21 £ 045
Vaseline 8.10+1.56

Aqueous Co-Surfactant (P-value 0.0023)

Water 0.0 Plurel oleico 558 +1.22
Propylene glycol 6594271 Transcutol-P 16.12 £ 233

Significant differences (p< 0.05).

/N
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A/
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Labrasol Transcutel P (4:1)
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VAV NAVAYAVA S

Fig. 1. Pseudo-ternary phase diagrams of castor oil-labrasol/transcutol P-propylene glycol formulations. Gray area stands for the nanoemulsion region at different Sg;y.

creaming. The phenomenon of sedimentation (migration of the par-
ticles) occurs when there is a transmittance decrease versus time
at the bottom of the sample. When this change occurs on the top
of the sample, it is because the sample suffers a creaming process.
When a transmittance decrease versus time is observed over the
whole height of the sample, it is due to the droplet size variation
(flocculation or coalescence) [31]. From the recorded transmission
profiles of the nanoemulsions 1, 7, 15 and 30 days after produc-
tion (data not shown), there is no presence of such phenomena
(creaming, flocculation, or coalescence). The slight changes in the
bottom and on the top are attributed to the meniscus that the
samples form in contact with the glass. In parallel with these

studies, the droplet size of the nanoemulsions was monitored by
dynamic light scattering analysis in different days following storage
at 4 and 25°C (Table 3). During the storage time at both tempera-
tures the droplet size and the polydispersity index increased, but
changes were less pronounced for the samples stored at 4°C.

3.4. Release studies

Fig. 2 (top) shows the profiles of the percentage released of
OA/UA over time of both nanoemulsions. After 75h 47.22% and
44.40% of OAJ/UA were released from the NM-OA/UA NEm and
SM-0A/UA NEm, respectively. The profiles of both formulations

Table 2
Composition, droplet size, polydispersity index (PI) of the developed nanoemulsion formulations.
F %0P %AP ESmix (4:1) %OA/UA NM-0A/UA NEm SM-0A/UA NEm
Droplet size (nm) Pl Droplet Size (nm}) Pl
1 70 10 19.80 0.20 591 £ 32 073 +£023 451 £ 26 0.66 £0.19
2 60 20 19.80 0.20 476 £ 27 0.58 £ 0.09 376 +£ 22 047 £015
3 60 10 29.80 0.20 396 + 32 049 +0.03 308 + 32 039 + 027
4 50 20 20.80 0.20 369 +£28 0.50+£0.11 241+ 20 034011
5 50 10 30.80 0.20 323+ 23 044 £ 013 2134+ 24 030 +012
6 40 20 39.80 0.20 209 + 24 039 +0.04 194 + 41 029+ 020
7 40 10 49.80 0.20 265+£17 030+0.20 158 £ 10 021 +0.16
8 30 30 30.80 0.20 282+ 23 039+019 179+ 18 025+ 0.10
9 30 20 49.80 0.20 257 £ 19 027 £ 012 154 +£30 021 +£004
10 20 20 59.80 0.20 201 +£21 025+ 0.05 140 + 47 0.19 + 0.01

Abbreviations: F, formulation; OP, oil phase; AP, aqueous phase; Sy = surfactant/co-surfactant mixture. Mean +5D, n=3.
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Table 3
Influence of temperature and storage on physicochemical characterization of OA/UA nanoemulsions.
Time (days) Temp (*C) NM-0A/UA NEm SM-OA/UA NEm
Droplet size (nm)+SD PI+SD Droplet size (nm)+SD PI+SD
1 4 199 £ 21 0.25 £ 0.05 140 £ 47 0.19 £ 0.01
25 199 £ 21 0.25 +£0.05 140 + 47 0.19 £ 0.01
15 4 206 + 10° 0.25 +0.03 141 £ 22 0.19 £ 0.04
25 231 + 12 0.26 +0.09 152 £ 32 0.20 £ 0.01
30 4 212+ 19 0.26 +0.02 156 £ 12 0.20 + 0.02
25 241 + 15 0.29 +0.04 190 + 32 0.23 +0.04
60 4 221+ 14 0.28 +0.10 172 £ 23 0.22 + 0.03
25 258 + 18 033 +0.07 210 + 40 0.25 + 0.04
Mean+5SD, n=3.

" Significant differences with respect a SM-OA/UA NEm (p < 0.05).

followed the same pattern during the first 45 h, after which the
extent of release was higher for NM-OA/UA NEm than for SM-
0A/UA NEm. To describe the release kinetics and diffusion behavior
of OA/UA from the nanoemulsions, four kinetic models (first order,
zero order, Higuchi and Korsmeyer Peppas) were used. The best
model that presented the lowest value of AIC (discriminatory
parameter) has been chosen. AIC values and the kinetic parame-
ters of all models for the two formulations are shown in Table 4.
For both NM-OA/UA NEm and SM-OA/UA NEm the best kinetic fit
was described by Korsmeyer-Peppas model, also confirmed by the
coefficient of determination, 12 (highest value). The parameter “n"
in the Korsmeyer-Peppas equation is related to the mechanism
of release of the drug, i.e. if the exponent n1<0.43, then the drug
release mechanism is Fickian diffusion, if 0.43 <n <0.85, then it is
non-Fickian or anomalous diffusion and an exponent value is 0.85
or greater is indicative of Case-Il Transport or typical zero-order
release [25,32], in this case both mixtures give a value of n of 0.77,
so their release mechanism followed a non-Fickian or anomalous
diffusion.

Independent parameters were also determined, namely, the
mean dissolution time (MDT) - defined as the mean residence time
of a drug in the formulation - and the dissolution efficiency (DE)
[33].MDTis a useful parameter to characterize the drug release rate
from a dosage form. The values for the MTD were 32.71 £ 0.88 h and
32.41+1.86h for NM-OA/UA NEm and SM-OA/UA NEm, respec-
tively, without significant differences (p-value 0.83), The DE was

56.71 4+ 1.17% for NM-OA/UA NEm and 56.78 + 2.48% for SM-OA/UA
NEm, without significant differences (p-value 0.82).

3.5. Skin permeation studies

The skin penetration of a drug to provide local effect on the
skin is a complex process involving three major steps, namely,
(i) the release of the drug from the vehicle, (ii) penetration into
the stratum corneum, and (iii) partitioning from stratum corneum
to target sites in epidermis and dermis [34]. To study the abil-
ity of penetration of OA/UA through the human skin, an ex vivo
permeation study was carried out. Table 5 shows the permeation
parameters of both formulations; flux (f) and the permeability coef-
ficient (Kp) under stationary conditions and infinite dose, were
calculated with the early hours of the study, because after 10 h the
flow begins to soften, which it can be seen in the permeation pro-
file of the cumulative amounts of drug per unit area (jLg/cm?) vs
time (Fig. 2, down). The permeation profiles are different in the
first 4 h of the study, showing that there is higher amount perme-
ated from the synthetic mixture compared to the natural mixture.
This result has been attributed to the affinity of the triterpenes
with the components of the formulation and molecular confor-
mation, slowing or faster the permeation of the triterpenes from
nanoemulsions. The amount of OAfUA retained onto the skin (As
(ngem2g-1)) was higher than that determined in deeper lay-
ers of the skin, demonstrating that the systems were suitable for

Table 4
Parameters, coefficient of determination and AIC for kinetic models of nanoemulsions.
Model Parameters Unit Value (mean+SD)
NM-0A/UA NEm SM-OAfUA NEm
Zero order Qr=Kp-t+Qx Kq %h-! 2E-06 £ 1E-07 1E-06+ 1E-07
Qx % 2411+£7.04 22834650
r? - 0.9776 0.9865
AlC - 124.50 122.12
First order Qr=Qu(1 - 1) Ky h-! 1.1E-05+1E-06 1E-05+ 1E-06
Qx % 31.0+01 29.0+0.1
r? - 0.9938 0.9987
AlC - 144.64 142.81
Higuchi Q =Kyt Ku % h-172 6391017 591+016
re - 0.9968 0.9969
AlC - 54.65 52.07
Korsmeyer-Peppas Q=K " Ky Zh" 1.69+0.18 1.63 £0.07
n - 0.77+0.03 0.77+0.01
r? - 0.9977 0.9996
AIC - 49.73 21.90

Abbreviations: Q;, cumulative percentage amount of drug release at time t; O, maximum percentage of amount of dissolved drug; Ko, K, Ky, K, release rate constants; t,
time in hours; n, diffusional release; r?, determination coefficient; AIC, akaike information criterion. Data, mean+SD, n=3,

" Significant differences with respect a SM-0OA/UA NEm (p < 0.05).
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Table 5
Permeation parameters of nanoemulsions.
Jipgh™'em2) Ky x 10° (cmh 1) As(pgem g ) %Az
NM-0A/UA NEm 1.35(1.23-2.91) 0.67 (0.61-1.45) 576.60 (490.88-580.98) 6.89(6.41-7.39)
SM-OA/UA NEm 2.97 (2.66-3.05) 1.48 (1.33-1.52) 424.69 (416.07-546.99) 5.72 (4.96-6.24)
P-value 0.1949 0.1938 0.1898 0.0744

Abbreviations: J. flux; Kj, permeability constant; As, amount of OA/UA retained in skin; A4z, amount of OA/UA permeated at 48 h. Median (min — max), n=3.
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Fig. 2. Invitro release profiles of OA/UA from NM-0A/UA NEm and SM-OA/UA NEm
fitted to the Korsmeyer-Peppas mode (n=3)(top) and ex vivo permeated profiles of
OAJUA from NM-OA/UA NEm and SM-OA/UA NEm (n=3) (down).

a local effect. A nonparametric test with Welch's correction was
used for statistical analysis with significant differences. No sig-
nificant differences between the two formulations were found
(p>0.05).

3.6. Primary dermal irritation studies (PDI): In vivo Draize skin
test

The purpose of primary dermal irritation (PDI) test is to deter-
mine the cutaneous harmful effects that a product has when in
contact with skin. The primary dermal irritation index (PDII) of
both NM-OA/UA NEm and SM-OA/UA NEm was 0.5 and 0.25,
respectively. According to the classification of “Journal Official de
la Republique Francaise” of 24 October 1984, these products are
considered “non-irritating” and safe for dermal application. Free
nanoemulsion was also tested, recording a PDII value of 0, which
means that none of its components is irritating to the skin.

3.7. In vivo anti-inflammatory activity

Fig. 3 shows the percentages of inhibition of inflammation of
NM-0A/UA NEm and SM-0OA/UA NEm, OA, UA and indomethacin
(IN) as reference drug. NM-OAfUA NEm had a greater inhibition

~ 100+
£
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= —
£

60
s
=
s 401 ==
£
= 209
=
= 0

NM-OAUA SM-OA/UA OA UA N
NEm NEm

Fig. 3. Anti-inflammatory activity in mice ear of NM-0A/UA NEm, SM-OA/UA NEm,
0A, UA and indomethacin (mean £ 5D, n=6). All samples showed significant differ-
ences (p<0.05).

of inflammation (76.194 1.59), more than doubled compared to
SM-0A/UA NEm (33.86 £ 1.83). This was attributed to the higher
retention onto the skin in comparison to SM-OA/UA NEm. In the
first 4 h of study permeation (response-time assessed in the in vivo
assay), less amount was permeated from NM-0OA/UA NEm; there-
fore, a greater amount was retained for longer in the ear of the
mouse, with improved local effect. In addition, NM-OA/UA NEm
might have more components with anti-inflammatory activity
which enhances the effect of oleanolic and ursolic acid of the mix-
ture [35]. Significant differences between all the compounds were
found (p<0.05).

4. Conclusions

With the construction of pseudo-ternary phase diagrams opti-
mized nanoemulsions have been developed encapsulating natural
(NM-0OA/UA NEm) or synthetic (SM-OA/UA NEm) mixtures of pen-
tacyclic triterpenes with anti-inflammatory activity for topical
application, The systems showed adequate physical properties
(i.e. small droplet size and low viscosity), which remained sta-
ble for at least 1 month without destabilization phenomena.
Both formulations showed similar release profile, which followed
Korsmeyer-Peppas kinetic model. The nanoemulsions demon-
strated high capacity for penetration into the skin, but NM-OA/UA
NEm showed a greater anti-inflammatory effect than SM-OA/UA
NEm. The results reported in this work clearly demonstrate the suit-
ability of developed nanoemulsions for a local anti-inflammatory
effect upon topical administration.
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3.4. Anticarcinogenic activity of natural pentacyclic triterpenes isolated from

Plumeria obtusa against B16 melanoma cell line.

Resumen

En este trabajo se evalud la actividad anticancerigena de la mezcla natural de los
triterpenos OA/UA vehiculizada en nanoemulsiones, en la linea celular de melanoma
murino B16. Estos triterpenos tienen muchas actividades farmacologicas entre ellas
antiinflamatoria, anticancerigena, antifingica, antioxidante, etc. En estudios previos se han
reportado que OA/UA tienen efectos notables antitumorales y actividad citotdxica en varios
tipos de lineas celulares como cancer de colon, pecho, hepatico, cervical, gastrico,
pulmonar, etc. Estos compuestos ademas de atacar a las células tumorales por induccion de
apoptosis, también modulan el entorno del tumor presentando efectos antioxidantes,
antiangiogénicos, antiinflamatorios, asi como la mejora en la diferenciacion celular. La
eficacia de cada compuesto individual puede diferir con respecto a las diversas actividades,
por lo que la combinacidén de estas sustancias podria tener un beneficio con el fin de tratar
el cancer desde diferentes angulos en las estrategias modernas de cancer. A pesar de que se
han estudiado diversas lineas celulares, hay muy pocos estudios sobre estos triterpenos que
acttien sobre la linea celular de melanoma, el cancer de piel mas agresivo, que se origina en

los melanocitos, en el estrato basal de la epidermis.

Este ensayo se realizd con el método de tincion de sulforodamina B (SRB). Las
células se mantuvieron en medio de cultivo DMEM con antibidticos y suero de bovino
fetal, bajo las condiciones de 37 °C a una atmosfera del 5% de CO,. La nanoemulsion de la
mezcla natural, la mezcla natural pura y la nanoemulsiéon blanca, se ensayaron en 6
diferentes concentraciones (1, 5, 10, 20, 30 y 40 uM) a dos tiempos de exposicion (48 y 72

horas).

Se observo que a las 48 horas de exposicion, la mezcla natural pura no mostrd
cambios significativos en la viabilidad celular en las primeras concentraciones, sin embargo
a partir de los 30 uM hay una disminucién en la viabilidad (3%). La nanoemulsion de la

mezcla natural no mostré cambio en la primera concentracion de 1 uM, pero a los 5 uM
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hay una reduccién hasta del 38% en la supervivencia celular y a partir de los 10 uM, una
disminucion hasta un 4%. Se pudo observar también que la nanoemulsion blanca presenta
una accidn anticancerigena a partir de los 5 puM. Ejerciendo una accidén sinérgica a los
componentes, esto puede ser debido a los componentes de la formulacion, en especial al
aceite de castor, el cual ha sido altamente usado en tratamiento de farmacos oncoldgicos
como medio de administracion, ademds de presentar un efecto supresor sobre algunos
tumores, aunque hay muy poca evidencia cientifica de esta accion. A las 72 horas de

exposicidn se pudo observar un comportamiento similar al visto a las 48 horas.
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Abstract

The aim of this present work was to study the anticarcinogenic activity of these triterpene
compounds isolated from the plant Plumeria obtusa from nanostructured emulsions on B16
murine melanoma cell line. The assay was performed using the sulforhodamine-B (SRB)
method. Cells were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium with antibiotics
and fetal bovine serum under conditions of 37 °C and an atmosphere of 5% CO,. NM-
OA/UA NEm, NM-OA/UA in DMSO and blank NEm, were tested in 6 different
concentrations (1, 5, 10, 20, 30 and 40 uM) at two exposure times (48 and 72 hours). It was
observed that after 48 hours exposure, NM-OA/UA showed no significant change in cell
survival in the first concentrations, however from 30 uM there is a decrease in cell survival.
NM-OA/UA NEm showed no changes in the first concentration of 1 uM, but at 5 uM there
is a reduction of up to 38% of survival and from 10 uM a decrease up to 4%. Also, it was
observed that blank nanoemulsion has an anticancer action from the concentration of 5 pM.
Exerting a synergistic action to the triterpenoid components, this may be due to the
components of the formulation, especially castor oil, which has been highly used in
treatment of cancer drugs as an excipient, in addition to having a suppressive effect on
some tumors. After 72 hours of exposure was observed a similar behavior that seen at 48

hours.

Keywords

Oleanolic acid; ursolic acid; nanoemulsion; melanoma; sulforhodamine-B method.
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1. Introduction

The pentacyclic triterpenes are an important class of natural products present in many
medicinal plants, which are similar in their biogenesis to steroids in the cyclization of
squalene, widely studied due to its multiple pharmacological activities [1]. The pentacyclic
triterpenes used for this research have oleanane and ursane base structures which are
oleanolic acid (OA) (3B-3-hydroxy-olean-12-en-28-oic acid) and its isomer ursolic acid
(UA) (3B-3-hydroxy-urs-12-en-28-oic acid), these compounds found in food, medicinal
herbs and various other natural plants in the form of free acid or aglycones for triterpenoid
saponins [2]. These triterpenoids are of interest as therapeutics and their biological
activities are rather similar considering the closeness of their chemical structures, including
antiinflammatory, anticancerous, antifungal, hepatoprotective, antioxidant, antimicrobial,
activity, among others [3]. Previous studies have shown that these triterpenes has marked
anti-tumor effects and cytotoxic activity toward various types of cancer cell lines in vitro,
as human colon carcinoma (HCT15) [4], breast carcinoma (MCF-7), human hepatic
carcinoma cells (HepG2) [5], human cervical carcinoma cells (HeLa) [6], human gastric
cancer cells (BGC-823), human neuroblastoma cells (SH-SY5Y), human embryonic lung
fibroblast (HELF) [7], leukemia carcinoma (HL-60), human erythroleukemia (K562) [8,9],
human lung cancer cells (A549, H3255) [10, 11], human liver cancer cell (HepG2, Hep3B,
Huh7 and HA22T) [12], etc. These compounds besides targeting tumour cells by induction
of apoptosis, they also modulate the tumour environment displaying antiangiogenic, anti-
inflammatory as well as antioxidant effects and enhancing cell differentiation. The efficacy
of each single compound might differ with respect to the various activities, so the
combination of these substances might have a benefit in order to treat cancer from different
angles in modern cancer strategies [13]. Despite being extensively studied on various cell
lines, there are very few studies of these triterpenes acting on melanoma cell line, the most
dangerous form of skin cancer, these cancerous growths develop when unrepaired DNA
damage to skin cells (most often caused by ultraviolet radiation from sunshine or tanning
beds) triggers mutations (genetic defects) that lead the skin cells to multiply rapidly and
form malignant tumors. These tumors originate in the pigment-producing melanocytes in

the basal layer of the epidermis [14]. In accordance with American Cancer Society the

113



114

Resultados

melanoma accounts for less than 2% of all skin cancer cases, but the vast majority of skin
cancer deaths. Melanoma incidence rates have been increasing for at least 30 years. From
2006 to 2010, incidence rates among whites increased by 2.7% per year and an estimated
76,100 new cases of melanoma will be diagnosed in 2014 with an estimated 9,710 deaths
[15]. A panel of treatments ranges from surgeries to immunotherapies but without efficient
results on metastases appearing in latter stages of the most aggressive cancers [16].
Therefore the aim of this work is to study the anticarcinogenic activity of these triterpene
compounds isolated from the plant Plumeria obtusa from nanostructured emulsions on B16

murine melanoma cell line.
2. Materials and Methods
2.1. Chemicals and Reagents

The reference compounds, OA (=97%), UA (=90%) and castor oil were purchased from
Sigma-Aldrich Chemie (Madrid, Spain). Caprylocaproyl macrogol-8 glycerides EP
(Labrasol®), highly purified diethylene glycol monoethyl ether EP/NF (Transcutol® P) were
a gift from Gattefossé (Saint-Priest Cedex, France). Propylene glycol was obtained from
Panreac (Barcelona, Spain). The purified water used in all experiments was obtained from a
MilliQ Plus System, lab supplied. All other chemicals and reagent used in the study were of
analytical or HPLC-grade (Fisher Chemical, UK).

2.2. Plant material and insulation of the pentacyclic triterpenes

Natural mixture (NM-OA/UA) was isolated from the methanol extract of leaves of P.
obtusa L. var. sericifolia (C. Wright ex Griseb.) Woodson (Apocynaceae), collected in
Calakmul, Campeche, Mexico [17], by the process of column chromatography under
reduced pressure, eluted with a system of increasing polarity (mixtures of hexane/ethyl
acetate). Fraction POLHC-10A was obtained in a system chromatography elution from

50:50 hexane/ethyl acetate, 303.3 mg were isolated as a white amorphous powder, with a
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melting point of 248-260 °C and a retention factor, Rf of 0.63 (6:4, hexane: acetone), with a
purity of 58%.

2.3. Preparation of nanoemulsion

To select the composition and determine the area of the existence of a nanoemulsion
(NEm), the construction of a pseudo-ternary phase diagram was performed. It was selected
from several oil, aqueous phases, surfactants and co-surfactants, those with better
characteristics for formulation, such as highest solubility of the triterpenic components, not
be toxic or irritating to the skin, among others. Castor oil as the oil phase, Labrasol as the
surfactant, Transcutol-P as co-surfactant and propylene glycol as the aqueous phase were
chosen. Various ratios of the combination of surfactant/co-surfactant (Snix) (4:1, 3:1, 2:1,
1:1, 1:2 and 1:4 w/w) were tested. Then nine different combinations of oil and a specific
Smix ratio were mixed thoroughly in different weight ratios (1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3,
8:2 and 9:1 w/w) in different glass vials, to covered the maximum ratios for the study to
delineate the boundaries of phase precisely formed in the phase diagrams. Pseudo ternary
phase diagrams of oil, S;,ix and aqueous phase were developed using the aqueous titration
method. The diagram of the mixture of 4 parts of labrasol by 1 part of transcutol-p (Smix
4:1) was the one which had higher area of nanoemulsion. From this diagram several points
were taken, selecting the one that presented the best physicochemical characteristics. The
nanoemulsion chosen consisted of 20% of propylene glycol, 20% of castor oil, 59.80% of
Smix With ratio 4:1 (47.84% of labrasol with 11.96% of transcutol-P) and 0.2% of NM-
OA/UA (Fig. 1) [18].

AV
/N

JAVA f\/\/\,\Q/\/\/\
/\/\ x’

i % %
Labrasol Tr-\ﬂkllnl P4 ])

Figure 1. Pseudo-ternary phase diagram of Castor oil-Labrasol/Transcutol P—Propylene

glycol formulations. Regions in grey color indicate the nanoemulsion region.
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2.4. Droplet size measurement

Droplet size measurement and polydispersity index (width of size distribution) of the
nanoemulsion were determined through dynamic light scattering (DLS), a non-invasive,
well established technique for measuring the size of molecules and particles typically in the
submicron region, which analyzes the fluctuations in light scattering due to Brownian
motion of the particles, a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) was used
for this purpose. The samples were measured directly without previous dilution. All
measurements were carried out at 25°C at a 90° angle, using disposable polystyrene cells.
Values were obtained by the mean and standard deviation of 3 measurements for each

formulation.
2.5. Rheological studies

The viscosity of the formulation (20 g) was determined as such without dilution at 25°C
using Thermo Scientific, Haake Rheo Stress 1 rheometer (Haake, Kalsruhe, Germany) with
cone rotor C60/2-T1 (60 mm diameter, 2° angle). The shear rate ramp program included:
ramp-up period: from 0 to 100 s™ in 3 min; constant shear rate period: 100 s during 1 min;
ramp-down period: from 100 to 0 s in 3 min. The software used for the calculations was

Haake RheoWin® Data Manager V 3.3. The measurements were performed in duplicate.
2.6. Stability studies

To evaluate the long-term physical stability of the nanoemulsion was employed the
equipment Turbiscan Lab® Expert (Formulaction, France) technique which uses multiple
light scattering measurement to detect and determine destabilization phenomena suffering
concentrated dispersions over time. The sample (20 mL) was placed in a cylindric glass
tube. The detection head was composed of a pulsed near-infrared light source (Ajr = 880
nm) and two synchronous detectors: transmission (T) for transparent/translucent samples
and backscattering (BS) for opaque samples. The T detector receives the light which

crosses the sample (at 180° from the incident beam), while the BS detector receives the
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light scattered backwards by the sample (at 45° from the incident beam) [19, 20]. Readings
were taken at 1, 7, 15 and 30 days after the preparation of the formulation at room

temperature for 24 hours.
2.7. In vitro proliferation studies

NM-OA/UA and nanoemulsion loaded with natural mixture (NM-OA/UA NEm) were
tested in B16 melanoma cell line (American Type Culture Collection, USA). Cells were
grown in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma—Aldrich Chemical Co.,
USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% antibiotics (penicillin and
streptomycin). When the culture reached confluence, cells were seeded in 96-well plates (5
x 10° cells per well) and incubated for 24 h at 37 °C in a humidified atmosphere containing
5% CO,. Afterwards, nanoemulsion and free compound were added in a concentration
range between 1-40uM, and cells were incubated for 48 and 72 h. Control culture
represented cells without treatment. In addition, cultures with blank nanoemulsion (Blank-
NEm) and DMSO were used as an internal control. Cytotoxicity was determined using the
sulforhodamine-B (SRB) method. Briefly, the cells were fixed with 10% trichloroacetic
acid for 20 min at 4°C and washed three times with water. After 24 hours cells were stained
for 30 min at room temperature with 0.4% SRB dissolved in 1% acetic acid and then
washed three times with 1% acetic acid. The plates were air-dried and the dye was
solubilized with 300 pl/well of 10 mM Tris base (pH 10.5) for 10 min on a shaker. The
optical density of each well was measured spectrophotometrically using a Titertekmultiscan

colorimeter (Flow, Irvine, California) at 492 nm.
2.8. Statistical analysis

The SPSS Statistics v20.0.0 software package (SPSS, USA) was used in the statistical
analysis. Data were reported as mean + standard deviation (SD) for six replicates (n = 6)
and subjected to analysis of variance (ANOVA). Differences among means were

determined by the Tukey's Multiple Comparison Test with significance defined at p < 0.05.
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3. Results

3.1. Characterization of nanoemulsion

NM-OA/UA NEm showed a monophasic appearance, optically transparent and slightly
yellowish in color, with spherical droplets (Fig. 2). The determination of droplet size of
nanoemulsion was performed with the DLS technique. Obtaining a droplet size of 198.95 +
21.34 nm and polydispersity index 0.252 + 0.053. The nanoemulsion had low viscosity,
main feature of this type of formulation, as this property is very important for stability and
efficient drug release, the value of viscosity at 100 s was 51.97 + 4.57 mPas, presenting a
Newtonian fluid behavior. Fig. 3 shown the spectra of shear stress (Pa), and the viscosity

(Pa-s).

Figure 2. Nanoemulsion of NM-OA/UA

015

Figure 3. Rheogram of NM-OA/UA NEm, showing the shear stress (Pa) (red line) and the

viscosity (Pa-s) (blue line).
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3.2. Stability studies

To evaluate the long-term physical stability of the nanoemulsion was employed the
technique of multiple light scattering measurement to detect and determine destabilization
phenomena like coalescence, flocculation, sedimentation, creaming, etc. The phenomenon
of sedimentation (migration of the particles) occurs when there a transmittance decrease vs.
time at the bottom of the sample. When this change occurs in the top, it is because the
sample suffers a creaming process. When a transmittance decrease vs. time is observed
over the whole height of the sample, is due to the droplet size variation (flocculation or
coalescence process) [21]. Fig. 4 shows the transmission profile of the nanoemulsion, at 1,
7, 15 and 30 days postproduction. The left side of the profile corresponds to the bottom of
the vial, whereas the right side corresponds to the sample behaviour on the top of the vial.
As can be seen in the profile, there is no presence of such phenomena, the slight changes in

the bottom and top is due by the meniscus that the sample forms in contact with the glass.

mday 1
| | mday 7
100%[— -J mday 15
b el it s o i i 4 e, of I I day 30

20mm 40mm

Sample Height
Figure 4. Transmission (T) profile of NM-OA/UA NEm.

3.3. In vitro proliferation studies on B-16 melanoma cell line

The effect of NM-OA/UA, NM-OA/UA NEm on B16 melanoma cell line at 48 and 72
hours of exposure are presented in Figure 5. As shown in graph of 48 hours of exposure,
the NM-OA/UA shows no significant statistical changes in cell viability in the first

concentrations (1-20 uM), however at 30 uM there is a decrease to 3% of cell survival. The
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NM-OA/UA NEm not present changes to the concentration of 1 uM, but at 5 uM there is a
reduction of 38% and from 10 uM a decrease of 4% cell survival. The formulation showing
a better action with respect to the free compound. Although one can observe that the blank
nanoemulsion also has an effect on the cell line, decreasing the viability from 5 uM from
47 to 3%, exerting a synergistic action with the natural compounds, this may be due to the
components of the formulation mainly to castor oil, which has been highly used as a way to
deliver chemotherapy drugs to cancerous tumors and has a suppressive effect on some
tumors [22, 23], although there is a few scientific evidence to support this action.

At 72 hours of exposure it can observe a similar behavior at 48 hours. DMSO studies
indicated no cytotoxicity at the used concentrations and times, indicating no interference of

the solubilizing agent.
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Figure 5. Effect of NM-OA/UA, NM-OA/UA NEm and blank NEm on B-16 murino
melanoma cells viability (n = 6) after 48 h (A) and 72 h (B) of exposure. p < 0.05 for a:
control, b: NM-OA/UA, c¢: NM-OA/UA NEm and d: blank NEm.

These natural triterpene compounds were shown to have anticarcinogenic activity against
B16 murine melanoma cell line, with an ICsy between 20 and 30 uM, however to be
incorporated into the nanoemulsion, there is a better action at lower concentrations,

obtaining an ICsy between 5 and 10 uM for the formulation.
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4. DISCUSION

El presente trabajo trata sobre el disefio, optimizacion y caracterizacion de sistemas
nanoestructurados de liberacion prolongada, tales como nanoparticulas poliméricas (NPs) y
nanoemulsiones (NEm), conteniendo mezclas natural y sintética de triterpenos
pentaciclicos, acido oleanolico (OA) y acido ursolico (UA), con actividad antiinflamatoria,

para administracion ocular y dérmica.

El 4cido oleanolico y su isomero el acido ursélico son triterpenos pentaciclicos que
existen ampliamente en las plantas naturales en forma de acido libre o aglicona de
saponinas triterpenoides y constituyen una parte integral de la dieta humana. Estos
compuestos triterpenoides son de gran interés como agentes terapéuticos y sus actividades
bioldgicas son bastantes similares por la proximidad de sus estructuras quimicas,
exhibiendo actividad antiinflamatoria, anticancerigena, antioxidante, hepatoprotectora,
antimicrobiana, etc., lo que los convierte en candidatos idoéneos para su utilizacion en

medicina (Liu, 1995).

La mezcla natural (NM-OA/UA) con que se trabajo, se aislo del extracto metanolico
de las hojas de la planta de Plumeria obtusa (recolectadas en Calakmul, Campeche,
México), por medio del proceso de cromatografia en columna a presion reducida,
empleando silica gel FH;s4 como soporte de la cromatografia. A partir de las proporciones
de cada acido triterpenoide de esta mezcla, se realiz6 una mezcla sintética (SM-OA/UA)
con los componentes individuales, para la evaluacion y comparacion de ambas. Los
porcentajes se calcularon como la media de las superficies truncadas de diferentes muestras

naturales, resultando en 10.6 = 0.89% de OA y 89.4 + 0.86% de UA.

Para la cuantificacion de estos compuestos, se desarrolld y validé un método por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). El equipo y las condiciones cromatograficas
que se utilizaron fueron: columna analitica Kromasil C;3 100 (250 mm x 4.6 mm, 5 pm,
Teknokroma), fase mdvil de acetonitrilo-agua (85:15 v/v), a un flujo de 1.0 mL/min, con un

volumen de inyeccion de 10 pL. Los compuestos se detectaron a una longitud de onda de
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210 nm, realizando las determinaciones a temperatura ambiente y en régimen de flujo
isocratico. Los picos de los compuestos aparecieron aproximadamente a los 14.3 minutos
para el OA y a los 14.9 minutos para el UA (Figura 2, articulo 1). Las curvas de calibracion
ensayadas fueron preparadas a partir de la solucion madre de 1.0 mg/mL, disolviendo la
cantidad apropiada de los compuestos en etanol-agua (7:3 v/v), a partir de ésta se realizaron
las siguientes disoluciones, 3.62, 7.25, 14.5, 29, 58 y 116 pg/mL para NM-OA/UA y 6.25,
12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/mL para SM-OA/UA. La validacién del método desarrollado se
llevé a cabo de acuerdo con las directrices de la Conferencia Internacional de
Armonizacion (ICH), evaluando la linealidad, selectividad, sensibilidad, exactitud y
precision. La linealidad se determind preparando 6 curvas de calibracion, obteniéndose
ecuaciones de regresion y = 6230.7x — 5553, ’=0.9999 ¢ y = 6196.2x — 2345.9, 1= 0.9999
para NM-OA/UA y SM-OA/UA respectivamente. La exactitud y precision del método se
realizé intra-dia e inter-dia, consiguiendo valores dentro del rango establecido (+ 2%)
(Tabla 1, articulo 1). Se obtuvieron limites de cuantificacion de 2.81 = 0.65 pg/mL y 4.14
+2.07 pg/mL y limites de deteccion de 0.93 £ 0.21 pg/mL y 1.37 £0.68 pg/mL para NM-
OA/UA y SM-OA/UA, respectivamente.

Las NPs desarrolladas se elaboraron a partir de copolimeros de PLGA con ratio
molar de 75/25, por el método de desplazamiento de solvente (Fessi, et al. 1989), esta
técnica consiste en la emulsificacion de una solucion organica que contiene el polimero y
farmaco disueltos en acetona afiadiéndose a una fase acuosa que contiene el tensioactivo, el
cual proporciona estabilidad al sistema, bajo agitacion magnética, seguida de la
evaporacion del disolvente organico mediante presion reducida (Rocha Formiga, et al.
2009). Para la optimizacion de estas nanoparticulas se realizd un disefio factorial rotatorio
central compuesto (2° + star), donde se evaluaron tres factores: la concentracién de
OA/UA, concentracion del tensioactivo (Poloxamer, P188) y el valor de pH de la fase
acuosa a 5 diferentes niveles, con el fin de evaluar el efecto de estas variables, asi como
posibles interacciones entre ellas en el tamafio de particula, indice de polidispersidad (PI),
potencial zeta (ZP) y eficiencia de encapsulacion (EE) (Tabla 2, articulo 2). Con el analisis
de la varianza (ANOVA) (Tabla 5) se pudo observar que ninguno de estos factores tuvo

efecto significativo sobre el tamafio de particula y PI. Obteniéndose tamafios entre 204.4 +
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1.18 y 234.8 &+ 1.27 nm, y valores de PI entre 0.047 = 0.013 y 0.104 + 0.025, estos
resultados de PI inferiores a 0.1 indican un sistema monodisperso. Mientras que el ZP se
vio afectado por la interaccidon entre la concentracion del poloxamer con el pH de la fase
acuosa, dando un efecto positivo (+11.53 mV), donde se pudo observar que al incrementar
la concentracion del P188 a valores bajos de pH, el valor de ZP disminuy6 (Figura 1A,
articulo 2). Los valores de ZP oscilaron entre -38.3 + 0.81 y -7.60 = 0.78 mV. La eficiencia
de encapsulacion se vio afectada por la concentracion del farmaco, que presentd un efecto
negativo (-10.76%), y por la interaccion entre la concentracion del poloxamer con el pH
(-8.57%), donde al incrementar la concentracion del P188 a valores de pH bajos, la EE
aumentaba (Figura 1B, articulo 2), se obtuvieron valores de EE entre 54.55 + 3.09 y 80.15
+ 0.62%. La formulacion que se selecciond para seguir con los estudios fue con los valores
centrales: 1.0 mg/mL de OA/UA, 10.0 mg/mL de P188 y valor pH de 5.5 para la fase

acuosa.

Tabla 5. Analisis estadistico de ANOVA de tamafio de particula, PI, ZP y EE del disefio

factorial

Valor de p
Factores evaluados y Tamafio de PI 7P EE
sus interacciones particula
A: cOA/UA 0.6623 0.2834 0.4702 0.0040"
B: cP188 0.2122 0,9763 0.2351 0.7009
C: pH 0.0837 0.4669 0.0666 0.0696
AB 0.4141 0.8079 0.5902 0.5885
AC 0.8241 0.6984 0.6267 0.2550
BC 0.1918 0.7707 0.0409" 0.0329"

* Diferencias significativas valor de p < 0.05

Para la determinacion del tamafio de particula, PI, se empleo la técnica de dispersion
dindmica de luz (DLS) o conocida también como espectroscopia de correlacion de fotones
(PCS), dichos resultados fueron corroborados por la técnica de microscopia electronica de

transmision (TEM) (Figura 2, articulo 2), donde se observo la forma esférica de las
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particulas con un tamafio alrededor de 200 nm en ambas mezclas de triterpenos, tamafio

adecuado para la aplicacion ocular.

Los termogramas de la calorimetria diferencial de barrido (DSC) (Figura 3, articulo
2) mostraron que NM-OA/UA y SM-OA/UA exhibieron un pico de fusion a los 264.14 °C
y 285.42 °C respectivamente. El termograma del PLGA mostré un evento térmico a los
52.74 °C, correspondiente a la temperatura de transicion vitrea (Tg) del polimero, mientras
que el P188 mostrd un pico a los 53.63 °C. Se pudo observar al analizar las nanoparticulas
cargadas con las mezclas, que el pico exhibido por los compuestos desaparece, sugiriendo
ausencia de farmaco cristalino libre. Se constato, asi mismo, que hay un incremento en la
Tg del polimero y tensioactivo con picos a los 102.26 °C y 102.76 °C, encontrandose
también este evento en el termograma de las nanoparticulas blancas. Esto podria ser debido
a la interaccion entre el polimero y el tensioactivo durante la evaporacion del solvente al
preparar estas formulaciones, ya que la movilidad de las cadenas del PLGA en su estado
vitreo depende de la interaccion del polimero con los otros componentes de la formulacion,

tales como los farmacos, aditivos o tensioactivos (Bouissou, et al. 2006).

Para el desarrollo de las nanoemulsiones se construyd un diagrama pseudo-ternario
de fases, para determinar el area existente de la NEm, donde en primer lugar se probo la
solubilidad de los compuestos triterpenoides en diferentes aceites, tensioactivos y co-
tensioactivos (Tabla 1, articulo 3). Fueron seleccionados los que presentaron mayor
solubilidad, no toxicos o irritantes para la piel y de mayor y facil accesibilidad, estos fueron
el aceite de castor como fase oleosa; labrasol como tensioactivo; transcutol-p como co-
tensioactivo y propilenglicol como fase acuosa, evitando el uso de agua, debido a la
insolubilidad de los compuestos en esta. Conformando estas tres fases cada lado del
diagrama. Se probaron diferentes ratios de Spix (mezcla del tensioactivo:co-tensioactivo)
(4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 y 1:4 p/p) (Figura 1, articulo 3). Por cada diagrama se elaboraron 9
diferentes combinaciones del aceite y un ratio especifico de Snix (1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4,
7:3, 8:2, y 9:1 p/p). Los diagramas de fase oleosa, acuosa y Sp,ix se desarrollaron usando el
método de titulacién acuosa. Para seleccionar la NEm adecuada, se eligio el diagrama que

presentd mayor area de existencia de la NEm, el cual fue el diagrama con ratio de Syx 4:1
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(4 partes de labrasol por 1 de transcutol-p), se tomaron varios puntos de este diagrama y se
evaluo su apariencia fisica, el tamafio de gota y el PI (Tabla 2, articulo 3), seleccionando la
formulacidn con apariencia monofésica, menor tamafio de gota y menor PI. La formulacion
seleccionada para con los ensayos posteriores fue la que estaba formada por 20% de aceite
de castor, 20% propilenglicol, 59.80% de Spx con ratio 4:1 (47.82% de labrasol y 11.96%
de transcutol-p) y 0.2% de las mezclas de OA/UA.

Ambas NEm (NM-OA/UA NEm y SM-OA/UA NEm) mostraron una apariencia
monofésica, Opticamente transparentes y ligeramente de color amarillo. El tamafio de gota y
PI se determind al igual que en las NPs con DLS, se obtuvieron valores de tamafio de gota
entre 200.95 y 590.54 nm e indice de polidispersidad entre 0.252 a 0.734 para NM-OA/UA
NEm y tamaiios de gota entre 139,70 y 450.89 nm e indice de polidispersidad entre 0.185 a
0.664 para SM-OA/UA NEm. Este tamafio de gota se atribuy¢ a la alta masa molar de los
compuestos triterpénicos (456,7 g/mol), ademds de su estructura compleja y afinidad de
estos compuestos a los componentes de la nanoemulsion. Se pudo observar que el tamafio
de gota se vio afectado por la concentracion de la fase oleosa, donde al incrementar el
porcentaje de aceite, aumentaba el tamafio de gota; por otro lado, la concentracion de Syix
tuvo el efecto contrario, disminuyendo el tamafio de gota al incrementar el porcentaje de
Smix- El indice de polidispersidad tuvo los mismos efectos que en el tamafio de gota en
ambas mezclas (Tabla 2, articulo 3). Al igual que en las NPs, el tamafio obtenido por la
técnica de PCS se corroboré con el TEM, donde se pudo observar la similitud en los

valores obtenidos.

Las formulaciones se sometieron a un estudio de viscosidad, ya que este parametro
influye en la estabilidad a largo plazo de las particulas y gotas (Eros y Thaleb, 1994), asi
como en la liberacién eficaz del farmaco. Los valores de viscosidad a 100 s fueron 2.5 +
0.5 y 1.3 = 0.08 mPa:s para SM-OA/UA NPs y NM-OA/UA NPs respectivamente,
presentando un comportamiento Newtoniano. Estos valores bajos de viscosidad obtenidos
permiten una filtracion estéril y una facil dispensacion como gotas para los ojos, mientras
que el comportamiento Newtoniano asegura que el parpadeo no debe tener ningln efecto

sobre la viscosidad (Fialho y da Silva-Cunha, 2004). Para las NEm, los valores obtenidos
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fueron 51.97 + 4.57 y 55.33 + 0,28 mPa-s para NM-OA/UA NEm y SM-OA/UA NEm,
respectivamente, ambas siguiendo un comportamiento Newtoniano también. Valores bajos
de viscosidad son una principal caracteristica de las NEm (Solans, et al. 2005). Los valores
de viscosidad de las NEm son mayores en comparacion a los de las NPs, debido a los

componentes de la NEm, especialmente la fase oleosa.

Uno de los pardmetros mas importantes a evaluar en los sistemas coloidales es su
estabilidad fisica a largo plazo, ya que controla la validez y las condiciones de
almacenamiento requeridas. Para evaluar la estabilidad se utilizé el TurbiscanLab®,
analizador oOptico usado para evaluar fendomenos de desestabilizacion (coalescencia,
floculacidon, sedimentacion, cremado, etc.) antes que el ojo humano y que otros métodos
clasicos como la microscopia, espectroscopia y andlisis de tamafio de particula puedan
detectarlos. Se considera que es un instrumento capaz de predecir la estabilidad a largo
plazo. Este tiene dos detectores sincronicos: de transmision (T) para muestras
transparentes/translucidos como en el caso de las NEm y de retrodispersion o
backscattering (BS) para las muestras opacas, para las NPs. Cuando se produce el
fenomeno de sedimentacion (migracion de las particulas) la sefial de transmision o
retrodispersion decrece en el tiempo en la parte baja de la muestra (lado izquierdo del
perfil). Cuando este cambio ocurre en la parte superior de la muestra (lado derecho del
perfil), se produce el fenomeno de cremado o creaming. Cuando la transmitancia o
retrodispersion decrece en el tiempo a lo largo de toda la muestra, es debido a la variacion
del tamafio de particula o gota (floculacioén o coalescencia) (Gonzalez-Mira, et al. 2011).
Si las sefiales presentan una desviacion menor o igual a + 2%, puede considerarse que no
habra diferencias significativas del tamafio de particula o gota, mientras que variaciones
mayores de un £10% indican inestabilidad de las formulaciones. Se realizaron mediciones a
los 0, 7, 15 y 30 dias después de la elaboracion, para las NPs y 1, 7, 15 y 30 dias para las
NEm, en ninguna de las formulaciones se presentd algin cambio significativo en los
perfiles de barrido de BS y T, exhibiendo una sefial continua a lo largo de la muestra. Las
ligeras variaciones que se pueden observar en la parte superior de la muestra para las NPs y

NEm, y en la parte inferior para las NEm, se atribuyen a los meniscos que forman las
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muestras al estar en contacto con las paredes del vial. Por lo que las formulaciones

optimizadas se consideran sistemas estables.

En paralelo también se evaluo la estabilidad de almacenamiento a temperatura
ambiente (25°C) y temperatura de refrigeracion (4°C) por 180 dias a las NPs y por 60 dias a
las NEm, midiendo sus caracteristicas fisicas. Para las NPs se pudo observar que no hubo
cambios significativos en los valores de tamafio de particula, ZP, PI y EE (Tabla 3, articulo
2). En el caso de las NEm se pudo observar un incremento tanto del tamafio de gota como
del PI, encontrandose diferencias significativas entre ambas mezclas a los 15 y 30 dias del
estudio (Tabla 3, articulo 3), pero no mostrando cambios significativos desde que se

prepararon hasta los 60 dias en las muestras almacenadas a 4 °C.

En estos tipos de sistemas, la evaluacion de la velocidad a la que el farmaco se libera
desde el vehiculo es particularmente importante. Se puede utilizar como datos de control de
calidad para predecir su comportamiento in vivo o para estudiar la estructura y los
mecanismos de liberacion. Para los estudios de liberacion, se analizd, previamente, la
solubilidad de las mezclas en el medio receptor (etanol:agua, 7:3 v/v) con el fin de
comprobar que se cumplan las condiciones sink durante todo el experimento. Esto permite
asegurar que la concentracion méaxima que puede encontrarse en el medio receptor a lo
largo del experimento sea inferior a un 20% de la concentracidon de saturacidon de las
mezclas triterpenoides en el medio, garantizando que la liberacion de los compuestos no se
vera limitada por la solubilidad del medio. Para conocer el perfil cinético de liberacidon de
OA/UA se llevd a cabo un estudio in vitro de cesion en células de difusion de Franz
(Franz, 1975), empleando membrana de dialisis artificial con peso molecular de corte,
MWCO entre 12-14 KDa, ésta permite el paso del farmaco pero impide el paso de las
particulas o gotas de las formulaciones, ya que estdn son mayores que el tamafio de poro
estimado para estas membranas de 2.4 nm (Venkateswarlu y Manjunath, 2004); el area
de difusion fue de 2.54 cm’. Para describir el mecanismo de liberacion de OA/UA, se
usaron diferentes modelos matematicos (orden zero, primer orden, Higuchi, Korsmeyer-
Peppas, Weibull). Para seleccionar el modelo que mejor explique la liberacion, se utilizé un

parametro de discriminacion de modelos, el Criterio de Informacion de Akaike (AIC), que
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realiza el mejor ajuste de los datos en funcidén de la maxima verosimilitud. Al comparar
varios modelos para un determinado conjunto de datos, el modelo asociado con el menor
valor de AIC, es el que se escoge como mejor modelo de ajuste matematico (Posada y
Rosero Noguera, 2007). A su vez, también se utilizé el coeficiente de determinacion (1),

donde el mejor modelo es el que tuvo mayor valor.

Con respecto a la liberacion de OA/UA de las NPs, se pudo observar que en las
primeras horas del estudio (Figura 4, articulo 2) hubo diferencias significativas entre los
perfiles de liberacion de las dos mezclas, donde NM-OA/UA NPs tiene una mayor
liberacion (75% después de 40 horas) en comparacion con SM-OA/UA NPs (75% hasta
las 72 horas), después de las 40 horas, ambas mezclas mostraron perfiles similares.
Mientras que la liberacion de OA/UA a partir de las NEm fue més lenta, donde alcanzaron
un 47.22% y 44.40% de NM-OA/UA NEm y SM-OA/UA NEm respectivamente hasta las
72 horas (Figura 2, articulo 3). De acuerdo con los valores de AIC y 1* (Tabla 4, articulo 2)
el modelo que mejor ajuste estadistico tuvieron las NPs fue la ecuacion de Weibull, en
ambas mezclas. Weibull se ha considerado tipicamente como una ecuacion empirica, en el
que, el valor del parametro B (parametro de forma adimensional) es un indicador de
mecanismo de liberacion de difusion. La funcidon de Weibull ayuda para al discernimiento
de los mecanismos de liberacion de los fArmacos, las estimaciones para valores de B < 0.75
indican una difusion Fickiana, mientras que un mecanismo combinado (difusion Fickiana y
una liberacion inmediata seguida de una liberacion sostenida) se asocia con valores de 0.75
< B <I. Para los valores de B mayores que 1, el transporte de los fairmacos sigue un
mecanismo de liberacion complejo (Papadopoulou, et al. 2006). Los resultados obtenidos
mostraron valores de f = 1.35 £ 0.25 y 1.28 &+ 0.09 para SM-OA/UA NPs y NM-OA/UA
NPs, respectivamente, que se describe como una curva sigmoidea, indicativo del
mecanismo de liberacién complejo; la velocidad de liberaciéon no cambia mondtonamente.
Otro parametro de esta ecuacion es el tiempo de disolucion (T4) que representa el intervalo
de tiempo necesario para disolver o liberar el 63,2% del farmaco. En este caso, los valores
de T4 fueron 22.34 £ 7.67 y 13.49 £ 1.52 h (SM-OA/UA NPs y NM-OA/UA NPs
respectivamente). Esta diferencia podria explicarse por la posible presencia de otras

sustancias en la mezcla natural que podrian actuar como promotores.
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Para las NEm el mejor ajuste se obtuvo con la ecuacion de Korsmeyer-Peppas (Tabla
4, articulo 3). El parametro "»" en la ecuacion de Korsmeyer-Peppas esté relacionado con el
mecanismo de liberacion del farmaco, es decir, si el exponente n < 0.43, entonces el
mecanismo de liberacién del farmaco es difusion Fickiana, si 0.43 < n < 0.85, se considera
difusion no-Fickiana o andmala y un valor de » de 0.85 o superior es indicativo de
transporte caso-II o liberacion tipica de orden cero (Jose, et al. 2013; Peppas, 2014).
Ambas nanoemulsiones, NM-OA/UA NEm y SM-OA/UA NEm, mostraron valores de »n de

0.77, por lo que siguen un mecanismo de liberacion es difusion no Fickiana o anomala.

También se evaluaron parametros independientes del modelo cinético, como el
tiempo de disolucion media (MDT), definido como el tiempo medio de residencia de un
farmaco en la formulacion, y la eficiencia de disolucion (DE) (Villar, et al. 2012). MDT es
un parametro util para caracterizar la tasa de liberacion del farmaco desde una forma de
dosificacion. En la tabla 6 se pueden observar los pardmetros amodelisticos de las NPs y

NEm, donde no hay diferencias estadisticas significativos (p > 0.05) entre las mezclas.

Tabla 6. Parametros amodelisticos

Nanoparticulas Nanoemulsiones
Parametro  NM-OA/UA  SM-OA/UA p NM-OA/UA  SM-OA/UA p
MDT (h) 14.11+239 20.36+4.33 0.12 32.71+£0.88  32.41+1.86 0.83
DE (%) 80.41+£3.32 71.72+6.02 0.12 56.71+1.17  56.78 £2.48 0.82

Para determinar la capacidad de penetracion de estos compuestos a través de la piel y
de la cornea, se realizaron estudios “ex vivo” de permeacion, usando nuevamente las células
de difusion de Franz, estos estudios son indicativos de la disponibilidad tdpica o sistémica
de los farmacos, proporcionando informacién sobre la permanencia del farmaco en el
organo a tratar. Para evaluar la capacidad de penetracidon corneal de OA/UA de las NPs, se
emplearon como membrana bioldgica, cdrneas de conejos. Durante las 6 horas del estudio
ambas mezclas mostraron un perfil de permeacion similar (Figura 4.B, articulo 2),
obteniéndose un 22% y 24% de cantidad permeada para SM-OA/UA NPs y NM-OA/UA

NPs respectivamente. Al finalizar el estudio se determin6 la cantidad de OA/UA retenido
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en la cornea, de acuerdo con estos datos, se puede asumir que estos compuestos ejercen una
accion local sobre la cornea debido a que la mayor parte de estos quedd retenida en esta
area, donde se obtuvo 1.74 + 0.38 mg/cm™g, correspondiente a un 43% de la cantidad
inicial para SM-OA/UA NPs, y 2,63 + 0,27 mg/cm™g, esto representa al 51% de la
cantidad inicial para NM-OA/UA NPs. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los parametros de permeacion (coeficiente de permeabilidad aparente, Py,
y flujo) entre las dos NPs. También se determind el nivel de hidratacién corneal, para
evaluar posibles dafios que el farmaco o medio receptor pudieran provocar en las corneas,
obteniendo valores dentro del rango normal de hidratacion, asegurando que OA/UA o el
transcutol-p (usado en el estudio como medio receptor) no causaron ningun dafio al tejido

corneal.

En los estudios de permeacion de piel humana, los perfiles de permeacion (Figura 2,
articulo 3) mostraron diferencias en las primeras 4 horas del estudio, donde hay una mayor
cantidad permeada de SM-OA/UA NEm en comparacion con la mezcla natural. Esto puede
ser atribuido a la afinidad de los triterpenos con los componentes de la NEm y a la
conformacion molecular, haciendo mas lenta o més rapida la permeacion de los triterpenos
de las nanoemulsiones. A partir de ese tiempo del estudio (condiciones estacionarias) se
calcularon los parametros de permeacion (Kp y J) (Tabla 5, articulo 3), los cuales no
mostraron diferencias significativas entre ambas NEm. Al finalizar el estudio también se
calcularon las cantidades de OA/UA retenidas en la piel, siendo igual que en el caso del
estudio de permeacion corneal, donde hay mayor cantidad de OA/UA retenida que la
cantidad permeada, asumiendo un efecto local. NM-OA/UA NEm tuvo mdés cantidad
retenida (576.60 pg/cm>g) con respecto a SM-OA/UA NEm (424.69 pg/em®g), sin

embargo no hay diferencias significativas entre ellas (p = 0.1898).

Se determino la irritacién ocular potencial de las NPs con la técnica “in vitro” de
HET-CAM, en la que se probaron las NPs en la membrana corioalantoidea de huevos de
gallinas, detectdndose la aparicion de hemorragias (sangrado de los vasos), lisis vascular
(desintegracion de los vasos sanguineos) y coagulacion (desnaturalizacion de las proteinas

intra y extra-vascular) (Steiling, et al. 1999; Tavaszi y Budai, 2007). Después de haberse
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aplicado las NPs, no se mostré ningin signo de irritacion ocular dentro de los 5 minutos
que esta técnica requiere para la deteccion de estos signos, obteniéndose un indice de
irritacion ocular (OII) de 0.07, para ambas mezclas. También se evalud la irritacion y
toxicidad in vivo por el ensayo de Draize (Draize, et al. 1944) realizado en ojos de conejos.
Este ensayo se determind por la evaluacion visual de los cambios en las estructuras
oculares: en la cérnea (opacidad), iris (grado de inflamacién) y en la conjuntiva
(congestion, hinchazon y supuracion) (Kay y Calandra, 1962) donde se obtuvieron valores
de MTS de 0, en ambas mezclas, confirmando con los resultados del HET-CAM, que estos

sistemas son no irritantes y seguros para la administraciéon ocular.

Para determinar los posibles efectos nocivos cutancos que OA/UA podria tener
cuando se pone en contacto con la piel, se realizo la prueba de irritacion dérmica primaria,
segun el método de Draize (Draize, et al, 1944; Vega, et al, 2013). Esta prueba se realizo
aplicando las NEm en el 4rea dorsal de conejos albinos. El indice de irritacion dérmica
primaria obtenida para las NEm fueron 0.5 y 0.25, para NM-OA/UA NEm y SM-OA/UA
NEm respectivamente, que de acuerdo a la clasificacion de “Journal Officiel de la
Republique Frangaise del 24 Octubre de 1984”, los compuestos se consideran no irritantes
y seguros para aplicacion dérmica. También se probo la NEm blanca, obteniendo un indice

de 0, lo que indicd que ningiin componente de la formulacidn es irritante para la piel.

La eficacia antiinflamatoria ocular in vivo de las NPs en la prevencion de los
procesos inflamatorios secundarios a una agresion de caracter quimico inducida por acido
araquiddnico, se puso de manifiesto observando la respuesta inflamatoria a nivel de iris y
conjuntiva ocular. Las NM-OA/UA NPs y SM-OA/UA NPs mostraron una disminucion
significativa de la inflamacion, donde desde los 90 minutos del estudio se obtuvieron
diferencias significativas con respecto al control (Figura 5, articulo 2). Durante los primeros
120 minutos de ensayo no se detectaron diferencias significativas entre ambas mezclas,
pero a los 150 minutos, NM-OA/UA NPs exhibi6é una mayor accion que la mezcla sintética.
Esto podria deberse a que la mezcla natural se retiene en mayor cantidad en la cornea que la
mezcla sintética, resultando en un efecto reservorio, haciendo que la accién farmacoldgica

dure por mas tiempo.
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La capacidad antiinflamatoria dérmica in vivo de los compuestos en NEm, se llevo a
cabo en un modelo de inflamacion topica inducida por la administracién de 13-Acetato de
12-O-tetradecanoilforbol (TPA) en oreja de raton (Della Loggia, et al, 1994; Qadeer, et
al, 2007). Los resultados mostraron que NM-OA/UA NEm tuvo una mayor inhibicién de la
inflamacion (76.19 £+ 1.59%) en comparacion con SM-OA/UA NEm (33.86 + 1.83), ésto
puede ser atribuido a que hay mayor cantidad de NM-OA/UA retenida en la oreja del ratén
que la SM-OA/UA. Las mediaciones que se hacen en este estudio son 4 horas después de la
aplicacion del TPA, y como se pudo observar en el estudio de permeacion dérmica de las
NEm a las primeras 4 horas, hay menos cantidad permeada de la mezcla natural, por lo
tanto hay mayor cantidad retenida en el 4rea, ejerciendo mayor accion local
antiinflamatoria que la mezcla sintética. Ademas que es posible que la mezcla natural puede
tener mas componentes con actividad antiinflamatoria que mejore el efecto del OA/UA

(Siddiqui, et al. 2004).

La incorporacién de estos compuestos triterpenoides a NPs y NEm, desarrollaron
sistemas coloidales con caracteristicas fisicas adecuadas, optimos perfiles de liberacion y
permeacidon y una eficiente actividad antiinflamatoria, para aplicacion tépica (dérmica y
ocular) para terapia antiinflamatoria. A lo largo de todos los estudios se pudo observar que
ambas mezclas mostraron mayoritariamente resultados similares en caracterizacion,
estabilidad, liberacion, sin embargo se pudo determinar que la NM-OA/UA mostrd mayor

accion farmacologica in vivo con respecto que SM-OA/UA.

Ademas de presentar actividad antiinflamatoria estos triterpenos son altamente
utilizados en terapia oncoldgica, mostrando notables efectos anti-tumorales y actividad
citotdxica en varios lineas celulares in vitro de cancer, como en cancer de higado (HepG2,
Hep3B, Huh7 y HA22T) (Yan, et al. 2010), carcinoma cervical humano (HeLa)
(Srivastava, et al. 2010) y cancer de pulmon (A549, H3255) (Huang, et al. 2011), entre
otras. A pesar de ser estudiados ampliamente en diversas lineas celulares, hay muy pocos
estudios sobre estos triterpenos que actuan en la linea celular de melanoma, la forma mas
peligrosa del cancer de piel, por lo que también se estudio la actividad anticancerigena de

NM-OA/UA NEm y NM-OA/UA, en la linea celular de melanoma murino B16. Este
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ensayo se realizd por el método de tincion de sulforodamina B (SRB). La NM-OA/UA
NEm, NM-OA/UA y la NEm blanca, se ensayaron en 6 diferentes concentraciones (1, 5,
10, 20, 30 y 40 uM) a dos tiempos de exposicion (48 y 72 horas). Se observé que a las 48
horas de exposicion, NM-OA/UA no mostrd cambios significativos en la viabilidad celular
en las primeras concentraciones (1-20 pM), sin embargo a partir de los 30 uM hay una
disminucidn en la supervivencia celular (3%). La NM-OA/UA NEm no mostr6 cambios en
la primera concentracion de 1 uM, pero a los 5 uM hay una reduccion hasta del 38% en la
viabilidad y a partir de los 10 uM, una disminucion hasta un 4%. Se pudo observar también
que la NEm blanca presenta una accidn anticancerigena a partir de los 5 uM. Ejerciendo
una accion sinérgica con los compuestos triterpenoides, esto puede ser debido a los
ingredientes de la formulacidn, en especial al aceite de castor, el cual de acuerdo a la
Sociedad Americana de Céancer ha sido altamente usado en tratamiento de farmacos
oncoldgicos como medio de administracion, ademas de presentar un efecto supresor sobre
algunos tumores, aunque hay muy poca evidencia cientifica de esta accion. A las 72 horas

de exposicion se pudo observar un comportamiento similar al visto a las 48 horas.
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5. CONCLUSIONS

Based on the results, the following conclusions can be established:

1.

It has been validated an analytical method by high-performance liquid
chromatography for quantification of OA/UA, being linear, selective, accurate and
precise in the concentration range of 3.62 - 116 pg/mL for NM-OA/UA and 6.25 -
200 pg/mL for SM-OA/UA, with limits of quantitation of 2.81 + 0.65 pg/mL and
4.14 £2.07 png/mL for NM-OA/UA and SM-OA/UA respectively.

The solvent displacement technique has developed PLGA polymeric nanoparticles
loaded with natural and synthetic mixture of OA/UA, optimized by a factorial
central composite design. The selected formulation was composed of 1.0 mg/mL
OA/UA, 10.0 mg/mL P188 and aqueous phase with pH 5.5, obtained values of
particle size around 200 nm, a surface charge of -27 mV and encapsulation between

76-78%.

By constructing pseudo-ternary phase diagrams, it has been designed and optimized
nanoemulsions containing natural and synthetic mixture of OA/UA, with a final
composition of 20% castor oil, 20% propylene glycol, 59.80% of Spix with ratio 4:1
(47.84% labrasol and 11.96% transcutol-p) and mixtures of triterpenoids 0.2%, with
monophasic appearance, small droplet size (~ 200 nm) and polydispersity index

around 0.2.

The images of transmission electron microscopy of the optimized formulations

show particle sizes and drops around 200 nm and a spherical shape.

The kinetic profile of both mixtures encapsulated in NPs, it fits to the Weibull

function, which follows a complex release mechanism.
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6. NM-OA/UA NEm and SM-OA/UA NEm release, follows a kinetic model of

7.

8.

9.

Korsmeyer-Peppas equation with a release mechanism of non-Fickian or anomalous

diffusion.

The corneal permeation of both mixtures in NPs, highlights greater amount retained

on the cornea that permeated amount, being slightly higher in the natural mixture.

The skin permeation ability of the nanoemulsions of both mixtures, also shows that
there is a greater amount retained in the skin that a permeated amount. The
permeation profile showed that at the first 4 hours of study there is a greater

permeated amount of SM-OA/UA NEm that of the natural mixture.

The results of in vitro and in vivo assays of ocular and dermal tolerance, indicate
that the optimized formulations showed an optimal tolerance, being safe for topical

application.

10. Both mixtures in NPs and NEm, exhibit effective inhibition of local inflammation,

this effect being more marked in natural mixture formulations, which it is more

retained in the contact area.

11. The nanoemulsion of the natural mixture shown anticarcinogenic activity in B16

murine melanoma cell line, from lower concentrations (5 uM) than the pure
compound (30 uM). Blank-NEm also has anticarcinogenic activity from 5 pM,
which might be due to castor oil, which enhances the action of the pure natural

compound.
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