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ABSTRACT

The emergence of nanotechnology in life sciences has generated high expectations
due to its promising diagnostic, therapeutic and cosmetic applications. One of the major
challenges of this process lies in the development of "nanotherapies", that are specifically
targeted to destined tissues and organs avoiding the systemic adverse effects of current

treatments.

Because of their biocompatibility, gold nanoparticles (AuNPs) are among the
most widely used metal nanoparticles on the research of new biomedical products. AuNPs
possess a reactive surface that allows the attachment of organic molecules and exhibit
interesting optical properties, such as the surface plasmon resonance, which facilitate the
design of advanced systems with multiple applications. Several studies have shown that
AuNPs conjugated to stabilizing molecules (such as polyethylene glycol) express very
low levels of toxicity, lower than precursor gold salts. On the other hand, hyaluronic acid
(HA) is broadly used in medicine, especially in dermatology. HA has structural functions
and it is involved in the maintenance of homeostasis, playing an important role in certain
tissues such as skin, cartilage and joints. In addition, HA acts on cellular level through
binding to different receptors such as CD44, Rhamm, LYVEI and HARE. Through its
main receptor CD44, HA has been shown to be involved in migration, cell proliferation,
survival and differentiation processes. HA is an essential ingredient of cosmetic products
and its use has been proven to promote skin regeneration despite being a large molecule

that can not penetrate the deep layers of the skin.

During this project, we have developed an advanced nanosystem called Golden
Hyaluronan (GH), consisting of a spherical core of gold nanoparticle conjugated to
modified small size HA molecules in a stable manner; thus, facilitating deep skin layer
penetration. We have also studied both structural and cellular effects produced by GH,
showing that it successfully passes in vitro toxicity, genotoxicity, and efficacy tests as

well as in vivo toxicity and efficacy trials.

29



ABSTRACT / RESUMEN

Our studies with GH have shown a safety health profiling as well as better effects
on efficacy compared to HA. We have shown that GH has stimulated the synthesis of
different molecules involved in regeneration processes especially the synthesis of
molecules with cosmetic interest, such as HA, collagen, and elastin, confirming our
hypothesis. Thereby, utilizing the results of this thesis, Endor has developed a pioneering
product with dermocosmetic applications in the field of skin regeneration and

rejuvenation, called Y.en Effect.

30



ABSTRACT / RESUMEN

RESUMEN

La llegada de la nanotecnologia a las ciencias de la salud ha generado muchas
expectativas debido a las importantes aplicaciones diagnosticas, terapéuticas y
cosméticas. Uno de los grandes retos en este proceso reside en el desarrollo de
«nanoterapiasy, dirigidas especificamente a los tejidos y organos diana, evitando los

efectos secundarios de los tratamientos actuales.

Debido a su biocompatibilidad, las nanoparticulas de oro (AuNPs) son unas de las
nanoparticulas metéalicas mdas utilizadas en la investigacion biomédica de nuevos
productos. Las AuNPs tienen una superficie reactiva que permite la union de moléculas
organicas, asi como interesantes propiedades Opticas como la resonancia de plasmon
superficial adquirida por el oro coloidal a tamafio nanométrico, facilitando el disefo de
sistemas avanzados con multiples aplicaciones. Existen varios estudios que demuestran
que las nanoparticulas de oro conjugadas a moléculas estabilizantes (como por ejemplo
el polietilenglicol), presentan patrones de toxicidad muy bajos, inferiores a la propia

toxicidad de las sales de oro precursoras.

Por otra parte, el 4cido hialurénico (HA) es ampliamente utilizado en medicina,
sobre todo con aplicaciones dermatologicas. Destaca su funcion estructural y de
mantenimiento de la homeostasis, jugando un papel importante en determinados tejidos
como la piel, el cartilago o en las articulaciones. Ademas, el HA interactiia a nivel celular
a través de diferentes receptores celulares como son el CD44, Rhamm, LYVE1 y HARE.
Su principal virtud es su capacidad de absorber agua hasta aumentar 50 veces su peso en
seco. Dicha capacidad para retener agua lo convierte en un excelente aliado para hidratar
la piel, protegerla de los radicales libres y favorecer la regeneracion de la piel,
convirtiéndose en un ingrediente indispensable para las marcas cosméticas. No obstante,
tiene como limitacion que su gran peso molecular que dificulta su penetracion a capas

profundas de la piel.
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Durante esta tesis, hemos desarrollado un avanzado nanosistema llamado Golden
Hyaluronan (GH), conjugando moléculas de HA de pequefio tamafio a nanoparticulas de

oro de manera estable, facilitando de este modo la penetracion en capas profundas de la

piel. Hemos estudiado tanto los efectos producidos a nivel estructural como celular
superando con éxito las pruebas de toxicidad, genotoxicidad y eficacia in vitro, asi como
los ensayos de seguridad y eficacia in vivo. El principal receptor de este nanosistema ha
sido el CD44, a través del cual, el HA estd implicado en procesos de migracion,

proliferacion celular, supervivencia y diferenciacion.

Nuestros estudios demuestran que el GH ha estimulado la sintesis de diferentes
moléculas implicadas en procesos de regeneracion, especialmente moléculas con interés
cosmético, como son el HA, el colageno o la elastina, confirmando asi nuestra hipdtesis.
De esta manera, con los resultados de esta tesis, Endor ha desarrollado un producto
pionero en el mercado con aplicaciones dermocosméticas, concretamente en el &mbito de
la regeneracion de la piel para el rejuvenecimiento facial llamado Y.en Effect

(http://www.yen-effect.com/index.html).
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1. INTRODUCCION

1.1 La piel: estructura y funciones

La piel es un 6rgano grande y complejo que ocupa un area de aproximadamente 2
m?, representando aproximadamente una décima parte de la masa corporal. Ejerce
proteccion a los tejidos de las tensiones ambientales y sirve como una interfaz sensorial
entre el cuerpo y su entorno (Balasubramani et al., 2001; Metcalfe & Ferguson, 2007a).
En un nivel basico, la piel proporciona una barrera fisica que sirve a la doble funcion de
mantener la homeostasis y excluir factores de estrés externos, como por ejemplo
patogenos potenciales. En su mayor parte, esto incluye la regulacion del calor a través de
la sudoracion y la vasoconstriccion / vasodilatacion, el control de la entrada y la pérdida
de liquidos como barrera semi-impermeable, la sintesis de vitamina D a través de la
radiacion ultravioleta de la luz solar, la funcién sensorial, y la accion de las células
inmunes. La importancia de mantener esta barrera esta corroborada por la alta mortalidad

asociada con la ruptura aguda o crdnica de la piel sin intervencién clinica (Clark et al.,

2007; Sachs & Voorhees, 2010).

La piel humana adulta estd compuesta por distintas capas (Figura 1.1) (Nucleus
Medical Media (2017) Skin layers and functions). La mas externa de estas, la epidermis
escamosa estratificada, consiste predominantemente en queratinocitos, pero también
contiene los pigmentos que producen los melanocitos, células inmunoprotectoras de
Langerhans y células sensoriales de Merkel (Jones et al., 2002; Metcalfe & Ferguson,
2007a, Sheridan & Moreno, 2001). La epidermis estd limitada en el lado inferior por la
zona de la membrana basal en la cudl encontramos los melanocitos, separada de la dermis
subyacente. La propia dermis es un tejido rico en matriz extracelular (ECM) que
proporciona soporte mecanico a la epidermis y contiene unidades pilo-sebaceas, fibras
nerviosas, vasos sanguineos y linfaticos. Ademas, la dermis estd constituida por
fibroblastos, macrofagos y mastocitos, pero en funcion del estado de la piel las

poblaciones celulares pueden variar. La hipodermis y el tejido adiposo subcutaneo se
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encuentran debajo de la dermis y se componen de capas sueltas de tejido conectivo y

grasa (Metcalfe & Ferguson, 2007a, b; Rodrigues et al., 2008).

Hair shaft
Pore of sweat gland duct

|— Epidermis
Arrector pili
muscle

— Dermis
Hair follicle
Sebaceous (oil)
gland

— Hypodermis
Hair root
Hair follicle )
receptor Eccrine sweat gland

Pacinian corpuscle

Adipose tissue Cutaneous vascular|

plexus
Sensory nerve fiber

Figura 1.1. Capas de Piel. La piel se compone de dos capas principales: la epidermis, hecha de células
epiteliales estrechamente empaquetadas, y la dermis, hecha de tejido conectivo denso e irregular que
alberga vasos sanguineos, foliculos pilosos, glandulas sudoriparas y otras estructuras. Debajo de la
dermis se encuentra la hipodermis, que esta compuesta principalmente de tejidos conectivos y grasos
sueltos (Nucleus Medical Media (2017). Skin layers and functions).

1.1.1 Epidermis

La epidermis humana es la barrera mas importante del cuerpo frente al ambiente
externo hostil. Estd formada por un epitelio estratificado avascular que se regenera cada
28 dias. La epidermis estd compuesta por aproximadamente un 95% de queratinocitos,

aunque también hay otras poblaciones celulares como los melanocitos, que aportan la
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pigmentacion a la piel y la proteccion a la radiacion solar a través de la melanina; las
células de Merkel o mecanorreceptores que se encargan de la funcion sensorial; y las
células de Langerhans y linfocitos intraepidérmicos, encargados de la respuesta inmune

de la piel. (Bennett, 1988).

Los estratos de la epidermis son generados por un proceso de proliferacion basal
continua y una creciente diferenciacion de las células a medida que progresan alejandose
de la capa basal. En la mayor parte del cuerpo humano, la epidermis estratificada consta
de cuatro estratos: el estrato basal, el estrato espinoso, el estrato granuloso y el estrato
corneo (Figura 1.2). En la piel palmoplantar, la epidermis es mas gruesa y se observa una
quinta capa, denominada estrato lucidum o capa de transicion, entre el estrato
gransulosum y el estrato cérneo. En el proceso de diferenciacion, los queratinocitos
basales expresan las queratinas 5 y 14 (K5 y K14) y van cambiando su expresion hacia
K1 y K10 (Wang et al., 2006) a medida que migran hacia el exterior. Los queratinocitos
en el estrato espinoso se unen con desmosomas, que proporcionan los puntos de iniciacion
para la formacion de la envoltura cornificada. En el estrato granuloso, se sintetizan
granulos de queratohialina, que estdn compuestos de loricrina, filagrina, cristata-a y
varios lipidos implicados en la formacioén de dicha envoltura (Rising et al., 2005). A
medida que los queratinocitos basales progresan hacia arriba alejandose de la membrana
basal, ademas de la queratina, también cambian los perfiles de expresion de proteina
(Tabla 1.1), aumenta la formacion de granulos de queratohialina y acumulan queratina
intracelularmente. La actividad de las mitocondrias disminuye en las etapas finales y las
células sufren apoptosis controlada a medida que transitan hacia el destino terminal como
corneocitos, formando el estrato corneo. La propia envoltura se mantiene a través de un
equilibrio dinamico de proliferacion y descamacion de células basales de corneocitos.

(Bennett, 1988).
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Tabla 1.1 Perfiles caracteristicos de expresion de queratinocitos dentro de la epidermis adulta. (Wang

etal, 2006).

Capa epidérmica

Queratinas ‘ Queratinas ‘ Marcadores moleculares expresados

Acidas |Basales |
Queratinocitos
basales K14 K5 Integrinas a2p1, a3B1y a6p4
Queratinocitos
suprabasales K10 K1 Filagrin

Transglutaminasa

Involucrina

Loricrina

Stratum corneum

Stratum lucidum {

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Melanocyte

Dermis

-

—— ———— Deadcelisfilled

with keratin

Lamellar granules

Keratinocyte

Merkel cell

Sensory neuron

Figura 1.2. Capas de la epidermis. La epidermis de la piel gruesa tiene cinco capas: estrato basal, estrato

espinoso, estrato granulado, estrato licido y estrato corneo (Nucleus Medical Media (2017). Skin layers and

functions).
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1.1.2 Membrana basal

Inmediatamente por debajo del estrato basal se encuentra la zona de la membrana
basal. Esta region contiene una estructura de membrana especializada que ancla la
epidermis al tejido dérmico subyacente, mientras que simultaneamente proporciona una
barrera parcial a la célula y de intercambio macromolecular (Shao & Vollrath, 2002;
Acharya et al., 2008). La membrana basal se puede subdividir en la lamina basal y la
lamina reticular. En la [amina basal es predominantemente una malla de coldgeno tipo IV
decorada con glicoproteinas y proteoglicanos. La ldmina reticular es una estructura
basada en fibronectina, unida a la lamina basal a través de coldgeno tipo VII y

microfibrillas de fibrilina.

Las microfibrillas de fibrilina eldstica en la [amina reticular también se extienden
en la dermis y se enredan con microfibrillas de elastina (Acharya et al. 2008). La
membrana basal proporciona un andamio que facilita la reparacion de tejidos, promueve
la diferenciacion de los precursores endoteliales y mantiene los tejidos unidos (Vepari &

Kaplan, 2007; Min et al., 2004a; Min et al, 2004b).

1.1.3 Dermis

La dermis, o capa media, es un tejido conectivo situado directamente debajo de la
epidermis (Paul & Sharma, 2004). Esta capa es responsable de la elasticidad y la
integridad mecénica de la piel, y contiene vasos sanguineos que son responsables de la
nutricion de la capa epidérmica (Jones et al., 2002). Contiene receptores para el tacto,
temperatura y dolor, asi como foliculos pilosos y los conductos sudoriparos (MacNeil,
2008). Esta capa de piel se compone de coldgeno (tipo I y III), el principal tipo de fibra
del tejido conjuntivo, la elastina y los glicosaminoglicanos. Los fibroblastos son el
principal tipo celular presente en la dermis. Son capaces de producir enzimas de

remodelacion tales como proteasas y colagenasas, que juegan un papel importante en el
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proceso de cicatrizacion de heridas (Metcalfe & Ferguson, 2007a, b, Wong & Chang,
2009).

La dermis se divide en dos capas: una capa mas profunda llamada reticular y una
capa superficial designada papilar (Figura 1.3). La capa reticular, componente principal
de la dermis, estd compuesta de tejido conjuntivo denso e irregular, asi como por un
conjunto de fibras coldgenas y elasticas que presentan una disposicion ordenada y forman
lineas regulares de tension. Estas lineas reciben el nombre de lineas de Langerque, son
resistentes al estiramiento en muchas direcciones y estan conectadas directamente con la
hipodermis. (Seeley et al., 2003). A su vez, la capa papilar debe su a las extensiones
llamadas papilas que apuntan hacia la epidermis. También contiene numerosos vasos

sanguineos que suministran nutrientes a la epidermis superpuesta, elimina los productos

de desecho y ayuda a regular la temperatura corporal (Seeley et al., 2003; Wong & Chang,
2009).

Estratocorneo

Epidermis

Dermis papilar

Dermis reticular

Hipodermis

Figura 1.3. Capas de la dermis. La dermis papilar en contacto con la epidermis y la dermis reticular, mas

gruesay por encima de la hipodermis (Modificada de Nucleus Medical Media (2017). Skin layers and functions).
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1.1.4 Hipodermis

La hipodermis se encuentra adyacente al borde inferior de la dermis reticular y
contiene tejido adiposo que estd bien vascularizado y contribuye a las propiedades
mecanicas y termorreguladoras de la piel. Separa la dermis de la fascia muscular

subyacente (Metcalfe & Ferguson, 2007a, b, Wong & Chang, 2009).

Esta capa de la piel se compone de tejido conectivo laxo con fibras de coldgeno y
elastina. Los principales tipos de células formadas en la hipodermis son los adipocitos,
fibroblastos, histiocitos, células plasmaticas, linfocitos y mastocitos. La fraccion de
células inmunitarias de este tejido estd implicada en el procesamiento de antigenos
extraios que pueden entrar en el cuerpo por la interrupcion de la barrera cutanea. Este
tejido también contiene poblaciones de células madre y progenitoras que contribuyen al
proceso de cicatrizacion cutanea a través del reclutamiento en el sitio de la herida. A
menudo se considera que esta capa no forma parte de la piel, siendo a veces llamada tejido
subcutaneo o fascia superficial. Ademas, aproximadamente la mitad de la grasa (grasa
areolar y grasa profunda) almacenada en el cuerpo se encuentra en la hipodermis, aunque

su niimero y ubicacion varian con la edad, el sexo y la alimentacion (Seeley et al., 2003).

La grasa areolar, situada entre la fascia supeficialis y la dermis, es la responsable
de la aparicion de los problemas de textura de la celulitis. La grasa profunda, situada entre
la fascia superficialis y la fascia muscular, es la responsable de los cimulos de grasa
localizados que distorsionan la silueta. La celulitis afecta a mas mujeres que a hombres y
por lo general se desarrolla en sitios anatdmicos particulares, tales como los muslos y las
nalgas laterales. Segun la encuesta de la OMS (2012) se estima que del 80 al 90 por ciento
de las mujeres tienen celulitis en algiin momento de su vida. Suele aparecer después de la
adolescencia y tiene una textura de “piel de naranja”. Los dermatdlogos dividen la
celulitis en cuatro etapas diferentes. En la etapa I, las personas no tendran ninguna
celulitis visible a menos que la piel se agarra de ciertas maneras. En la etapa II, la celulitis

es un poco mas obvia y puede ser visible cuando alguien se mantiene de cierta manera.
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La etapa III se define por ondulaciones a lo largo de la piel que son evidentes en
la mayoria de las posiciones sentadas o de pie. Con la celulitis en estadio IV, los

individuos tendran fosas y hoyuelos en porciones significativas de su cuerpo.

Los aspectos fisiopatologicos de la celulitis atin no estan claros. Muchos factores
parecen influir en el inicio de la celulitis, incluyendo el género, la herencia genética, la
raza, el peso corporal y la edad. Las hormonas y el deterioro de la circulacion tanto
microvascular como linfatica se consideran los factores etioldgicos mas importantes. La
evaluacion de la celulitis se basa principalmente en la observacion clinica, medicion de
la circunferencia del muslo, indice de masa corporal y termografia, pero para la prueba
de la eficacia de productos anticeluliticos, se necesitan métodos de evaluacion mas

objetivos y no invasivos (Rona et al., 2006).

En el Anexo L. se recoge una breve introduccion a la dermatologia y su evolucion

a largo de la historia.

1.2 El acido hialurénico (HA)

El afio 1934 los investigadores Meyer y Palmer publicaron por primera vez en el
Journal of Biological Chemistry un innovador e inusual polisacarido con un peso
molecular extremadamente alto aislado del vitreo de los ojos de bovino, el &cido
hialurénico (HA). Anos mas tarde, ya en la década de los 50, Meyer y Palmer acabaron
descubriendo la estructura quimica del HA, un polisacarido lineal no sulfatado ni
ramificado y con carga negativa que estaba constituido por repeticiones de un disacarido
compuesto de acido D-glucurénico unido por enlace B1-2 glicosidico con N-
acetilglucosamina y enlace 1-3 entre los disacaridos que acaban formando la cadena de
HA (Figura 1.4). El HA esté presente tanto en la matriz extracelular como en el liquido

sinovial que bafia las articulaciones y se sintetiza por tres hialuronan sintasas: HASI,
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HAS2 y HAS3, enzimas transmembranales multipaso que extruden el HA en la superficie

celular o matriz extracelular a medida que lo sintetizan (Weigel et al., 1997; Toole, 2004).

Figura 1.4. Estructura del HA, representando los disacaridos y sus enlaces. Vivero, L
(2014). Disefio y caracterizacién de sistemas de liberalizacién de fdrmacos basados en
nanoparticulas metdlicas y dcido hialurdnico (tesis doctoral). Universidad de Barcelona,
Esparia.

1.2.1.1 Funciones y propiedades del HA

El HA participa en una gran variedad de funciones celulares, asi como en el

mantenimiento de la estructura tisular. Es una parte importante de la matriz extracelular

presente en la mayoria de los tejidos de los vertebrados y se une a multiples

proteoglicanos que contribuyen a su ensamblaje y regulan sus funciones.

El HA es prominente en el liquido sinovial y los tejidos conectivos blandos. La

mayor cantidad de HA reside en el tejido de la piel, donde esta presente tanto en la dermis

como en la epidermis (Laurent et al., 1996).
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El rol fisiologico del HA en la matriz extracelular incluye la homeostasis del agua,
la prevencion del flujo de fluidos a través de los tejidos y la regulacion del transporte de
sustancias en el espacio intercelular (Laurent et al., 1996). A través de los receptores de
la superficie celular, el HA también funciona como un transductor de sefales que regula
la adhesion, la motilidad celular, la proliferacion y la diferenciacion celular, activando
varias cascadas de sefializacion intracelular, tales como c-Src, Ras y MAPKs (Itano,

2008).

Las propiedades del HA cambian en funcién de la concentracion en la que se
encuentra. A concentraciones muy bajas, las cadenas se enredan menos entre si, dando
lugar a una viscosidad leve, pero a concentraciones mas altas tienen una viscosidad mayor
debido al mayor enredo de la cadena. Estas propiedades reologicas hacen al HA ideal
como lubricante y es utilizado en diversas aplicaciones biomédicas (Cowman et al.,

2005).

Moléculas como agrecano o versicano, y receptores como el CD44, RHAMM o
LYVE-1 son ejemplos de componentes celulares de union al HA (Noble et al., 2002;
Toole et al., 2002). Se considera que el CD44 es el principal receptor de HA en la mayoria
de tipos celulares (Toole et al., 1997). El HA fisioldgico presenta diferentes pesos
moleculares y la funcion es diferente seglin el tamano. Por ejemplo, el HA de alto peso
molecular no parece estar implicado en la expresion génica y el HA de peso molecular
bajo es conocido por promover la expresion de genes (McKee et al., 1996; Oertli et al.,

1998).

1.2.1.2 Aplicaciones del HA

El HA esta involucrado en la homeostasis de los tejidos y su integridad, y actua
como base para las interacciones macromoleculares en el montaje de la matriz

extracelular. La versatilidad del HA hace de ¢l un material con multiples aplicaciones
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biomédicas como la oncologia, ingenieria biomédica o dermocosmética entre otros (Gold,

2009; Prestwich, 2011; Diamond et al., 2012).

Oncologia

Cada vez son mas los estudios que se centran en el uso del HA como vehiculo en
la administracion de farmacos en terapias oncoldgicas. Sus cualidades de
biocompatibilidad y biodegradacion proporcionan proteccion y mejoran la solubilidad de
las moléculas transportadas. Ademas, el HA es un buen transportador de farmacos
antitumorales ya que su principal receptor es el CD44, que se sobreexpresa en la mayoria

de tumores solidos (Peach et al., 1993; Toole et al., 2004).

Ingenieria biomédica

Gracias a sus propiedades mecanicas y biologicas, el HA presenta una buena

alternativa en la ingenieria biomédica frente a terapias regenerativas (Allison et al., 2006).

Existen diversos estudios donde se ha observado un buen crecimiento de los
condrocitos en matrices de HA, generando incluso cartilago dentro de la red porosa que
forma el hidrogel (Burdick et al., 2004). Ademas, la implantacion quirurgica es un punto
limitador para la mayoria de las matrices utilizadas en ingenieria de tejidos, pero el HA
es un buen candidato principalmente por tres razones: en primer lugar, el inyectable de
HA puede estar en cualquier forma estructural; en segundo lugar, la matriz de HA puede
adherirse al tejido nativo; y en tercer lugar, los métodos de inyeccion y de laparoscopia

reducen la invasividad del procedimiento quirurgico (Yeo et al., 2006).
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Dermocosmética

El HA se ha posicionado como uno de los mejores productos cosméticos por su
capacidad hidratante y regeneradora. Es un ingrediente muy utilizado en los productos
topicos ya que aumenta la humedad sobre la piel y en algunos casos incluso se ha
demostrado que puede inducir diferentes vias implicadas en la sintesis de HA y colageno,
aumentando la firmeza y elasticidad de la piel (Necas et al., 2008). También es muy
utilizado como relleno dérmico, donde se inyecta de manera intradérmica en las zonas de
la piel que presentan arrugas profundas y gracias a su viscosidad y su capacidad de
absorcion de agua, consigue eliminar temporalmente estas arrugas (Tezel et al., 2008).
Sin embargo, la caracteristica mas desafiante del HA obtenido comercialmente ha sido su
gran tamafio molecular (3.000 nm de didmetro), teniendo en cuenta que el espacio
intercelular es de tan s6lo 15-50 nm. Esta limitacion fisica hace imposible que el HA
comercial convencional penetre en las capas profundas de la dermis (Desai et al., 2010)
y por eso hoy en dia se estan utilizando oligdémeros de HA de tamafio nanométrico como
por ejemplo el HA Signal-10 con un tamaiio de 10 kDa (HY AL Signal-10: http://infinity-

ingredients.co.uk/product/principhyal-signal-10) que permite una mayor penetracion y

mejora la eficacia en la piel (Manjula et al., 2014). Sin embargo, estos pequefios
oligdbmeros tienen dificultades para llegar a capas profundas debido a su rapida

degradacion.

1.3 Nanomedicina

A lo largo de la ultima década, la medicina ha incorporado progresivamente la
nanotecnologia en sus areas de trabajo, creando el area de la nanomedicina. La
nanomedicina, a través del uso de herramientas de tamafio nanométrico esta siendo capaz
de desarrollar equipos diagndsticos, preventivos y terapéuticos con aplicaciones en el
tratamiento de enfermedades (European Science Foundation, 2005). Tal como lo define

la Recomendacion de la Comision Europea en 2011, un nanomaterial es un material
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natural, accesorio o fabricado que contiene particulas de una o mas dimensiones en el
rango de tamafio de 1 nm a 100 nm. Diversos organismos, organizaciones y autoridades
nacionales e internacionales han seguido trabajando en el desarrollo de una definicion de
nanomateriales, pero muchas de las definiciones no normativas pueden ser conflictivas y

aun no tenemos una definicion global o acordada en la UE.

A pesar de la polémica de la correcta definicion de los nanomateriales, durante los
ultimos afios ha habido un rapido crecimiento en el numero de productos que contienen
nanomateriales introducidos al mercado en diferentes sectores, como el farmacéutico, la
biotecnologia y la energia, entre otros (Sheetal R. D’Mello et al.,, 2017). Los
nanomateriales de ingenieria se componen de diferentes materiales, formas y tamafios. A
nanoescala, sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas pueden diferir mucho del
material original correspondiente. Estas caracteristicas unicas que dependen del tamafio
hacen a los nanomateriales muy atractivos para aplicaciones biomédicas. Ademas del
tamafio, las propiedades que contribuyen a la actividad de los nanomateriales incluyen la
forma, hidrofilicidad y configuracion electronica. Los nanomateriales también pueden
derivatizarse facilmente a través de modificaciones de superficie para ajustarlos mas a fin

de servir en aplicaciones farmacéuticas (Liang et al., 2008).

La nanomedicina, por lo tanto, tiene como objetivo final lograr mayores beneficios
médicos y mejorar la calidad de vida a través de la vigilancia, control, construccion,
reparacion, defensa y mejora de los sistemas bioldgicos humanos, tal como se define en
la revista de la Fundacion Europea de la Ciencia (ESF). La nanomedicina ofrece mejores
elementos de diagndstico, biosensores y agentes de imagen a nivel molecular, asi como
nuevas terapias y tecnologias avanzadas para la regeneracion y reparacion de
enfermedades y tejidos en humanos (ESF Forward Look on Nanomedicine 2005:

http://www.nanopharmaceuticals.org/files/nanomedicine.pdf).
La FDA (U.S. Food and Drug Administration) se encarga de la seguridad de los

productos de consumo relacionados con la nutricion, la salud y el cuidado personal en

USA. Por lo tanto, también es la responsable de valorar y regular los productos de esta
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clasificacion que contienen nanomateriales. En la mayoria de productos regulados por la
FDA, se requiere de los conocimientos de la industria para asegurar que el producto
satisface las normas de seguridad, siendo la evidencia cientifica absolutamente necesaria
para justificar su seguridad. El grupo de trabajo en nanotecnologia de la FDA hizo
recomendaciones para una adecuada gestion de riesgos y una adecuada actuacion (FDA
et al, 2007).

La mayoria de productos que contenian nanomateriales aprobados por la FDA antes
del afo 2000 eran aplicados en terapia y no en dispositivos. Sin embargo, en la ultima
década, la aprobacion de aplicaciones terapéuticas se ha mantenido, mientras que se ha
incrementado la aprobacion de dispositivos con aplicaciones biomédicas (Figura 1.5 A'y

Figura 1.5 B) (Etheridge et al., 2013; Sheetal R. D’Mello et al., 2017).
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Figura 1.5. A) Grafico representativo del nimero de aplicaciones de productos nanotecnolégicos
presentados a la FDA en nanomedicina, segin si son aplicaciones de un farmaco genérico (ANDA),
aplicaciones de un nuevo firmaco (NDA) o un nuevo farmaco en desarrollo (IND). B) Grafico
representativo del nimero de farmacos aprobados por la FDA a lo largo de los afios que contienen

nanotecnologia. (Sheetal R. D’'Mello et al, 2017).

Aplicaciones como sistemas de diagnostico, implantes activos, biomateriales y
sistemas de liberacion destacan como novedosas aplicaciones médicas de las diferentes
aplicaciones de los nanomateriales. (Wagner et al., 2006). Ademas, los nanomateriales
con mayor numero de aplicaciones en medicina son las nanoparticulas poliméricas e
inorganicas, los liposomas, los nanotubos y nanolaminas de carbono (grafeno), 6xidos de

hierro y titanio, los dendrimeros o los QD’s (los puntos cudnticos).
Los nanomateriales con un tamafio mayor a 10 nm tienen dificultades para ser

eliminados por los rifiones y dependiendo de su composicion y revestimiento presentan

mayor o menor tiempo de circulacion en sangre. Muchas de las terapias que ya se aplican
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hoy en dia mediante nanomateriales son dirigidas a una diana, donde conseguir realizar
su funcion. Modificando la superficie de las NPs se consigue escapar del sistema
fagocitico mononuclear (SFM) y por lo tanto se aumenta el tiempo en circulacion
sanguinea (Lee D. E. et al., 2012). Gracias a la relacion area-superficie-volumen que
presentan los materiales de tamafio nanométrico, la capacidad de carga de ligandos se ve
altamente aumentada (Wang et al., 2012). Ademas, muchos sistemas de administracion
de farmacos para el diagnoéstico terapéutico basados en vectores inorganicos como NPs
de oro o QDs son facilmente detectables Opticamente, facilitando la obtencion de

imagenes (Figura 1.6) (Doane et al., 2012).
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Figura 1.6. Esquema representativo de los terandsticos y materiales en nanomedicina divididos en
cuatro categorias. La primera catergoria esta formada por elementos de encapsulacion que a su vez
hacen de transportadores (Payload carriers) como micelas, nanoparticulas poliméricas, liposomas,
dendrimeros y nanoparticulas coloidales. La segunda categoria esti formada por elementos de
encasulacion (Payload) como moléculas quimicas, acidos nucleicos, proteinas y péptidos. La tercera
categoria esta formada por los ligandos dirigidos (Targeting ligands) como algunos quimicos, péptidos,
proteinas y anticuerpos. Finalmente, la cuarta categoria esta formada por los emisores de seiiales
(Signal emitter) como los fluoréforos, los 6xidos de hierro, los puntos cuanticos, los isétopos o el oro (Jin-

Kyu Rhee et al,, 2014).
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A pesar de que la nanomedicina es un concepto relativamente joven, las
aplicaciones médicas de los coloides tienen una larga historia (Selmi, 1843). El
nacimiento de la nanomedicina en la segunda mitad del siglo XX fue permitido por el
descubrimiento de la quimica sintética del polimero algunas décadas anteriores
(Baekeland, 1907). Los pioneros de los nanomateriales incluyen Faraday y sus estudios

con oro coloidal en el siglo XIX y Mechnikov y Ehrlich que recibieron el Premio Nobel

en 1908 por su trabajo sobre la fagocitosis y las terapias dirigidas a células. Las
nanomedicinas innovadoras mas avanzadas surgen del disefo racional y requieren la
coordinaciéon de varias disciplinas diferentes, tales como la quimica, biologia,

farmacologia, toxicologia y la clinica (Duncan & Gaspar, 2011).

Este conjunto de disciplinas se centra en conocer:

1. Las vias de exposicion, incluyendo la inhalacion, absorcion dérmica y la ingestion
(por ejemplo, en relacidon con los cosméticos y alimentos), asi como los medios

expuestos (por ejemplo, aire, agua y alimentos).

2. Las propiedades relacionadas con la absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion (ADME), debido a que las interacciones biologicas pueden estar

influenciadas por los cambios de tamafio.

3. El tamafio, la distribucion del tamafio, la carga superficial, propiedades de la
superficie, las interacciones entre particulas, comportamiento de las particulas,

pureza, estabilidad y la variabilidad general de lote a lote (Hamburg et al, 2012).
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1.3.1 Nanotecnologias en cosmética

El sector de los cosméticos fue uno de los primeros en investigar y desarrollar
aplicaciones patentadas utilizando nanotecnologias y nanomateriales. Las aplicaciones
cubren la formulacion del producto, el embalaje, asi como el equipo de fabricacion de
cosméticos. En los productos cosméticos, los nanomateriales se utilizan como sustancias
activas, portadores y/o auxiliares de formulacion con el objetivo de mejorar la eficacia
del producto. En 2009 la Uniéon Europea adopté un nuevo Reglamento de Productos
Cosméticos (CE / 1229/2009) que contenia por primera vez requisitos especificos para
los nanomateriales, que incluia una definicion técnica con el término nanomaterial.

Finalmente, en 2011 se acept6 en cosmética una definicion general del término

«nanomaterial» en una recomendacion de la Comision de la Union Europea (Regulation
(EC) No 1223/2009 of the European Parliament and of the Council of 30 November 2009
on cosmetic products:

http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:L:2009:342:0059:0209:en:PDF).

En la actualidad no se dispone de informacion suficiente sobre los posibles riesgos
asociados a los nanomateriales. Por lo tanto, se han introducido disposiciones adicionales
para los nanomateriales. Hay que tener en cuenta que parte de los productos cosméticos
pueden ser inhalados o ingeridos involuntariamente o ser liberados a un entorno abierto.
Para que un producto cosmético sea considerado nanomaterial, la recomendacion de la
comision europea sobre nanomateriales es que el 50% o mas del numero total de
particulas, tiene que estar en un rango de tamafios de 1-100 nm y con un umbral méximo
del 1% de aglomeramiento. Poco después se establece como 0,15% el nimero de
particulas, en estado agregado o aglomerado y un rango de tamafios inferior a 100 nm
como umbral de distribucién de tamaiios de los nanomateriales. Esta cifra es recomendada
por el SCENHIR (Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks)
en el afio 2009.
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El Instituto Nacional Holandés para la Salud Publica y el Medio Ambiente
(RIVM) sefiala explicitamente que los materiales que no califican como "nanomateriales"
segin la recomendacion de la Comision de la Unidon Europea son automaticamente no

seguros.

En las aplicaciones de los nanomateriales en los productos cosméticos, la
Comision incluye nanoparticulas solubles. Los productos cosméticos que utilizan
potenciadores de la permeabilidad requieren una atencién especial. Mientras que la
difusion pasiva es la forma mas comun de entregar los ingredientes activos a través de la
piel, es importante mirar también a los nanocosméticos que estan disefiados por ejemplo
para liberar vitaminas, antioxidantes, filtros UV quimicos y sustancias antienvejecimiento
con precaucion. Algunos de los nanocosméticos estan disefiados como portadores o
vehiculos que liberan su carga de ingredientes activos en un tejido diana determinado.

Esto puede ser importante para las personas que ya estan sensibilizadas.

Las investigaciones sobre las alergias relacionadas con micro y nanoingredientes
sugieren que en algunos casos los alérgenos de contacto encapsulados muestran
reacciones significativamente menores en comparacion con un grupo de control (Madsen,
2011). La Recomendacion de la Comision en su nueva definicion prevé como criterio
adicional la superficie especifica en volumen e incluye también aglomerados y agregados.
Ademas, tiene en cuenta los materiales porosos y las particulas con un diametro muy
pequefio ya que reaccionan a velocidades mucho mas rdpidas que los materiales

compactos porque hay mas superficie disponible para reaccionar (Bleeker et al., 2012).

En el Anexo II. se detalla como ha evolucionado la cosmética desde sus primeros

inicios en el antiguo Egipto (3.000 aC), hasta hoy en dia.
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1.4 Nanoparticulas de Oro

1.4.1 Historia del oro médico

El oro tiene una larga historia de uso terapéutico. Los alquimistas medievales
introdujeron el concepto de "Elixir de la vida", una solucidén que contenia oro que habia
sido considerado una sustancia magico-religiosa desde la época de la antigiiedad clésica.
En las culturas orientales, incluyendo China e India, los beneficios terapéuticos de las
preparaciones de oro han sido reportados desde el afio 2500 a. C. En el siglo 17, el oro
llegod a las farmacopeas y el método mas comtn de preparacion fue la disolucion del oro
elemental en agua regia, seguido de calentamiento para eliminar el disolvente. Durante el
siglo XIX surgi6 el desarrollo del doble cloruro de oro: una mezcla de cloruro de sodio y
cloruro de oro que se utiliz6 para tratar la sifilis en forma de pildora. Las inyecciones de
doble cloruro también se usaron para tratar el alcoholismo y como tratamiento de varias
enfermedades incurables, como la tuberculosis, la diabetes y la epilepsia hasta el siglo
XX. A continuacion, el oro coloidal encontré su uso en el tratamiento de la artritis

reumatoide y los radioisotopos de oro en el tratamiento del cancer (Higby, 1982).

Hoy en dia, el oro coloidal es ampliamente utilizado en la medicina ayurvédica
proveniente de la India para el rejuvenecimiento y la revitalizacion. En la medicina
occidental, el compuesto de oro administrado por via intramuscular, el aurotiomalato de
sodio y la auranofina administrada oralmente se siguen utilizando para el tratamiento de
la artritis reumatoide. Actuan como inmunomoduladores, pero sus mecanismos de accion
precisos siguen siendo desconocidos. Ademas, el radiois6topo de oro se ha utilizado
durante el siglo XX en inyecciones intratumorales para suministrar grandes cantidades de
radiacion ionizante a un tumor sin dafiar los tejidos vecinos debido a la baja capacidad de
penetracion de los rayos beta, la radiacion predominante de 198Au (Bhattacharya &

Mukherjee, 2008).
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1.4.2 Sintesis de las AuNPs

Las AuNPs pueden sintetizarse por diversos métodos. Estos enfoques quimicos
utilizan la reducciébn quimica de las sales de oro, las vias electroquimicas o la
descomposicion controlada de compuestos organometalicos metaestables. Para evitar la
aglomeracion, se utilizan diversos agentes estabilizantes. La proteccion puede lograrse
mediante la estabilizacion electrostatica, basada en la repulsion entre particulas, o la
estabilizacion estérica, que utiliza moléculas organicas voluminosas para proteger la
superficie de los NPs. Las principales clases de grupos protectores son: polimeros,
donantes de P, Ny S (por ejemplo: fosfanos, aminas, tioéteres), disolventes (por ejemplo:
THF, THF / MetOH), alcoholes de cadena larga, tensioactivos y organometales (Zhou et
al., 2009)

Dos de los métodos mas populares para la sintesis de AuNPs esféricas fueron
introducidos por Turkevich en 1951 y por Brust y Schiffrin en 1994. El método de
Turkevich utiliza la reduccion de citrato de sodio con la sal de oro (HAuCls) en agua. El
tamafio de las AuNPs resultantes se puede controlar variando la proporcion del agente
reductor en comparacion con la sal de oro. Ademas del agente reductor, el citrato actia

también como un agente tamponador, estabilizando las NP después de la sintesis.

El método Brust-Schiffrin produce AuNPs de distribucion de bajo tamafio. Este
método permite la sintesis de AuNPs en soluciones organicas. Se trata de una reaccion de
HAuCl4 con tolueno en presencia de bromuro de tetraoctilamonio como reactivo de
transferencia de fase y borohidruro de sodio como agente reductor. El dodecanotiol se usa

como estabilizador en esta reaccion (Daniel & Astruc, 2004).

Los métodos descritos anteriormente se usan para la sintesis de AuNPs esféricas.

Ademas de las nanoesferas, las AuNPs también pueden ser sintetizadas en otras formas,
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incluyendo nanorods (en forma de varilla), nanoshells (en forma de armazon o concha) y

nanocages (en forma de caja con huecos porosos) (Figura 1.6) (Cai et al., 2008).
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Figura 1.3. Esquema representativo de los diferentes tipos de nanoparticulas de oro. Parkkola, H
(2014). Hyaluronic acid-coated gold nanoparticles as an anticancer drug delivery system - Biological

characterization and efficacy (tesis doctoral). Universidad de Barcelona, Esparia.

1.4.3 Propiedades de las AuNPs

Las propiedades fisicoquimicas de las AuNPs dependen de su tamaiio, forma,
distancia entre las particulas y su revestimiento superficial. Una caracteristica muy
interesante de las AuNPs con respecto a sus aplicaciones biomédicas es el plasmon de
resonancia superficial (SPR). El SPR se define como el niimero de oscilaciones colectivas
de los electrones en la superficie de las AuNPs que coinciden con el campo
electromagnético de la luz entrante. El efecto SPR produce el color rojo intenso de la

solucion de AuNPs y su amplia banda de absorcion a 520 nm, cuando el tamafo de las

NPs esta entre 10 y 20 nm. La banda de absorcion disminuye cuando el tamafio de las
AuNPs disminuye. El efecto SPR también depende de la forma de las NPs y el pico de
absorbancia se ensancha y cambia a azul cuando las NPs se agregan o aglomeran (Daniel

& Astruc, 2004).
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Las AuNPs absorben y dispersan la luz. Sus interacciones con la luz se pueden
explotar de muchas maneras para visualizarlas mediante técnicas tales como microscopia
de contraste de fases, microscopia de contraste de interferencia diferencial (imagen
directa) y microscopia de campo oscuro (deteccion de luz dispersa). El color de la luz
dispersa depende del tamafio y forma de las AuNPs, lo que permite el etiquetado con
diferentes colores. La luz absorbida por las AuNPs conduce a la generacion de calor, el
cual puede ser detectado por imagen fototérmica, que detecta fluctuaciones de intensidad
del liquido alrededor de las AuNPs, y por imagen fotoacustica, que detecta la onda sonora
creada por expansion de liquido inducida por calentamiento. Las AuNPs también
interactuan con ondas electronicas y rayos X que proporcionan un alto contraste en
microscopia electronica de transmision (TEM) e imagenes de rayos X. Otras
caracteristicas interesantes de las AuNPs son el apagado por fluorescencia (cuando los
fluordéforos estan cerca de las AuNPs), su espectro de dispersion Raman especifico y su

capacidad de transferencia de electrones (Sperling et al., 2008).

Ademas de poseer estas propiedades fisicoquimicas Unicas, otra caracteristica que
hace que las AuNPs sean tan atractivas para la biomedicina es la facilidad de modificacion
y funcionalizacion de su superficie. Los métodos de sintesis de AuNPs mas populares
utilizan ligandos de tiolato para estabilizar las AuNPs, y estos tioles pueden ser facilmente
sustituidos por otras moléculas tioladas para funcionalizar las AuNPs y producir AuNPs

modificadas en superficie para una variedad de aplicaciones (Daniel & Astruc, 2004).

Las AuNPs han sido confirmadas como biocompatibles por varios estudios in
vitro e in vivo (Bhattacharya & Mukherjee, 2008), pero la biocompatibilidad depende
siempre de las modificaciones superficiales, que pueden alterar las propiedades
biologicas de las AuNPs. La funcionalizacion de las AuNPs con diferentes agentes va a

determinar como estas AuNPs van a interaccionar con su entorno. Debido a la gran
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variedad de formas, tamafios y quimica superficial de las AuNPs (que pueden afectar a
su 6rgano diana en el cuerpo humano) se debe llevar a cabo una evaluacion toxicoldgica

de cada material (Sperling & Parak, 2010).

1.4.4 Toxicidad de las AuNPs

Los compuestos basados en oro se han utilizado en clinica como agentes
antiinflamatorios para tratar la artritis reumatoide (Auranofin® y Tauredon®)
(Finkelstein et al., 1976). Ademas, microparticulas de oro radiactivas se han utilizado en
el tratamiento local del cancer (Metz et al., 1982). El inconveniente con las AuNPs es que
su gran relacion superficie/volumen y la gran variedad de modificaciones que se pueden
realizar en su superficie, pueden afectar a la reactividad quimica de las AuNPs y esto a
su vez puede generar mayores efectos toxicologicos que el propio material sin estar en

tamafio nanométrico (Wang et al., 2011).

Se han publicado numerosos estudios de toxicidad, pero varian en el disefio
experimental y la metodologia (Lewinski et al., 2008). La Fundacion “Risk Science
Institute of Nanomaterial Toxicity” establecid en el afio 2005 que la deteccion de la
toxicidad en AuNPs debe consistir en tres estrategias: 1) caracterizacion del nanomaterial,
2) estudios in vitro y 3) estudios in vivo. Para desarrollar las estrategias del estudio, se
debe tener presente la amplia gama de tamafios y propiedades fisicoquimicas que pueden

afectar a la fiabilidad de los diferentes ensayos (Oberddrster et al., 2005)

Los expertos recomiendan analizar cada nanosistema independientemente. Las
caracteristicas especificas, conocidas a través de una exhaustiva caracterizacion del
nanomaterial, afectan al perfil toxicoldgico, por ejemplo, las AuNPs con un didmetro de
particula menor de 2 nm poseen un grado inesperado de toxicidad superior a tamafios
mayores (Schmid et al., 2008); también, dependiendo del recubrimiento quimico de su

superficie, el nanosistema puede ser capturado por el sistema fagocitico mononuclear
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(SFM); la forma de la particula puede dictar el inicio de la fagocitosis y afectar a las tasas

de internalizacion celular (Fadeel et al., 2010).

Ademés, los factores externos pueden modificar el perfil toxicologico de las
AuNPs. Los medios de crecimiento celular (para estudios in vitro) contienen proteinas de
suero, aminoacidos esenciales, vitaminas, electrolitos y otros productos quimicos que
podrian interactuar con las AuNPs y cambiar sus propiedades fisicoquimicas (tamafo,
estado de agregacion, carga superficial y quimica de superficie) (Alkilany et al., 2010).
Las AuNPs estables en solucion acuosa tienen una carga superficial que estabiliza el
sistema frente a la agregacion a través de las repulsiones electrostaticas, pero la presencia
de electrolitos y la alta fuerza idnica de los medios bioldgicos pueden provocar la
agregacion de las AuNPs a través de la interaccion electrostatica (Vesaratchanon et al.,

2007).

Cedervall demostré que muchas proteinas plasmdticas son adsorbidas en NPs de
forma espontdnea adoptando las propiedades fisicoquimicas de la cubierta de las
proteinas adsorbidas (Cedervall et al., 2007; Lynch et al., 2007; Lundquist et al., 2008).
Los estudios de cultivos celulares in vitro son el método mas utilizado para la evaluacion
de la nanotoxicidad. Sin embargo, siempre deben ir acompafiados de estudios in vivo, ya
que los datos obtenidos de los estudios in vitro pueden ser engafiosos. Muchos de los
ensayos in vitro dependen de la medicion de cambios colorimétricos o de fluorescencia.
Las AuNPs absorben luz en la region visible y debe considerarse la interferencia con estos
ensayos. Ademads, las AuNPs pueden adsorber moléculas como colorantes indicadores de

los medios o absorber fluorescencia (Alkilany et al., 2010).

Por otro lado, los estudios nanotoxicogendmicos pueden proporcionar
informacion 1til sobre los perfiles de expresion génica global en las células que han sido
expuestas a las AuNPs y ayudar a comprender las respuestas biologicas provocadas por
los nanomateriales. La protedmica también ha demostrado ser una herramienta util para
el estudio de las interacciones de las AuNPs con biomoléculas cuando estas entran en un

entorno biologico.
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En las estrategias in vitro también deben incluirse estudios de internalizacion
celular ya que se ha demostrado una correlacion con la toxicidad (Fadeel et al., 2010). En
la Tabla 1.2 se resumen algunos resultados de toxicidad in vitro de las AuNPs en algunas

lineas celulares.

Tabla 1.2 Resumen de los resultados de toxicidad in vitro de las AuNPs. (Alkilany et al,, 2010): (1) (Goodman
etal, 2004); (2) (Shukla et al, 2005); (3) (Connor et al, 2005); (4) (Pernodet et al.,, 2006); (5) (Patra et al,, 2007);
(6) (Khan et al, 2007); (7) (Pan et al, 2007); (8) (Villiers et al, 2010); (9) (Pan et al, 2009); (10) (Gu et al, 2009).

. Tamaiio - . .
Tipo Celular (nm) Superficie Conclusiones Referencia
Eritrocitros de 5 Amonio cuaternario, | AuNPs catidnicas son mas 1
mamifero acido carboxilico toxicas que las anidnicas
Macréfagos de - _ AuNPs no tdxicas ni
,g 3.5 Lisina, Polilisina . . 2
Raton inmunogénicas
Leucemia 412 18 CTAB, citrato cisteina, AUNPs no téxicas ni 3
humana e glucosa, biotina inmunogénicas
. AuNPs produjeron
Fibroblastos disminEcién Jde la
dermales 1,13 Citrato . ., ., 4
proliferacidn, adhesiény
humanos .
movilidad
Rion de bebé . AuNPs no toxicas ni
33 CTAB y citrato . - 5
de hamster inmunogénicas
Carcinoma

. _ AUNPS No téxi _
higado 33 CTABy citrato UlNFS no toxicas ni 5
inmunogénicas

humano
Carcinoma
pulmoén 33 CTAB y citrato AuNPs fueron tdxicas 5
humano
AuNP 1.4i j
1.4,3.7 Citrato, Monofosfato unecsrc(steis olrnedsl:izzon
Hela %370 | de trimetilfosfina, GSH, ecrosis p 6,9, 10
15, 18 PEG oxidativo, el resto de
AuNPs no fueron toxicas
0.8,1.2, e . AuNPs de 1.4 fueron
Melanoma 1.4,1.38, Monot'rlfenllfosfma 4 toxicas, el resto de AuNPs 7
humano trisulfonato .
15 no fueron téxicas

AuNPs no toxicas y no
10 Citrato indujeron activacion de 8
células dendriticas

Dendritas de
raton
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Los estudios in vivo se ven limitados por factores éticos, econémicos y practicos.
Los nanomateriales para uso clinico deben pasar por estudios de absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecion (ADME) para conocer cudl es el comportamiento del material
a nivel de biodistribucion y farmacocinética. Ademas, los nanomateriales, a diferencia de
muchos farmacos de moléculas pequefias, pueden ser transportados a través del sistema
linfatico, lo que obviamente tiene implicaciones inmunoldgicas. Sin embargo, los
nanomateriales pueden ser muy diferentes en tamafo y caracteristicas fisicoquimicas, lo
que hace dificil universalizar los estudios de ADME vy las propiedades toxicologicas para

reflejar las caracteristicas de una clase de nanomateriales (Nystrom et al., 2012).

The ILSI Research Foundation/Risk Science Institute Nanomaterial Toxicity
Screening working group propone en la evaluacion de la toxicidad in vivo incluir las
exposiciones por via oral, topica y parenteral. Ademas, estos estudios deberian incluir la
evaluacion de los marcadores de la inflamacion, el estrés oxidativo y la proliferacion

celular en 6rganos y tejidos seleccionados (Oberdorster et al., 2005).

En el cuerpo humano las NPs interactian con proteinas de la sangre y esta union
define la captacion de las NPs por diferentes células del sistema inmune. Sin embargo,
diversos estudios de seguridad realizados, sugieren que las NPs no son sustancialmente

mas inmunotoxicas que los medicamentos convencionales (Dobrovolskaia et al., 2007).

Experimentalmente, la posible citotoxicidad de las AuNPs es bastante
contradictoria. Si las AuNPs no tienen ninglin recubrimiento, los resultados de toxicidad
son inciertos ya que se ha demostrado in ivtro que aglomeran en medios fisiologicos y no
se puede controlar la dispersidad de la solucion (Vivero, 2014; Parkkola, 2014). Ademas,
si el limite de concentracion de particulas no es superior a las 10'% particulas/ml, las
AuNPs con diametros entre 3 y 5 nm no son citotoxicas. La toxicidad con niveles
inferiores a este nimero se asocia con didmetros de AuNPs de 1 a 2 nm y se justifica por

la capacidad de las AuNPs de este tamafio para unirse a las biomoléculas como ADN,
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cambiando el funcionamiento de los procesos moleculares celulares (Khlebtsov et al.,

2011). En la siguiente tabla se resumen algunos experimentos in vivo, analizando la

toxicidad de las AuNPs sin ningtn tipo de recubrimiento (Tabla 1.3).

Tabla 1.3 Resumen de los resultados de toxicidad in vivo de las AuNPs sin ningtin tipo de recubrimiento.
(Alkilany et al, 2010). (1) (Kattumuri et al, 2007); (2) (Sonavane et al, 2008); (3) (Hillyer et al, 2001); (4) (Chen
etal, 2009); (5) (Cho E. C. et al, 2009; Cho W.-S. et al, 2009); (6) (Bar-1lan et al.,, 2009).

Tamaiio . 5
. , Via de Tiempo de n2 i .
Animal Nanoparticula . . .. 7 . Conclusiones Referencias
Adminitracion Incubaciéon  Animales
(nm)
Acumulacion en pulmén e
Cerdo 15-20 Intravenosa 0,5-24 h 3 higado, no se observan efectos 1
secundarios
Acumulacion en higado y bazo
Ratén todos los tamaiios, las de 15y 20
(ddy) 15, 20, 100, 200 Intravenosa 24 h 3 nm se encontraron también en 2
v corazon, estomago, rifién y
cerebro
Ratén Absorcion gastrointestinal, no
4,10, 28, 58 Oral 168 h NA L. 3
(BALB/c) ra toxicidad.
Ratén | 3,5,8, 12, 17,37, Intraperitoneal >1200 h 6 Ietalsi'dsa'd50 Zr]c-)o:: Ir:: I1::‘ed :jirzonﬂ 4
(BALB/c) 50, 100 P ' P 26 LT
27 nm
Ratén Produjeron inflamacion y
13 Int >168 h 9 . 5
(BALB/c) ntravenosa apoptosis en el higado.
Pez 3,10,50,100 | mYeccionenel 120h 12 No produjeron toxicidad 6
Cebra agua

1.5 Aplicaciones biomédicas de las AuNPs en dermo-cosmética

Estudios recientes dilucidaron las ventajas del uso de nanoparticulas en los

cosméticos (Alka et al., 2014; Wiechers & Musee, 2010). La industria cosmética esta

adquiriendo grandes ventajas de la nanotecnologia a través del desarrollo de

nanoparticulas a medida para mejorar el rendimiento y la biodisponibilidad de

ingredientes activos en productos cosméticos tales como protectores de solares, cremas

antienvejecimiento, cremas hidratantes y perfumes (Patel et al., 2011).
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Las nanoparticulas de oro se han utilizado en diversos dispositivos médicos tales
como en la desinfeccion de heridas de la piel, antinflamacitorios, cremas faciales y cremas

antienvejecimiento (Alka et al., 2014).

Los beneficios del oro para el cuidado de la piel son muy diversos y su aplicacion
viene siempre dada en forma de coloide combinada con cubiertas poliméricas, lipidicas y
marcajes con anticuerpos. También se utilizan muchas variantes en polvo de oro de 24K
(99,9% de pureza) para su aplicacion directa sobre la piel. Los beneficios del oro son
ampliamente reivindicados a nivel mundial por el sector cosmético con una implicacion

muy importante en:

Reduccion de arrugas, lineas finas y manchas:

Los modelos de belleza han ido cambiando y el tener una piel clara, libre de
arrugas y manchas es, actualmente, el deseo final de muchas mujeres y hombres. Las
soluciones de oro coloidal (AuNPs) combinadas con aceites y estractos, o conjugadas a
ingredientes nutritivos activan las células basales de la piel, aumentando asi la elasticidad

de la piel (Saraf et al., 2010).

Bloquear el transporte de melanina a la superficie de la piel es el método mas
eficaz para limitar la aparicion de pecas y manchas de la edad. Por lo tanto, la acumulacion
localizada de la melanina en la superficie de la piel se puede reducir gracias a nanoterapias
basadas en AuNPs (Biophoton, 2015). Por lo tanto, ayudan a reducir las arrugas, las lineas

de expresion, manchas y marcas en la piel, reduciendo asi los signos de la edad.

Estimulacion de las células de la piel:

Los iones presentes en las AuNPs conjudas con polietilenglicol ayudan a estimular

las células, los nervios y las venas del cuerpo lo que conlleva a una mejor circulacion
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sanguinea. Esto aumenta el metabolismo de las células de la piel y la secrecion de residuos

(Luft, 1994).

Reduccion del agotamiento del colageno:

El coldgeno se produce naturalmente en el cuerpo y mantiene el cuerpo flexible.
Es a su vez, el responsable de darle a la piel un aspecto liso. Los niveles enddgenos de
colageno del cuerpo comienzan a agotarse a partir de los 25 afios. Los cuidados de la piel
a través de terapias mediante oro coloidal, combinadas con emulsionantes nutritivas,

pueden ralentizar el agotamiento del colageno en las células de la piel (Kim et al., 2005).

Protector frente al dano solar:

Las nanoparticulas de oro aumentan el factor de proteccion solar de los filtros

solares comerciales debido a la reflexion y dispersion de la radiacion UV (Borase et al.,

2014).

Tratamiento de alergias:

Las propiedades antioxidantes presentes en el oro ayudan a aumentar la
circulacion de la sangre que conduce a la reduccion del acné y alergias de la piel (Frenk,

1995).

Efectos antiinflamatorios:

Las AuNPs tienen propiedades antibacterianas y antiinflamatorias que ayudan al
oxigeno a entrar en la piel para la renovacion de las células. Esto ayuda en el tratamiento

de ulceras y otros trastornos inflamatorios de la piel (Frenk, 1995).
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Aumento de la elasticidad de la piel:

La piel tiende a hundirse cuando su elasticidad disminuye o se pierde por
completo. El uso de las AuNPs evita la pérdida gradual de elastina y restaura la elasticidad
de los tejidos. Esto impide que la piel se hunda, aumentando la elasticidad de la piel y

dandole firmeza (Soto et al., 2015).

En conclusion, la aplicacion de las AuNPs en la piel humana interviene en
dferentes procesos que ayudan a mejorar su aspecto. No solo ayudan a mantener la piel
brillante, sino que también son beneficiosas al disminuir el agotamiento del colageno,
aumentar la elasticidad de la piel, estimular las células haciendo que la piel gane firmeza
y previniendo el envejecimiento prematuro, la aparicion de arrugas y las manchas solares

(Otto et al., 2009; Wiechers & Musee, 2010; Prajapati et al., 2011; Alka et al., 2014).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Nuestro mayor conocimiento de la fisiologia de la piel ha dado lugar a una
revolucion en la ciencia dermocosmética. Desde su aparicion, los cosméticos han tenido
como finalidad mejorar la apariencia personal mediante la aplicacion directa sobre la piel;
sin embargo, hoy en dia los cosméticos han adquirido un nuevo papel en la dermatologia
a través del apoyo de la gestion de muchos trastornos de la piel. Este papel evolutivo de
los cosméticos en el cuidado de la piel se debe principalmente a los avances cientificos y
tecnologicos que han cambiado la percepcion y entendimiento de la fisiologia de la piel

y como los cosméticos estan ayudando a mejorarla tanto fisica como bioldgicamente.

La mayoria de la investigacion dermocosmética se lleva a cabo en modelos in
vitro o de piel reconstruida, crucial en la investigacion dermatoldgica, dada la prohibicion
estricta impuesta por la Union Europea en pruebas con animales. Ademas, el disefio y la
conduccion de los ensayos que evalian los productos dermocosméticos siguen
actualmente reglas comparables a las utilizadas en el desarrollo y la evaluacion de
productos farmacéuticos. Los ingredientes activos dermocosméticos se prueban in vitro
para medir su efecto preciso en la expresion de genes y proteinas. Los productos finales
se evallian a través de técnicas in vivo no invasivas (usadas también para ingredientes
activos en estudios de prueba de concepto), junto con su impacto en la apariencia de la
piel y su sensacion en la piel. Estas técnicas son extremadamente utiles tanto para

identificar nuevos ingredientes activos como para probar productos finales.

El objetivo de este proyecto ha sido realizar el desarrollo in vitro e in vivo de un
nanosistema llamado “GH” (Golden Hyaluronan) disefiado por Endor Nanotechnologies
como potente agente estimulante frente al envejecimiento celular de la piel. El GH esta
constituido por nucleos de oro de 12 nm que hacen de soporte a oligosacaridos de acido
hialurénico que podrian permitir alcanzar capas inferiores de la piel sin ser degradados.
Al alcanzar capas mas profundas, el GH podria actuar directamente sobre las células de
la piel, interaccionando con sus receptores para estimular la sintesis de HA, coldgeno y

elastina, mejorando asi la matriz extracelular de la piel y protegiéndola frente al estrés

69



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

oxidativo y el envejecimiento prematuro. Estos efectos podrian ser aplicados en un
tratamiento facial, consiguiendo un aumento de la firmeza de la piel y una disminucion
en la apariciéon de arrugas. Ademas, este producto podria ser utilizado para otras
aplicaciones corporales. Al estar aumentando la matriz extracelular, el GH podria también
aumentar la densidad de la piel y/o su grosor y en consecuencia podria enmascarar las
irregularidades que producen los hoyuelos de la celulitis. De manera que, afectando
solamente a capas mas profundas de la epidermis, el GH podria presentar un potente
efecto rejuvenecedor de la piel de la cara, asi como un potente efecto anticelulitico en los

muslos.

Por lo tanto, en la presente tesis se pretende dar un enfoque cientifico
multidisciplinario y examinar los principales factores en la investigacion y el desarrollo
de un producto dermocosmético, las directrices de seguridad y la reglamentacion
necesaria para su produccion y comercializacion.

Los objetivos especificos de esta tesis han sido:

I.  Caracterizacion del GH

Es imprescindible realizar los estudios de caracterizacion de los nanomateriales
del proyecto antes de ser probados para confirmar la reproducibilidad y calidad
de la produccién. Las AuNPs resultantes de la sintesis deben ser dispersas,
uniformes y con una distribucién de tamano reducido. La conjugacion de las
AuNPs con el HA, durante la produccion del GH, no debe cambiar estas

caracteristicas.
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IIL.

II1.

IV.

Estudios de viabilidad celular

Se estudiara el perfil toxicologico in vitro del GH. Ademas, se analizard el
potencial mutagénico y genotdxico del GH para descartar posibles lesiones en el

genoma de las células.

Estudios de seguridad ex vivo v eficacia in vitro

Una vez realizados los ensayos de viabilidad celular se realizaran las pruebas de
absorcion transdérmica e irritacion para determinar la seguridad del GH. Tras las
pruebas de seguridad, se realizardn ensayos de migracidon, proliferacion y
expresion génica in vitro para determinar si entre los efectos del GH hay efectos

que pudieran ser considerados regenerativos y antiedad.

Estudios de seguridad v eficacia in vivo

Concluir la tesis con la validacion de seguridad y eficacia del GH como

ingrediente activo, mediante ensayos in vivo con voluntarios.
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3. MATERIALES Y METODOS

La seccion de materiales y métodos de esta tesis se divide en nueve capitulos que se distribuyen en

seis partes principales.

Parte 1: Sintesis de nanomateriales: sintesis de AuNP, AuNP-HA (GH) y AuNP-PEG.
Las AuNP-PEG han sido utilizadas como control de NPs en algunos de los estudios de
viabilidad y en las técnicas de caracterizacion fisica y quimica para confirmar forma,

tamafio y estabilidad de los nanomateriales.

Parte 2: Estudios de viabilidad celular y seguridad in vitro: estudios de toxicidad,

mutagenicidad, genotixicidad, absorcion transdérmica e irritacion.

Parte 3: Estudios de eficacia in vitro: diferentes estudios que determinaran si el producto
es un ingrediente activo suficientemente competitivo para realizar los estudios en
voluntarios como producto dermo-cosmético.

Parte 4: Estudios de seguridad y eficacia en voluntarios: se realizaran los estudios en
voluntarios utilizando el GH como ingrediente activo dentro de un producto dermo-

cosmético.

Parte 5: Producto Final: Disefio de la formulacion final del producto, determinacion de

las especificaciones y completar ficha de registro europeo.

Parte 6: Analisis estadistico de los datos obtenidos.

75






MATERIALES Y METODOS

3.1 Parte 1: sintesis de los nanomateriales

Los nanomateriales utilizados en este estudio son:

e GH (AuNP-HA): Nanoparticulas de oro de 12 nm conjugadas a oligosacaridos de
acido hialurénico.

e AuNP-PEG: Nanoparticulas de oro de 12 nm conjugadas a moléculas de
polietilenglicol.

e HA: 4cido hialurdénico 10 kDa.

La sintesis de los nanosistemas conta de la sintesis y caracterizacion de las AuNPs,

seguido de la conjugacion a moléculas de HA o PEG.

3.1.1 Sintesis de las AuNPs

Las AuNPs de 12 nm fueron sintetizadas por el equipo cientifico de Endor
Nanotechnologies, donde inicialmente se realizd6 una puesta a punto del protocolo.
Utilizando un baldn de vidrio calefactado con un refrigerante en serpentin, se afiadieron
150 ml de agua con agitacion intensa y 2,58x10-3 M de citrato trisddico dihidratado: una
vez llegd a ebullicion, se inyecto rapidamente 1ml de HAuCl4 25 mM. Pasados 3 minutos
se par6 la reaccion. El color de la solucion paso de transparente a rojo burdeos y se obtuvo

una solucion de NPs con 33 ppm de oro (sintesis 1X). (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Evolucidn colorimétrica de la sintesis de AuNPs 100ppm. Vivero, L (2014). Disefio y caracterizacion
de sistemas de liberalizacién de farmacos basados en nanoparticulas metdlicas y dcido hialurénico (tesis

doctoral). Universidad de Barcelona, Espafia.

Posteriormente, esta reaccion de sintesis fue optimizada para conseguir
concentraciones de AuNPs mas elevadas. Se consigui6 una solucién de AuNPs con 100
ppm de Au (sintesis 3X), manteniendo las mismas condiciones anteriores, pero ajustando
proporcionalmente la concentracion de citrato trisddico dihidratado y la concentracion de

sal de oro.

3.1.2 Sintesis de AuNPs-PEG

Las nanoparticulas de oro obtenidas en el apartado anterior estan estabilizadas en
el medio acuoso por el citrato, sin embargo, no estdn conjugadas a moléculas
estabilizantes (conocidas en el sector como desnudas o naked). Estas AuNP no
conjugadas no pudieron utilizarse como control en los estudios bioldgicos debido a que
aglomeran en medios biologicos debido a las condiciones i6nicas. En los experimentos
en que fue necesario incluir un control de nanoparticulas, se utilizaron AuNPs recubiertas
por PEG (polietilenglicol), ya que se ha demostrado que son muy estables y
biocompatibles y actuarian en nuestros experimentos como unas nanoparticulas inertes.

El PEG es posiblemente el recubrimiento mas utilizado para hacer que los diferentes tipos
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de NP sean biocompatibles y es ampliamente utilizado en la industria farmacéutica para

alargar la vida media de los diversos agentes farmacéuticos (Fishburn, 2008), aunque

también puede influir negativamente en el rendimiento como portador de farmacos en las
nanoparticulas. Las desventajas del recubrimiento con PEG incluyen la interferencia con
las interacciones de las células y las AuNPs y las reacciones inmunes a las AuNPs-PEG

(Amoozgar & Yeo, 2012).

Las AuNPs se sintetizaron como se describid anteriormente. Se afiadieron 200 mg
de PEG (O- [2- (3 - mercaptopropionilamino) etil] - O '- metilpolietilenglicol, Sigma -
Aldrich) a 133,3 mL de AuNPs (100 ppm) y se dejo la reaccién de conjugacion en

agitacion durante 30 min hasta conseguir el nanoconjugado AuNP-PEG.

3.1.3 Sintesis de HASH

Con el objetivo de unir fuertemente los oligosacaridos de HA a las AuNPs, se
realiz6 una modificacion a la sal soédica que consistio en anadir un grupo tiol terminal.
La sintesis de la tiolacion se siguido por el método descrito en la bibliografia y se

representa en la Figura 3.2.
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HA
nan 5~ Djclorhidrato de cistamina
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Figura 3.2 Representacion de la tiolacion del HA Vivero, L (2014). Disefio y caracterizacion de sistemas de
liberalizacion de farmacos basados en nanoparticulas metdlicas y dcido hialurdnico (tesis doctoral). Universidad

de Barcelona, Esparia.

El diclorhidrato de cistamina se enlaz6 covalentemente en la posicion terminal del
polisacarido. El cianoborohidruro de sodio se utiliz6 para activar el carbono anomérico
del polisacarido y facilitar la substitucion nucledfila de cistamina. EI DTT se afiadio para

romper los enlaces disulfuros de la cistamina.

3.1.3.1 Tiolacion del HA 10 kDa

La tiolaciéon del HA 10 kDa se realizo disolviendo 0,35 mM de hialuronato sédico
y 35,6 mM de diclorhidrato de cistamina en un tampén compuesto por 0,1 M H3BOs y
0,4 M HCI (pH 8). El balon de reaccion se calent6 a 45 °C con agitacion. A continuacion
0,2 M de cianoborohidruro de sodio se afiadié y se dejo reaccionar durante 5 dias bajo
atmosfera de argon. Transcurrido este tiempo, se afiadié 0,13 M de D-L-ditiotreitol
durante una hora. Finalmente se dializ6 la soluciéon en membranas con un punto de corte

de 3,5 kDa, en una soluciéon de 0,3 mM de HCl y 10,26 mM de NaCl inicialmente y una

80



MATERIALES Y METODOS

solucion con HCL a ¢,3 mM posteriormente. Una vez comprobado que el producto se

habia dializado correctamente, el producto final se liofilizo.

3.1.4 Sintesis del Golden Hyaluronan (GH)

Una molécula de GH consiste en una AuNP de 12 nm recubierta por moléculas de
HA unidas covalentemente a la AuNP. Para obtener este nanoconjugado, el primer paso
fue la tiolacion de HA de 10kDa, seguido de la didlisis y la liofilizacion (véase apartado

3.1.3.1).

La reaccion se realizd en agitacion, anadiendo 0,130 mM de HASH 10 kDa en
una solucion de AuNPs 12 nm (100 ppm) durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Ademas, posteriormente a la conjugacion se procedio a la dilucion del lote de AuNPs 3X
(100 ppm de Au) a 1X (33 ppm de Au). El nuevo lote de GH se esteriliz6 por filtracion,

se alicuot6 y se guardo a 4 °C.

3.2 Parte 1: caracterizacion fisicoquimica de las AuNPs y del GH

3.2.1 Microscopia electronica de transmision

La microscopia electronica de transmision (TEM) se basa en un haz de electrones
que pasa a través de una muestra ultrafina en vacio, formandose una imagen a partir de
las interacciones de los electrones con la muestra. Dependiendo de la densidad de la
muestra, los electrones pasan o se dispersan y desaparecen de la viga. Los electrones no
dispersados golpean una pantalla fluorescente y se forma una imagen de la muestra. Las
muestras con alta densidad electronica, como las AuNPs, pueden ser detectadas
directamente por TEM, mientras que las muestras organicas necesitan ser procesadas

previamente.
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Se colocaron 10 pl de AuNPs o GH en una rejilla de cobre (rejilla de cobre de
malla 200 revestida con formvar, Ted Pella, INC.) y se secaron al aire. Las AuNPs fueron
visualizadas por JEOL 1010 de la CCiTUB, a 80 kV con una cdmara CCD Megaview III
y el software de adquisicion de imagenes AnalySIS. De cada muestra se midieron 200

NPs para el andlisis de distribucién de tamafio por Imagel.

3.2.2 Dispersion de luz dinimica

La dispersion de luz dinamica (DLS) puede medir el tamafio medio (didmetro
hidrodindmico) no sélo del nucleo de las NPs, sino también del recubrimiento organico
que las envuelve. Ademas del diametro de la muestra, DLS proporciona informacion
sobre su dispersidad. DLS mide la fluctuacion dependiente del tiempo (el movimiento
browniano) en la intensidad de dispersion de una luz ldser monocromadtica dirigida a la

suspension de la muestra.

Las muestras de AuNPs y de GH se analizaron en cubetas de plastico (BrandTech
Scientific, Inc.) con una longitud de trayectoria Optica de 1 cm. El analisis de DLS se
realiz6 utilizando Malvern Nano ZSizer de la serie nano ZS (Malvern Instrument, UK) a
una longitud de onda de 532 nm con una dispersion de angulo fijo de 173°. Se hicieron
medidas de 3 lotes de GH por triplicado para obtener una media y una desviacion tipica

del tamano.

3.2.3 Potencial Z

El potencial Z (Pot Z) es una herramienta utilizada para determinar el estado de la
superficie de las NPs y predecir asi la estabilidad de la solucion. Debido a los iones en
superficie, las AuNPs en solucion presentan una carga superficial. Cuando la diferencia

entre las cargas de solvatacion y la carga dispersa de la solucion es baja, se dan las
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condiciones adecuadas para la formacion de aglomerados, ya que la carga superficial de
las particulas atrae a otras particulas con cargas de signo contrario. Sin embargo, si el
valor de Pot Z es alto (por encima de 30 mV), se dan las condiciones adecuadas para que
las fuerzas de repulsion electrostatica predominen y se evite asi la formacion de

aglomerados.

Se midi6 el Pot Z en el Zetasizer de Malvern serie nano ZS (Malvern Instrument,
UK) usando cubetas capilares en forma de U (Disposable capillary cell) con dos
electrodos de placas paralelas planas (célula capilar desechable, instrumento Malvern).
Se hicieron medidas de 3 lotes de GH por triplicado para obtener una media y una

desviacion tipica del tamafo.

3.2.4 Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo

La espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) es
capaz de detectar metales por ionizacion de la muestra a concentraciones tan bajas como

ppt (partes por trillon) y luego separar y cuantificar estos iones. Ademas de cuantificar la

cantidad de oro en la solucion de AuNP, la ICP-MS puede usarse para detectar y
cuantificar oro en células y tejidos animales con un proceso de digestion previo.
Utilizamos ICP-MS para cuantificar las cantidades de Au en las soluciones de AuNP, GH

y AuNP-PEG en:
e Soluciones producidas en cada sintesis (caracterizacion de lotes).

e Soluciones recogidas en el ensayo de seguridad in vitro (apartado 3.4.1, test de

absorcion transdérmica).
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Una vez obtenida la cantidad de oro en solucion por ICP-MS y conociendo el peso
de una sola nanoparticula de 12 nm, se pudo conocer el nimero de NPs en suspension

utilizando la siguiente férmula:

N® NPs = V, /Vyp = (Mass, /5, )/(TT*D6)

Para determinar la concentracion de Au en las soluciones organicas, las muestras
fueron previamente digeridas con acido nitrico, acido clorhidrico y H>O», que en conjunto
forman agua regia, para degradar la parte organica de la solucion. La digestion se realizo
durante la noche a 90 °C. Después de la digestion, se prepararon muestras con un volumen
definido de tiourea (Sigma-Aldrich) en HCI al 1% (dependiendo del peso de la muestra).
El andlisis de ICP-MS se realizd por el CCiTUB utilizando un PerkinElmer Optima
3200RL ICP-MS (Waltham, MS) en condiciones estandar. E1 HNO3, el H202 y el HCI
utilizados en la digestion para el andlisis de ICP-MS fueron en grado Instra-analisis

(Baker) y el grado Supra-analizado (Merck).

3.2.5 Analisis elemental organico del GH

El andlisis elemental organico (AEO) cuantifica la cantidad (tipicamente un
porcentaje de peso) de un elemento en un compuesto, mas comunmente carbono,
hidrogeno, nitrogeno y azufre. La combustion de la muestra con un exceso de oxigeno
puro a 1000 °C, da lugar a productos tales como CO2, H20 y N2 que son arrastrados con
He a través de un tubo de reduccion y separados por conductividad térmica. Esta técnica
solo puede cuantificar materia orgéanica, por tanto, no puede cuantificar las AuNPs. Por

ese motivo, se utilizo6 AEO para cuantificar la cantidad de HA que forma parte del GH.
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Las muestras de GH se liofilizaron antes del andlisis. El andlisis fue realizado por
el CCiTUB utilizando un analizador de elementos orgéanicos Thermo EA 1108 (Thermo
Scientific) en condiciones estdndares recomendadas por el fabricante (flujo de helio a 120
ml / min, horno de combustién a 1000 °C, horno de columna cromatografica a 60 °C,
oxigeno dentro Del bucle: 10 ml, 100 kPa). También se empled un analizador Thermo
AEQOFlash 2000 (Thermo Scientific) (flujo de helio a 140 ml / min, en un horno de
combustion a 950 ° C, horno de columna cromatografica a 65 © C, oxigeno dentro del

bucle: 10 ml, 250kPa).

El GH contiene moléculas de HA conjugadas a la superficie de las AuNPs y
moléculas de HA en exceso. Para conocer el nimero exacto de cadenas covalentemente
unidas a la AuNP, se utilizaron técnicas de separacion y filtracion que eliminaron las
moléculas que no estaban unidas a las AuNPs. Primero se hizo la limpieza del exceso de
HASH no conjugado y se utilizo el Labscale TFF system con membranas Biomax de
Millipore de 100 NMWL. La purificacion se realizé anadiendo agua destilada (10 veces
el volumen inicial) y se concentrd hasta 100 ppm de Au. De esta manera, pudimos calcular
el nimero de cadenas de HA covalentemente unidas a las AuNPs usando los datos del

AEQ y del ICP-MS (Au cantidad) y el nimero calculado de AuNPs en solucion.

3.2.6 Estudios de calidad y estabilidad

La estabilidad de los ingredientes activos es el principal criterio para determinar
la calidad de cualquier producto médico, farmacéutico o cosmético lanzado al mercado.
La estabilidad se define como la capacidad de un producto médico, farmacéutico o
cosmético para conservar sus propiedades quimicas, fisicas, microbiologicas y
biofarmacéuticas dentro de limites especificados, a lo largo de su tiempo de conservacion.
Existen varias formas de inestabilidad, como por ejemplo la degradaciéon quimica del
ingrediente activo, la formacion de productos toxicos por efecto del proceso de
descomposicion o la inestabilidad producida por cambios de temperatura o pH que

pueden disminuir la eficacia del producto final.
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De cada lote de GH, se guardaron a 4 °C dos contramuestras de 50 ml debidamente
etiquetadas. Posteriormente, se utilizo una de las dos contramuestras para proceder a los

estudios de estabilidad, y poder confirmar asi la calidad del producto.

3.2.6.1 Espectroscopia ultravioleta visible

El fendmeno de desplazamiento de SPR cuando se produce el agregado de AuNPs
puede ser examinado usando espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis) ademés de
inspeccion visual. El pico de absorbancia caracteristico de las AuNPs (520nm) y del GH
(524nm) se desplaza hacia la derecha y se ensancha segtn el grado de agregacion de las

AuNPs.

Los espectros de AuNPs y GH en solucion de sintesis se midieron con el
espectrofotometro Biotek PowerWave XS utilizando el software Gen5. Las lecturas se
realizaron utilizando placas de 96 pocillos y un volumen minimo de 150 pl de los

nanomateriales.

3.2.6.2 Examen Visual

La agregacion de nanoparticulas de oro en solucion se visualiza facilmente a
simple vista debido al cambio de color del rojo al azul. La resonancia de plasmon
superficial (SPR) de AuNPs de tamafio de hasta 20 nm causa la absorcion de luz en el
espectro azul-verde mientras que el rojo se refleja, produciendo el caracteristico color
rojizo. A medida que aumenta el tamafio de particula, como por ejemplo debido a la
agregacion, la longitud de onda del SPR relacionada con la absorcion se desplaza a
longitudes de onda mas largas, dando como resultado la absorcion de la luz roja y
produciendo la reflexion en azul. Este fendmeno se produce en color azul / morado

representado en la Figura 3.3.
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Figura 3.3 Solucion de AuNPs agregadas de color azul (A) y AuNPs estables de color rojo de mayor a

menor concentracion (B, Cy D).

3.3 Parte 2: estudios de viabilidad celular

La viabilidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares
basicas que conllevan a que se produzca un dafio en las células que pueda ser detectado.
Los estudios de viabilidad celular son capaces de detectar mediante diferentes
mecanismos celulares conocidos, los efectos adversos de interferencia con las estructuras
celulares, con mecanismos esenciales para la supervivencia celular, la proliferacion y/o

las funciones metabolicas celulares (Repeto, 2002).

Para realizar los estudios de la viabilidad celular se escogieron dos lineas celulares
humanas, una linea de fibroblastos dérmicos humanos (HDF, obtenidos en ATCC® con
nimero de catdlogo PCS-201-012™) y una linea de queratinocitos dérmicos humanos
(HaCat, obtenidos en ATCC® con numero de catdlogo PCS-200-011™). Los fibroblastos
dérmicos humanos derivan de la dermis de piel humana adulta y en condiciones de cultivo
celular son capaces de sintetizar y secretar proteinas de la matriz extracelular. Los
queratinocitos humanos (junto a los HDF), son unas de las células mejor caracterizadas y
mas utilizadas en la investigacion dermatoldgica y cosmética ya que la epidermis se
compone predominantemente de queratinocitos (Boukamp et al. 1988; Boukamp et al.
1997). HDF y HaCat son dos de las lineas celulares mejor establecidas para el analisis in

vitro de la proliferacion celular, migracion celular y metabolismo del acido hialurénico,
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colageno (tipo 2, 3,4 y 5) y elastina, asi como para la determinacién de la cicatrizacion

de heridas (Hedman et al, 1979).

3.3.1 Ensayo de toxicidad in vitro

Las pruebas de citotoxicidad in vitro se utilizan cominmente en la definicion del
perfil toxicoldgico de productos quimicos y farmacéuticos. A diferencia de los estudios
con animales, es éticamente mas aceptable y menos costoso de realizar, ademas de ser
también mas faciles de controlar y de reproducir. Los ensayos més empleados para la
citotoxicidad de los nanomateriales son aquellos mediados a través de evaluacion de
métodos colorimétricos. Sin embargo, las cuestiones de idoneidad de los diferentes
métodos se han planteado y asi como de las pruebas determinadas como vélidas para los

materiales que estan siendo probados (Lewinsky et al., 2008).

Las lineas de fibroblastos humanos (HDF) y queratinocitos humanos (HaCat)
(ATCC, Rockville, MD, EE.UU.) se cultivaron en Medio de Eagle Modificado de
Dulbecco (DMEM) suplementado con suero bovino fetal inactivado por calor (FBS) al
10% (v / v), 100 U / mL de penicilina y 100 pg / ml de estreptomicina, utilizando un
incubador con una atmosfera humidificada (95% de aire / 5% de CO2 v/ v) a 37 °C. Se

sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos (Corning Incorporated, New York,
EE.UU.), 3000 y 5000 células / pocillo (HDF y HaCat respectivamente). Las células
necesitaron un minimo de 24 horas para adherirse, crecer y poder llegar a la fase
logaritmica de crecimiento; posteriormente se afiadié en cada pocillo una solucion de GH
1X (33 ppm) previamente liofilizado y resuspendido en medio de cultivo celular
completo. Se utilizaron una serie de diluciones que fueron de 1%, 3%, 25%, 50%, 75% y
100%. Tras 72 horas de incubacion, las células se visualizaron por microscopia de luz
invertida (Nikon E600) y se tomaron fotos. El tratamiento se retird y las células se lavaron

con PBS tres veces.
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Con el fin de utilizar el ensayo mas compatible con las nanoparticulas de oro, se
evaluaron diferentes ensayos, incluyendo NR y WST-1 ademas del MTT, pero todos ellos
mostraron interferencia con AuNPs. Sin embargo, el ensayo de la hexosaminidasa
demostr6 ser el mas adecuado. En comparacion con los otros métodos, el ensayo de la
hexosaminidasa utiliza una longitud de onda muy diferente al pico de absorciéon de las

AuNPs y no interfiere con ellos (Figura 3.4) y (Tabla 3.1).

Absorbancia (a.u.)

300
312
324
348
360
372
384
396
408
420
432
456
468
480
492
504
516
528
540
552
564
576
588
600
612
624
636
648
660
672
684
696

Longitud de onda (nm)

Figura 3.4 Espectro de absorcién de dos lotes de AuNPs de 12 nm con su caracteristico pico de 520nm.

Tabla 3.1 Longitudes de onda de los diferentes ensayos mas utilizados para evaluar y cuantificar la

viabilidad celular.

Reactivo ‘ Longitud de onda (nm)
MTT 570
NR 550
WST-1 450
HEX 410
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El ensayo que se utilizd para testar la toxicidad celular fue el ensayo de la
hexosaminidasa, que utiliza el reactivo 4-nitrofenil N-acetil-beta-D-glucosaminida; éste
es un sustrato para la hexosaminidasa endogena que cataliza la escision del 4-nitrofenol
y que puede medirse por espectrofotometria. Se afiadi6é una primera solucion “substrato”
previamente reconstituida segun las instrucciones del fabricante y tras una hora a 37 °C
se afiadio la solucion de revelado también reconstituida de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (Tabla 1.1). Acto seguido se midi6 la absorbancia a 410 nm utilizando el

espectrofotometro Biotek PowerWave XS y la viabilidad celular relativa se analizo.

Tabla 1.12 Ensayo utilizado en el estudio de viabilidad celular.

Ensayo Proveedor Incubacion Solucion de revelado Absorbancia
Sigma- .
HEX Aldrich 1 hora EDTA-glicina 410 nm

Las células utilizadas como control negativo fueron tratadas con medio de cultivo
celular completo. Los experimentos de citotoxicidad se realizaron con 6 repeticiones
paralelas y al menos tres veces con ambas lineas celulares. La muestra de GH utilizada
para los estudios de citotoxicidad se analiz6 por ICP-MS para calcular las concentraciones
exactas de Au y esta informacion se utilizé para la determinacion del IC50. Las curvas de
viabilidad celular se construyeron a partir de los datos resultantes de los ensayos de
viabilidad celular y los valores del IC50 se calcularon utilizando las curvas de viabilidad

generados por GraphPad Prism.

3.3.2 Ensayo de mutagénesis de Ames (4Ames Test)

Una parte importante de la evaluacion de la seguridad es la identificacion de
sustancias capaces de inducir mutaciones. Los productos quimicos que pueden inducir
mutaciones probablemente pueden causar dafios en la linea germinal y son incluso

capaces de inducir cancer.
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El ensayo de mutagénesis de Ames es un ensayo de mutacion bacteriana diseniado
para detectar una amplia gama de agentes quimicos capaces de causar dafio genético. Este
ensayo emplea varias cepas dependientes de Salmonella typhimurium que llevan
diferentes mutaciones en el operén de histidina y cepas de Escherichia coli dependientes
de triptéfano que llevan mutaciones en el gen trpE que codifica para el componente
antranilato sintasa I, una enzima necesaria en la sintesis de triptéfano. Cuando estas cepas
de prueba se cultivan en placas de agar que contengan medio minimo con trazas de
histidina / triptéfano, s6lo las bacterias que reviertan a histidina / triptofano-independiente
podran formar colonias. Siempre hay un niimero relativamente constante de revertientes
espontaneas, que aumenta cuando se aflade un mutageno (Mortelmans y Riccio, 2000;

Mortelmans y Zeiger, 2000).

Las cepas bacterianas usadas en el test de mutagenesis fueron: Salmonella
typhimurium cepa TA98, TA100 y TA1535 y Escherichia coli cepa WP2 uvrA pKM101
(Tabla 3.3). Las cepas se obtuvieron de la CECT (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo,

Universidad de Valencia).

Tabla 3.3 Cepas bacterianas utilizadas en el ensayo de mutagenesis de Ames.

Factor
Cepa bacteriana Mutacion Reversion limitante
S. typhimurium Cambio en el marco de la pauta de lectura | Cambio en el marco de la
TA98 en la posicion -1 pauta de lectura Histidina
S. typhimurium
TA100 GAG/CTC to GGG/CCC Sustitucion de un par de bases | Histidina
S. typhimurium
TA1535 GAG/CTC to GGG/CCC Sustitucion de un par de bases | Histidina
E. coli WP2 uvrA
(pKM101) Mutacién ambar sin sentido Transicion / transversion Triptofano

Se resuspendieron las bacterias liofilizadas en medio de cultivo liquido y se
incubaron durante la noche a 37 © C con agitacion. Al siguiente dia, las bacterias fueron
sembradas en placas de agar glucosa minima (GM) con exceso de biotina e histidina
(TA98, TA100y TA1535), ampicilina (TA98, TA100 y WP2 uvrA pKM101) y triptéfano
(WP2 uvrA pKM101) para crear clones individuales. Este proceso de purificacion se

repitio dos veces. Los clones de la segunda placa de purificacion se colocaron en una
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placa de agar GM fresco (suplementado con nutrientes apropiadamente para permitir el
crecimiento bacteriano) a fin de tener una placa control. Cuando se observo crecimiento
bacteriano, los clones se inocularon en el medio de cultivo y se realizé un analisis genético
para asegurar el mantenimiento de la integridad genética. Los pardmetros estudiados
fueron biotina, histidina, biotina & histidina y dependencia al triptoéfano, resistencia a la
ampicilina (cepas incluyendo el plasmido pKM101), marcador uvrA (sensibilidad
extrema a la irradiacion de luz ultravioleta) y la mutacion rfa (modificacion en la capa de
lipopolisacaridos de la membrana celular bacteriana, propiciando una mayor

permeabilidad de la célula a moléculas grandes) (Tabla 3.4 y Tabla 3.5).

Tabla 3.4 Dependencia de las diferentes cepas bacterianas a biotina, histidina, biotina & histidina y

triptéfano verificadas por analisis genético.

Cepa bacteriana Biotina Histidina  Biotina & histidine Triptéfano
S. typhimurium TA98 + + + -
S. typhimurium TA100 + + + -
S. typhimurium TA1535 + + + -
E. coli WP2 uvrA (pKM101) - - - +

Tabla 1.1 Caracteristicas de las diferentes cepas bacterianas utilizadas.

Cepa bacteriana Resistencia Ampicilina Marcador uvrA  Mutacion rfa
S. typhimurium TA98 + - +
S. typhimurium TA100 + - +
S. typhimurium TA1535 - - +
E. coli WP2 uvrA (pKM101) + + -

Para iniciar el ensayo de mutagénesis se cultivaron los clones que habian pasado
el andlisis genético. Al dia siguiente se prepararon las diluciones de GH a 100 ppm, 22
ppm, 11 ppm, 2,2 ppm, 1,1 ppm y 0,11 ppm y una diluciéon de AuNPs-PEG como control
negativo a la maxima concentracion de tratamiento del GH (100 ppm) y se pre-incubaron
con los cultivos de bacterias (1-2 x 10® bacterias) y PBS a 37 °C durante 20 min con
agitacion en tubos de vidrio estériles. 2 ml de solucion fop agar liquido con biotina e

histidina (S. typhimurium) o triptéfano (E. coli) se afiadi6 a cada tubo después de la pre-
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incubacion. Posteriormente las mezclas se vertieron en placas de agar MG. Después de la
solidificacion de solucion de top agar, las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h y las
colonias que se habian formado se contaron (Figura 3.5). El experimento se realiz6 con
muestras por triplicado y ademas se utilizaron los controles positivos de mutagénesis

inductores especificos de cada cepa (Tabla 3.6).

—_— -+
GH/AuNPs- Bacterias dependientes de :
. o . PBS (500ul
PEG/Controles (50ul) histidina o triptofano Ll

(50ul)

2 ml de top agar liquido con
trazas de histidina (con
biotina) o triptofano

Numero de colonias
(reversiones
histidina/triptofano
dependiente

Agar glucosa
minima

37°C / 48 horas

Figura 3.5 Procedimiento pre-incubacion en el ensayo de mutagénesis de Ames. Parkkola, H
(2014). Hyaluronic acid-coated gold nanoparticles as an anticancer drug delivery system - Biological

characterization and efficacy (tesis doctoral). Universidad de Barcelona, Espafa.

Tabla 3.6 Controles de mutagénesis inducida cepa-especifica del Ames Test.

Cepa Bacteriana Control Positivo (placa) Proveedor

S. typhimurium TA98 4-Nitro-o-phenylenediamine (2,5 ug) Sigma-Aldrich
S. typhimurium TA100 Sodium azide (5 ug) Sigma-Aldrich
S. typhimurium TA1535 Sodium azide (5 ug) Sigma-Aldrich
E. coli WP2 uvrA (pKM101) Mitomycin C (0,5 ug) Sigma-Aldrich
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3.3.3 Ensayo de genotoxicidad de cometa (Comet Assay)

Los productos quimicos genotoxicos pueden causar alteraciones en la estructura
de ADN o bien unirse al ADN y producir lesiones perjudiciales para el genoma humano.
El ensayo del cometa es una técnica ampliamente utilizada en la identificacién de
sustancias genotoxicas. El ensayo del cometa, también conocido como ensayo de
electroforesis en gel de célula inica (SCGE), es una técnica cuantitativa, que mide el dafio
del ADN mediante la cuantificacion de la migracion de los fragmentos de ADN

desnaturalizado fuera del nucleo durante la electroforesis (Liao et al., 2009).

Se utilizaron dos lineas celulares, HDH y HaCat, (ATCC, Rockville, MD,
EE.UU.) que se sembraron en placas de 12 pocillos, 3 x 10° células por pocillo. Después
de 24h se afiadio en los pocillos una solucion de GH a la concentracion stock (100 ppm)
en medio de cultivo celular completo. Las células se trataron durante 6 h tras las cuales
se cambiod el medio y 24h después del inicio del tratamiento, las células se recogieron por
tripsinizacion, se centrifugaron y se resuspendieron en PBS. Las suspensiones de ambas
lineas celulares se mezclaron con agarosa de bajo punto de fusion al 1% a 37 °C (Sigma-
Aldrich), y se colocaron en un portaobjetos de vidrio previamente recubierto con agarosa
de rutina al 1% (Sigma-Aldrich) y se cubrieron con un cubreobjetos de vidrio. Los
portaobjetos se dejaron a 4 °C durante 10 minutos y posteriormente los cubreobjetos de
vidrio se retiraron. Seguidamente, los portaobjetos se sumergieron en tampon de lisis
durante 1 hora a 4 °C. Después de lisar las células, los portaobjetos se enjuagaron con
agua destilada y se dejaron en un tampdn de electroforesis para permitir el desovillado
alcalino del ADN durante 20 minutos a 4 °C. Las muestras corrieron en el mismo tampdon
durante 20 minutos a 4 °C a 25 V. Los portaobjetos se enjuagaron durante 5 minutos a
4°C con tampon de neutralizacion. La lisis, la electroforesis y la neutralizacion se llevaron
a cabo en oscuridad. Finalmente, los portaobjetos se tifieron con 1 ug/ml DAPI (Sigma-

Aldrich) y los cometas se visualizaron en el microscopio Nikon E600.
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El dafio en el ADN se cuantificé mediante el andlisis del porcentaje de ADN de la
cola de 50 células por tratamiento usando CaspLab - Comet Project Software. Como
control positivo se utilizaron células tratadas durante 20 minutos con 100 mM de peroxido

de hidrogeno (H20).

3.4 Parte 2: estudios de seguridad In vitro

La valoracion de la seguridad in vitro en los ingredientes activos destinados a
cosmética es basica para el cumplimiento de las directrices relativas al anexo I del
Reglamento (CE) n° 1223/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo sobre seguridad
de los productos cosméticos (https:// www.boe.es/doue/2013/315/1.00082-00105.pdf).

3.4.1 Test de absorcion transdérmica

Este estudio fue realizado en colaboracion con el Servicio de Absorcion
Percutania del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). El objetivo fue
determinar el nivel de seguridad del GH seglin la absorcion percutanea in vitro durante
24 horas de exposicion. El estudio se llevd a cabo en biopsias de piel de cerdo colocadas
en membranas de difusion estatica Franz™ (Lara-Spiral, Courtenon, France) donde se

pudo analizar la distribucién compartimental dérmica del GH.

En este estudio se siguieron estrechamente las directrices de la OCDE
(Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economico) y el dictamen del Comité
Cientifico de Productos Cosméticos y Productos no Alimentarios (Guideline 428, Paris
(2004)). También se consideraron otros principios clasicos y actualizados de absorcion
percutanea (Bronaugh et al., 1982, 1991; Diembeck et al., 1999; ECETOC, 1993; Franz,
1975; Howes et al., 1996; Schaefer and Redelmeier 1996; Scott et al., 1992a).
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La determinacion analitica del oro se realizé de acuerdo con la metodologia de

espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).

3.4.1.1 Procedimiento de ensayo

La piel se obtuvo de la parte posterior sin hervir de cerdas que pesaron
aproximadamente 50 kg. La mayor parte de la grasa subcutanea se elimind con un bisturi
y la piel se enjuagd con agua del grifo. La piel se extrajo con un dermatomo GA630
(Aesculap, Alemania). Se utiliz6 el punzoén con un didmetro interior de 2,5 cm para
obtener discos de piel que encajaron en las membranas de difusion. En el estudio se
usaron solamente discos de piel intacta (sin cortes, cicatrices, arafiazos, manchas, marcas
rojizas o lesiones). En cada biopsia se determin6 el grosor de la piel con un medidor
dérmico (Mahr, Alemania) antes de ser colocada en la membrana de difusion de 1,86 cm?
de area expuesta, con el lado epidérmico hacia arriba. S6lo se utilizaron biopsias cutaneas

con un grosor de 500 + 50 pm.

La membrana de difusion consistio en una cdmara donante superior y una camara
receptora inferior, separadas por la biopsia de piel. La parte inferior se llend con el fluido
receptor a través de una entrada lateral usando una pipeta pasteur de 3 ml. El fluido
receptor fue PBS (1000-3, Sigma, EE.UU.) a pH 7,4 con adicién de albimina de suero
bovino al 1% (p / p) (A - 9647, Sigma, EE.UU.) y sulfato de gentamicina al 0,04% (p / p)
(G - 1264, Sigma, EE.UU.). Las burbujas de aire visible, entre el lado inferior de la piel

y el liquido receptor, fueron eliminadas por entrada lateral para asegurar un contacto total.

Las membranas se colocaron en un bafio de agua a fin de mantener una
temperatura superficial epidérmica de 32 + 1 °C. Se verifico la integridad de las biopsias
evaluando la pérdida de agua transepidérmica con una sonda Tewameter TM210
(Courage & Khazaka, Colonia, Alemania). Las membranas que mostraron una pérdida

superior a 15 gr/m?/hora fueron eliminadas y reemplazadas por otras.
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Una vez completada la evaluacion de las biopsias, se aplico una solucion de GH
(a una concentracion stock de 33 ppm de oro) y una solucién de sintesis (2,58x10° M de
citrato trisodico dihidratado) como control negativo, en la cdmara donante superior de las
membranas a una dosis de aproximadamente 5 pul / cm?, realizando un ligero masaje con
una varilla de vidrio redondeada durante unos segundos. La aplicaciéon de las dos
soluciones se realizo por triplicado. Tras 24 horas de tratamiento, se limpid la superficie

de la piel con un lavado especifico y se recogio el fluido receptor.

El estrato corneo de la piel fue descamado 8 veces usando cintas adhesivas D-
Squame (CuDerm, Dallas, USA) y ejerciendo una presion de 80 gr / cm? durante 5
segundos. La cantidad de oro cuantificada en las cintas correspondi6 a la cantidad que
quedo en el estrato corneo. La epidermis se separ6d de la dermis después de calentar la

piel a 80 °C durante unos segundos.

Las muestras analizadas fueron de dos tipos: liquidas (soluciones de lavado /
fluidos receptores) y solidas (estrato corneo en las cintas / epidermis / dermis). Las
soluciones no necesitaron ningln tratamiento en particular. Los fluidos receptores y las
soluciones de lavado se analizaron directamente. Por el contrario, las muestras solidas se
sometieron a una preparacion adicional para separar las muestras a analizar de las

membranas.

Se eligi6 una disolucion de HCl al 1% como solvente para la preparacion (dilucion
o extraccion) de cada tipo de muestra durante el estudio de absorcion percutanea. El
liquido receptor, las tiras de cinta con el estrato corneo, la epidermis y las muestras de
dermis se analizaron mediante la metodologia ICP-MS para cuantificar su contenido de

0ro.
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3.4.2 Test de irritacion ocular

El test de irritaciéon ocular HET-CAM es uno de los métodos més extendidos en
la evaluacién de la irritacion de un producto cosmético. El estudio se basé en la
observacion, de los efectos irritantes (hiperhemia, hemorragia y coagulacion) que pueden
ocurrir cinco minutos después de la aplicacion del elemento de prueba (en este caso, una
solucion de GH) en la membrana corioalantoidea de huevos embrionados de gallina, en
el décimo dia de incubacion. La técnica utilizada fue una adaptacion de la descrita por
Luepke N.P. Y Kemper F.H. (La prueba de Het-Cam: "Una alternativa al ensayo de ojos
de Draize", Food Chem. Toxicol., 1986, 24, n ° 6/7, 495-496). El estudio se realizd
integramente en las instalaciones del Departamento Bio Técnico de la empresa Evic
France, en Blanquefort, reconocida por su cumplimiento con los principios de “Buenas

Practicas de Laboratorio™.

Para la realizacion del estudio se proporcionaron 2 muestras, una de GH a una
concentracion de 33 ppm y otra de NaCl al 0,9% como control negativo. También se
incluy6 un control positivo a través de una curva estdndar de soluciones de SDS (Sodium
dodecyl sulfate, L6026 Sigma) al 0,05%, 0,4% y 3,2% en agua ultrapura (1.0/262, Sigma).
Si la concentracién de SDS 0.05% daba una puntuacion de 0.5 + 1.2, la concentracion de
SDS 0.4% daba una puntuacion de 12 + 0 y la concentracion de SDS 3.2% daba una

puntuacion de 21 + 0, el resultado del ensayo quedaba validado.

Se utilizaron huevos embrionados de gallina Leghorn blanca, clasificados entre
40y 75 g suministrados por: COUVOIR de Cerveloup - 400 domaine de cerveloup 38210
Vourey. El lote de huevos fue identificado y puesto en un horno termostato a 14 °C + 1

°C fuera de la luz, durante al menos 24 horas antes de introducirlos en la incubadora.
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Pasadas las 24 horas, los huevos fueron puestos en una incubadora, bajo
condiciones controladas de temperatura (37.8 °C £ 1 °C). Durante el periodo de
incubacion de 10 dias, los huevos fueron volteados al menos dos veces al dia. El octavo
dia de incubacion, los huevos se colocaron en posicion vertical con la camara de aire

hacia arriba.

3.4.2.1 Procedimiento del ensayo

El GH fue atemperado a 37°C antes de proceder a su uso. Las diferentes etapas
del estudio se realizaron en una iluminacion constante, que no dio demasiado calor para
evitar el marchitamiento de la membrana corioalantoidea (CAM). En el dia 10 de
incubacidn, los huevos se sacaron de la incubadora uno por uno y se visualizaron con una
lampara. Los 6vulos defectuosos (que no se correspondian a la fase de desarrollo
embrionario esperada) fueron eliminados y los huevos seleccionados se colocaron en un

soporte, manteniendo la posicion con la cdmara de aire hacia arriba.

La cascara de cada huevo seleccionado se perford (con una aguja lanceolada), se
abri0 y cortd (con unas tijeras de extremos romos) a nivel de la camara de aire hasta los
limites de la membrana de la céscara. A continuacion, se humedeci6 toda la superficie de
la membrana con una solucion de cloruro sodico al 0,9%, previamente atemperada a 37°C.
Posteriormente, se inclinaron los huevos para eliminar el exceso de la disolucion de
cloruro de sodio al 0,9% y la membrana de la envoltura se retir6 con cuidado usando unos
alicates para descubrir la CAM subyacente. Cualquier huevo cuya membrana
corioalantoidea se dafid en este proceso (desgarro, presencia de hemorragia y cualquier

otra lesion) se rechazo inmediatamente.
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La aplicacion del GH se realizé en 4 huevos. Se depositaron 300 pl sobre la CAM,
con una jeringa (1 ml). Inmediatamente después de la aplicacion, se midio el tiempo de
exposicion. Después de 20 segundos de contacto, la CAM se enjuagd con 15 ml de
solucioén isotonica de cloruro sédico (mantenida a 37°C), con una jeringa muy
cuidadosamente. Por inclinacion del huevo se eliminé el liquido de enjuague. Los

fendmenos de irritacion se observaron durante 5 minutos.

Los 20 segundos de contacto se incluyeron en la observacion de 5 minutos. Al
final del estudio, los embriones fueron destruidos por enfriamiento rapido a -200 °C. Las

medidas tomadas en la evaluacion del ensayo se realizaron visualmente, bajo lampara.

Los fenomenos observados (hiperemia, hemorragia y coagulacion) no fueron
valorados seglin su intensidad sino segin su presencia o ausencia: es una respuesta de
todo o nada. La evaluacion del potencial irritante se realizé de acuerdo con una escala de
puntos en funcion del tiempo transcurrido hasta la aparicion de cada fenomeno (Tabla

3.7) y cuya suma de puntos iba 0 a 21.

Tabla 3.7 Equivalencia en puntos segin el tiempo que transcurre hasta la apariciéon de los tres

parametros evaluados: hiperemia, hemorragia y coagulacién.

e
0- 30 segundos =5 puntos
< 2 minutos = 3 puntos
2 <5 minutos =1 punto

Hemorragia
30 segundos =7 puntos
< 2 minutos =5 puntos
2 < 5 minutos = 3 puntos
Coagulaciéon
30 segundos =9 puntos
< 2 minutos = 7 puntos
2 £ 5 minutos =5 puntos
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El GH se clasificé en una de las categorias definidas de acuerdo con la puntuacién

media obtenida (Tabla 3.8) llevada a cabo segun los tres conceptos que se definen a

continuacion:

Hiperemia

Fenomeno observado: los capilares que no eran visibles antes de la adicion del producto
se hacen visibles mientras que los capilares visibles se dilatan y se vuelven mas rojos.

Este fenomeno también puede afectar a los vasos de mayor didmetro.

Hemorragia

Fendmeno observado: liberacion de sangre escapando de vasos y / o capilares, teniendo
diferentes apariencias, y en particular en "coliflor", en capa, en velo difuso, en punta (la
sangre escapa selectivamente de diferentes lugares de la membrana). Cabe resaltar que
la hemorragia puede tener una caracteristica de corta duracion; Sin embargo, debe
tenerse en cuenta, - la observacion, durante los primeros 30 segundos, de una

hemorragia masiva requiere tener en cuenta la hiperemia oculta.

Coagulacion

Aparicion total o parcial en la membrana de un velo opalescente que evoluciona
posiblemente a opacidad o de opacidad directa. Es necesario comprobar que este
fendmeno no esté relacionado con el comportamiento fisicoquimico del producto en

medio acuoso (por ejemplo, formacién de un coloide, precipitado).
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Tabla 3.8 Escala detallada del potencial irritante de los elementos de prueba en la membrana

corioalantoidea.
<1 No irritante
1<5 Débilmente irritante
5<9 Irritante moderado
9<21 Irritante

3.5 Parte 3: estudios de eficacia in vitro

3.5.1 Ensayo de migracion celular

El ensayo de la herida es uno de los métodos in vitro mas comunes y utilizados
para estudiar la migracion celular (Liang et all., 2007). Una linea de fibroblastos humanos
(HDF) y queratinocitos humanos (HaCat) (ATCC, Rockville, MD, EE.UU.) fueron
cultivas en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado con un
10% de suero bovino fetal inactivado por calor y 1% de antibioticos (100 U de penicilina
ml! y 100 U ml™! estreptomicina) a 37 °C en una atmésfera humidificada con 5% de CO2.
Las células se sembraron a una densidad de 300x10° y 500x10° células respectivamente
en placas de 6 pocillos y se cultivaron durante 24 h. Después de la formacién de una
monocapa completa, se produjo una herida en forma de linea que fue producida mediante
el rascado con una punta de micropipeta estéril. Los restos celulares se lavaron con PBS.
Las células fueron tratadas con una solucion de GH 1X (33 ppm) al 3% y 10%, ademas
de incorporar un control con HA 10kDa al 3% y 10% y un grupo como control negativo
sin tratamiento. La movilidad celular de las células se determind por su capacidad de
migracion y movimiento celular. El cierre de la herida fue fotografiado 12 h después de

la incubacién con microscopia de luz invertida (Nikon E600) con el objetivo 40x.
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3.5.2 Ensayo de proliferacion celular

La valoracion de la proliferacion celular in vitro es una de las primeras
aproximaciones para testar los efectos de un compuesto sobre un tipo celular. Este dato
da una buena idea sobre qué tipo de respuesta se podria esperar del GH al utilizarlo in

Vivo.

Las células HDF y HaCat (ATCC, Rockville, MD, EE.UU.) se sembraron en
placas de 96 pocillos, 3 x 10° a 5 x 10° células/pocillo respectivamente. Después de
adherirse en la placa durante 24hrs y llegar a la fase logaritmica de crecimiento, se
trataron con cuatro soluciones de GH 1X (33 ppm) preparadas al 1%, 3%, 5% y 10%
comparandose con su mismo control de HA al 1%, 3%, 5% y 10%. Tras 48 hrs de
incubacion, se retird el tratamiento y las células se lavaron 3 veces con PBS. Se afiadi6 la
solucion de substrato previamente reconstituida segun las instrucciones del fabricante y
tras una hora a 37 °C se afiadi6 la solucion de revelado también reconstituida de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Acto seguido se midi6 la absorbancia a las longitudes
de onda recomendada de 410 nm utilizando el espectrofotometro Biotek PowerWave XS

y la viabilidad celular relativa fue analizada.

3.5.3 Ensayo de expresion génica

El HA es ampliamente utilizado como compuesto antienvejecimiento en
productos cosméticos. Por esta razon, el efecto antienvejecimiento del GH en células de
la piel humana se estudié mediante la evaluacion de la expresion génica de HAS-2 ya que
la produccion de HA enddgeno es promovida en gran parte por esta sintasa intracelular.
También se analizd la expresion génica de COL 1 que se encuentra abundantemente en
la dermis dando resistencia al estiramiento de la piel, ademas la expresion génica de COL
3 que es el segundo tipo de coldgeno en la dermis y estrechamente relacionado con el

COL 1. Por ultimo, se analiz6 la expresion génica de ELASTINA ya que la elastina es
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una proteina del tejido conjuntivo con funciones estructurales que, a diferencia del

colageno proporciona principalmente resistencia y elasticidad a los tejidos.

El 4cido hialurénico, el coldgeno y la elastina endogenos son sintetizados
principalmente por los fibroblastos epidérmicos humanos (HDF) aunque el acido
hialurénico enddgeno también puede ser sintetizado por los queratinocitos, pero en menor
medida (Wang et al., 2006). Por lo tanto, se estudi6 la expresion de HAS-2, COL 1, COL
3 y ESLASTINA en HDF y la expresion de HAS-2 en HaCat. El estudio se hizo a nivel

de ARN mensajero mediante PCR cuantitativa a tiempo real.

Se sembraron 100.000 células HDF y 150.000 células HaCat en placas de 6
pocillos. Tras 24 horas en cultivo, se detuvo el ciclo celular por privacion de suero y 24
h mas tarde, se trataron las células con una solucion al 3% y 10% de GH en medio de
cultivo celular sin suero y se utiliz6 una solucion al 3% y 10% de HA en medio de cultivo
celular sin suero como control. Las cé€lulas se trataron durante 48 horas. Después de la
incubacion, se retiraron los tratamientos. Se lavaron las células 3 veces con PBS, se
afiadiéo 1 ml por pocillo del reactivo Tri Reagent (Sigma) y se rasparon las células. El
ARN se extrajo de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se cuantific6 usando un
espectrofotometro. EI ARN se convirtié en cDNA con el kit de transcripcion inversa de
cDNA de alta capacidad (Applied Biosystems) y se utilizd el cDNA en la PCR
cuantitativa a tiempo real utilizando SYBR® Green de Applied Biosystems. Los ensayos
incluyeron HAS-2 (Hs00193435 ml), COL 1 (Hs01076777 ml), COL 3
(Hs00943809 m1), ELASTINA (Hs00355783 m1)y 18S (Hs99999901 sl) (Tabla 3.9).
Las condiciones de la qPCR se detallan en (Tabla 3.10). Los datos se analizaron segtn el
numero de umbral de ciclo (C (T)) y se normalizaron en relacién al gen 18S rRNA

endogeno, a través del software StepOne de Applied Biosystems.
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Tabla 3.9 Genes analizados por PCR a tiempo real mediante SYBR® Green de Applied Biosystems.

Gen Longitud Numero de catalogo
HAS-2 63 bp Hs00193435 m1
COL 1 135 bp Hs01076777_m1
COL 3 65 bp Hs00943809 m1
ELASTINA 71 bp Hs00355783 ml
18S 187 bp Hs99999901 s1

Tabla 3.10 Condiciones de ciclo de 1a qPCR. En detalle las rampas de temperaturay los tiempos.

Step Conditions ‘ Cycle repeats
Activacion del Uracil-DNA _ ‘

2 min; 50 °C Choque térmico (hold)
Glicosilasa
Activacion de la polimerasa | 10 min; 95 °C Choque térmico (hold)
Desnaturalizacion 15s;95°C
Alineamiento del cebador /

1 min; 55 °C 40 ciclos
Extension de la cadena
Elongacion final 1 min; 72 °C
Curva de disociacion (70-95 °C; rampa 0,3°C/s) | -

3.6 Parte 4: estudio de seguridad en voluntarios Patch Test

En este estudio se ha comprobado la compatibilidad cutdnea del GH (a una
concentracion de 33 ppm) después de una sola aplicacion en la piel en condiciones

experimentales exageradas.
Este estudio es mono-céntrico y se realizo en abierto, donde cada voluntario que

particip6 fue su propio control al comparar la piel de la zona cubierta con el parche del

tratamiento, respecto a la piel sin parche del lado opuesto. El estudio se realizé segln las
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condiciones generales de Evic Hispania, establecidas para la realizacion de este proyecto

como prueba en humanos.

3.6.1 Voluntarios

El nimero de voluntarios del estudio fue 23, con un limite inferior aceptable de
19, de acuerdo con el procedimiento correspondiente. Durante la realizacion del estudio
no se decidié ninguna exclusion. Por lo tanto, se evalu6 la compatibilidad del producto

en 23 voluntarios.

Todos los voluntarios fueron elegidos en funcion de los criterios especificos de no
inclusion (ver Anexo III). Las condiciones experimentales del ensayo se detallan a

continuacion (Tabla 3.11).

Tabla 3.11 Detalle de las condiciones experimentales: * Parche semi-oclusivo -TruMed®: soporte
absorbente en Webril® en el que se colocé el producto (160 pl o aproximadamente 160 mg), mantenido

en posicion por un adhesivo médico no tejido (superficie: 400 mm?).

Tiempo de control

Area de Material Condiciones de uso Cantidad Tiempo de
ri
aplicacion experimental aplicada contacto

tras retirar el

parche

Aplicacién del producto

tal y como fue 160mg 48h +/- Sh 15min 24h +/- 2h

Parche semi

Espal
spalda oclusivo TruMed®

suministrado

3.7 Parte 4: estudios de eficacia en voluntarios

La regulacion europea que define el desarrollo y comercializacion de los
productos cosméticos hace un énfasis especial en la necesidad de demostrar la efectividad

de los productos cosméticos, en un entorno en el que, debido a la prohibicién de uso de
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modelos experimentales animales, s6lo es posible el estudio en modelos alternativos (in

silico, in vitro, en cultivo, etc.) o en voluntarios sanos.

Cualquier reivindicacion debe figurar en el expediente de seguridad, y puede ser
demostrada a través de un test de eficacia en voluntarios sanos, aplicando el producto en
zonas especificas a tratar y utilizando medidas instrumentales que recogen informacion
sobre el aspecto de la piel antes y después de las aplicaciones del producto, demostrando
de esta forma el efecto de su reivindicacion. El Reglamento (UE) numero 655/2013 de la
Comision (Criterios comunes a los que deben responder las reivindicaciones relativas a
los productos cosméticos) establece los criterios comunes armonizados para la UE, a fin

de evaluar si el uso de una reivindicacion esta o no justificada.

Los estudios realizados en voluntarios deben respetar las reglas éticas (Colipa
Guidelines, 2008). Los productos deben haber sido previamente sometidos a una
apropiada investigacion de seguridad y deben realizarse en aquellos voluntarios a los que
vaya destinado el producto final, definido por criterios de inclusidon/exclusion.
Dependiendo del objetivo del estudio, las pruebas pueden ser abiertas, simples o doble

ciego.

Para comprobar la eficacia del GH en voluntarios, se han realizado dos estudios
en el Instituto de Fotomedicina de la Clinica Quirdon Teknon, dirigido por el Dr. Joan
Ramoén Garceés. El Instituto de Fotomedicina desarrolla todo tipo de técnicas de
vanguardia para el analisis, diagnostico y tratamiento de la piel. Estos estudios fueron
supervisados por el Director Médico del Instituto de Fotomedicina, el Dr. Joan Ramén
Garcés (Dermatologo) y su Directora de Laser Cutaneo, Dra. Eva Ciscar (Médico

Estética) y dirigidos por el investigador Gabriel Buendia Bordera.
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3.7.1 Estudio anti-edad

El ensayo abierto es un ensayo en el que tanto el paciente como el investigador
conocen la identidad de los farmacos empleados. En este caso, se realizd un ensayo
abierto con voluntarios para determinar un posible efecto anti-edad. Se evaluo la
aplicacion combinada de dos formulaciones (sérum y crema) disefiadas para la 6ptima
penetracion y eficacia del GH al 3% como ingrediente activo. Antes de proceder a la
aplicacion de ambas formulaciones, se siguid un protocolo de limpieza compuesto por
dos pasos: el primer paso fue eliminar las impurezas de la piel (como aceites faciales o
restos de maquillaje), utilizando una leche limpiadora convencional que se aplico a través
de un masaje intenso y se elimind con una toalla himeda o algodon. El segundo paso se
realizé aplicando un jabon muy suave activado con agua que eliminé las impurezas

solubles en agua ademas de desinfectar la piel.

Una vez se realizo la limpieza de la cara, la piel quedo limpia y seca, y preparada
para la aplicacion del tratamiento compuesto por un sérum y una crema. El sérum que es
absorbido por la piel rapidamente, liberaria el GH en las células durante un periodo muy
corto de tiempo, produciendo un efecto muy intenso. Tras la aplicacion del sérum se
procederia a la aplicacion de la crema. Su funcion seria complementaria al sérum. La
crema liberaria el GH en las células de manera progresiva. La intensidad del efecto no
seria tan alta como la del sérum, pero sostenida durante todo el dia, potenciando el efecto

del sérum.

Participaron en el estudio 23 mujeres sanas de edades comprendidas entre los 35
y 50 afos y la edad promedio del grupo fue de 39,61 afos. Estableciendo como criterios
de inclusién que ninguna de ellas fuera fumadora, ni estuviera embarazada, ni fuera
menopausica, ni tampoco estuviera bajo ninglin tipo de tratamiento hormonal. Todas las
voluntarias debian presentaron sefiales de envejecimiento visibles (arrugas, manchas y
flacidez), asi como una condicion de melasma facial. A las voluntarias se les prohibio el
uso de cualquier producto cosmético o realizar cualquier tipo de procedimiento estético

en su cara durante la duracion del estudio.
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El disefio del estudio requirid que las voluntarias se aplicaran dos veces al dia

(mafiana y noche) tanto el suero como la crema en todo el rostro durante un periodo total

de 28 dias.

La evaluacion de la eficacia en la textura, las arrugas y el analisis de la matriz
extracelular epidérmica / dérmica se realizo a través de los datos cuantitativos recogidos
durante dos visitas: la linea de base o dia 0 y a los 28 dias de seguimiento. Ademas, se
realizaron mediciones de la humedad de la piel el dia de inicio del ensayo y el ultimo dia
del ensayo. La evaluacion de la textura de la piel y de las arrugas se realizd mediante
topometria 3D, la condicidon de la matriz extracelular epidérmica y dérmica se evaluo a
través de Ultrasonidos de Alta Frecuencia de 50 MHz y la piel. La humedad se midi6 a

través de una sonda de capacitancia dieléctrica.

3.7.1.1 Estudio fotografico

Se tomaron fotografias de la cara a 0° y + 45° con una Nikon D300 sobre una
estructura especificamente disefiada en un banco de captura, el Visio 4D (Eotech, Francia)
(Figura 3.6), para asegurar que la altura de la camara, el dngulo y la distancia a las
voluntarias fuera constante durante el estudio. Se obtuvo una iluminacion difusa y
polarizada homogénea a través de dos flashes Elinchrom StyleRX 600 y filtros de gel de
polarizacion lineal. En algunas ocasiones se afiadi6 otro filtro de polarizacion lineal a la

lente de la camara para conseguir la misma intensidad de luz en la sala.
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Figura 3.6 Banco de posicionamiento Visio 4D utilizado para capturar las imagenes 3D de la textura y

topometria de la piel.

3.7.1.2 Estudio de la hidratacion

La evaluacion de la humedad de la piel se realizé con una sonda de capacitancia
dieléctrica MY-808S (Scalar, Japan) (Figura 3.7) tomando 3 medidas en ambas mejillas,
en el area periocular y en la frente y promediandolas para obtener una representacion
global de la humectacion de la piel. Se establece el 38% como valor estandarizado de
referencia para una piel normalmente himeda. Sin embargo, como la condicion de la piel,
la climatologia y la estacion del afio, la edad, la hora del dia, etc., pueden tener un gran
impacto, se establecid una nueva referencia interna comparando los datos obtenidos con
una voluntaria externa al estudio (control interno), usuaria del mismo producto desde un
afio antes del estudio; de esta manea, esta referencia se consideraba que era el efecto

maximo alcanzable (control positivo). De esta manera se normalizaron los datos respecto
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a la referencia interna. Los resultados de la referencia interna fueron 43% en la linea de
base y 41% después de 28 dias. Los resultados se muestraron como porcentaje de

humedad.

Ar, e,

Figura 3.7 Medidor de humedad escalar (MY-808S Scalar, Japan) utilizado para la medicidn de la

humedad de la piel.

3.7.1.3 Estudio topométrico de la piel con FOITS

Las capturas 3D de la textura de la piel y de la topometria se realizaron con la
herramienta FOITS (Topologia optica in vivo répida de la piel humana) con el banco de
posicionamiento Visio4D permitiendo reposicionar tanto a las voluntarias como al
sistema de proyeccion de franjas en el mismo lugar, altura y 4ngulos y con un sistema de
proyeccion de franjas DermaTOP (Breuckmann, Alemania) (Figura 3.8). Se capturd un
area de 60x80mm en ambas areas perioculares utilizando el objetivo de 50mm, destinado
a la textura de la piel (rugosidad) y a la evaluacion de las arrugas del area periocular
(Abella, 2006; Lagarde et al., 2001 & Lagarde et al., 2005; Vogelgesang et al., 2011;
Sainthillier et al., 2013).
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N

Figura 3.8 Sistema de proyeccion de franjas Derma TOP utilizado en el posicionamiento de las

voluntarias.

Las variables métricas consideradas en el estudio 3D se definen a continuacion:

Sa (Altura promedio de la arruga)

Es el promedio de las ordenadas del perfil de rugosidad. Se ha convertido
practicamente en una de las variables de rugosidad estdndar utilizadas para controlar

superficies muy finas en mediciones cientificas y evaluaciones estadisticas. Se da en mm.

St (Profundidad maxima de la arruga)

Es la distancia vertical entre el pico mas alto y el valle mas bajo de la superficie.

Se da en mm.

Volumen de la arruga (mm?)

Representa la suma de los volimenes negativos creados por las arrugas presentes

en la captura 3D.
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Circunferencia de la arruga (mm)

Representa la suma de los perimetros de las arrugas.

Area de la arruga (mm?)

Representa la suma de la superficie de la piel que constituye las arrugas presentes

en la captura.

Profundidad promedio de los picos maximos de la arruga (mm)

Representa el promedio de la distancia vertical entre las partes mas bajas y mas

altas de las arrugas.

Altura media de la arruga (mm)

Representa el promedio de todas las distancias verticales presentes en todas las

arrugas.

El procesamiento de estas capturas se realizo con el software AEVA 14.0 (Eotech,

Francia). En cada caso se analiz6 un area de al menos 50x50 mm.

3.7.1.4 Estudio de la matriz extracelular por ultrasonidos de alta frecuencia
(HFUS)

Se utiliz6 un sistema DUB 75 HFUS (TPM, Alemania) con una sonda abierta de
50 MHz para medir el espesor epidérmico y dérmico, asi como la densidad ecogénica

epidérmica y dérmica. Ambas variables se definen a continuacion:
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Grosor epidérmico / dérmico (um)

Es el promedio de las 300 distancias verticales que van desde el limite superior a
inferior de la epidermis / dermis medido por la sonda durante su muestreo de 12 mm

(Crisan et al., 2012; Kong et al., 2007).

Densidad Ecogénica epidérmica / dérmica (unidad arbitraria)

Representa la cantidad de sonido de los ecos del tejido en funcidon de su densidad
y estructura (Milner et al., 2014). Las moléculas altamente estructuradas como el
coldgeno y HA y otros componentes de la matriz extracelular se encuentran entre las
estructuras mas ecogénicas presentes en la piel y, por lo tanto, un aumento de la densidad
ecogénica estd directamente relacionado con una mayor cantidad de matriz extracelular

y, en consecuencia, una mayor cantidad de Colageno y HA.

Se tomaron 40 muestras en cada mejilla durante las dos visitas a fin de tener un
conjunto de datos representativos de cada mejilla. De la cantidad total de muestras
presentes para cada mejilla y visita se seleccionaron a intervalos regulares y se analizaron
con el software SkinScanner 5.0 (TPM, Alemania) para obtener los datos de espesor y

densidad finales.

3.7.2 Estudio anticelulitico

Se realiz6 un ensayo doble ciego aleatorizado, controlado con un grupo placebo
en el que tanto las voluntarias como el investigador desconocieron la asignacion a los

grupos de tratamiento empleados.
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El objetivo del estudio fue evaluar la eficacia anticelulitica in vivo en la reduccion
de los hoyuelos producidos por la celulitis. El ensayo fue doble ciego donde los sujetos
fueron su propio control, utilizando dos candidatos diferentes. El tratamiento sujeto a
estudio que contenia un 3% de GH y el tratamiento control, sin GH, conteniendo la misma

cantidad de oliogasacaridos de HA.

La evaluacion se llevo a cabo detminando varios parametros:

* Peso de las voluntarias

* Circunferencia del muslo

* Fotografias de la piel

* Analisis 3D de los hoyuelos

* Analisis 3D de la textura

* Cuantificacion de antioxidantes por autofluorescencia espectroscopica

* Evaluacion de la epidermis y dermis mediante S0 MHz de alta frecuencia

* Biopsias de la piel

El estudio dur6 28 dias a partir cd la primera aplicacion de los productos. Se
seleccionaron 24 sujetos para el estudio. Los sujetos seleccionados para este estudio
fueron mujeres sanas, de 32 a 52 afos de edad de acuerdo con los criterios de inclusion /
no inclusion (ver anexo III). Todas las voluntarias aceptaron participar voluntariamente

en el estudio, siendo previamente informadas y firmando el formulario de consentimiento.
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3.7.2.1 Productos utilizados

Los productos utilizados en el ensayo fueron suministrados gratuitamente por

Endor Nanotechnologies (Tabla 3.12).

Tabla 3.12 Detalle de los productos utilizados en el ensayo suministrados por Endor Nanotechnologies.

Forma
Referencia del producto,  constituyente Embalaje
ENDOR Férmula A Crema Bote con etiqueta naranja
ENDOR Férmula B Crema Bote con etiqueta azul

El bote con la etiqueta naranja contenia el GH como ingrediente activo mientras

que el bote con la etiqueta azul contenia el HA.

3.7.2.1.1 Aplicacion del producto

La aplicacion fue realizada por las voluntarias que se aplicaron los productos dos
veces al dia durante 28 dias (mafiana y tarde) en todo el muslo de acuerdo con un patron
aleatorio preestablecido. Las cantidades de aplicacion se correspondieron a las
condiciones normales de uso. Las voluntarias se tuvieron que lavar las manos entre la

aplicacion de cada producto.
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3.7.2.2 Aleatorizacion de la aplicacion de los productos

Las selecciones de las areas a tratar con cada uno de los productos se determinaron
al azar para cada voluntaria. Un algoritmo disefiado para este proposito llevo a cabo esta

aleatorizacion. Debido a un etiquetado erréneo, no hubo sujeto 11.

3.7.2.3 Medicion del peso

La medicion del peso se realizd con una balanza digital BC-545 Inner Scanner
(Tanita, Japan). El peso corporal no es constante debido a las fluctuaciones en base a la
hora del dia, la actividad fisica, la menstruacion, etc. Los cambios alrededor de + 1000

gramos no se consideraron ganancia de peso.

3.7.2.4 Medicion de la circunferencia del muslo

Cada voluntaria se coloco en el banco de medicion Visio 4D (Eotech, Francia)
que aseguraba la misma posicion, angulo y altura cada vez. Una linea laser verde
horizontal senal6 la region de interés. La circunferencia del muslo se midi6 con una cinta

métrica colocada sobre la linea laser verde.
Pequenas fluctuaciones del peso, asi como pequefias variaciones en medicion con

la cinta métrica podian influir en el resultado. Variaciones de + 0,5 cm no se consideraron

como un cambio de circunferencia real.
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3.7.2.5 Fotografia Clinica

Se tomaron fotografias de alta resolucion de la parte inferior posterior del cuerpo
a 0° 180°, 90° y + 45°, en condiciones de iluminacion reproducibles, con luz difusa para

producir sombras que permitieran evaluar la apariencia de la piel.

Las fotografias se tomaron con una camara Nikon D300 (Nikon Corp., Japan)
usando una lente Nikkor Pro 60mm (Nikon Corp., Japan). La iluminacion se consiguid a
través de dos linternas Elinchrom estilo 600 RX (Elinca SA, Suiza). El tripode de la
camara y los flashes estuvieron en una posicion fija durante todo el estudio. Para que las
fotografias fueran altamente reproducibles y consistentes a través del estudio, se
establecié una alfombrilla de posicionamiento fijo en el suelo para las voluntarias. Las
voluntarias, vestidas con prendas de vestir clinicas desechables, su propia ropa interior y
una camiseta blanca, estuvieron de pie con los brazos cruzados sobre una alfombra donde
se indicaron los diferentes angulos de estudio. Se mantuvo un periodo de aclimatacion de
15 minutos en la habitacidon con cada sujeto antes de la adquisicion de las fotografias. La
evaluacion se realizd en una sala con paredes grises, bajo temperatura controlada y

humedad relativa (temperatura 23,8°C + 2°C, higrometria: 43% + 10%).

3.7.2.6 Cuantificacion de antioxidantes por autofluorescencia espectroscopica

Este estudio se realizo en los dos muslos de las coluntarias, que se situaron de pie
en el banco de adquisicion Visio 4D para que tanto las medidas como la ubicacion en los

diferentes puntos de la cinética fueran reproducibles.
La cuantificacion de los antioxidantes se evalud con la ayuda de un dispositivo

especifico llamado Biozoom. El Biozoom mide los carotenoides presentes en la piel

mediante técnicas de fluorescencia (autofluorescencia de la piel). Contiene multiples
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fuentes de luz que iluminan la piel. Esas luces excitan los B-carotenos en el tejido, que
hacen que emitan luz a una longitud de onda diferente. La banda de longitud de onda
utilizada para la emision es de 440-480 nm y la banda de longitud de onda de la muestra

obtenida por fluorescencia fue de 390-970 nm.

De cada sitio analizado se obtuvo una medicion con la autofluorescencia de los
carotenoides. El dispositivo se conect6d a un PC a través de un cable USB. Los datos del
dispositivo se transfirieron a los servidores de Biozoom donde se procesaron y luego se
devolvieron como un indice de autofluorescencia de carotenoides mostrado en la pantalla.

La autofluorescencia de los carotenoides se dio en una escala arbitraria de 0 a 10.

3.7.2.7 Evaluacion de la epidermis y dermis mediante HFUS de 50 MHz.

Para realizar este estudio, las voluntarias se tumbaron boca abajo en una camilla
y se realizaron las mediciones en ambos muslos. La localizacion se determind mediante
una marca realizada durante las mediciones de la circunferencia. Los ultrasonidos de alta
frecuencia (HFUS) se realizaron con un sistema DUB 75 HFUS (TPM, Germany). Se
utilizé una sonda abierta de 50 MHz con una penetracion de 4 mm y una resolucion de
31 pm para permitir una medida fiable del espesor epidérmico y dérmico, asi como la

densidad ecogénica epidérmica y dérmica.

Se registraron doce capturas por cada punto de piel de 12mm escaneado. Se
seleccionaron 3 capturas con una relacion de sefial dptima y se calculé el promedio. El
software analizé la longitud de los picos de sefal a través del A-Scan y establecid el
grosor de la piel, que se expresé en um y se subdividié en dos pardmetros: espesor
epidérmico y espesor dérmico. El software proporciond la densidad ecogénica media de
la epidermis y la dermis (en unidades arbitrarias) de los 12 mm de piel escaneada en cada
captura. El aumento en la densidad ecogénica caracterizé un efecto de aumento de la

matriz extracelular en la zona. Por tanto. un aumento en la densidad ecogénica muestra
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una mejora de la matriz extracelular relacionada con un aumento de colageno y acido

hialurénico.

3.7.2.8 Analisis 3D de los hoyuelos y de la textura

La técnica FOITS (Fast Optical In vivo topometria de la piel humana) permitid
objetivar las modificaciones de la topografia cutdnea. Las mediciones se realizaron con
un sistema Optico dedicado a la metrologia del relieve de la superficie cutanea. Este
sistema incluyd un sensor de medicién que asocidé un proyector y una camara CCD de
alta resolucion (sistema de Dermatop (Breuckmann, Alemania - EoTech, Francia), campo
de vision: 50 x 60 mm) — vinculados a un software de adquisicion Optocat (EoTech,

Francia). Las resoluciones axial y lateral promedio fueron de 10 pm.

La evaluacion se realizd en un cuarto oscuro. Las voluntarias se vistieron con
prendas de vestir desechables clinicas, ropa interior y una camiseta blanca, manteniendo
los brazos apoyados en la pared frontal y mirando hacia adelante. El posicionamiento del
sensor y de los sujetos se facilitdo con el uso de un banco de medicion (Visio4D) que
permitio mantener el cuerpo en la misma posicion y un posicionamiento reproducible del
sensor. Para ello, cada voluntaria coloco sus pies sobre dos marcas en forma de pie en
una plataforma circular. Esta plataforma se elevo entonces hasta que una linea de laser
horizontal de posicion fija alcanzo la region de interés. La altura de elevacion se anot6 en
el CRF con el fin de colocar a cada sujeto en la misma posicion en la siguiente visita. Una
estructura cuadrada que giraba alrededor de la plataforma sostenia el sistema optico. Una
regla permitié colocar a cada voluntaria exactamente a la misma altura y en el mismo
angulo cada vez. La altura fue de 36 cm y los dngulos fueron + 30°. Se seleccioné la
celulitis del muslo justo debajo de las nalgas como area de estudio. Se tomd una
adquisicion del area. La visualizacion en pantalla de la medicion inicial (T0), asegur6 un

buen reposicionamiento del area estudiada.

120



MATERIALES Y METODOS

El analisis de la topografia cutanea de la superficie consistié en calcular la forma
y el tamafo de los "objetos" (en este caso las grandes depresiones de la piel conocidas
como hoyuelos) para obtener su volumen, area, circunferencia, profundidad maxima y
profundidad minima. También implicéd el célculo de parametros de rugosidad tipicos

utilizados en metrologia.

En la piel con celulitis, los parametros de rugosidad no solo se correlacionaron
con la calidad intrinseca de la piel, sino también con los nddulos asociados con la textura
de la piel de naranja que caracteriza a la celulitis. Concretamente, rugosidad media (SA),
rugosidad con respecto a la variacion cuadratica de la media (SQ) y amplitud maxima del
relieve (Stm). Todos estos parametros se extrajeron de una superficie de 50 x 60 mm (30

cm?).

SA: Rugosidad media (mm): Promedio de las variaciones de la amplitud del

relieve integrado en la superficie estudiada.

SQ: Rugosidad con respecto a la variacion cuadratica media (mm): Media de la
raiz cuadrada de las variaciones de amplitud del relieve integrado en la superficie
estudiada. La interpretacion de SQ es la misma que SA. Este pardmetro es menos sensible

a los artefactos.

Stm: amplitud maxima del relieve (mm): El area de 50 x 60 mm se subdividi6 en
25 areas. En cada uno se midi6 la amplitud entre el pico mas alto y el valle mas bajo. Estas

25 amplitudes se sumaron y promediaron con el fin de obtener el valor de Stm.

Se obtuvo un valor numérico de cada una de las variables de cada voluntaria,
muslo y tiempo. Los resultados se recogieron en tablas distintas para la Formula A y para
la Formula B. Se calcularon los promedios y las desviaciones estandar. Las areas con
hoyuelos se detectaron después del uso de varios filtros y una correccidon polinémica para

eliminar la forma local y aplacar la Region de Interés (ROI).
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Una disminucién en cualquiera de las variables de rugosidad caracteriza un efecto
antienvejecimiento. Una disminucién en cualquiera de los volumenes, profundidad
maxima y profundidad media caracteriza un efecto de firmeza del producto. Una

disminucién en el drea y la circunferencia caracteriza un efecto tensor del producto.

3.7.2.9 Biopsias de piel

Se realizaron biopsias de piel de las voluntarias con la finalidad de estudiar la
restructuracion dérmica de la matriz extracelular y cuantificar el HA y coldgeno de las
zonas tratadas con la formulacion que contenia un 3% de GH en comparacion con las
zonas tratadas con la formulacion placebo. Se utilizoé un bisturi circular «punch» de 4
milimetros de didmetro especifico para biopsias diagnosticas de zonas cosméticamente
delicadas (Elenitsas & Halpern, 1997). La puncién se realizd tras la inyeccion de un
anestésico local y se obtuvo un fragmento de piel cilindrico. Se produjo una herida
quirtrgica de pequefio diametro que se cerrd por segunda intencion. Se tomo una muestra
al inicio del estudio que se utilizé como nivel basal de HA y coldgeno que se compard
con una segunda muestra adquirida al final del estudio de la zona tratada con la

formulacion que contenia el 3% de GH y de la zona tratada con el placebo.

Las muestras de piel se fijaron en una solucion de formalina al 10% durante 24
horas, se incluyeron en bloques de parafina y se procedi6 a su tincion. Posteriormente se
cortaron en secciones de 8§ pm y se incluyeron en portaobjetos recubiertos con gelatina
(Highet & Champion, 1980). Cada muestra obtenida se dividié en dos partes, una para
tefiir el HA y otra para tefiir el coldgeno. La valoracion del HA se hizo mediante la tincion
con azul alcidn y las fibras coldgenas se visualizaron mediante la tincion tricromica

Masson.
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Se fotografiaron las muestras en un fotomicroscopio Leica Eclipse-55i equipado
con una camara digital Leica DC200, con el objetivo 40X y adquiridas con el software
ImagePro Plus. En cada muestra se fotografi6 la misma seccion dérmica. Estas imagenes
se procesaron con el software ImageJ. Se cuantificé el marcaje de HA y colageno, el
resultado se expres6 como porcentaje respecto la muestra tomada al inicio del estudio

como referente del nivel basal de HA y colageno.

3.8 Parte 5: formulacion final, especificaciones y registro europeo

Una vez completados con éxito los estudios de sintesis y caracterizacién quimica
del ingrediente activo GH, la finalizacion de los estudios de viabilidad celular y seguridad
in vitro, de la realizacion los estudios de seguridad en voluntarios y completada la eficacia

en voluntarios, Endor Nanotechnologies lanzé al mercado Y.en Effect https://www.yen-

effect.com/index.html

En las siguientes tablas se muestran las especificaciones del GH (Tabla 3.13), la
formulacion final del sérum antiedad Y.en Effect (Tabla 3.14), la formulacién final de la
crema antiedad Y.en Effect (Tabla 3.15) lanzada al mercado por Endor Nanotechnologies,
asi como la ficha de registro europeo del sérum (Figura 3.16) y la ficha de registro europeo

de la crema (Tabla 3.17).
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Tabla 3.13 Especificaciones del ingrediente activo GH.

Criterios del GH Especificacion
Apariencia Liquido
Color Rojo burdeos

Tamano de la Nanoparticula (por TEM)

12 nm +/- 3 nm

Tamano del GH (por DLS)

20 nm +/- 5 nm

Condicion de las Nanoparticulas en solucion

No-agregadas

Pico de absorcién (por UV-Visible)

522 +/- 2 nm

Contenido de en ppm (por ICP-MS)

28ppm+/-3ppm

Ph a temperatura ambiente

5-8
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Tabla 3.14 Formulacion final del sérum antiedad Y.en Effect https://www.yen-effect.com/index.html

COMPOSICION SERUM ANTIEDAD

INGREDIENTES

AGUA

GLYCERINE

TRITICUM VULGARE GERM EXTRACT

GOLD THIOETHYLAMINO HYALURONIC ACID (GH)
METHYLSILANOL HYDROXYPROLINE ASPARTATE
GLYCERIN, GLYCERYL POLYCARYLATE

PEG-40 HYDROGENATED CASTOR OIL

PECTIN, HYDROLYZED VEGETABLE PROTEIN, SERINE, ARGININE, PROLINE,
XANTAN GUM

TOCOPHERYL ACETATE

GLYCINE SOJA PROTEIN
TRIETHANOLAMINE

PROPYLENE GLYCOL, PHENOXYETHANOL, ETHYLHEXYLGLYCERIN
PARFUM

LIMONENE

HEXYL CINNAMAL

BUTYLPHENYL METHYLPROPIONAL
LINALOOL
ALPHA-ISOMETHYLIONONE
CITRONELLOL
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Tabla 3.15 Formulacion final de la crema antiedad Y.en Effect https: //www.yen-effect.com/index.html

COMPOSICION CREMA ANTIEDAD

INGREDIENTES

AGUA

PROPYLENE GLYCOL

CAPRYLIC/CAPRIC TRIGLYCERIDE

GOLD THIOETHYLAMINO HYALURONIC ACID (GH)
ISONONYL ISONONANOATE

ETHYLHEXYL METHOXYCINNAMATE

BENZOPHENONE 3

PECTIN, HYDROLYZED VEGETABLE PROTEIN, SERINE, ARGININE, PROLINE,
XANTAN GUM

SODIUM POLYACRYLATE, ETHYLHEXYL STEARATE, TRIDECETH-6
GLYCINE SOJA PROTEIN

BISABOLOL

PHENOXYETHANOL, ETHYLHEXYLGLYCERIN

PARFUM

LIMONENE
HEXYL CINNAMAL

BUTYLPHENYL METHYLPROPIONAL
LINALOOL
ALPHA-ISOMETHYLIONONE
CITRONELLOL
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Tabla 3.16 Ficha de registro a la union europea de la crema antiedad Y.en Effect.

Ficha de registro general a la union europea del sérum antiedad

CPNP Reference: 1005290 7V
Industry Reference: N/A // .en
Version: 1

Last modification date: 14/06/2012 16:21:23

Product Name Shades (if applicable) Language

Y-En Effect Serum N.A. Multilingual

Product specifically intended for children under 3 years of age: No

Responsible person: Endor Nanotechnologies
Responsible person address: Baldiri Reixac 12 08028 Barcelona Spain
Phone: 0034 934020468

Product ready to go on the market or product already on the market Yes

Product imported in the Community: No

Member State of first placing on the market: Spain
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Tabla 3.17 Ficha de registro a la union europea de la crema antiedad Y.en Effect.

Ficha de registro general a la union europea de la crema antiedad

CPNP Reference: 1010419 7V
Industry Reference: N/A // .en
Version: 1

Last modification date: 14/06/2012 16:20:09

Product Name Shades (if applicable) Language

Y-En Effect Cream N.A. Multilingual

Product specifically intended for children under 3 years of age: No

Responsible person: Endor Nanotechnologies
Responsible person address: Baldiri Reixac 12 08028 Barcelona Spain
Phone: 0034 934020468

Product ready to go on the market or product already on the market Yes

Product imported in the Community: No

Member State of first placing on the market: Spain
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3.9 Parte 6: analisis estadistico

Los andlisis estadisticos de los estudios in vitro se realizaron utilizando los
programas GraphPad Prism y Statgraphics. Los resultados se expresan como media y
desviacion estandar. Se utiliz6 un analisis One-way ANOVA seguido del test de Dunnett
o la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas cuando p < 0,05.

Los métodos estadisticos utilizados para procesar los datos de los ensayos con
voluntarias fueron la prueba Smirnov-Kolgorov para una distribucion normal (ND), la
prueba t de Student para muestras pareadas y, en algunos casos, como la normalidad no
pudo ser probada, se utilizo la prueba Wilcoxon para una distribuciéon con muestras
pareadas. Se consider6 significancia estadistica en aquellas pruebas cuando p <0,05. En
muy pocos casos se consideré que un p <0,1 era significativo para evaluar algunas

tendencias aparentes de los datos.
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4. RESULTADOS

La seccion de resultados de esta tesis se divide en seis partes principales:

Parte 1: Caracterizacion quimica de las AuNPs y el GH, asi como de los ensayos de

calidad y estabilidad.

Parte 2: Estudios de viabilidad celular in vitro.

Parte 3: Estudios de seguridad in vitro.

Parte 4: Estudios de eficacia in vitro.

Parte 5: Estudio de seguridad en voluntarios.

Parte 6: Estudios de eficacia en voluntarios.
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4.1 Caracterizacion fisicoquimica de las AuNPs y del GH

4.1.1 Microscopia electronica de transmision

La caracterizacion de las AuNPs utilizadas en la fabricacion del GH por TEM se
hizo con la finalidad de analizar su tamafo-rango y dispersidad. El HA al ser una
molécula organica no puede observarse directamente por TEM, aunque se aprecid una
sombra alrededor de las AuNPs. La distribucion de tamafios de las AuNPs fue
determinada por GraphPad Prism. Las AuNPs no conjugadas tuvieron un tamafo de 11,93

+ 2,87 nm y el didmetro medio de las AuNPs del GH fue 12,03 + 2,98 (Figura 4.1).
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Figure 4.1 A) Imagen obtenida por TEM de las AuNPs de 12 nm en dispersion. B) Histograma
correspondiente a la distribucion por tamafios de las AuNPs analizadas por GraphPad Prism. C) Imagen
obtenida por TEM de las AuNPs después de sintetizar el GH. D) Histograma correspondiente a la

distribucion por tamafios de la AuNPs, después de sintetizar el GH, analizadas por GraphPad Prism.
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4.1.2 Dispersion de luz dinamica

La distribucion de tamafos de las AuNPs y del GH fue confirmada por DLS

ademads del TEM. El tamafio promedio de las AuNPs fue de 11,87 + 2,3 nm; en cambio,

el tamafo del GH tuvo una media de 20,00 + 5 nm de diametro (Figura 4.2).

A) Size Distibution by Nurber B) St Distribution by Nurrber
30 L 30
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Sze (d.nm) Seze (d.nm)
Record 1: AuNP Record 2 AuNP Record 3:AuNP ‘ Record 1: GH Record 2: GH Record 3: GH |
Muestra Diametro (nm)
AuNP (A) 11,87 £ 0,0
GH (B) 20,00 £ 5,0

Figura 4.2. A) Caracterizacion obtenida por DLS de las AuNPs de 12 nm en dispersion con un tamaiio

promedio de 11,87 + 0 nm. B) Caracterizacion obtenida por DLS del GH con un tamaiio promedio de

20,00 * 5 nm. Las muestras fueron analizadas por Malvern Nano ZSizer de la serie nano ZS (Malvern

Instrument, UK).

4.1.3 Potencial Z

Al estudiar el Potencial Z de las AuNPs dispersas en solucién y del GH, se

compararon sus cargas superficiales. La carga superficial de las AuNPs fue de -37,30 +

1,3 mV y se mantuvo sin cambios cuando las AuNPs se conjugaron al HA para formar el

GH, con una carga superficial de -37,10 = 1,8 mV (Figura 4.3).
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A) Zeta Potential Dstrbution B) Zeta Fotertial Dstribuson

Apparent Zeta Fotentil (mV) Apparent Zeta Potential (V|

| T e pr— g [ Recad 1 GH Recard 2 GH Record 3. GH
Muestra Potencial Z (mV)
AuNP (A) -37,30+13
GH (B) -37,10£18

Figura 4.3 A) Caracterizacion obtenida por DLS de las AuNPs de 12 nm en dispersion con una carga
superficial de -37,30 * 1,3 mV. B) Caracterizacion obtenida por DLS del GH con una carga superficial de
-37,10 * 1,8 mV. Las muestras fueron analizadas por Malvern Nano ZSizer de la serie nano ZS (Malvern

Instrument, UK).

4.1.4 Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo

El ICP-MS se utiliz6 para cuantificar la cantidad de oro en solucién y por lo tanto
el nimero de nanoparticulas de oro. Se determin6 la concentracidon de oro en solucion de
la sintesis de AuNPs 3X (100 ppm), la concentracion de oro del GH 1X (33 ppm) y la
concentracion de las AuNPs-PEG 1X (33ppm) (Tabla 20).

Tabla 4.1 Comparacion de las concentraciones tedricas y obtenidas por ICP-MS de las AuNPs (Stock 3X),

del GH (1X) y de las AuNPs-PEG (1X).

Muestra Concentracion tedrica Concentracion por ICP-MS
AuNPs 3X 100 ppm (0,1 mg/ml) 96,83 + 2,19 ppm
GH 33 ppm (0,033 mg/ml) 28,01 £ 3,14 ppm
AuNPs-PEG 33 ppm (0.033 mg/ml) 29,23 £ 0,91 ppm
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4.1.5 Analisis elemental organico del GH

Se estudi6 la cantidad de moléculas de HA por AuNPs del GH a 100 ppm (3X,
para facilitar un andlisis cuantitativo mas preciso),para demostrar que el nucleo de la

nanoparticula es capaz de unir un elevado nimero de moléculas HA (Tabla 4.2).

Tabla 4.2 Analisis elemental organico de dos lotes diferentes de GH (GH.01 y GH.02). Detalle de los
valores obtenidos en porcentaje de N, Cy S, asi como de los microgramos totales de HA, el nimero de
total moléculas de HA, el niimero total de AuNPs de cada lote de GH y finalmente, el niimero de moléculas
de HA por AuNP.

Volumen (ml) 2,00 2,00
%N 2,31 2,31

%C 26,22 26,28

%S 0,18 0,22
ug HA 3745,09 3802,29
N2 Molec. HA 1,96E+17 1,99E+17
N2 AuNPs 1,23E+14 1,23E+14
Molec. HA/AuNP 1,59E+03 1,62E+03

4.1.6 Calidad y estabilidad

Se estudio la estabilidad de las AuNPs y del GH en solucion salina para demostrar
que el recubrimiento con HA protege a las AuNPs de la agregacion y las hace mas

biocompatibles en medios fisiologicos.

4.1.6.1 UV-VIS

Las AuNPs y el GH fueron comparados por UV-VIS en solucion acuosa. Las
AuNPs mostraron el tipico pico de absorbancia a 520 nm, y el GH mostré un ligero

desplazamiento hacia la derecha, con un pico a 524 nm (Figura 4.4).
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Figura 4.4 Espectro UV-VIS de las AuNPs (pico maximo de absorbancia de 520 nm) y del GH (pico maximo

de absorbancia de 524 nm) en solucidén acuosa.

Cuando se estudio el espectro UV-VIS de las AuNPs y del GH en medio salino

(PBS), el pico de absorbancia de las AuNPs agregadas se ensanchd y se desplaz6 hacia la

derecha con un pico de 542 nm mientras que el pico de absorbancia del GH permanecio

sin cambios a 524nm (Figura 4.5).
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Figura 4.5 Espectro UV-VIS de las AuNPs agregadas (pico maximo de absorbancia de 542 nm) y del GH

(pico maximo de absorbancia de 524 nm) en solucidn salina (PBS).
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4.1.6.2 Examen visual

Las AuNPs y el GH se diluyeron en H>O y PBS, y se estudiaron visualmente los
cambios producidos por la agregacion. Las AuNPs agregaron en la solucion salina y se
detectd por el cambio de color de rojo burdeos a azul, mientras que el GH se mantuvo en

estado disperso y no se observd cambio de color (Figura 4.6).

Figura 4.6 A) AuNPs en solucion acuosa de color rojo burdeos (izquierda) y AuNPs en solucion salina de
color azul oscuro (derecha). B) GH en solucién acuosa de color rojo burdeos (izquierda) y GH en solucion

salina de color rojo burdeos (derecha).
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4.2 Estudios de viabilidad celular

Ademas de estimular una respuesta endogena a nivel celular, el GH ha de ser
seguro y no puede tener efectos toxicos por si mismo. Ademas de la caracterizacion
quimica del GH, se realizaron experimentos de toxicidad, genotoxicidad y mutagénesis

para determinar el perfil toxicologico in vitro, como futuro ingrediente activo.

4.2.1 Ensayo de toxicidad in vitro

El objetivo del ensayo de citotoxicidad fue comprobar si el GH era toxico a nivel
celular. Tanto los HDF como los HaCat fueron tratados con medio de cultivo celular que
contenia siete concentraciones de GH (1%, 3%, 10%, 25%, 50%, 75% y 100%). E1 GH
fue previamente liofilizado y resuspendido en medio de cultivo completo a la
concentracion 1X. En ninguna de las concentraciones testadas se obtuvieron valores

significativos de mortalidad (Figura 4.7).
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Figura 4.7 A) Porcentajes de viabilidad celular obtenida en HDF en comparacion con un control negativo
sin tratamiento (C-) después de haber sido tratados con medio completo al 1% (0,33 ppm), 3% (1 ppm),
10% (3 ppm), 25% (8 ppm), 50% (17 ppm), 75% (25 ppm) y 100% (33 ppm) de GH. B) Porcentajes de
viabilidad celular obtenida en HaCat en comparacion con un control negativo sin tratamiento (C-)
después de haber sido tratados con medio completo al 1% (0,33 ppm), 3% (1 ppm), 10% (3 ppm), 25%
(8 ppm), 50% (17 ppm), 75% (25 ppm) y 100% (33 ppm) de GH.
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4.2.2 [Ensayo de mutagénesis Ames

Se estudiaron las posibles propiedades mutagénicas del GH mediante el ensayo
de mutagenicidad de Ames. Para realizar este ensayo, tres cepas de Salmonella
typhimurium (TA98, TA100 y TA1535) y una cepa de Escherichia coli (WP2 uvrA) se
sometieron al tratamiento con GH. Posteriormente se evalud la velocidad de mutacion
inversa causada por el tratamiento. Las caracteristicas de las diferentes cepas se
verificaron por analisis genético. EI GH no mostr6 mutagenicidad en ninguna de las
cuatro cepas bacterianas testadas a ninguna de las concentraciones en comparacion con
el control negativo (frecuencia de mutacion espontanea detallada en la tabla 4.3), (Figura
4.8). Se us6 como control negativo de este ensayo las AuNPs-PEG ya que las AuNPs

solas hubiesen agregado en el medio.

Tabla 4.3. Frecuencia espontanea de mutacion de las cepas bacterianas utilizadas (media (SD)).

Cepa bacteriana Frecuencia espontanea de mutacion
S. typhimurium TA98 13,5£5,5

S. typhimurium TA100 190,7 + 34,7

S. typhimurium TA1535 21,5+ 6,4

E. coli WP2uvrA (pKM101) 16,3 +3,2
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Figura 4.8 Ensayo de mutagénesis Ames realizados en S. Typhimurium TA100, TA98, TA1535 y E. Coli
WP2 UVrA (media (SD)).

4.2.3 Ensayo de genotoxicidad del cometa

El ensayo del cometa se realizo tanto en HDF como HaCat y se utilizaron dos

controles internos del ensayo; como control negativo se us6é medio de cultivo completo y

como control positivo se utilizé una solucion a 100 mM de perdxido de hidrogeno (H20»).

También se usaron AuNPs-PEG como control de nanoparticulas. No hubo evidencias de

dafio en el ADN después de tratar las células con el GH a la méxima concentracion (Figura

4.9).
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Figure 4.9 A) Imagenes representativas del niicleo celular de cada grupo de tratamiento sujeto al ensayo
del cometa, en HDF y HaCat. B) Porcentaje medio de la cola de AND depués de analizar 50 células HDF y
HaCat de cada grupo de tratamiento, con el Comet Assay Software Project (media (SD)). Analisis

estadistico por Kruskal-Wallis (* p < 0,05).
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4.3 Estudios de seguridad ex vivo

Se realizo la evaluacion ex vivo de la seguridad del GH. El primero de los dos
aspectos evaluados fue estudiar la capacidad de penetracion del GH en la piel a través de
un ensayo de absorcion transdérmica. El segundo de los aspectos que se estudio fue el

potencial irritante del compuesto.

4.3.1 Absorcion transdérmica

Tras exponer la piel en la membrana de difusion al GH durante 24 horas, se
determind su distribucion en los diferentes estratos (estrato corneo, epidermis y
dermis). También se evalu6 el exceso de oro en la superficie de la piel y el contenido

de GH en el liquido receptor de las 6 celdas utilizadas.

Los resultados medios obtenidos en la distribucion cutanea de la solucion de GH
durante el proceso de absorcion percutanea se indican en la Tabla 4.4 expresada en

ng/cm? y en % de oro respecto la dosis total aplicada.

Tabla 4.4 Distribucion en la piel del oro contenido en una solucién de GH tras 24 horas de exposiciéon

(media (SD)).

Compartimento Contenido de oro (ng/cm?) | % de oro respecto la dosis aplicada

Superficie de la piel 111.28 £4.97 87.69 +£3.92
Estrato cérneo 2.30+0.72 1.81+0.57
Epidermis 0.32+£0.25 0.25+0.20
Dermis 0.11+0.11 0.09 + 0.08
Liquido receptor n.d. n.d.

Cantidad recuperada 114.01 +£3.91 89.84 + 3.08
Aplicacion total 126.91 100
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También se calculd la cantidad total de oro absorbido percutdneamente
(epidermis, dermis y fluido receptor) y expresado en ng/cm? y en % de oro respecto la

dosis total aplicada (Tabla 4.5).

Tabla 4.5 Contenido de oro de la solucion de GH absorbido percutineamente tras 24 horas de exposicion

(media (SD)).

Muestra analizada Contenido de oro (ng/cm?) ‘ % de oro respecto la dosis aplicada
GH (33 ppm) 0.43+0.27 0344021

4.3.2 Test de irritacion HET-CAM

El test de irritacion HET-CAM se realizé con la finalidad de evaluar el potencial
irritante del GH. Se evalud la hiperemia, hemorragia y coagulacion en cuatro huevos
embrionados de gallina. Los resultados de las puntuaciones obtenidas en funcion del

tiempo se muestran a continuacion (Tabla 4.6).

Tabla 4.6 Resultados de la cuantificacién de los parametros evaluados en los cuatro huevos en funcién

del tiempo (en segundos).

Hiperhemia Hemorragia Coagulacion
Puntaucion final

Tiempo (s) Puntuacién Tiempo (s) Puntuacion Tiempo (s) Puntuacion

1 28 5 37 5 0 0 10
2 27 5 42 5 0 0 10
3 29 5 49 5 0 0 10
4 29 5 44 5 0 0 10
Media 5.0 5.0 0 10
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4.4 Estudios de eficacia in vitro

Se estudio la eficacia in vitro para poder determinar los posibles efectos
regenerativos del GH en comparacioén con el HA en HDF y HaCat. En primer lugar, se
evaluo la eficacia del GH con un ensayo de migracion celular. A continuacion, se estudio
el potencial proliferativo del GH. Finalmente, se evalu¢ el nivel de expresion génica de
cuatro moléculas implicadas en la regeneracion en HDF: acido hialurénico, colageno tipo
Iy Il y elastina tras el tratamiento con GH. En HaCat s6lo se analiz6 la expresion génica

de 4acido hialurodnico tras el tratamiento con GH.

4.4.1 Ensayo de migracion celular

Para estudiar la migracion celular, los HDF y HaCat se trataron con dos soluciones
de GH al 3% y 10% tras realizar una herida con una punta de pipeta sobre la monocapa
de células. Como control se utilizd la misma concentracion de HA (3% y 10%). Se
tomaron imagenes a tiempo cero justo al inicio del tratamiento y pasadas 12 horas de
incubacion (Figura 4.10). El potencial migratorio se expres6 como porcentaje tras ser

procesado con ImageJ (Figura 4.11).
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Figura 4.10 Imagenes de la migracion celular en HDF (arriba) y HaCat (abajo) a tiempo cero y tras 12 hrs
de incubacién con 3% y 10% de HA y GH respectivamente. Imagenes tomadas con un microscopio de luz

invertida (Nikon E600) utilizando el objetivo 40x.
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Figura 4.11 Porcentaje de migracién celular en HDF (izquierda) y HaCat (derecha) tras 12 hrs de
incubacion con 3% y 10% de HA y GH respectivamente. Analisis realizado tras tomar las imagenes a
0 hrs y después de 12 hrs de incubacion, con FIJI Software (media (SD)). Analisis estadistico por One-
way ANOVA (* p < 0.05).

4.4.2 Ensayo de proliferacion celular

Para estudiar la proliferacion celular, los HDF y HaCat se trataron con cuatro
soluciones de GH al 1%, 3%, 5% y 10% con la finalidad de evaluar una posible
correlacion dosis-efecto. Como control se utilizoé la misma concentracion de HA (1%,
3%, 5% y 10%). La capacidad proliferativa se expres6 como porcentaje respecto al

control negativo y se evalud tras 12 horas de incubacion (Figura 4.12).
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Figura 4.12 Porcentaje de proliferacion celular en HDF (izquierda) y HaCat (derecha) tras 48 hrs de
incubacién con 1%, 3%, 5% y 10% de HA y GH respectivamente. Analisis estadistico por One-way
ANOVA (* p < 0.05).

4.4.3 Ensayo de expresion génica

Se evalud la expresion génica de HAS 2, COL 1, COL 3 y Elastina a nivel de ARN
mensajero en HDF (Figura 4.13). También se estudio la expresion génica de HAS 2 a
nivel de ARN mensajero en HaCat (Figura 4.14). Los tiempos de incubacion fueron 24 y
48 horas. El porcentaje de tratamiento fue 3% y 10%. Como control se utiliz6 HA a la
misma concentracion que el GH (3% y 10%). Los resultados se normalizaron en relacion

al gen 18S rRNA enddgeno, a través del software StepOne de Applied Biosystems.
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Figura 4.13 Porcentaje de expresion génica a nivel de RNAm (HAS 2 arriba a la izquierda, COL 1 arriba
ala derecha, COL 3 abajo a la izquierda y Elastina abajo a la derecha) analizado por PCR cuantitativa
en HDF tras 24 hrs y 48 hrs de incubaciéon con 3% y 10% de HA y GH respectivamente y normalizados

en relacion al gen 18S rRNA enddgeno. Analisis estadistico por One-way ANOVA (* p < 0.05).
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Figura 4.14 Porcentaje de expresion génica de HAS 2 a nivel de RNAm analizado por PCR cuantitativa en
HaCat tras 24 hrs y 48 hrs de incubacion con 3% y 10% de HA y GH respectivamente y normalizados en

relacion al gen 18S rRNA enddgeno. Analisis estadistico por One-way ANOVA (* p < 0.05).
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4.5 Estudio de seguridad en voluntarios Patch Test

Se comprobd la compatibilidad cutanea del GH (1X, a una concentracion de 33
ppm) después de una sola aplicacion del producto al 100% en la piel de 23 voluntarios en

condiciones experimentales exageradas (Tabla 4.7).

Tabla 4.7 Resultados obtenidos tras evaluar el potencial irritante del GH a una concentracion de 33 ppm

en 23 voluntarios.

Tiempo transcurrido Voluntario Tivos de | Puntuacién media de % de
hasta la evaluacion tras | s reactivos rezcci()n irritacion voluntario
quitar el parche al parche s reactivos
15 minutos 0 - 0 0%
24 horas 0 - 0 0%
Puntuaciéon media maxima de irritacion 0
% de voluntarios reactivos a 15 minutos o 24 horas 0%

4.6 Estudios de eficacia en voluntarios

Se realiz6 un ensayo anti-edad y un ensayo anticelulitico con la finalidad de
estudiar la eficacia de dos formulaciones (sérum y crema) de GH. Los dos ensayos se
realizaron con grupos representativos de la poblacion a la que iba a ir destinado el

producto.
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4.6.1 Estudio facial anti-edad

De las 23 voluntarias iniciales, 22 asistieron a la visita de seguimiento de los 28

dias. La hidratacion de la piel se midié con una sonda de capacitancia dieléctrica MY -

808S en las mejillas izquierda y derecha, en la zona periocular izquierda y derecha y en
la frente. Se tomaron 3 muestras para cada zona estudiada y luego se promedié el total
(Figura 4.15). Tras normalizar los datos obtenidos con los valores basales y realizar el
promedio en porcentaje se obtuvo un porcentaje de mejora general del 15,64%

(p<0,0001).

Figura 4.15 Promedio de los valores de hidratacion expresados en porcentaje de cada area estudiada a
dia 0 (inicio del estudio) en comparacion con el dia 28 (finalizacion del estudio). Tras normalizar los
datos obtenidos y hacer el promedio de los porcentajes de cada area tratada, se obtuvo una mejora

general del 15,64%. Analisis estadistico por Kruskal Wallis (p < 0.0001).
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A continuacion, se analizo la textura 3D de la piel en la zona periocular izquierda

y derecha. Se cuantificaron y analizaron dos parametros:

- La altura promedio de la arruga en la superficie.

- La profundidad maxima de la arruga.

También se realizaron medidas topométricas 3D junto con las mediciones de
textura en ambas zonas (area periocular izquierda y derecha). Se midi6 y cuantificaron

los siguientes parametros:

- El volumen promedio de las arrugas.

- La circunferencia de las arrugas.

- El érea de las arrugas.

- Rugosidad: promedio de la profundidad maxima y altura media de las

arrugas.

Los parametros de la textura 3D de la piel fueron evaluados en un area de 50 x 50

mm (Figura 4.16).
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Figura 4.16 A) Altura promedio de las arrugas (mm). Analisis estadistico por t-Student (** p < 0.01). B)
Profundida maxima de las arrugas (mm). Analisis estadistico por t-Student (** p < 0.01). C) Volumen de
las arrugas (mm3). Analisis estadistico por t-Student (**** p < 0.0001). D) Circunferencia de las arrugas
(mm). Anilisis estadistico por t-Student (** p < 0.01). E) Area promedio de las arrugas. Analisis
estadistico por t-Student (** p < 0.01). F) Rugosidad: profundidad maxima y altura media de las arrugas.

Analisis estadistico por t-Student (* p < 0.05).
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A continuacidn, se muestran las imagenes topométricas de la textura obtenidas
con FOITS. La figura 4.17 muestra las imagenes del perfil de rugosidad del area
periocular izquierda de la voluntaria ILA09 al inicio y al final del estudio. La figura 4.18
muestra las imagenes oblicuas de rugosidad del area periocular izquierda de la voluntaria

ILAO9 al inicio y final del estudio.

La figura 4.19 muestra las imdgenes 3D del area periocular derecha de la
voluntaria MSE10 al inicio y final del estudio. La figura 4.20 muestra las imagenes del
perfil de las arrugas de la zona periocular derecha de la voluntaria MSE10 al inicio y final
del estudio. Y la figura 4.21 muestra las imagenes oblicuas de las arrugas de la zona

periocular derecha de la voluntaria MSE10 al inicio y final del estudio.

Figura 4.17 A) Imagen del perfil de la rugosidad de la zona periocular izquierda, de la voluntaria ILA09

al inicio del estudio. B) Imagen del perfil de la rugosidad de la zona periocular izquierda, de la voluntaria

ILAO9 tras 28 dias de tratamiento con las dos formulaciones de GH (sérum y crema).
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Figura 4.18 A) Imagen oblicua de la rugosidad de la zona periocular izquierda, de la voluntaria ILA09 al
inicio del estudio. B) Imagen oblicua de la rugosidad de la zona periocular izquierda, de la voluntaria

ILAO9 tras 28 dias de tratamiento con las dos formulaciones de GH (sérum y crema).

Figura 4.19 A) Imagen 3D del area periocular derecha de la voluntaria MSE10 al inicio del estudio. B)

Imagen 3D del area periocular derecha de la voluntaria MSE10 tras 28 dias de tratamiento con las dos

formulaciones de GH (sérum y crema).
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Figura 4.20 A) Imagen del perfil de las arrugas de la zona periocular derecha, de la voluntaria MSE10 al
inicio del estudio. B) Imagen del perfil de las arrugas de la zona periocular derecha, de la voluntaria

MSE10 tras 28 dias de tratamiento con las dos formulaciones de GH (sérum y crema).

Figura 4.21 A) Imagen oblicua de las arrugas de la zona periocular derecha, de la voluntaria MSE10 al

inicio del estudio. B) Imagen oblicua de las arrugas de la zona periocular derecha, de la voluntaria MSE10

tras 28 dias de tratamiento con las dos formulaciones de GH (sérum y crema).

Los resultados del grosor epidérmico y dérmico y la densidad ecogénica
epidérmica y dérmica cuantificados mediante HFUS a 50 MHz son el promedio de 3

muestras para cada mejilla y se muestran en la Figura 4.22.
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Figura 4.22 A) Comparativa del grosor epidérmico y dérmico al inicio y final del estudio. Analisis
estadistico por t-Student (p > 0.01). B) Comparativa de la densidad ecogénica epidérmica y dérmica al

inico y final del estudio. Analisis estadistico por t-Student (* p < 0.05).

A continuacion, se muestra una imagen de la densidad ecogénica dérmica antes y

después del tratamiento, obtenida con ultrasonidos de alta frecuencia (Figura 4.23).
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Figura 4.23 A) Imagen de la parte lateral izquierda de la cara de la voluntaria ZFO17 obtenida con
ultrasonidos de alta frecuencia de la densidad ecogénica dérmica antes de ser tratada con GH (sérum y
crema). B) Imagen de la parte lateral izquierda de la cara de la voluntaria ZFO17 obtenida con
ultrasonidos de alta frecuencia de la densidad ecogénica dérmica después de ser tratada GH (sérum y

crema) durante 28 dias.

Tabla 4.8 Tabla resumen de los resultados obtenidos en el estudio con voluntarias en porcentaje tras

evaluar el potencial del GH en una formulacién de sérum y otra de crema como ingrediente antiedad.

Parametros analizados Porcentaje

Altura promedio de las arrugas -5,25%
Profundidad maxima de las arrugas -21,89%
Volumen promedio de las arrugas -24,69%
Circunferencia de las arrugas -6,91%
Area de las arrugas -12,11%
Rugosidad: profundidad maxima -9,36%
Rugosidad: altura media -7,03%
Grosor epidérmico 2,13%
Grosor dérmico -4,95%
Densidad ecogénica epidérmica 30,04%
Densidad ecogénica dérmica 37,40%
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4.6.2 Estudio anticelulitico

Se realiz6 un ensayo de doble ciego con el objetivo de evaluar la eficacia
anticelulitica in vivo de una formulacion que contenia un 3% de GH (féormula A) en
comparacion con una segunda formulaciéon que contenia la misma cantidad de
oligosacaridos de acido hialuronico (férmula B), y donde los sujetos fueron su propio
control. Todas las voluntarias mostraron un grado 1 o 2 de celulitis en ambos muslos
(escala de Miiller). Dos de las voluntarias reclutadas al inicio del estudio no acabaron el
estudio y no se pudieron tomar sus datos (voluntaria 2 y voluntaria 9). De esta manera se
analizaron 22 voluntarias. Ademas, por problemas técnicos, no se pudo realizar la
evaluacion de antioxidantes en una de las voluntarias que completaron el estudio
(voluntaria 1), ni los datos FOITS obtenidos a dia 0 de otra voluntaria (voluntaria 9).
También por problemas técnicos, en una de las voluntarias (voluntaria 17), el analisis de
la parte izquierda FOITS tuvo que ser realizado en un area de 42 x 65 mm en lugar de 50
x 60 mm. Esta informacion se tuvo en cuenta en la expresion de los resultados, en cada

tipo de examen y para cada técnica (Tabla 4.9).

Tabla 4.9 Técnicas y niumero de voluntarias que realizaron las pruebas el dia de inicio del estudio (D0)

y el dia de finalizacion del estudio (D28).

DO D28
Formula A 24 22
Peso de las voluntarias
Formula B 24 22
Formula A 24 22
Circunferencia del muslo
Formula B 24 22
. .. Formula A 24 22
Fotografias clinicas
Formula B 24 22
fr Formula A 23 21
Analisis 3D de hoyuelos con FOITS
Formula B 23 21
fr Formula A 23 21
Analisis 3D de la textura con FOITS u
Formula B 23 21
, .. F laA 23 21
Cuantificacion de antioxidantes ormu’a
Formula B 23 21
Densidad epidérmica y dérmica por Formula A 24 22
HFUS Formula B 24 22
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El peso corporal promedio de las voluntarias no vari6 durante el ensayo (Figura

4.24).

Figura 4.24 Peso promedio de las voluntarias el dia de inicio del estudio (D0) y el dia de finalizacién

del estudio (D28). Analisis estadistico t-Student (p > 0.05).

Dado que no se observan diferencias significativas en los valores del peso corporal
entre DO y D28, se continu6 con la evaluacion (en cm) de la circunferencia del muslo.
También se midid la cantidad de antioxidantes a través de la cuantificacion de
carotenoides autofluorescentes a D0 y D28 para los dos lados tratados con el producto A
y el producto B. También se analizaron las medidas de grosor epidérmico y dérmico, asi
como los valores de densidad ecogénica de la epidermis y los valores de densidad
ecogénica de la dermis. Los tratamientos se realizaron con el producto A (GH) y el
producto B (HA). Se analizaron estadisticamente los resultados correspondientes a la
comparacion de ambos lados (prueba de t-Student, dos colas para grupos pareados al 5%,
después de comprobar la normalidad de las distribuciones mediante una prueba de

Shapiro-Wilk). (Figura 4.25).
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Figura 4.25 A) Circunferencia media del muslo de las voluntarias el dia de inicio del estudio (D0) y el dia
de finalizacion del estudio (D28). Andlisis estadistico por t-Student (p > 0.05). B) Cuantificacién de
antioxidantes al inico del estudio (DO0) y al finalizar el estudio (D28) (unidad de medida arbitraria, se
representan los valores de cuantificacion obtenidos en la cuantificacion de los carotenoides
autofluorescentes). Analisis estadistico por t-Student (* p < 0.05). C) Variacion del grosor epidérmico
(mm) al inicio y final del estudio. Analisis estadistico por t-Student (* p < 0.05). D) Variacion del grosor
dérmico (mm) al inicio y final del estudio. Analisis estadistico por t-Student (* p < 0.05). E) Variacién de
la densidad epidérmica ecogénica al inicio y final del estudio. Analisis estadistico por t-Student (* p <
0.05). F) Variacion de la densidad dérmica ecogénica al inicio y final del estudio. Analisis estadistico por

t-Student (* p < 0.05).
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Se tomaron imagenes con ultrasonidos de alta frecuencia para comparar la
densidad de la piel tratada con la formulacion A (GH) y la piel tratada con la formulacion

B (HA) (Figura 4.26).

Figura 4.26 A) Imagen de la densidad de la piel obtenida con ultrasonidos de alta frecuencia antes de

iniciar el tratamiento con la formulacion A (GH). B) Imagen de la densidad de la piel obtenida con
ultrasonidos de alta frecuencia tras la aplicacion de la formulacién A (GH) durante 28 dias. C) Imagen de
la densidad de la piel obtenida con ultrasonidos de alta frecuencia antes de iniciar el tratamiento con la
formulaciéon B (HA). D) Imagen de la densidad de la piel obtenida con ultrasonidos de alta frecuencia

tras la aplicacion de la formulacion B (HA) durante 28 dias.

La textura de la piel se evalud tras analizar los siguientes parametros: rugosidad
media, variacién media de la rugosidad y amplitud maxima del relieve. Se evalué la media
de los valores a DO y D28 para los lados tratados con el producto A (GH) y el producto
B (HA). Se analizaron estadisticamente los resultados correspondientes a la comparacion
de ambos lados (prueba de t-Student, dos colas para grupos pareados al 5%, después de
comprobar la normalidad de las distribuciones mediante una prueba de Shapiro-Wilk).

(Figura 4.27 y Figura 4.28).
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Figura 4.27 A) Promedio de la rugosidad de los hoyuelos (mm). Analisis estadistico por t-Student (****
p < 0.0001). B) Variacion media de la rugosidad de los hoyuelos (mm Analisis estadistico por t-Student
(**** p < 0.0001). C) Amplitud maxima del relieve de los hoyuelos (mm). Analisis estadistico por t-

Student (* p < 0.05).
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Figura 4.28 A) Imagen de la rugosidad del area analizada antes de ser tratada con GH. B) Imagen de la
rugosidad del area analizada después de ser tratada con GH durante 28 dias. C) Imagen de la rugosidad
del area analizada antes de ser tratada con el placebo. D) Imagen de la rugosidad del area analizada

después de ser tratada con el placebo durante 28 dias.

Se tomaron fotografias de las voluntarias para tener una referencia visual antes y

después del estudio. (Figura 4.29).
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Figura 4.29 A) Imagen de la pierna antes de ser tratada con la formula A (GH). B) Imagen de la pierna
después de ser tratada con la formula A (GH) durante 28 dias. C) Imagen de la pierna antes de ser tratada
con el placebo, formula B (HA). D) Imagen de la pierna después de ser tratada con placebo, férmula B
(HA) durante 28 dias.

También se evaluo6 la media (en los dos lados tratados por el producto A (GH) y
por el producto B (HA)) del volumen de los hoyuelos, la circunferencia, el area, la
profundidad maxima y la profundidad media a DO y se compar6 a D28. Se analizaron
estadisticamente los resultados correspondientes a la comparacion de ambos lados
(prueba de t-Student, dos colas para grupos pareados al 5%, después de comprobar la

normalidad de las distribuciones mediante una prueba de Shapiro-Wilk). (Figura 4.30).
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Figura 4.30 A) Promedio del volumen de los hoyuelos (mm3). Analisis estadistico por t-Student (*** p <
0.001). B) Area media de los hoyuelos (mm2). Analisis estadistico por t-Student (** p < 0.01). C)
Circunferencia media de los hoyuelos (mm). Analisis estadistico por t-Student (p > 0.05). D) Profundidad
maxima de los hoyuelos (mm). Analisis estadistico por t-Student (p > 0.05). E) Profundidad media de los

hoyuelos. Analisis estadistico por t-Student (p > 0.05).

Por tltimo, se muestran las iméagenes de las biopsias de piel. En la Figura 4.31 A,
B, y C se muestra la tincion de azul alcidn que ha servido para tefiir el HA. En la Figura
4.31 D, E y F se muestra la tincion tricromica de Masson que ha servido para tefiir el
colageno. En rojo se ha marcado la zona cuantificada tras realizar el analisis de imagenes

histologicas computarizadas, tras las respectivas tinciones.
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Figura 4.31 A) Muestra tratada durante 28 dias con la formulaciéon A (GH), teiiida con azul alcian.
Muestra un incremento de HA del 25,9% respecto el nivel basal. B) Muestra tomada al inicio del
tratamiento, tomada como referencia del nivel basal. C) Muestra tratada durante 28 dias con la
formulacién B (HA), teiiida con azul alcian. Muestra una disminucion del 17,3% de HA respecto el nivel
basal de HA. D) Muestra tratada durante 28 dias con la formulacion A (GH), tefiida con tricromico
Masson. Muestra un incremento de colageno del 27,6% respecto el nivel basal. E) Muestra tomada al
inicio del tratamiento, tomada como referencia del nivel basal de colageno. F) Muestra tratada durante
28 dias con la formulacién B (HA), tefiida con tricrémico Masson. Muestra una disminucién del 17,3%

de colageno respecto el nivel basal.
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Tabla 4.10 Tabla resumen de los resultados obtenidos en porcentaje en el estudio anticelulitico tras

evaluar el potencial de la formulacion A y la formulacién B.

Parametros analizados % Formula A % Féormula B

Peso de las voluntarias 0,29% -1,43%
Volumen de los hoyuelos -31,16% -1,67%
Circunferencia de los hoyuelos -17,39% -2,68%
Area de los hoyuelos -22,01% 2,30%
Profundidad maxima de los hoyuelos -3,54% -3,48%
Profundidad media de los hoyuelos -4,53% -1,27%
Rugosidad media de los hoyuelos -6,39% -0,04%
Variacion de la rugosidad de los hoyuelos -6,47% 0,13%
Relieve de los hoyuelos 7,17% -1,26%
Carotenoides 17,89% -6,05%

Grosor epidérmico 3,58% 6,87%

Grosor dérmico -5,07% 4,88%

Densidad epidérmica 15,15% 11,79%
Densidad dérmica 51,74% 21,12%
Biopsia: HA 25,90% -17,30%

Biopsia: colageno 27,60% 2,90%
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5. DISCUSION

Las AuNPs, exhiben unas excelentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas,
intrinsecas a su tamafio nanométrico. El oro como vehiculo transportador a escala
nanométrica no es toxico y es quimicamente biocompatible. Las AuNPs son faciles de
producir y modificar y su drea superficial permite una conjugacion eficaz y estable
(Heather-Herd et al., 2015). Por estas razones, las AuNPs proporcionan una plataforma
atractiva para los tratamientos mas vanguardistas en la produccion de ingredientes activos
con aplicaciones dermocosméticas. La llegada de HA en grandes cantidades a las células
epidérmicas puede conseguirse mediante la funcionalizacion de las AuNPs con cadenas

modificadas de HA de tamafio mediano-pequetio (Jin et al., 2010).

Debido a su solubilidad en agua, viscoelasticidad y biocompatibilidad, se ha
utilizado el HA para aumentar la estabilidad, solubilidad y biodisponibilidad de
numerosas formulaciones para diversas aplicaciones. Ademdas, se han descrito y
caracterizado in vitro (Jeong et al., 2008; Coradini et al., 1999) que los nanosistemas
constituidos por HA, se dirigen al receptor de superficie celular CD44 (Cai et al., 2008;

Ossipov, 2010), implicado en procesos clave para la regeneracion de la piel.

5.1 Caracterizacion fisicoquimica de las AuNPs y del GH

A lo largo de los ultimos afios se ha visto un rapido aumento en el desarrollo de
diversos nanomateriales. Entre los numerosos nanomateriales existen grandes diferencias
en las propiedades estructurales, quimicas y fisicas. También es un apartado de interés y
constante cambio la regulacion de los nanomateriales; especialmente, en lo que respecta
a la seguridad identificando los peligros para la salud y el medio ambiente, dado el rapido

desarrollo de nuevos productos.
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La actividad biologica de los nanomateriales probablemente depende de sus
caracteristicas fisicoquimicas. Estas caracteristicas podrian no ser consideradas en
estudios de toxicidad de rutina tradicionales. Por lo tanto, es de gran importancia realizar

una caracterizacion exhaustiva para entender los efectos que los nanomateriales pueden

tener en los medios bioldgicos. Las propiedades de los nanomateriales que deben incluirse

en los estudios de caracterizacion incluyen (Assay cascade protocols, NCL):

* Tamaiio de particula

* Distribucion de tamaiio

* Estado de aglomeracion

* Forma

* Composicion quimica

* Area de superficie

* Quimica de superficie

* Carga superficial (Sae-Yeol-Rim Paik et al., 2015; Powers et al., 2009 &
Oberdorster et al., 2005)

Las propiedades fisicoquimicas de los nanomateriales dictan su posterior
captacion celular, que también dependera del tamafio que tengan las nanoparticulas. Las
nanoparticulas con tamafios por encima de los 250 nm seran fagocitadas mientras que las
nanoparticulas con tamafos inferiores a 200 nm seran endocitadas. Ademas, la forma que
tengan las nanoparticulas puede afectar el trafico intracelular y la localizacion

citoplasmatica o nuclear (Heather-Herd et al., 2015).

Una cascada detallada de caracterizacion puede dar informacion sobre la posible
toxicidad del nanomaterial, asi como su estado: las nanoparticulas aglomeradas pueden
funcionar de una manera completamente diferente en comparacion con nanoparticulas
dispersas y los agregados podrian incluso no ser considerados nanomateriales debido a su

tamafio superior.
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Para comprobar el tamano y la dispersidad de las AuNPs se utiliz6 TEM que nos
permitid obtener imagenes y analizarlas mediante software especializado (Apartado
3.2.1). Las imagenes obtenidas de las AuNPs y del GH (Figura 4.1 A, C) mostraron que
las AuNPs eran monodispersas, esféricas y no aglomeradas. El andlisis informatico de los
valores numéricos del didmetro de las AuNPs y del GH (Figura 4.1 B y D) dieron una
media de 11,93 &+ 2,87 nm para las AuNPs 12 nm y un valor de 12,03 + 2,98 nm para el

GH, confirmando los diametros esperados.

El tamano del didmetro experimental de las AuNPs y del GH también se confirmé
mediante el andlisis por DLS (Figura 4.2), siendo los valores obtenidos para las AuNPs
12 nm de 11,87 £ 0 nm y el GH de 20,00 £+ 5,00 nm. La comparativa de los valores por
TEM (Figura 4.1 Ay C) y DLS (Figura 4.2) de los didmetros son muy similares para las
AuNPs, pero no para el GH ya que el DLS también mide la parte orgénica conjugada, es

decir, la matriz de HA unida a la superficie de las AuNPs.

El Pot-Z realizado a las AuNPs mostr6 una carga superficial negativa tanto para
las AuNPs 12 nm como para el GH (Figura 4.3). Las AuNPs 12 nm dieron un valor de -
37,30 = 1,30 mV, muy similar al GH con un valor de -37,10 = 1,80 mV. Ambas muestras
presentan una buena estabilidad electrostatica por tener un valor de Pot-Z < -30 mV

(www. malvern. com).

Se cuantifico la cantidad de oro y el nimero de nanoparticulas en solucién por
ICP-MS. La concentracion de Au en solucion (Tabla 4.1) muestra los valores esperados
segun la cantidad de Au utilizada en la sintesis. La concentracién de Au en la solucion
concentrada de AuNPs 12 nm 3X (96,83 + 2,19 ppm Au) fue la esperada en proporcion
al incremento de sal utilizada con respecto a las sintesis realizadas con la concentracion
estandar 1X, GH 1X (28,01 + 3,14 ppm Au) y AuNPs-PEG 12 nm 1X (29,23 £ 0,91 ppm
Au). Ademas, la concentracion de Au nos permite conocer el nimero de AuNPs de 12
nm en la solucion, un valor muy relevante a la hora de igualar soluciones y poder controlar

el nanosistema.
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La forma de incorporar el HA a las AuNPs para formar el GH se hizo mediante su
tiolacidon para que el grupo funcional -SH se enlace de manera “covalent-like” a las
AuNPs (Pensa et al., 2012). Se escogieron tamafios relativamente pequefios de peso
molecular de HA (10 KDa) debido a la mayor facilidad de modificacion sintética y para
facilitar la obtencion de un nanosistema (GH) suficientemente pequefio para favorecer su
llegada a la epidermis. Se utilizo el AEO para cuantificar el nimero de moléculas de HA
por nanoparticula que contiene el GH (Tabla 4.2). Se analizaron dos lotes de GH (GH.01
y GH.02) y se obtuvieron valores muy similares entre lotes. El AEO del GH.01 fue de
1,59E® moléculas de HA por cada AuNP y el AEO del GH.02 fue de 1,62E"* moléculas
de HA por cada AuNP, hecho que a su vez confirma la reproducibilidad en la sintesis de

los diferentes lotes de GH.

Finalmente, la Gltima técnica empleada para caracterizar las sintesis de las AuNPs
y el GH fue el UV-Vis (Figura 4.4). Con un maximo del SPR a 520 nm y 524 nm
respectivamente, se corrobord la longitud de onda descrita en la bibliografia (Klar et al.,

1998; Link et al., 1999).

El método visual, ademas de las técnicas de caracterizacion fisicoquimicas
empleadas en esta tesis, es un buen indicador de la alteracion de las AuNPs (Figura 4.6 A
y B). La agregacion visualmente se detecta en el cambio de color rojo burdeos a azul e
incluso pueden llegar a verse precipitados en la solucion cuando las NPs estan agregadas
(Apyari et al., 2012; Lee et al., 2008). La completa caracterizacion nos confirma que la
sintesis produce AuNPs esféricas de 12 nm, estables en agua y un tamafo y carga

determinados que mejoran su estabilidad una vez conjugadas a HA para formar el GH.

Los estudios de caracterizacion quimica demostraron que la sintesis del GH estuvo
bien controlada. El recubrimiento de HA confiri6 a las AuNPs mayor estabilidad y las
hizo bioldgicamente compatibles en medios fisioldgicos evitando la agregacion. A través
de ICP-MS pudimos cuantificar la concentracion de Au de los stocks de AuNPs y de los

lotes de GH.
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Los examenes de calidad visual y UV-VIS nos permitieron certificar que los lotes
fabricados estaban en condiciones Optimas para iniciar los estudios de toxicidad y

eficacia.

5.2 Viabilidad celular

Cuando se trata de nanomateriales, es fundamental realizar una exhaustiva
caracterizacion bioldgica que incluya una profunda evaluacion de la seguridad ya que la
falta de informacion entorno a ellos se produce debido a la contemporaneidad del campo.
Las mismas caracteristicas que dan a las AuNPs su gran potencial en biomedicina,
también pueden contribuir a su posible toxicidad. El uso de las AuNPs como vehiculos
transportadores a nanoescala podrian incrementar la eficacia en los tejidos diana y reducir
los efectos secundarios, pero no hay que olvidar que su tamafio también puede conducir
a efectos toxicologicos inesperados. Por eso es muy importante estudiar los posibles
efectos toxicoldgicos de los nanomateriales disefiados para aplicaciones biomédicas

(Nystrom & Fadeel, 2012).

Los efectos toxicos de las nanoparticulas dependen considerablemente de las
modificaciones de su superficie (Chompoosor et al., 2010, Das, Debnath, Mitra, Datta y
Goswami, 2012; Kim, Saha, Kim y Rotello, 2013). La toxicidad del GH in vitro fue
estudiada en una bateria de diluciones del 1%, 3%, 25%, 50%, 75% y 100% en dos lineas
celulares, HDF y HaCat. Tras analizar los resultados, la toxicidad del GH se mantuvo
muy baja, por debajo del 9% en todas las concentraciones, sin diferencias significativas
respecto el control negativo sin tratamiento, tanto en HDF como en HaCat (Figura 4.7).
Ademas, existe en la bibliografia una publicacion en colaboracion con nuestro grupo que
demuestra que un nanosistema constituido por una AuNPs de 12 nm conjugado a
moléculas HASH de rangos comprendidos entre 5-15 kDa no presenta toxicidad en la

linea 3T3 de fibroblastos (Di Guglielmo et al., 2012).
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La exposicion del GH sobre las tres cepas de Salmonella y la cepa de E. Coli no
alter6 la frecuencia espontanea de mutacion (Tabla 4.3) evidenciando una significativa
diferencia respecto al control positivo mutagénico (Figura 4.8). En los estudios de
genotoxicidad consideramos esencial el uso de un control de AuNPs, pero debido a la
facil agregacion de las AuNPs en solucion salina y la pérdida de su dispersidad en medios
biologicos, optamos por usar AuNPs-PEG (ver apartado 3.3.3). El ensayo del cometa se
uso para investigar si el GH podia causar dafios en el ADN de fibroblastos (HDF) y

queratinocitos (HaCat) humanos. E1 GH y las AuNPs se estudiaron a una concentracion
de 100 ppm (concentracion 3X). A pesar de que la sal de oro induce dafios en el ADN (Di
Guglielmo et al., 2012), el GH no indujo danos en el ADN en ninguna de las dos lineas
celulares testadas; las AuNPs-PEG que fueron usadas como control de AuNPs (Figura

4.9) tampoco mostraron dafio en el ADN, como era de esperar (Liu, 2007).

Los estudios in vitro demostraron que el GH no disminuye la viabilidad celular;
ademas, no causa efectos mutagénicos ni genotoxicos. Por lo tanto, los resultados
presentados aqui muestran que el GH no es citotdxico, ni mutagénico ni genotdxico,
avalando estudios previos realizados con nanoparticulas de oro (Lopes et al., 2012 &
Wang et al., 2012). Por tanto, se concluy6 que el GH era seguro para seguir adelante con

los estudios como posible ingrediente activo en dermocosmética.
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5.3 Seguridad ex vivo

Cuando se pretende aplicar un nuevo activo en la piel, una de las primeras pruebas
a realizar serad determinar si el activo podra en primer lugar penetrar la piel y cual de sus
capas sera capaz de alcanzar, y en segundo lugar si causara irritacion de la piel. Ademas,
incluso siendo un producto dermocosmético de aplicacion exclusivamente tdpica, la
prueba de irritacion ocular serd necesaria debido a la posibilidad de exposicion

inadvertida a los ojos (Oilman, 1982).

5.3.1 Absorcion transdérmica

El estudio de la seguridad a través del test de absorcidon percutanea ex vivo fue
descrito con detalle anteriormente (Bronaugh et al., 1982, 1991; Diembeck et al., 1999;
ECETOC, 1993; Franz, 1975; Howes et al., 1996; Scott et al., 1992a) y ha demostrado
ser una herramienta muy util al evaluar la exposicion sistémica de los ingredientes activos
en desarrollo que irdn destinados a aplicaciones dermocosméticas. Asegurar que la
barrera de la piel (epidermis) mantiene su integridad, es un factor esencial en el desarrollo
de cualquier producto dermocosmético, tal y como se especifica en la directriz del ensayo

OCDE 428 (OCDE, Paris 2004).

Después de realizar el ensayo, los resultados obtenidos han confirmado que la
recuperacion del oro de la solucion de GH (100 ppm) en las 6 celdas fue aceptable (89,84
+ 3,08 ppm). Parece que no se produjo ninguna pérdida apreciable del GH durante el
desarrollo del ensayo. Un exceso de oro quedd en la superficie de la piel después de un

tiempo de exposicion de 24 horas (aproximadamente un 88% de la solucion de GH).

El contenido de oro encontrado en el estrato corneo fue del 1,81% (2,30 ng / cm?).
En cuanto a la epidermis y la dermis, el contenido de oro es 0,32 £ 0,25y 0,11 + 0,11 ng
/ cm?, respectivamente (0,25 = 0,20% y 0,09 + 0,08% de la dosis aplicada). No se

detectaron trazas de oro en el liquido receptor durante el proceso de absorcion.
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En términos globales, la cantidad de oro absorbida percutaneamente (considerando
los compartimentos de la epidermis, la dermis y el liquido receptor) fue del 0,43 = 0,27

ng / cm? 0 0,34 = 0,21% de la dosis aplicada.

La mayor parte del oro de la solucion de GH permanecio en la superficie de la
epidermis debido a las importantes caracteristicas de la funcion barrera del estrato corneo.
Sin embargo, una cierta cantidad de oro fue capaz de penetrar en el estrato corneo.
Debemos tener en cuenta que el producto fue testado sin ser mezclado con una

formulacion que puede favorecer la penetracion a la epidermis.

5.3.2 Test deirritacion HET-CAM

En la mayoria de los casos, la aceptacion de HET-CAM por las autoridades
nacionales estd relacionada con la identificacion de irritantes oculares graves. Ademas, la
prueba HET-CAM es una técnica ampliamente establecida y utilizada para fines de
cribado dentro de la industria cosmética. La principal preocupacion en el desarrollo de un
nuevo cosmético es la tolerancia de la piel, especialmente cuando se usan nuevos sistemas
de administracion como nanoparticulas (Somasundaran et al., 2007). Aunque el
componente que las recubra sea biodegradable (como el HA), se debe evaluar su

tolerabilidad y toxicologia (Souto et al., 2007).

Como consecuencia, la prueba HET-CAM puede considerarse una alternativa que
esta conduciendo a una reduccion de experimentos con animales. Sin embargo, aunque
se reconoce ampliamente que la gama de criterios de evaluacion cubiertos por la prueba
ocular de conejo Draize (Draize et al., 1944), no puede ser reemplazada por ninguna
prueba in vitro Uinica, hoy en dia hay una mayor aceptacion reguladora de la prueba HET-
CAM gracias al establecimiento de protocolos de trabajo estandarizados, asi como a la
incorporacion de criterios estandarizados de validacion, como por ejemplo la inclusion

de controles internos de referencia conocidos (Steiling et al., 1994; Hagino et al., 1999),
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para desarrollar un método de puntuacion objetiva, en lugar de utilizar el método

subjetivo actual (Christian et al., 1999).

El GH es un ingrediente activo de tamafio nanométrico en una solucion salina que
tiene un pH compatible con la aplicacion cutdnea. La estabilidad del GH favorece el
desarrollo del ensayo de seguridad in vitro HET-CAM, sustituyendo, entonces, los
ensayos en animales para cosméticos. Se analizd la solucion de GH que contenia
nanoparticulas esféricas de oro, conjugadas a moléculas de HA. El ensayo HET-CAM
demostréo que la solucion de GH que contenia citrato trisddico dihidratado, acido
clorodurico y hialuronato sédico presentaba un potencial detectable de irritacion ocular
dentro de los parametros aceptables de ingredientes activos destinados a dermocosmética
(Draize et al., 1944). Con una puntuacion final de 10, el GH se situ6 en el grupo de
productos cosméticos irritantes en la membrana corioalantoidea de huevos embrionados
de gallina, representados en el 40% del total de ingredientes activos del mercado. No
obstante, el HA no presenta irritaciéon por si mismo (McKenzie et al., 2015) ni las
nanoparticulas tampoco muestran signos de irritacion (Aragjo et al., 2009), de modo que
la irritabilidad de GH puede ser debida al citrato trisddico dihidratado en solucion y no al
nanosistema en si mismo. Ademas, al afiadir s6lo un pequefio porcentaje de activo (GH)

en la formulacion final, la irritacion producida por la sal desaparece.

La seguridad quedd garantizada por las pruebas ex vivo tanto en el ensayo de
absorcion transdérmica como en el ensayo de irritabilidad ocular, ya que los resultados
obtenidos estuvieron dentro de los pardmetros establecidos por la regulacion vigente. De
manera que los posteriores ensayos de irritacién cutanea en voluntarios pudieron llevarse
a cabo sin riesgo potencial de irritacion o sensibilizacion con la finalidad de evaluar la

compatibilidad cutanea del GH.
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5.4 Eficacia in vitro

El HA es muy abundante en la piel humana y representa el 50% del HA total del
cuerpo (Juhlin, 1997; Tzellos et al., 2009). La expresion génica del HA en la piel esta
regulada por HAS-1 y HAS-2 en la dermis y HAS-2 y TGF-B1 en la epidermis (Wilkinson
et al., 2004), lo que indica que hay una regulacion diferencial en funcion del estrato y por
lo tanto la funcion del HA es diferente en la dermis y la epidermis (Stuhlmeier &

Pollascheck, 2004; Stern & Maibach, 2008).

Tanto en HDF como HaCat, HAS-2 es la isoforma predominante que proporciona
la maquinaria sintética del HA a nivel dérmico (Tammi et al., 2005). La sintesis y
acumulacion de HA de tamafio intermedio en la dermis y epidermis estimula la respuesta
migratoria y proliferativa de los HaCat, que junto a los HDF, cooperan en la cicatrizacién
de heridas (Karvien et al., 2003). Ademas, se ha demostrado que la expresion de HAS-2
aumenta significativamente después de una lesion cutdnea, lo que conduce a un
incremento de la sintesis de HA epidérmico (Tammi et al., 2005). También se ha
demostrado in vitro que los HDF son los responsables mayoritarios de regular la sintesis

de colageno dérmico, en cooperacion con los HaCat (Gessin et al., 1993).

Existen evidencias de que tanto el envejecimiento de los fibroblastos celulares
como la estimulacion defectuosa en el tejido envejecido contribuyen a la reduccion de la
sintesis de HA y colagenos 1 y 3 en la piel. No obstante, hay evidencias de que puede ser,
al menos en parte, reversible ya que se ha demostrado que agentes tales como el acido
retinoico pueden estimular la produccion de HA y coladgeno en la piel envejecida (Varani
et al., 2006). Por lo tanto, la respuesta de HDF y HaCat debe ser objetivo de estudio para
mejorar la hidratacion y estimular el rejuvenecimiento de la piel (Pienimaki et al., 2001).
Por ese motivo, en la presente tesis estudiamos la eficacia del GH en HDF y HaCat a fin

de evaluar su potencial efecto in vitro.
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En primer lugar, evaluamos la migracion celular de los HDF y HaCat a través del
ensayo de la herida (ver apartado 3.5.1). Los resultados obtenidos al incubar los HDF y
HaCat con dos soluciones de GH (3% y 10%) y compararlos con los resultados obtenidos
al tratar con dos soluciones de HA comercial (3% y 10%) se resumen en las Figuras 4.10
y 4.11. Tras 12 horas de incubacién, los HDF tratados con un 3% de HA migraron un
34,05% mientras que los HDF tratados con GH al 3% migraron un 79,11%. E1 HA al 10%
estimul6 la migracion de HDF un 49,04% mientras que el GH al 10% produjo una
migracion de HDF del 86,75%. En paralelo estudiamos el efecto del HA al 3% en HaCat
y produjo una migracion del 38,78% respecto al 87,12% del tratamiento con GH al 3%.
El efecto del HA al 10% en HaCat fue del 57,60 mientras que al ser tratados con una
solucion de GH al 10% la migracion fue del 94,65%. El HA produjo una clara respuesta
migratoria en HDF y HaCat, no obstante, el GH mostrd una eficacia muy superior a la del

HA comercial. Si bien estos datos fueron sorprendentes, corroboraron la teoria de Karvien

et al., (2003).

En segundo lugar, evaluamos el posible potencial proliferativo del GH en HDF y
HaCat (ver apartado 3.5.2). HDF y HaCat se trataron con cuatro soluciones de GH al 1%,
3%, 5% y 10% y se compararon con cuatro soluciones que contenian el mismo porcentaje
de HA comercial (Figura 4.12). Las diferencias, entre el control de HA y el tratamiento
con GH fueron claramente significativas en ambas lineas celulares. En HDF, un 2,3%
frente a un 16,3% fue el porcentaje de proliferacion de los HDF tratados con HA 1% y
GH 1% respectivamente. Los tratamientos al 3% fueron del 5,7% para el HA y 23,9%
para el GH. Un 9,6% respecto a un 26,6% fue el porcentaje de proliferacion de los HDF
tratados con HA 5% y GH 5% respectivamente. Finalmente, el tratamiento de los HDF al
10% produjo un 14,5% de proliferacion en el tratamiento con HA y un 30,2% de
proliferacion en el tratamiento con GH. La proliferacion de los HaCat fue también muy
diferenciada segiin su tratamiento. El porcentaje de proliferacion fue del 0,9% para el
tratamiento de HA al 1% y del 10,8% para el tratamiento con GH al 1%. Cuando el
tratamiento fue del 3%, el HA produjo un porcentaje de proliferacion del 1,5% mientras

que el GH al 3% dio un porcentaje de proliferacion del 19.5%.
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Obtuvimos un 2,2% de proliferacion al tratar los HaCat con una solucion al 5% de
HA mientras que al tratarlos con una solucion de GH al 5%, el porcentaje de proliferacion
fue del 30,6%. Finalmente, cuando tratamos los HaCat con un 10% de HA obtuvimos un
3,2% de proliferacion celular mientras que el tratamiento con un 10% de GH produjo un
porcentaje de proliferacion celular del 44,1%. Una vez mas, los datos obtenidos
confirmaron la teoria de Karvien et al., (2003). El HA produjo una clara respuesta
proliferativa en HDF y HaCat; no obstante, el potencial del GH qued6 demostrado una

vez mas con una eficacia muy superior a la del HA comercial.

Finalmente, comparamos el nivel de expresion génica de HAS2 en HDF y HaCat,
COL 1, COL 3 y Elastina en HDF tras 24 y 48 horas de incubacién con HA y GH al 3%
y 10% respectivamente (ver apartado 3.5.3). La expresion de HAS 2 en HDF tras 24
horas de tratamiento con HA al 3% fue del 5,8% frente al 26,0% del GH al 3%; en cambio,
la expresion de HAS 2 en HDF tras tratarlos 24 horas con HA al 10% fue del 32,8%
mientras que tras tratarlos con GH al 10% la expresion subi6 al 76%. A las 48 horas, la
expresion de HAS 2 fue del 17,3% en las células tratadas con HA 3% mientras que las
células tratadas con GH al 3% mostraron una expresion del 32,8%. El tratamiento con
HA al 10% tras 48 horas produjo un nivel de expresion génica del 66,2% mientras que el

GH al 10% produjo un nivel de expresion génica del 86,7%.

La expresion de COL 1 en HDF a las 24 horas fue del 6,7% para el tratamiento con
HA al 3% y 42,5% para el tratamiento con GH al 3%. El HA al 10% produjo una
expresion del 33,5% frente al 96% del GH al 10%. A las 48 horas, el tratamiento de HA
al 3% produjo una sintesis de COL 1 del 14,8% frente al 66,5% del GH al 3%, mientras
que el HA al 10% produjo una expresion del 46,8% el GH al 10% produjo una expresion
del 132%.
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La expresion del COL 3 a las 24 horas fue del 27,8% para el HA al 3% mientras
que el GH al 3% tuvo un nivel de expresion del 88,7%. El HA al 10% tuvo una expresion
del 52,8% frente al 129,3% del GH al 10%. A las 48 horas de tratamiento, el HA al 3%
produjo una expresion génica del 34,4% frente al 93,1% del GH al 3%. El HA al 10%
mostrd un nivel de expresion de COL 3 del 93,1% frente al 146,3% del GH al 10%.

La expresion de Elastina en HDF tras 24 horas de tratamiento fue del 4,9% para el
HA al 3% frente al 28,6% del GH al 3%. Estos valores se vieron incrementados al tratar
con HA al 10%, con un nivel de expresion génica del 8,5% frente al 36,2% del GH al
10%. Al tratar las células 48 horas, el nivel de expresion del HA al 3% subio al 16,7%
frente al 55,7% del GH al 3%, mientras que el HA al 10% mostré un 21,4% frente al
64,3% del GH al 10%.

El nivel de expresion génica de HAS 2 en HaCat tras 24 horas de tratamiento fue
del 103,2% frente al 132,6% del GH 3%, mientras que el HA al 10% mostré un nivel de
expresion de HAS 2 del 109,3% frente al 147,3% del GH al 10%. Tras 48 horas de
incubacion, la expresion génica de HAS 2 en HaCat fue del 105,4% para HA al 3% frente
al 150,39% del GH al 3%; la expresion del HA al 10% fue del 117,6% frente al 180,2%
del GH al 10%. Los datos obtenidos confirmaron la teoria de Karvien et al., (2003) y
aunque el HA produjo un aumento evidente en la sintesis de Has2, COL 1, COL 3 y
Elastina en HDF el GH supero6 significativamente los niveles de expresion del HA. De la
misma manera que en HaCat vimos un estimulo evidente al tratar con HA, el potencial
del GH qued6 nuevamente demostrado con una eficacia muy superior a la del HA

comercial.
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5.5 Estudio de seguridad en voluntarias: Patch Test

Las AuNPs son cada vez mas utilizadas en tratamientos de belleza y cosméticos
antiedad. En 2010, se demostrd a través de un ensayo in vitro que las AuNPs aplicadas
en una mascarilla facial antiarrugas maximizaba el contacto del ingrediente activo con la
piel (Fathi-Azarbayjani et al., 2010). Actualmente son muchas las marcas que han lanzado

al mercado cremas antiarrugas y regeneradoras con nanoparticulas de oro.

A pesar de la baja toxicidad inherente de las nanoparticulas de oro (Connor et al.,
2005), McKenna et al., (1995) realizé un estudio Patch-Test a 278 pacientes sospechosos
de tener dermatitis de contacto con las AuNPs. El 4,6% tuvieron respuesta alergénica
positiva. Los pacientes fueron mujeres, con una edad media de 37 afios. La zona del
cuerpo donde se produjo esta respuesta fue la cabeza y el cuello (62%). La distribucion
seborreica del eccema fue frecuente. El 46% tuvo afectacion de las extremidades, el 15%
tuvo erupciones en la zona perianal o perivulvar. La duracion media del eccema en este
grupo de pacientes fue de 15,8 meses. El 54% de los pacientes alérgicos al oro también
fueron alérgicos al niquel. La alergia al oro es frecuente en pacientes con dermatitis
eccematosa, produciéndose aproximadamente en el 10% de los pacientes sometidos al

Patch-Test (Ahnlide et al., 2000).

En esta tesis se realizd un estudio de seguridad en 23 voluntarios sanos que fueron
sometidos al tratamiento con GH (ver apartado 3.6.1). Pasados los primeros 15 minutos
de la aplicacion del parche con 160 mg de GH, se revisaron los sintomas de cada
voluntario y ninguno tuvo respuesta alergénica positiva. El estudio se prolong6 durante
24 horas y transcurrido ese tiempo los voluntarios se volvieron a revisar y ninguno tuvo
respuesta alergénica positiva. Por lo que el estudio concluy6 con un 0% de voluntarios
reactivos a la exposicion del GH durante 24 horas, dato que permitié avanzar con los

estudios de eficacia en voluntarios (Tabla 4.7).
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5.6 Eficacia en voluntarias

5.6.1 Estudio anti-edad

El 4cido hialurénico (HA) desempeifia un papel vital en la sintesis de moléculas
de matriz extracelular y en la interaccién de las células epidérmicas con el entorno
circundante. Ademas, el HA modula la inmunidad celular evitando infecciones e
impidiendo los fendomenos alérgicos. Una de sus propiedades mds importantes es que
puede sujetar y mantener grandes cantidades de humedad, aproximadamente 1 litro de
agua en solo 1 gr, por eso se dice que el HA podria convertirse en la solucion definitiva
para la retencion de humedad de la piel. La piel joven estd hidratada porque contiene
grandes cantidades de HA en la dermis. Sin embargo, cuando llegamos a la edad adulta,
esta cantidad disminuye un 5% su produccion basal y a medida que envejecemos, la

cantidad de HA en la piel disminuye progresivamente (Balzana et al., 1984).

Hasta hace poco, los métodos invasivos, como la biorrevitalizacion y la
mesoterapia, se consideraban la Uinica forma de liberar HA a través de la barrera cutanea.
Pero cientificos japoneses (Forlle'd Laboratories) lograron reducir el tamafio molecular
del HA comercial de 3.000 nm a 5nm, sin alterar su estructura de subunidades
constituyentes y permitiéndole atravesar la barrera de la piel profundamente en el nivel
dérmico. Esto se midid y verificd aplicando el anélisis de espectrometria de masas. Al
confirmar que el tamafio del HA era nano y que fisicamente podria penetrar en la piel, se
realiz6 un estudio con voluntarios para verificar la eficacia del producto en seres humanos
(Manjula et al., 2014). Actualmente hay numerosos productos que reivindican efectos
rejuvenecedores o antiedad en el mercado que llevan oro, nanoparticulas de oro o acido
hialurénico, pero no hay datos publicados de productos cosméticos basados en
nanoparticulas de oro funcionalizadas con moléculas organicas. Es por eso que el ensayo
llevado a cabo con las dos formulaciones de GH (sérum y crema) han sido pioneros en el

estudio de la eficacia antiedad de un producto con nanoparticulas de oro funcionalizadas.
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Tras completar la parte experimental del estudio y analizar los datos obtenidos,
los resultados de hidratacion de la piel obtenidos tras la aplicacion del sérum y la crema
fueron sorprendentes teniendo en cuenta que so6lo el 3% de su composicion corresponde
al ingrediente activo GH (concentraciéon de HA del 0,05%). Se produjo una mejora
claramente visible de la firmeza de la piel tras 28 dias de aplicaciéon y se obtuvo una
mejora significativa de la hidratacion del 15,64% que contrasta con los resultados
obtenidos en el estudio de Manjula et al., (2014) con una mejora significativa que se
empez6 a producir tras 54 dias de aplicacion o con el producto Hyaluronic Acid Intensifier
(SkinCeuticals, 2017), con una mejora del 11% tras 12 semanas de estudio y una

concentracion de HA del 1,3%.

Por lo que respecta a los resultados de la textura de la piel, se produjo una
reduccion promedio del 5,25% en la rugosidad de la piel (altura promedio de las arrugas),
considerandose un buen resultado para un producto de rejuvenecimiento. Se produjo una
reduccion del 21,89% de la profundidad méxima de las arrugas, este resultado es
realmente infrecuente y revela que una profunda reestructuraciéon de la piel estuvo
teniendo lugar en comparacion con el 18% de reduccion con el Hyaluronic Acid
Intensifier tras 12 semanas de tratamiento. Esto ademas se confirma con los resultados
del volumen de las arrugas con una reduccion del 24,69% tras los 28 dias de tratamiento,
claramente excepcional si lo comparamos con el producto estrella de SkinCeuticals con
una reduccion del volumen de arrugas del 23% tras 12 semanas de tratamiento.
Acompaiado con una reducciodn del area y la circunferencia de las arrugas del 6,91% y
12,11% respectivamente; asi como una reduccion en el promedio de la profundidad
maxima de las arrugas del 9,36% y una reduccion del 7,03% de altura media de las

arrugas.
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La explicacion de estos resultados, sin embargo, radicd en los impresionantes
resultados obtenidos en el analisis por ultrasonido. Obviamente, dadas las mejoras
observadas en la rugosidad, se esperaba un aumento de la matriz extracelular,
especialmente en la epidermis, ya que las AuNPs no pueden alcanzar la dermis. Este dato
se confirm6 con un notable aumento del 30,04% en la densidad epidérmica. No obstante,
la verdadera sorpresa se produjo al obtener un aumento del 37,40% en la densidad
dérmica en comparacion con el 9% obtenido con el Hyaluronic Acid Intensifier. Con estos
buenos resultados en la densidad dérmica, se evidencié que las mejoras observadas en la
reduccion de la rugosidad no vinieron tinicamente de un fortalecimiento de la epidermis.
Esta sintesis de la matriz extracelular dérmica, principalmente HA y colageno, se activo
por alguna via de sefalizacion desencadenada en la epidermis y tuvo el potencial de

alcanzar la dermis (Babu & Wells, 2001).

Estos datos no indican un aumento del 30,04% y 37,40% de HA, colageno y
elastina en la epidermis y la dermis, sino un aumento en la densidad ecogénica. El HFUS
es una técnica semicuantitativa, pero estos resultados ponen en perspectiva el potencial
que muestran estas ganancias y evidencian un proceso de reestructuracion en la piel. Sin
embargo, fue inesperado que el grosor de la piel se mantuvo estable en la epidermis con
un aumento del 2,13% y disminuy6 en la dermis con una reduccion del 4,95%. Aunque
no aumento el grosor de las capas, el aumento de la matriz extracelular desencaden6 una
reorganizacion y un relleno interno que produjeron cambios evidentes externamente.
Estos resultados hacen del GH un prometedor candidato como nuevo estandar antiedad a

base de oro cosmético funcionalizado.

5.6.2 Estudio anticelulitico

Los resultados obtenidos anteriormente hacian sospechar que la extraordinaria
reorganizacion y relleno de la dermis y epidermis podria ayudar a reducir la visibilidad

de los hoyuelos producidos por la celulitis.
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Tras revisar los estudios publicados sobre nanoparticulas, estd claro que las
nanoparticulas tienen el potencial de administrar eficazmente agentes activos a través de
la barrera cutanea. Los liposomas convencionales, liposomas flexibles, etosomas,
niosomas y liposomas ultradeformables, etc. ofrecen un valioso potencial como sistemas
de administracion dérmica y transdérmica de farmacos ademas de otras nanoparticulas
(Verma & Pathak, 2010). Suptijah et al., (2015) demostro in vitro que se podia combatir
la celulitis interfiriendo con la funcién de barrera del estrato cérneo utilizando
nanoparticulas de quitosano funcionalizadas con sustancias activas como la cafeina; sin
embargo, no hay datos publicados a dia de hoy con un ensayo anticelulitico en voluntarios
con un producto cosmético basado en nanoparticulas de oro funcionalizadas con
moléculas orgdnicas. Es por ese motivo que los estudios llevados a cabo con la
formulacion que contenia un 3% de GH han sido pioneros en el estudio de la eficacia

anticelulitica de un producto con nanoparticulas de oro funcionalizadas.

Una vez completada la parte experimental del estudio y realizado el andlisis de los
datos, los resultados obtenidos fueron muy prometedores. El analisis del peso corporal
mostrd que no hubo cambios significativos en ninguna de las voluntarias durante el
periodo de tiempo que durd el estudio, eliminando un posible cofactor que podria afectar
en los resultados, ya que, al disminuir el peso, podria disminuir la celulitis. Ademas, el
peso corporal fue una de las medidas clave que sirvieron para determinar si las voluntarias
habian seguido las directrices establecidas en el inicio del estudio de no cambiar sus
habitos deportivos ni alimentarios. Cualquier pequefio cambio en sus habitos diarios
podrian haber alterado los resultados del estudio. Asi mismo, la circunferencia del muslo
fue el otro parametro que se evaluo a fin de determinar que las voluntarias del estudio
estaban siguiendo las indicaciones relativas a cualquier tratamiento de adelgazamiento y
los datos obtenidos fueron casi idénticos al final del estudio en comparacion con la
mediciéon del inicio, demostrando que las voluntarias del estudio respetaron las

condiciones del protocolo de estudio preestablecidas.
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Al tratarse de un estudio doble ciego, ni las voluntarias ni los investigadores que
realizaban el estudio conocian qué formula contenia el GH y qué formula contenia el HA.
Tras finalizar el estudio y analizar los resultados obtenidos, el promotor (Endor
Nanotechnologies) desvel6 que tras la formulacion A se encontraba la crema con GH y

tras la formulacion B se encontraba el placebo.

El objetivo principal de las imagenes fue mostrar de manera grafica qué lado se
traté con GH y qué lado se trato con el control de HA. El analisis 3D de los hoyuelos
mediante la técnica FOITS dio unos resultados sobresalientes, no solo porque las tres
variables principales (volumen, circunferencia y 4rea) dieron una clara diferencia
significativa en el lado tratado con la formulacion A (GH), mientras que el tratamiento
con la formulacion B (HA) permaneci6 sin cambios, sino también debido a la magnitud
de los cambios. Una reduccion promedio del 31,1% en el volumen de los hoyuelos se
considera una gran reduccion, mas aun tras haber realizado el seguimiento del peso y del
perimetro del muslo, confirmandonos que no hubo efecto de adelgazamiento relacionado
con el mismo que pudiera justificar tal disminucion. Ademas, el volumen de los hoyuelos
fue una variable facil de captar y permiti6 una visualizacion muy rapida del tipo de mejora
de la piel experimentada por las voluntarias. Algunas voluntarias lograron reducciones de

volumen de hoyuelos por encima del 70%.

Al valorar en conjunto los resultados del area y la circunferencia de los hoyuelos,
se observd que la aplicacion de la formulacion A, con GH, tenia un mayor efecto
reafirmante en comparacion con la formulacion B, con HA. Cabe destacar que los
resultados de la circunferencia de los hoyuelos mostraron un efecto reafirmante
generalizado de la piel causado por la formulaciéon A (GH) con una disminucién de la
circunferencia superior al 17,4% en comparacion con una disminucion del 2,6% de la
formulacion B (HA). Ademas, el efecto obtenido con la formulacion A (GH) en la
disminucion de la profundidad media de los hoyuelos, pero no en la profundidad maxima
de los hoyuelos sugirio que la causa que originé los hoyuelos no habia desaparecido, sino

que habia sido mitigada por algun proceso celular que aument?6 la firmeza de la piel.
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Teniendo en cuenta los resultados de la eficacia in vitro obtenidos con el GH y los
resultados obtenidos en el estudio facial, el proceso celular seguramente estuvo
relacionado con un aumento en la sintesis de colageno, acido hialurénico y otros

componentes de la matriz extracelular.

El analisis de la textura también fue muy exitoso ya que los tres parametros
probados (rugosidad media, variacion media de la rugosidad y amplitud méxima del
relieve de los hoyuelos) dieron resultados estadisticamente significativos. En este caso,
los resultados obtenidos con la formulacion A (GH) evidenciaron una reduccion
promedio de la rugosidad del 7% y con algunas voluntarias que incluso duplicaron ese
dato superando el 14%, respecto a una reduccion promedio de la rugosidad de 0,5% con

la formulacion B (HA).

No olvidemos que en este caso una mejora de la rugosidad no so6lo indic6 una
mejora de las cualidades intrinsecas de la piel, sino también una reduccion de la “piel de
naranja” caracteristica de la celulitis. La amplitud méxima del relieve fue quizas el
parametro mas revelador en este aspecto, ya que reflejé una mejora en las estructuras

rugosas mas grandes, influyendo claramente en los valores promedio de la textura.

Los niveles basales de B-carotenos medidos en la piel de los muslos durante el
inicio del estudio fue de 2, en promedio; valores sorprendentemente bajos considerando
que la cantidad referenciada como aceptable era de 5. Esto hizo que el aumento
experimentado en el lado tratado con formulaciéon A (GH) fuera ain més importante en
comparacion con el lado tratado con la formulacion B (HA). Sin embargo, el nimero final
de antioxidantes fue modesto. No obstante, cabe destacar que los niveles de antioxidantes
del lado tratado con la formulaciéon B (HA) experimentaron una disminucion durante el
transcurso del estudio. El aspecto mas destacable de estos resultados fue el aumento del
17,89% de la actividad antioxidante, estadisticamente significativo, que se demostro tras

la aplicacion de la formulacion A (GH).
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Los resultados obtenidos con la tecnologia HFUS también fueron fundamentales
para explicar y justificar los hallazgos generales de este estudio. El grosor epidérmico
apenas vari0 durante el estudio, mostrando un leve incremento del 3,58% en la
formulacion A (GH) respecto a un 6,87% de la formulacion B (HA). Ademas, el grosor
dérmico disminuy6 un 5,07% en la formulacion A (GH) y un 4,88% en la formulacion B
(HA). Los resultados del grosor dérmico fueron sorprendentes ya que ambas férmulas
causaron una reduccion del 5% estadisticamente significativa. Este dato sugiridé que se
estaba realizando un refuerzo mecanico a nivel interno responsable de la mejora de la
textura que no afect6 al grosor de la piel. El mecanismo fue, probablemente, un aumento
en la sintesis de la matriz extracelular causada por los queratinocitos epidérmicos, que
son el blanco natural de las nanoparticulas de oro. Dadas las similitudes y paralelismos
obtenidos, estos resultados no pueden atribuirse a las nanoparticulas de oro ni al acido
hialuroénico, sino a los ingredientes generales compartidos por las dos férmulas. La causa
de esa reduccion es intrigante, ya que no afecta la hidratacion de la piel; ademas, la piel
de las piernas de las voluntarias se encontrd en buenas condiciones durante el periodo de

tiempo que durd6 el ensayo.

Los resultados de la densidad ecogénica epidérmica fueron moderados y no se
demostr6 ninguna diferencia estadisticamente significativa entre la densidad ecogénica
epidérmica del lado de la formulacion A (GH) con un aumento del 15,15% respecto a
lado tratado con la formulacion B (HA) con un aumento del 11,79%. Esto es clave al
comparar los resultados con la densidad ecogénica dérmica del lado tratado con la
formulacion A (GH), con un aumento de 51,74% respecto al lado tratado con la
formulacion B (HA) con un aumento 21,12%. El aumento producido por la formulacion
B (HA), sin embargo, fue empiricamente importante a pesar de no ser estadisticamente
significativo, y estos datos confirman lo que se viene reivindicando en la historia de la

cosmética (Andre, 2004).
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El uso topico de los péptidos de HA en la formulacion placebo produjo una leve
remodelacion de la matriz extracelular. Este efecto pudo estar ligado a la cantidad de
péptidos de HA que se unieron a los receptores CD44 de los fibroblastos y queratinocitos,
produciendo cascadas de sefializacion en la dermis e induciendo una discreta
remodelacion tisular. Este efecto, sin embargo, es mucho mas potente cuando se combina
con las nanoparticulas de oro ya que logran una activacion mas potente de la matriz
extracelular dérmica mientras permanecen en la epidermis. El mecanismo de esta
activacion sigue siendo parcialmente incierto a pesar de que algunas pruebas in vitro
sugieren la intervencion de un segundo mensajero en la activaciéon de la via de
sefalizacion. Esta sintesis de matriz redensifica fuertemente la dermis, tal y como se
confirma en las biopsias analizadas, con incrementos del 25,9% de HA y 27,6% de
colageno, proporcionandole propiedades mecanicas mejoradas sin alterar su espesor. Esas
propiedades mecanicas adquiridas permiten a la piel amortiguar parte de la reaccion de
empuje provocada por las protuberancias de grasa y tejido conectivo asociadas con la
celulitis, logrando de este modo las mejoras observadas en la formulacion A (GH)

respecto la formulacion B (HA).

Estos datos evidencian claramente el potencial de la formulacion A con GH tras
28 dias de tratamiento en comparacion con los resultados publicados por Perin et al.,
(2000) tras realizar un ensayo de doble ciego con voluntarias durante dos meses utilizando
un anticelulitico, que actualmente se comercializa por la marca de cosméticos Chirstian
Dior. Después de dos meses de ensayo se consigui6 un efecto anticelulitico del 30% y un
efecto reafirmante del 3,4% frente a un efecto anticelulitico del 31,1% y reafirmante del

7,17% con la formulacion que contenia el GH.
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6. CONCLUSIONES

Caracterizacion fisicoquimica del GH.

La sintesis del GH puede realizarse de manera controlada y reproducible, obteniendo una
solucion estable en medios fisiologicos que contiene 28,01 + 3,14 ppm de Au en forma de
nanoesferas y aproximadamente 1600 moléculas de HA por AuNP, potenciando los

efectos del HA.

Caracterizacion biologica del GH: viabilidad celular.

E1l GH no produce ningun efecto citotoxico en las células de la piel. Tampoco tiene efectos
mutagénicos o genotoxicos, de manera que es un buen candidato para estudiar su

potencial efecto cosmético.

Seguridad ex vivo del GH.

Los estudios de seguridad ex vivo demuestran que el GH no es capaz de penetrar a capas
profundas de la piel ni alcanzar el sistema vascular. Este dato es relevante ya que garantiza
que el oro no alcanza 6rganos internos donde acumularse de manera indeseada. E1 GH no
penetra en la dermis ni alcanza el sistema vascular, caracteristica esencial para cualquier
producto cosmético. No obstante, puede producir irritabilidad moderada en mucosas si es
aplicado a una concentracion del 100%, aspecto a tener en cuenta de cara a futuras

aplicaciones cosméticas.
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Eficacia in vitro del GH.

Los estudios de eficacia in vitro confirman el potencial del GH como ingrediente activo
cosmético. El GH aumenta la sintesis in vitro de moléculas implicadas en la regeneracion

y el aspecto de la piel, como son el HA, el colageno y la elastina.

Seguridad en voluntarios del GH.

El GH no produce ninglin efecto irritante ni alergénico en la piel humana, caracteristica
imprescindible para el uso de este ingrediente en productos cosméticos. Este dato es muy
relevante ya que permite enfocar de manera segura los estudios de eficacia con

voluntarios.

Eficacia en voluntarios del GH.

Tras incorporar el GH como ingrediente activo de un sérum y una crema, los resultados
obtenidos en los estudios antiedad facial demuestran el gran potencial del GH como nuevo
estandar antiedad a base de oro cosmético funcionalizado, dismunuyendo el volumen de
las arrugas en un 24,69% y la rugosidad un 9,36%. Ademas, en el estudio anticelulitico
se confirma nuevamente el gran potencial del GH dadas sus propiedades rejuvenecedoras
y estimulantes de la matriz extracelular, capaces de enmascarar los signos tipicos de la
celulitis. El GH reduce el volumen de los hoyuelos un 31,1% y la circunferencia de los
hoyuelos un 17,4%, aumenta el efecto antioxidante un 18%, incrementa el efecto

reafirmante un 7,17% y redensifica la dermis un 52%.

Por ese motivo, al finalizar los estudios realizados en esta tesis, Endor Nanotechnologies

ha lanzado al mercado la coleccion antiedad y anticelulitica Y.en www.yen-effect.com/
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El tratamiento completo constaba de una fase preliminar con una Base y una Mousse para
proceder a una limpieza y asepsia profunda de la piel que permite la eficacia del
tratamiento. La segunda parte, es el tratamiento en si, que constaba de un sérum y una
crema que actiian complementariamente sobre las células de la piel. Ambos productos
llevan exactamente la misma concentracion de ingrediente activo, la diferencia esta en
coémo cada producto lo libera en las células. El sérum penetra rapidamente en la piel y
concentra todo el activo sobre las células en un breve espacio de tiempo. En cambio, la
crema libera el activo en las células gradual y constantemente, manteniendo su accidon

durante horas.

El tratamiento anticelulitico estd compuesto por una crema con un potente efecto
antioxidante, que, ademads, regenera intensamente las capas internas de la piel, aumenta
la densidad de la dermis y produce un efecto relleno que reduce los signos tipicos de la

celulitis.
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8. ANEXOS

Anexo I. Introduccion a la dermatologia

Ya a finales del siglo XVIII, la piel y sus trastornos eran conocidos con muchos
nombres. Alguien la llamo "dermiatria", otra "dermologia" y otras "dermofilos". El asunto
necesitaba una solucion y finalmente fue bautizado como dermatologia (Holubar et al.,
1999). El debate sobre la nosologia en dermatologia es bastante antiguo. La controversia
y el debate continuaron durante siglos. El impacto de esta confusion y controversia fue
inmenso. En 1898, Bulkley escribio el principio del primer capitulo de su famoso libro

Manual de Enfermedades de la Piel.

Muchos términos fueron usados con frecuencia, pero a menudo confusos como
"lepra, psora, pemphigus, lupus" que atormentaron el campo de la dermatologia desde
dias antiguos (Burgess, 1846). Esto no s6lo desconcert6 a la comunidad médica, sino que
también detuvo el progreso de los estudios cientificos en el area debido a la falta de
uniformidad en el significado y la utilidad. Para describir una lesion era necesario tener
un sistema unanime de nomenclatura para que se pudiera hacer una comunicacion
estandarizada y significativa entre todos los miembros de la comunidad médica a nivel
mundial. Por lo tanto, una taxonomia clara e inequivoca era necesaria (Sen et al., 1897;

Bhisagratna, 1919).

El proceso de clasificacion de los trastornos cutdneos comenz6 en el mundo
antiguo, tanto oriental como occidental. En la India, las enfermedades cutaneas
importantes y significativas se agruparon y describieron bajo enfermedades individuales
y las enfermedades de la piel con menor gravedad fueron tratadas bajo la categoria de
"kshudra roga" o "desorden menor" en los primeros textos de Ayurveda, Charaka

Sambhita, Susruta Samhita, etc. (Sen et al., 1897; Bhisagratna, 1919).
La palabra usada para la "lepra" ha sido traducida por los traductores de la Biblia

hebrea al griego, pero la palabra no representa la lepra sola y en su lugar representa

muchos trastornos a partir de la lepra como vitiligo, psoriasis, leucoderma
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postinflamatorio, entre otras (Goldman et al., 1966). Esto ha sucedido con las palabras
"psora, liquen, pemphigus". Estos términos fueron utilizados y se mantuvieron mas o
menos para una serie de enfermedades de la piel con diferentes naturalezas relacionadas
y no relacionadas. En cuanto a la clasificacion de las enfermedades, Hipocrates, el padre
de la medicina propagd la idea filosofica de "clasificacion etioldgica" dividiendo los

trastornos en locales y constitucionales (Wilson, 1857).

En la historia de la ciencia médica occidental Galen de Pérgamo (133-200) se
considera como el segundo hombre médico historico después de Imhotep de Egipto que
vivié durante el rey del periodo Zosar durante 3000 a. C. (Siddiqui et al., 1976). Su
contribucion en el sistema de clasificacion sembro la semilla del "sistema topografico"
de clasificacion de las enfermedades cutdneas. Galen fue el primero en dividir las
enfermedades de la piel como: enfermedades de las partes velludas, y enfermedades de
las partes no fibrosas (O’Malley, 1961). Este sistema influyd y permanecié hasta
aproximadamente mediados del siglo XVIII. La medicina galénica habia permanecido

como resquicio de la medicina occidental moderna hasta el siglo XVIII o XIX.

Después de que la medicina antigua alcanzo su cenit durante el periodo de Celsus
y de Galen, comenzo a declinar de su gloria pasada. En la historia de la medicina, del
siglo IV al XIV, se consider6 como un periodo oscuro ya que no habia ocurrido un
desarrollo muy significativo. Pursey dijo: "Todo el periodo del siglo IV al siglo XIV esta
marcado por una escolastica futil que carecia de importancia cientifica" (Pursey et al.,
1980). Si pasamos por la historia, otros 100 afios pueden agregarse a este periodo oscuro,
aunque la era del Renacimiento ya hubiera comenzado. El siglo siguiente, es decir, el
siglo XVI es a menudo llamado el "primer siglo del mundo moderno". El Renacimiento
alcanz6 su madurez durante ese periodo. El periodo vio la actividad de viejos maestros
como Leonardo da Vinci, Raphael, Michel Angel, y muchos otros. La actividad de
algunas estrellas famosas de este periodo como Copérnico, Cervantes, Galileo, Kepler y

Shakespeare estaban en su nivel mas alto (Siddiqui et al., 1976).
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En este contexto histdrico, Gerolamo Hieronymus Mercurialis (1530-1606) inicid
una nueva era de la medicina en relacion con la piel y las enfermedades. Su "De Morbis
Cutaneis y Omnibus Corporis Humanos Excrementis Tractaus" es considerado como el
primer libro sistematico sobre las enfermedades de la piel por Garrison y Morton en la
bibliografia médica de la historia médica. Mecurialis sigui6 la clasificacion topografica,
pero la elabor6 mas lejos y agrupd enfermedades de la piel bajo dos encabezamientos:
Los tipos de enfermedades peculiares del cuero cabelludo (habia cinco tipos de tales
enfermedades: defluvium, calvities prematuros, canties, alopecia, y ophiasis) y los
comunes a la piel desnuda (basicamente tres tipos: los que implican el color, los que
implican la textura y el bulto) (Sutton, 1966). Durante esta Giltima parte del Renacimiento,
la medicina cutdnea estaba en vias de modernizacidon y necesitaba una clasificacion
sencilla pero lo6gica. Frangois Boissier de Sauvage de Lyon intentd propagar su propuesta,
con su obra "Doctrina de morbis cutaneis", y consagrar asi las enfermedades cutaneas a
través de importantes ensayos de sistematizacion, pero sus postulados no tuviero mucho

éxito (Siddiqui et al., 1976).

Durante este periodo, Carolus Linnaeus (1707-1778) cambi6é completamente la
vision del mundo biologico. Observd que la simetria existia entre diferentes organismos
vivos y que un grupo formado sobre la base de estas caracteristicas la distinguia de los
otros. Por lo tanto, si se conoce la caracteristica basica de un grupo, la naturaleza de sus
miembros podria predecirse de alguna manera con el uso o aplicacion de una formula.
Este sistema linneo también influyd en nuestra rama de la medicina. Charles Anne Lorry
(1726-1783) de Paris siguid6 el camino morfoldgico, pero tratd de clasificar las
enfermedades de la piel de una manera Linneana, pero se convirtio en algo complicado y
por lo tanto no obtuvo mucho éxito. A principios del siglo XVII, Riolanous traté de
clasificar las enfermedades de la piel segin la aparicion de las lesiones ignorando su
situacion topografica. Este sistema se convirtio en el fundamento del denominado

"sistema artificial" de clasificacion en los ultimos afos (Wilson, 1857).
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La siguiente contribucion importante vino de Joseph Jacob Ritter von Plenck
(1738-1807) de Viena, Austria. Trajo los trastornos de la piel bajo 14 encabezados. Su
sistema consideraba los sintomas externos como la base de la clasificacion. Plenck en el
afio 1776 propuso un sistema de clasificacion en su octavo latino de 128 paginas
"Doctrina de Morbis Cutaneis". Su clasificacion se baso principalmente en la morfologia
clinica. Arreglé las entonces conocidas enfermedades de la piel 115 en 14 clases y todo
fue un asunto de una hoja. Esta es la primera vez que se usan términos como macula,
papula, vesicula y costras, entre otros. Por primera vez en la historia casi todas las
enfermedades de la piel conocidas durante ese periodo encajaban en 14 encabezados
(Potter, 2003). Por lo tanto, quedando muy lejos de la tradicion galénica durante 1500
afios clasificandolas segtn si habia pelo o no en la zona afectada. Sin embargo, su método

no era perfecto y requirié un refinamiento adicional.

Casi dos décadas pasaron después de la publicacion de Plenck. Robert Willan
(1757-1812) trabajaba incesantemente en dermatologia en el Carey Street Public
Dispensary de Londres. Tras reconocer el valor de la obra de Plenck, se encarg6d de
proporcionar la clasificacion moderna. Es por ello que fue considerado por algunas
autoridades como Holubar y Wallach como el pionero de la dermatologia actual (Holubar
et al., 1999). La publicacion de su libro "Sobre las enfermedades cutaneas" en 1808 se

considera como el inicio de la dermatologia moderna.

Practicamente, la ciencia dermatologica actual comienza con Robert Willan
(Crissey et al.,, 1998). Su idea de clasificar las enfermedades de la piel se basod
principalmente en la linea de arreglos taxondmicos propagada por Carl Linnaeus para el
reino botdnico y animal e influenciado por la obra de Plenck. Primero reconoci6 siete
ordenes que se subdividieron en géneros, especies y variedades. En 1798, publico su
primera orden en una cubierta de papel que nombra Papulae. Ademas, en 1808, publico
su autorizada obra "On cutaneous maladies vol. I” compilando las cuatro primeras
ordenes, con 34 figuras de color, grabadas en cobre. Esta es la primera vez que un texto

dermatologico se acompaiia de ilustraciones coloreadas.
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Posteriormente cayd enfermo y se traslado a Madeira con la esperanza de
recuperarse. Pero no se recuperd y murié a los 55 afos el 7 de abril de 1812. No pudo
completar su trabajo en otras cuatro ordenes. Esto fue subsecuentemente terminado y
publicado como un libro titulado "Una Sinopsis Practica sobre Enfermedades Cutaneas"
por otro decano en dermatologia, un amigo y discipulo de Willan, Thomas Bateman en
1813 (Bateman et al., 1818). Robert Willan retuvo 6 de las 14 clases de Plenck y agrego

otras dos.

En el mismo periodo se desarroll6 en Francia una nueva e innovadora forma de
clasificar el trastorno dermatoldgico. En el famoso hospital Saint Louis (establecido por
el rey Enrique IV en 1607 en Paris) la dermatologia fue estudiada como especialidad a
partir del 1801. Jean Louis Alibert (1768-1837) fue designado como jefe del hospital y
en 1817 su trabajo sobre la clasificacion de desérdenes médicos fue publicado como
Noslogie naturelle. Se basé en la analogia botanica que fue propagada por su maestro
Pinel y Sydenham. Su obra "Arbre des dermatoses" es una representacion pictdrica de su
sistema de clasificacion. La corteza del tronco del arbol representaba la epidermis y la

dermis, las enfermedades se llamaban liquenes y micosis (Everett et al., 1984).

El sistema era muy complicado, incluso sus propios colegas Beitt, Cazenave y
Schedel lo abandonaron a favor del sistema Willan mas racional y simplista. Durante ese
periodo, la clasificacion de los trastornos dermatologicos llegd casi a su etapa final. Esta
vez fue el turno de Viena para convertirse en la sede de la historia. Ferdinand Hebra
(1816-1880) fue el hombre que finalmente sacé a luz todo el sistema morfolégico de la
anatomia patoldgica. Esto superd toda otra clasificacion, ya que esta clasificacion no era
mas meramente morfoldgica o macroscopica, sino que se basaba tanto en la vision de la
lesiéon como dentro de la lesion. Fue influenciado por la anatomia patoldgica propugnada
por el gran maestro Rokitansky. A muy temprana edad, publico su famoso "Atlas der
Hautkrankheiten". Su segundo trabajo "Lehrbuch" fue sobre la patologia de la piel. Esto
separo por primera vez lesiones primarias y secundarias y por primera vez se considerd

la distribucion de las lesiones para el diagndstico de una enfermedad. La influencia de la
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escuela vienesa se extendid gradualmente a los Estados Unidos y comenz6 una era

completamente nueva (Potter, 2003).

Asi, el viaje de la resolucion de la cuestion de la taxonomia y la nosologia que
comenz6 con Galen, el primer gran maestro de la medicina occidental entr6 en la nueva
era con el método Willian y finalmente se completd con el establecimiento de la
dermatologia moderna encabezada por Hebra y asistido por otras autoridades vienesas

como Moritz Kaposi (Bateman, 1818).

230



ANEXOS

Anexo II. Historia de la cosmética

La palabra cosmetae se utilizd por primera vez para describir a los esclavos
romanos cuya funcion era bafiar a los hombres y las mujeres en perfumes. En Egipto,
hombres y mujeres usaban aceites perfumados y ungiientos para limpiar y suavizar su piel
y enmascarar el olor corporal (Stewart, 2007a, b). Se utilizaron tintes y pinturas para
colorear la piel, el cuerpo y el cabello. Se enroscaron sus labios y mejillas, se mancharon
las ufias con henna y se alinearon los ojos y las cejas pesadamente con kohl. El kohl era
un polvo de color oscuro hecho de antimonio triturado, almendras quemadas, plomo,
cobre oxidado, ocre, ceniza, malaquita, crisocola (un mineral de cobre azul) o cualquier
combinacion de los mismos. Se aplicaba con un palito pequefio y en los parpados superior
e inferior se pintaba una linea que se extendia a los lados de la cara para un efecto
estilizante. Ademas de reducir el brillo del sol, se creia que el kohl podria restaurar la
vista pobre y reducir la infeccién ocular. El kohl se mantenia en una pequefia olla de
fondo plano con un borde ancho y diminuto y una tapa plana en forma de disco (Stewart,

2007).

Los cosméticos eran una parte inherente de la higiene y la salud egipcias (Cowell,
1961). Aceites y cremas se utilizaban para la proteccion contra el sol y el viento. La mirra,
el tomillo, la mejorana, la manzanilla, la lavanda, el lirio, la menta, el romero, el cedro,
la rosa, el aloe, el aceite de oliva, el aceite de sésamo y el aceite de almendras
proporcionaron los ingredientes basicos de la mayoria de los perfumes utilizados en los
rituales religiosos. Para los labios, las mejillas y las ufias, una arcilla llamada ocre rojo
fue triturada y mezclada con agua. La henna se usaba para tefiir las ufias amarillas o
naranja. El maquillaje se almacenaba en jarras especiales que se guardaban en cajas
especiales de maquillaje. Las mujeres llevaban sus kits de maquillaje a las fiestas y los
mantenian bajo sus sillas mientras que los hombres, aunque también se maquillaban, no

llevaban los kits con ellos (Stewart, 2008).
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Los antiguos egipcios se enorgullecian de su apariencia y limpieza. La mayoria de
los egipcios se bafiaban diariamente en el rio o fuera de una cuenca de agua en casa. Los

hogares ricos tenian un cuarto de bafio donde los sirvientes echaban jarras de agua sobre

su amo (equivalente a una ducha moderna). En lugar de jabén se utilizd una crema
limpiadora hecha de aceite animal o vegetal mezclada con cal y perfume. La gente se
frotaba a diario con aceite de ungiiento perfumado que habia sido empapado en madera
perfumada. La mezcla se dejaba en una olla hasta que el aceite absorbia el aroma de la
madera. El aceite perfumado se utiliz6 para prevenir la sequedad de la piel en los climas
duros. En las fiestas, los sirvientes colocaban un cono de grasa perfumada en la cabeza
de cada invitado. La grasa tenia un efecto de enfriamiento mientras se derretia y corria
por las caras de cada huésped. Todos, sin importar edad o sexo, llevaban maquillaje y

utilizaban espejos de plata y cobre para la aplicacion del maquillaje (Olson 2008).

Algunos peinados eran muy similares a los de hoy. La gente comun llevaba el pelo
corto. Las chicas jovenes usualmente mantenian el pelo en trenzas mientras que los nifios
tenian las cabezas afeitadas. Los egipcios se afeitaban la cabeza para evitar tener piojos.
Las pelucas hechas de lana de oveja o cabello humano se llevaban tanto por hombres
como mujeres a fiestas, funciones oficiales y/o como proteccion frente al calor. Cuando
no estaban en uso, las pelucas se almacenaban en cajas especiales que se mostraban en

un stand en casa. (Stewart, 2007b; Olson, 2008).

Refrescaban su aliento gracias a la masticacion de pellets hechos de hojas de
tamarisco molido. No hay evidencia de cepillos de dientes o pasta de dientes. El mal
aliento y el mal olor corporal eran motivo de vergiienza. Los olores hermosos eran
esenciales para la creencia egipcia de que "la limpieza es la piedad". Los egipcios habian
aprendido el arte de destilar aceites esenciales hace miles de afios. La ciencia egipcia de
la perfumeria erosiond a través de los siglos "hasta su ruptura final en la Edad Media".
"El olor" era incomprensiblemente fundamental en la sociedad egipcia y la perfumeria
comenzo como un arte secreto en Egipto que se perfecciono durante 2500 aC. (Stewart,

2007a). La funcion de la perfumeria era alcanzar la perfeccion espiritual mas que fisica
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perfeccionando los aspectos fisicos, emocionales y mentales de la existencia humana
(Stewart, 2007b). Los perfumes hicieron que el cuerpo funcionara perfectamente. Ra, el
Dios Sol, era la fuente de todo olor. Bajo la creencia egipcia, "oler muy bien era un signo
de santidad", y s6lo las personas con olor perfecto serian recibidas por los dioses cuando
murieran. Egipto estaba profundamente impulsado por las preocupaciones espirituales y
virtualmente todo lo inventado tenia una aplicacion espiritual; por ejemplo, la ciencia de

la momificacion era el beneficiario inmediato de la perfumeria (Cowell, 1961).

El aceite de cedro fue considerado el mas sagrado de todos los aceites destilados
y el principal aceite utilizado en la momificacion. Los sacerdotes egipcios descubrieron
el verdadero poder de los aceites y creyeron que ciertos tipos de perfumes podian
aumentar su poder personal. Debido a que las civilizaciones vecinas eran percibidas como
primitivas, hostiles, moralmente corruptas, espiritualmente ineptas, carentes de madurez,
evolucion o autocontrol para usar aceites, los sacerdotes no querian que tuvieran su

conocimiento (Stewart, 2007a; Cowell, 1961; Olson, 2008).

Se creia que la esencia espiritual de las plantas tenia cualidades curativas y poder
sobrenatural. La encarnacion del espiritu curativo de la planta, mas que la quimica de la
planta hizo que el proceso de extraccion y el aceite fueran sagrados. Los siete aceites
sagrados utilizados para la momificacion fueron el aceite Perfume Festivo, el aceite
Hekenu, el aceite balsamico Sirio, el aceite Nechenem, el aceite de uncidn, el aceite de
cedro y el aceite de Libia. Estos aceites también formaron el fundamento de la magia
ritual egipcia. La fragancia egipcia mas famosa, kyphi, que significa "bienvenida a los
dioses", se dice que induce estados hipnoticos. En la ciudad del Sol, Heliopolis, se
quemaban resinas por la mafiana, mirra al mediodia y kyphi al atardecer en honor al Dios
del Sol, Ra. Ademas, desde el uso religioso, el kyphi se utilizaba para aliviar la ansiedad,
aumentar el suefio, eliminar el dolor, tratar el asma y actuar como un antidoto general
para las toxinas. Una receta registrada incluyé una mezcla embriagadora de calamo,
henna, nardos, incienso, mirra, canela, ciprés y terebinto (resina de pistacho) y otros

ingredientes (Balson, 1962).

233



ANEXOS

Los cosméticos se utilizaron en Persia y lo que hoy es Oriente Medio. Después de
que las tribus arabes se convirtieron al islam y conquistaran esas areas, los cosméticos
solo se restringian si disfrazaban la apariencia real para engafiar o causar un deseo
incontrolado. Todas las ramas del islam establecen una serie de reglas relacionadas con
la pureza y la limpieza, ya sea en su forma fisica o espiritual. Para algunas ramas, la regla
general era establecida por el Coran, "Porque Allah ama a aquellos que vuelven a ¢l
constantemente y ¢l ama a aquellos que se mantienen puros y limpios." Muhammad
también declar6: "Allah es hermoso y ama la belleza". Por otro lado, algunas ramas

fundamentalistas del islam prohiben el uso de cosméticos (Stewart, 2007a, b).

Uno de los primeros cosmetologos fue el médico Abu'al-Qassim al-Zahrawil, o
Abulcassis (936-1013 AD), que escribié la enciclopedia médica Al-Tasreef en 30
volumenes. El capitulo 19 estaba dedicado a los cosméticos. Como el tratado fue
traducido al latin, el capitulo cosmético fue utilizado en Occidente. Al-Zahrawil
consideraba a los cosméticos una rama de la medicina, a la que llamé Medicina de la
Belleza (Adwiyat al-Zinah). Se ocupaba de perfumes, aromas e incienso. Habia esencias
perfumadas y prensadas en moldes especiales, tal vez los primeros antecedentes de los
actuales lapices labiales y desodorantes solidos. El us6 sustancias aceitosas llamadas

Adhan para la medicacion y el embellecimiento (Stewart, 2007b).

La henna (Stewart, 2007a; Olson, 2008) se ha utilizado en la India desde alrededor
de los siglos IV o V. Se utiliza como un tinte para el cabello o en el arte de mehndi, en el
que los disefios complejos se pintan en las manos y los pies, especialmente antes de una
boda hindii. La henna también se utiliza en algunas culturas del norte de Africa. Disefios
de henna africana tienden a ser mas audaces mientras que los disefios de la India son mas
complejos (Stewart, 2007a; Olson, 2008). Las mujeres en la India tampoco usaban jabon,
sino que en su lugar utilizaban una crema germicida de circuma compuesta de harina de
trigo mezclada con leche. En ocasiones festivas, se utilizaban cosméticos de bafio
ampliamente utilizados, incluso hoy en dia. Las preparaciones de curcuma han sido y son

utilizadas por novias recién casadas durante su boda. Las preparaciones cosméticas que
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contienen curcuma, almendras, sandalo, etc., a parte de las fragancias cosméticas,

proporcionan buenas propiedades antisépticas (Cowell, 1961).

La India era famosa por usar Itra, similar a los olores modernos comercializados
por varias compaiiias, pero estaba en forma concentrada. Dichos olores se hicieron de
diversas fragancias de flores indias y fueron utilizados popularmente durante fiestas y

celebraciones (Angeloglou, 1970).

En la edad media, las clases bajas eran las encargadas de realizar los trabajos
agricolas. La piel europea tipicamente de color claro se oscurecid por la exposicion al sol.
Las clases mas altas de la sociedad que eran las que mas tiempo de ocio tenian, debian
guarecerse en el interior de los edificios para mantener la piel palida como indicador de
su estatus social. Asi, los mas altos de la sociedad europea, que podian pasar todo su
tiempo protegidos del sol, frecuentemente tenian la piel clara. Como resultado, los
hombres y mujeres europeos a menudo intentaban aclarar su piel directamente o usaban
polvos blancos en su piel para parecer mas aristocraticos. Se utilizd una variedad de
productos, incluyendo pintura de plomo blanco, que, como si el plomo toéxico no fuera lo
suficientemente malo, también contenia arsénico notoriamente. La reina Isabel I de
Inglaterra fue una conocida usuaria de plomo blanco con la que cre6 una apariencia
conocida como "la mascara de la juventud"; ademas, los retratos de la reina de Nicholas
Hilliard realizados posteriormente son ilustrativos de la influencia de dicho estilo.
Algunas tribus nativas americanas pintaron sus caras para los eventos ceremoniales o la

batalla (Angeloglou, 1970; Cowell, 1961).

Durante los primeros afios del siglo XX, el maquillaje se puso de moda en los
Estados Unidos de América y Europa debido a la influencia de estrellas de ballet y teatro.
Pero el nuevo desarrollo mas influyente de todos fue el de la industria del cine en
Hollywood. En el afio 1900, la empresaria Annie Turnbo comenzo a vender tratamientos
para el cabello, incluyendo alisadores de cabello, champts nutritivos y acondicionadores
de cabello puerta a puerta (Angeloglou, 1970). En Los Angeles, Max Factor comenz6 a

vender un maquillaje innovador a las estrellas de cine en 1904 que ni se agrietaba ni se
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desquebrajaba. El afio 1907, Eugene Schueller, fundador de L'Oréal inventd el primer
tinte de cabello moderno y el primer protector solar en el afio 1936 (Collin & Roucach,

2009).

En 1914, T J Williams fundé Maybelline, una compaiiia especializada en la
fabricacion del rimel. Después de la primera guerra mundial, la disefiadora Coco Chanel
puso de moda por primera vez cosméticos como: las sombras de ojo, el 1apiz labial rojo,
el esmalte rojo de las ufias y el bronceado. Hasta el momento s6lo los trabajadores del

campo habian lucido pieles bronceada, mientras que las mujeres de la alta sociedad o las

grandes modelos habian mantenido sus pieles lo mas palidas posible. A raiz de la
adopcion de Chanel del bronceado, decenas de nuevos falsos productos de bronceado se
produjeron para ayudar a hombres y mujeres a lograr esa tez de piel mas oscura, mientras
que, en Asia, el blanqueamiento de la piel continud representando el ideal de la belleza

(Tungate, 2012).

El lapiz labial fue introducido en 1915 en tubos metélicos cilindricos. En 1922, se
inventd la horquilla para sujetar el pelo corto. En 1932, Charles y Joseph Revson
(distribuidores de esmaltes de ufias) y Charles Lackman (proveedor de esmalte de ufias)
fundaron Revlon, que inicid su actividad comercial basada en la venta de esmaltes de
ufias de una amplia variedad de colores (McGill, 1989). En 1935, el maquillaje “pan
cake”, fue el maquillaje profesional compacto mas cubriente y utilizado en cine y teatro,
que cubria cicatrices, tatuajes y vello facial. Desarrollado originalmente para parecer
natural en las peliculas en color, fue creado por Max Factor (Basten, 2008). Los aerosoles
fueron patentados en 1941, hecho que allan6 el camino a los productos del cabello en
dicho formato. En 1944, un farmacéutico de Miami Beach, Benjamin Green, desarrollo
protectores solares para proteger a los soldados en el Pacifico Sur. Lawrence Gelb, en
1950, present6 un innovador método para tefiir el cabello, “la Srta. Clairol Hair Color
Bath”, que era un bafio de color de facil aplicacion. El desodorante en roll-on fue lanzado

en 1952. En 1958, salieron al mercado los primeros pinceles para aplicar el rimel,
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eliminando la necesidad de utilizar cepillos. En 1963, Revlon oftrecio el primer colorete
en polvo. El desodorante en aerosol fue introducido en 1965. Durante los tltimos 50 afios
se han ido produciendo mejoras y perfeccionamientos de dichos productos hasta
conseguir la amplia gama de referencias, marcas y distribuidores de cosméticos que

conocemos a dia de hoy (Stevenson, 1985; Mc Gill, 1989; Basten, 2008).
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Anexo III. Patch Test.

Criterios especificos de inclusion

- Edad: 18 a 70 afios.

- Sexo: ambos.

- Fototipo (Fitzpatrick): I a V (Tabla 3.12) (Fitzpatrick, 1988).
- Todos los tipos de piel.

Tabla 8.1 Escala dermatolégica de Fitzpatrick donde se detallan los fototipos de piel en funcion del

grado de tolerancia a la luz solar.

Escala dermatologica Fitzpatrick

Tipo | Muy sensible a la luz solar

Tipo Il Sensible a la luz solar

Tipo lll Sensibilidad normal a la luz solar
Tipo IV La piel tiene tolerancia a la luz solar
Tipo V La piel es oscura y su tolerancia es alta
Tipo VI La piel es negra y su tolerancia es altisima

Todos los voluntarios correspondieron a estos criterios especificos de inclusion.

Criterios especificos de no inclusion

- Marcas cutaneas en el 4rea experimental que puedan interferir en la evaluacion de
reacciones cutaneas (problemas de pigmentacioén, elementos cicatriciales, pilosidad
excesivamente desarrollada, efélides y nevus en cantidad excesiva, quemaduras solares).
- Reaccién eccematosa todavia visible, cicatriz o secuelas pigmentarias de ensayos
previos en el area experimental.

- Alergia a la colofonia, al niquel.

- Alergia o reactividad a los productos de ensayo de la misma categoria que la probada.
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- Hiperreactividad de la piel.

- Atopia.

- Reactividad al yeso adhesivo.

- Participacion en mas de 5 pruebas en condiciones de uso exageradas (bajo parche)
dentro de los 12 meses anteriores al estudio, incluidas 3 pruebas de hipoalergenia a lo
sumo.

- Exposicion intensa al sol dentro del mes anterior al estudio.

- Prevision de la exposicion intensa al sol o a los rayos UVA (lamparas UV) durante el
periodo de prueba.

- Pronostico de bafio de vapor en sauna o sesiones de spa durante el periodo de prueba.

- La préctica intensiva o regular de uno o varios deportes cuya interrupcion temporal crea
dificultades.

- Tratamiento con acido de Vitamina A o sus derivados dentro de los 3 meses previos al
inicio del estudio.

- Tratamiento con corticoides topicos en el area experimental dentro de los 8 dias previos
al estudio.

- Tratamiento con administraciéon del medicamento fotoactivo (psoraleno) llamado
PUVA o UVB durante el mes anterior al estudio.

- Prevision de vacunacion durante el tiempo de realizacion de la prueba o ultima

vacunacion realizada durantes las tres semanas previas al estudio.
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Anexo 1V. Estudio anticelulitico

Calendario de estudio y duracion

Pre-inclusion: del 8 al 29 de febrero de 2016
Comienzo del estudio: del 7 al 11 de marzo de 2016

Fin del estudio: 25 de abril de 2016

A continuacion, se detallan los procedimientos programados (Tabla 8.2).

Tabla 8.2 Detalle de los procedimientos programados para la realizacion del ensayo.

DO D28 (dias)

Medicion de peso X X
Medicion de la circunferencia del muslo X X
Fotografia Clinica X X
Analisis 3D de hoyuelos con FOITS X X
Analisis 3D de la textura con FOITS X X
Cuantificacion de antioxidantes por

autofluorescencia espectroscopica X X
Ultrasonido de alta frecuencia de 50 MHz

Para evaluacion de dermis y epidermis X X
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Protocolo de estudio

El panel de estudio se compuso de sujetos seleccionados sobre la base de su
expediente médico, que accedieron a ser consultados con este fin antes del estudio, que
proporciona detalles de su historial médico, posibles alergias, cuidado de la piel y los

habitos de maquillaje; asi como una cierta cantidad de informacion administrativa.
Los procedimientos de seleccion se elaboraron con el fin de garantizar que los

sujetos recibieran toda la informacion posible sobre los objetivos del estudio y las

consecuencias de su participacion.

Procedimiento de seleccion

Una entrevista preliminar, durante la cual se explico a los sujetos los siguientes
puntos: las modalidades del estudio, sus consideraciones practicas, la posible
recompensa, asi como los posibles beneficios cosméticos, inconvenientes o riesgos
potenciales. Ademads, se leyo el formulario de informacion, especifico del estudio,

incluyendo toda la informacion esencial.

También se entregd el formulario de consentimiento, que fue leido, aprobado y
firmado por el sujeto para corroborar el hecho de que aceptaban libremente las
condiciones del estudio, que se les habia descrito. El formulario de consentimiento que
fue llenado libre e intencionalmente por los sujetos les permite beneficiarse de los
términos de las polizas de seguro contratadas por el investigador y/o por el patrocinador
del estudio (en este caso, Endor Nanotechnologies) tan pronto como fueron aceptados en

el estudio.
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Todo sujeto debio respetar las siguientes condiciones: (asi como las ya mencionadas):

- Disponibilidad para toda la duracion del estudio.

- Motivado a participar libremente en el estudio.

- Dispuesto a seguir el procedimiento completo de aplicacion del producto.

- Capaz de justificar una direccion permanente.

- Capaz de leer los documentos de consentimiento y de aceptar las condiciones de
participacion.

- Beneficiarse de la cobertura médica de la Seguridad Social.

Criterios de inclusion

Criterios generales:

Mujeres de entre 30 y 70 afios de edad, saludables y con la piel en el 4rea evaluada libre

de psoriasis, eccema, eritema, edema, cicatrices, heridas o lesiones.
Criterios especificos:
Tener un tipo de piel de raza caucésica, con visualizaciéon de una celulitis grado 1-2

(Escala Miiller) (Tabla 8.3) y haber tenido un estilo de vida estable durante los tltimos

tres meses.
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Tabla 8.3. Escalla de Miiller utilizada en la clasificacion de los tipos de piel de raza caucasica.

Escala Miiller

Etapal No tiene hoyuelos cuando esta de pie o acostada. Cuando presiona su
piel, no los tiene.

Etapa 2 No tiene hoyuelos cuando esta de pie o acostada, pero si presiona su
piel, los tiene.

Etapa 3 Los hoyuelos estan presentes espontdneamente cuando esta de pie,
pero no cuando esta acostada

Etapa 4 Los hoyuelos estan presentes espontaneamente cuando esta de piey
acostada.

Criterios de no inclusion

Criterios generales:

- Incumplimiento de los criterios de inclusion antes mencionados.

- Estar al inicio del estudio en otro examen cosmético, dermatoldgico o médico.

- Haber sufrido cualquier cirugia grave el afio anterior o haberse sometido a una
cirugia plastica en las areas de estudio.

- Participar o tener la intencion de participar en otro estudio que pueda interferir
con este estudio.

- Ser diabético o asmatico.

- Negarse a firmar el formulario de consentimiento.

- Estar embarazada o en periodo de lactacia durante los ultimos tres meses.

- Tener la intencidon de quedarse embarazada durante el estudio.

- Tener la piel bronceada por el sol.
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- Tener la intencidon de exponerse a la luz UV artificial y / o al sol durante el
estudio.

- Haber cambiado sus habitos cosméticos en los 14 dias anteriores al inicio del
estudio o con la intencién de cambiarlos durante el estudio en las areas afectadas.
- Tener hipersensibilidad cutanea o alergia cutanea a los productos cosméticos.

- Seguir o intentar seguir un tratamiento médico crénico que comprometa
cualquiera de los siguientes productos orales: productos a base de aspirina,
antiinflamatorios, antihistaminicos, cortico-terapia, antidepresivos,
medicamentos contra la migrafia y neurolépticos, dehidroepiandrosterona (la

unica medicacion permitida es paracetamol).

Criterios especificos:

- Haber realizado una dieta de pérdida de peso o haber recibido un tratamiento
cosmético en un spa en los tres meses anteriores al inicio del estudio.

- Haber comenzado, cambiado o detenido un tratamiento hormonal (Terapia
hormonal de tiroides) en los ultimos tres meses.

- Con la intencion de iniciar, cambiar o detener un tratamiento hormonal (Terapia
tiroidea) durante el estudio.

- Haber iniciado, cambiado o detenido un medio anticonceptivo oral en los tltimos
tres meses.

- Con la intencion de iniciar, cambiar o detener un medio de anticoncepcion oral
durante el estudio.

- Con la intencion de modificar sus habitos deportivos durante el estudio.

- Habiendo aplicado productos reafirmantes o productos con una accion
antiarrugas o antienvejecimiento o cosméticos a base de HA, 4cidos de frutas,
derivados o cosméticos a base de retinol en las dos semanas anteriores al inicio

del estudio.
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Prohibiciones v restricciones generales

- Cambiar los habitos cosméticos durante el estudio.

- Los dias en que se toman las mediciones, se proscribe la aplicacion de cualquier
otro producto cosmético y/o maquillaje, incluido el limpiador habitual y los
productos ensayados a las zonas estudiadas (solo se acepta la limpieza facial con
agua).

- Durante el estudio, se proscribe la aplicacién de cualquier otro producto
cosmético en las areas estudiadas (solo se aceptan el limpiador habitual y el
magquillaje para los labios, los ojos y el colorete).

- Haberse expuesto a la luz UV artificial y / o al sol durante el estudio.

Prohibiciones v restricciones especificas

- Haber comenzado, cambiado o detenido un tratamiento hormonal (Terapia de
reemplazo hormonal de tiroides) durante el estudio.

- Haber iniciado, cambiado o detenido un medio anticonceptivo oral durante el
estudio.

- Haber iniciado una dieta o tratamiento cosmético en un spa durante el estudio.

- Haber modificado los habitos deportivos durante el estudio.

El patron de aleatorizacion se detalla a continuacion (Tabla 8.4).
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Tabla 8.4 Patrén de aleatorizacion de la aplicacion de cada producto en funcién de la voluntaria y de la

pierna izquierda o derecha.

PRODUCTO A PRODUCTO B
Izquierda Derecha
Derecha Izquierda
Izquierda Derecha
Derecha Izquierda
Izquierda Derecha
Derecha Izquierda
Izquierda Derecha
Derecha Izquierda
Derecha Izquierda
Izquierda Derecha
Derecha Izquierda
Izquierda Derecha
Derecha Izquierda
Derecha Izquierda
Derecha Izquierda
Izquierda Derecha
Derecha Izquierda
Derecha Izquierda
Derecha Izquierda
Izquierda Derecha
Derecha Izquierda
Izquierda Derecha
Derecha Izquierda
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Consentimiento para participar en el estudio

Se facilitdo un formulario de informacién a cada voluntaria con todos los detalles

sobre el estudio, asi como:

- Objetivos, métodos, y la duracion;

- Los posibles beneficios estéticos esperados, las limitaciones y riesgos
potenciales;

- El periodo de no inclusion, el derecho de acceso a los archivos de datos y su

posterior destruccion.
Esta informacién permiti6 a las voluntarias firmar su formulario de

consentimiento de participacion libre e inequivoca, con el conocimiento de que son

plenamente conscientes de los detalles del estudio.

Uso de la imagen

Las voluntarias fueron informadas en el formulario de consentimiento de que el
Instituto de Fotomedicina podia utilizar su imagen sin identificacion directa en todo el

mundo, sin limite de tiempo para este uso.
Las voluntarias también fueron informadas que el Instituto de Fotomedicina
también podria proporcionar iméagenes y resultados al promotor (Endor

Nanotechnologies) para su publicacion.

Las voluntarias que se negaron a permitir que su imagen fuera usada firmaron un

formulario de rechazo de uso de imagen.
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Reglamento

Este estudio se llevd a cabo en conformidad con las recomendaciones mas
recientes de la Asociacion Médica Mundial (Declaracion de Helsinki 1964, modificado
en Seul, Corea, 2008). Este estudio se calificd como “no intervencionista”, ya que queda
fuera del codigo de la salud publica que define “la investigacion biomédica” como
cualquier investigacién organizada y llevada a cabo en los seres humanos con el fin de

desarrollar el conocimiento bioldgico y médico.
Este estudio no aplica en el 4mbito de la Salud Publica relativa a la proteccion de

los sujetos participantes en la investigacion biomédica. No obstante, se ha realizado

cumpliendo la ley y las Buenas Précticas Clinicas.
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Anexo V. Soluciones

PBS 10X

Reactivo Concentracion Vol. (1L) Proveedor

NaCl 1,4M 80 g Sigma-Aldrich
KCl 27 mM 2g Sigma-Aldrich
Na,HPO4 102 Mm 144 ¢ Sigma-Aldrich
KH,PO4 20 mM 24 ¢ Sigma-Aldrich

Llevar el volumen ta 1L con agua destilada (dH,O) y ajustar el pH a 7,4.
Dilucion de uso: 1X.

Viabilidad Celular

Substrato HEX

Reactivo Concentracion Vol. (100 mL) Proveedor
HEX 7,5 Mm 0,128 g Sigma-Aldrich
Citrato de sodio 0,1 M 1,47¢ Sigma-Aldrich
Triton-X 0,25% 250 ul Sigma-Aldrich

Disolucion del HEX & Citrato de sodio en 40 mL de dH,O.

Se anade el Triton-X, se ajusta el pH a 5 y se lleva a volume final de 50 mL.
El Triton-X se disuelve en los 50 mL de dH,O.

La soluciodn se esteriliza por filtracion y se guarda a -20 °C hasta su uso.

Revelador HEX

Reactivo Concentracion Vol. (200 mL) Proveedor
Glicina 50 Mm 0,75 g Sigma-Aldrich
EDTA 5 Mm 0,292 ¢ Sigma-Aldrich

Se disuelve de la Glicina en 180 mL de dH,O y se ajusta el pH a 10,4.
Se disuelve el EDTA en la solucion de glicina y se ajusta el volumen a 200 mL.
La solucidn se esteriliza por filtracion y se guarda a -20 °C hasta su uso
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Ensayo de mutagénesis de Ames

Medio nutritivo

Reactivo

Vol. (200 mL)

Proveedor

Extracto bobino

25¢g

Sigma-Aldrich

Peptona 5¢g Sigma-Aldrich
NaCl 25¢g Sigma-Aldrich
Agar (para medio sélido) 75¢ Sigma-Aldrich
Se lleva a volumen de 500 mL de dH,O y se ajusta el pH a 7,2.
Se autoclava y se guarda a temperatura ambiente (RT) en oscuridad.
Placas de agar glucosa minima (GM)
Reactivo Vol.(1L) Proveedor
Agar (en 900 mL dH,0) 15¢g Sigma-Aldrich
Solucioén salina VB (50X) 20 mL -
Solucion de glucose (10% v/v) 50 mL -
Se autoclava el agar y el dH,O.
Se afiade la solucion VB y la solucion de glucosa estériles.
Se dispensa en placas y se guarda a 4 °C.
Placas de agar glucosa minima (GM)
Reactivo Vol. (100 mL) Proveedor
MgSO;4 « 7TH,0 lg Sigma-Aldrich
Acido citrico anhidrido 9,14 g Sigma-Aldrich
K>HPO4 50g Sigma-Aldrich
NaNH4HPO4 175¢g Sigma-Aldrich

Se anaden los ingredientes siguiendo el orden indicado en un volumen de 65 mL de dH,O.

Se afiade lleva la solucion a 100 mL de dH,O.
Se autoclava y se guarda a RT.
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Solucion de glucosa (10%, v/v)
Reactivo Vol. (100 mL) Proveedor
Dextrosa 10g Sigma-Aldrich

Se lleva la solucion a 100 mL de dH,O.
Se autoclava y se guarda a 4 °C.

Solucién de biotina (0,01%, m/v)
Reactivo Vol. (100 mL) Proveedor
D-biotina 1 mg Sigma-Aldrich

Se lleva la solucion a 100 mL de dH,O.

Se esteriliza por filtracién (filtro de 0,45 UM) y se guarda a 4 °C.
Para hacer un exceso de biotina en las placas de GM, se ailaden 8 mL de la solucion en la solucion de GM.

Solucion de histidina (0,5%, m/v)
Reactivo Vol. (100 mL) Proveedor
L-bistidina 50 mg Sigma-Aldrich

Se lleva la solucion a 100 mL de dH,O.
Se autoclava y se guarda a 4 °C.
Para hacer un exceso de histidina en las placas de GM, se afladen 8 mL de la solucién en la solucion de GM.

Solucién de ampicilina (0,8%, m/v)
Reactivo Vol. (100 mL) Proveedor
Ampicilina 8 mg Sigma-Aldrich

Se lleva la solucion a 100 mL de dH,O.
Se esteriliza por filtracién (filtro de 0,45 UM) y se guarda a 4 °C.
Para hacer las placas de GM con ampicilina, se afiaden 3 mL en la solucion de GM.
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Solucion de triptéfano
Reactivo Concentracion

Proveedor

Triptofano 0,05 mM

Sigma-Aldrich

Se lleva la solucion a 100 mL de dH,O.

Se esteriliza por filtracién (filtro de 0,45 UM) y se guarda a 4 °C.
Para hacer las placas de GM con triptofano, se afiaden 3 mL en la solucion de GM.

Solucién de Top agar suplementado con histidina/biotina

Reactivo Vol. 1 L) Proveedor
Agar (en 900 mL dH,0) 6¢g Sigma-Aldrich
NaCl 6¢g Sigma-Aldrich
Solucioén de histidina/biotina (0,5 mM) 100 mL -

Se autoclava el agar y el NaCl en 900 mL de dH,O.
Se afade la solucion de histidina/biotina esterilizada por filtracion.

Solucién de histidina/biotina (0,5 mM)

Reactivo Vol. (100 mL) Proveedor
D-biotina 12,4 mg Sigma-Aldrich
L-histidina 9,6 mg Sigma-Aldrich

Se el hierven 100 mL de dH,O.
Se esteriliza la solucion por filtracién (filtro de 0,45 UM) y se guarda a 4 °C.

Solucion cristal violeta (0,1%, m/v)
Reactivo Vol. (100 mL)

Proveedor

Cristal violeta 100 mg

Sigma-Aldrich

Se lleva la solucion a 100 mL de dH,O.
Se esteriliza por filtracién (filtro de 0,45 UM) y se guarda a RT.
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Ensayo de genotoxicidad del Cometa

Buffer de lisis
Reactivo Concentracion Vol. (1 L) Proveedor
NaCl 2,5M 146,1 g Sigma-Aldrich
Na, EDTA 0,1M 372¢g Sigma-Aldrich
Tris 10 mM 121g Sigma-Aldrich
Se diluyen el NaCl, el Na, EDTA y el Tris en 1 L de dH,O.
Se ajusta el pH a 10 y se guarda a 4 °C.
Justo antes de ser usado, afiadir 1 mL / 100 mL Triton-X.
Electroforesis alcalina
Reactivo Concentracion Vol. (1 L) Proveedor
NaOH 0,3M 12g Sigma-Aldrich
EDTA 1 mM 0,29 g Sigma-Aldrich
Se diluyen el NaOH, el EDTA en 1 L de dH,O.
Se ajusta el pH a 13 y se guarda a 4 °C.
Buffer de neutralizaciéon
Reactivo Concentracion Vol. (1 L) Proveedor
Tris 0,4 M 44,88 g Sigma-Aldrich

Se diluyen el Tris en 1 L de dH,O.
Se ajusta el pH a 7,5 y se guarda a 4 °C.
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9. APENDICES

9.1 Apéndicel. CV

RAFAEL MINANA PRIETO

Nacido el 18 de Mayo de 1987 en Amposta (Tarragona)
Calle Corbera n? 5, 08758 Cervelld (Barcelona)
651479498

rafael. minyanaprieto@gmail.com

FORMAQON ACADEMICA
Doctorado en Biomedicina, Biologia Moleadar y Bioquimica {Defensa de tesis octubre
2017). Nanosistemas Avanzados para aplicaciones cosméticas y dermatoldgicas.
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2012 Mister en Gendtica Avanzada. Universidad Auténoma de Barcelona.
2011 Licenciado en Biologia. Genética Molecular y Biologia Celular.
Universidad Auténoma de Barcelona.

PERFIL, PROFESIONAL
Docorando en nanobiomedicina aplicada a la cosmética y dermatologia por la Universidad Auténoma de
Barcelona. Manager de laboratorio en descubrimiento de fairmacos a través de pez cebra. Amplios conocimientos
en el campo bioquimico, concretamente en la produccion, caracterizacion y calidad de prindipios activos para
aplicaciones biomédicas, dermatoligicas, cosméticas y textiles. Experiencia en ensayos toxicoldgicos preclinicos.
Me consikdero una persona vers:itil, con aptitud de liderazgo y con capacidad para trabajar en equipo.

EXPERIENCIA PROFESIONAL

Noviembre 2015 — Actualidad. Cargo: Laboratory Manager “Drug Discovery”.
Empresa: ZECLINKS SL. Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB).

eResponsable de laboratotio:
Responsable de la gestion del laboratorio y soporte del Director de 14D en la coordinacion
del equipo cientifico para la realizacion de ensayos preclinicos.
Supenvision, disefio y aprobacion de técnicas aplicadas a ensayos preclinicos.
Realizacion y gestion de informes, reportando los resultados al Prgject Manager y al
director de HD.
Realizando formacién como director de estudios GLP.

Junio 2012 — Octubre 2015. Cargo: Estudiante de doctorado y responsable de
validaciébn in vitro: drea cosmética y demmatoligica. Empresa: ENDOR
NANOTECHNOLOGIES. Parc Cientific de Barcelona.

sDesarrollo de principios activos para aplicaciones cosméticas y dermatologicas:
Estudios invitro/in-vivo de toxiddad, absorcidn dérmica, irritabiidad, eficacia y
acumulacidn.
Monitorizacién y supervision estudios clinicos de sepuridad y eficadia en voluntarias.
Elaborar, reportar y gestionar las guias de fabricacdon y calidad de los productos sintetizados
cumpliendo la legislacion vigente.
Realizacion protocolos de ética animal para investigacion cientifica.
Realizacion de dosieres de registro a nivel nacional y europeo {EMA]) y FDA_
sNanomateriales:
Produccion, escalado, trazabilidad y calidad de principios activos para aphicaciones
biomédicas, dermatoldgicas ¥ cosméticas. Modificacion de moléculas orginicas y
conjugacion a Nanoparticulas metalicas.
Técnicas caracterizacion y técnicas analiticas: RMN, ICP-MS, CG, AEO, DLS, UV-Vis, IR,
espectrofotometria, Potencial Zeta, hofilzacion, electroforesis en gel de agarosa,
dializacion y microscopia optica, electronica y fluorescencia.
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Octubre 2011 — Junio 2012. Cargo: Investigador en formacion. Empresa: HOSPITAL
UNIVERSITARIO VALL D’HEBRON. CIBBIM Nanomedicina - Drug delivery and targeting.
eEstudios de preclinica no regulada in-vitro/in-vivo con Células Madre Cancerigenas (CSC).
Ensayos de Citotoxicidad, Citometria de flujo, formacién de Colonias, Transfeccidn, IC50.
oCultivos de CSC (lineas de colon y mama).
eAnalisis de resultados y estudios estadisticos.

09/2009 a 04/2010 Cargo: Direccion del departamento de calidad. Empresa: Laboratorios
BIOSKIN & COSMETICS (Cerdafiola del Vallés).

eControl de calidad de la produccion: producto acabado y producto envasado.
Analisis: Fisicoquimicos, Organolépticos y microbioldgicos.
eTrazabilidad y Realizacion de certificados bajo normativa GMP.

PUBLICACIONES

ZeGlobalTox: An Innovative Approach to Address Organ Drug Toxicity Using Zebrafish.

Carles Cornet, Simone Calzolari, Rafael Mifiana-Prieto, Sylvia Dyballa, Els van Doornmalen, Helma Rutjes, Thierry Savy,
Davide D’Amico, and Javier Terriente.

Int. J. Mol. Sci. 2017, 18(4), 864; doi:10.3390/ijims18040864

Flurescent CSC models evidence that targeted nanomedicines improve treatment sensitivity of
breast and colon cancer stem cells.

Petra Gener, Luis Pleno Gouveia, Guillem Romero Sabat, Diana Fernandes de Sousa Rafael, Niria Bergada Fort,
Alexandra Arranja, Yolanda Fernandez, Rafael Mifiana Prieto, Joan Sayos Ortega, Diego Arango, Ibane Abasolo, Mafalda
Videira, Simo Schwartz Jr.

Editor: B. Mark Evers, MD

2015. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine

Nanomedicine The New Age of Therapeutics.

Luciano Sobrevalls, Hanna Parkkola, Laura Vivero, Rafa Mifiana and Judith Sendra.
Libro: Nanotechnology: Recent Trends, Emerging Issues and Future Directions.
Editores: Nazrul Islam.

2014. Nova Science Publishers, Inc.

PARTICIPACION EN CONGRESOS (PRESENTACION DE POSTERS)

2016. “ZeGlobalTox, a new way for global toxicity assessment”
Cornet C, Mifiana R, Calzolari S, D’Amico D, Terriente J.

Congreso Eurotox, Sevilla.

2015. “Golden Hyaluronan: an active ingredient for dermatological applications”
Miniana R, Vivero L, Sobrevals L, Sendra J.
1rst Congress of Nanotecnology. Autonomous University of Barcelona.

2014. “Targeted nanomedicine against cancer stem cells improve treatment sensitivity”

Gener P, Rafael D, Sofia A, Mifiana R, Perez A, Sarkany V, Abasolo I, Arranja A, Gouveia L, Gaspar R.S, Videira M,
Schwartz S. Jr.

2nd EuroNanoMed Review seminar for funded projects and Training workshop on regulatory affairs for funded partners,
Diisseldorf.

2012. “New in vitro and in vivo models for testing the efficacy of cancer stem cell targeted

nanomedicines”
Gener P, Mifiana R, Bergada N, Lépez M2 E, Abasolo |, Schwartz S.Jr.
First Workshop on NanoMedicine UAB-CEI - UABBarcelona

260



APENDICES
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9.2 Apéndice II. Publicaciones

. Intemational Joumnal of r;‘\ﬁpl
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Article

ZeGlobalTox: An Innovative Approach to Address
Organ Drug Toxicity Using Zebrafish

Carles Comnet **, Simone Calzolari ™*, Rafael Mifiana-Prieto !, Sylvia Dyballa *,
Els van Doormmalen 2, Helma Rutjes 2, Thierry Savy 3, Davide D' Amico 1 and Javier Terriente 1*

1 FaClinics SL, PRBB (Barcelona Biomedical Research Park), 08003 Barecelona, Spain;
carles cometizeclinics com (C.C); simone_ calzolari@zeclinics com (S.C. )
rafael minanafizeclinies.com (RM-F); sylvia.dyballa@zeclinies.com (5.0.)
2 Pivot Park Screening Centre (FPSC), Kloosterstraat 9, 539AB 055, The Netherland;
els vandoommalenippscreeningeentre.com (Ev.D.); helma rutjes@ppscreeningeentre.com (HLE)
3 Multilevel Dynamics in Morphogenesis Unit, USE3695 CNRS, 91190 Gif sur Yvette, France;
thierrysavy@polytechnique edu
*  Correspondence: davide damicoizeclinkes com (D.D_AL); javierterrlemtedizeclinics com (J.T.):
Tiel: +34-93-31 60008 (DDA & ].T)
1 These authors contributed equally to this work.
Academic Editor: Juliette Legler
Receitved: 1 March 2017; Accepted: 14 April 2007; Published: 19 Apnl 2017

Abstract: Toxicity is one of the major attrition causes during the drug development process. In that
line, cardio-, neuro-, and hepatotoxicities are among the main reasons behind the retirement of drugs
in clinical phases and post market withdrawal. Zebrafish exploitation in high-throughput drug
screening is becoming an important tool to assess the toxicity and efficacy of novel drugs. This animal
muxdel has, from early developmental stages, fully functional organs from a physiological point of
view. Thus, drug-induced organ-toxicity can be detected in larval stages, allowing a high predictive
power on possible human drug-induced liabilities. Hence, zebrafish can bridge the gap between
preclinical in vitro safety assays and rodent models in a fast and cost-effective manner. ZeGlobalTox is
an innovative assay that sequentially integrates in vivo cardio-, neuro-, and hepatotoxicity assessment
in the same animal, thus impacting strongly in the 3Rs principles. It Reduces, by up to a third,
the number of animals required to assess toxicity in those organs. It Refines the drug toxdicity
evaluation through novel physiological parameters. Finally, it might allow the Replacement of
classical species, such as rodents and larger mammals, thanks to its high predictivity (Specificity:
85, Sensitivity: 68% and Accuracy: T8%).

Keywords: ZeGlobalTox; zebrafish; high-throughput; adverse drug reaction; drug toxicity;
cardiotoxicity; neurotoxicity; hepatotoxicity
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Alstract

Tao be shle o Audy the efficacy of troesd namomedicines in marginal population of Kghly ageresdive cancer stem eells (CSC), we hawe
developed a novel in e Muorescent CSC model thatallows us Lo vises ee these cells in heterogeneos populaton and o mondiosCSC Wodogcal
perbrmance sfler therapy. In this model 1T omsto mporker gene 8 driven by CSC spedfic (ALDH1A 1) promaoter and contrary 1o olher imi bar
madels, CSC differentation and un-di ferentiation processes ane not nedramed and longiudinal shidies are feasdble. We wad this model for
prclinical validation ofpoly D, L-b dide-co-glve ol ke oo-P BG (P LG A vo-PEG mdcelles hosded with pach tixel Further, active tarpeting sgaint
CIM4 and EGF R recepbors was validsted in bresst snd eolon cancer cell He Accondingly, specific active largeting lowand surfsce fecepion
enhances the por brmance of renomedicines and semitzes CSC o paclitase] based chemolheray.

From the Climical Editor: Many curment cancer therapies fall because of the failume to target canoer stem cell. This surviving populaton
s ool { Peratess sl of flereniistes inlo mone cancer celk. In iz mienegimg sricle, the suthors designed an m vitro cmeer dem cell model 10
sty the effects of active Brpeting wing anibody-labeled micells cmiaming chemotherapeutic agen. This new model shanld allow fuhne
tesing of varous drogicamer platforms before the clincal plase.

0 2015 Ebevier Ine. All rights neserved.

Ky wowrde Concer siern cefls; Active targeting; Nanomedicine
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Chapter 18

NANOMEDICINE: THE NEW AGE OF THERAPEUTICS

Luciano Sobrevals’ ,Hanna Parkkola’' ,Laura Vivero® R

Rafael Mifiana' and Judith Sendra’”"
'ENDOR Nanotechnologies, Parc Cientific de Barcelona (PCB), Barcelona, Spain

ABSTRACT

Manotechnology is a relatively recent field of scientific research. Richard Feynman
first propounded the concept in 1959. An official definition of nanotechnology is still a
controversial issue and there are many scientific committees hard at work to harmonize
the term and obtain universal regulation. There are enormous expectations with regard to
the potential for nanotechnology in many different scientific fields. Over the last ten
years, a large number of potential applications for nanotechnology have been described,
most especially in the fields of biology, biotechnology and medicine. The term
nanomedicine is used to describe the medical application of nanotechnology in the
diagnosis, prevention and treatment of several diseases. Such applications have led to
significant advances in clinical areas such as oncology (nanoncology), neuroscience,
cardiovascular disease and many others. Nanomedicine has the potential to improve the
efficiency of existing drugs while reducing their side effects, to create new therapeutic
systems, to enhance diagnosis to achieve higher levels of detection, to create new
scaffolds for tissue regeneration and to create internal surveillance systems in order to
avold the development of disease. With the pgreat potential of nanotechnology it is
expected to have significant impact, both on an economic and technological level.
However, concerns about possible toxicity and certain ethical issues are delaying the
launch of this promising new technology. The purpose of the present review is to
highlight new findings in the field of nanomedicine, most especially in the area of
oncology, and to describe its major benefits, possible risks and current regulations, as
well as to enumerate some of the nanomaterials developed up to now. Additionally we
discuss future prospects for the development of certain emerging nanotechnologies and
their potential contributions to medicine and market impact will be discussed.

* Correspondence should be addressed to: Judith Sendra, Baldii Reixac 15, Edifici Heélix, Parc Cientific
de Barcelona (08028), Barcelona, Spain; phone: +34 934 020  46E; E-mail: judith.sendraga)
cndormanotech. com.
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9.3 Apéndice III. Poster

GOLDEN HYALURONAN: .
an active ingredient for cosmetic applications

Bicincubadora
PCB-Santander

Rafael Mifana, Laura Vivero, Lucianc Sobrevals, Judith Sendra
Endor Nangctechnologies, Helix Building, Parc Cient/fic de Barcelona, Baldiri Reixac 15, 08028 Barcelona, Spain
Contact: rafael @endornanctech.com, lauravivero@endornanctech.com, judith.sendra@endornanotech.cam

Introduction

Hyaluronan (HA) is a glycosaminoglycan with a wide range of biclogical roles, such as being a key
structural component of extracellular matrix and an important mediater in cell adhesion and 4R :
migration. Nowadays, HA is recognized as a high-valuable polymer with several marketed W

applications in both biomedical and cosmetic industries. HA is a common ingredient in skin-care i ‘N‘\o., /
products. It immobilizes water in skin tissue and thereby affects dermal volume and compressil
HA also plays the role of a scavenger of free radicals generated by the ultraviolet rays from sunlight Figure 1. Structure of Golden Hyaluronan
and is critical to the structural integrity of the dermal collagen matrix.

Golden hyaluronan (GH) is a nanoconjugate composed of a 12 nm gold nanoparticle (NP) core and a
hyaluronic acid shell (Figure 1). HA is responsible for the effect of the active ingredient and NPs are
used as a carrier melecule to enhance HA delivery. Besides having skin rejuvenating actions, HA
renders the NP more biocompatible and prevents aggregation and formation of clusters.

Figure 2
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GH was thoroughly characterized after synthesis. NP size was determined by TEM and DLS;
stability of GH and bare nancparticles was studied in saline buffers by observing change of color
and by light microscope. State of agglomeration was also inspected by TEM. The effects of GH were
studied on a molecular level in vitro. Human dermal fibroblasts (HDF) and keratinocytes [HaCat)
were treated with GH for 8- 24 - 72 hrs and expression of hyaluronan synthase 2 (HAS2) and
collagen 3 (Col) synthase were quantified by RT-PCR. HA production that resulted from GH
exposure was studied by radioactively labelled glucosamine-H3, a hasic compound of HA structure,
and the quantity of newly prepared radicactive HA was determined . All in vitro experiments were
also performed with HA not conjugated to NPs.
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Effect —
GH exhibited a spherical, unanimous shape. Bare NPs aggregated in saline buffers which was Applications
seen as colour change from burgundy to blue, and when cells were treated with bare and HA-
coated NPs in DMEM, clusters of aggregated bare NPs could be seen with light microscope GH increases HA production and collagen
whereas GH maintained their dispersed state. Aggregated NP clusters were also visualized by synthesis.

TEM (Figure 2).
Due to its hydrating, skin regenerating and anti-

HASZ expression increased more than 200% after GH treatment while treatment with HA alone aging properties, GH can be used as a platform
didn’t have such effect on HAS2 expression (Figure 3). Col3 synthase expression that resulted technology for different applications in the
from HA treatment induced a more than 300-fold increase than the basal level (Figure 4). cosmetics sector.

GH stimulated both cell migration{Figure 5) and cell proliferation (Figure 6).
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