BIOCOSMETICA

NANOVESICULAS BIOMIMETICAS:
TECNOLOGIA MEDICA PARA GENERAR
COSMETICOS DE ALTA EFICACIA

Los liposomas son nanovesiculas que se llevan empleando desde la década de los 80
para distintas aplicaciones. Destaca, fundamentalmente, su uso en medicina para la
proteccion y liberacion de farmacos en una diana terapéutica (drug delivery).
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N a n o v e x
Biotechnologies es una
empresa especializada
en el desarrollo de
nanovesiculas en el campo de la medi-
cina. En concreto, las ha desarrollado
para la encapsulacién de todo tipo de
compuestos y, ademas, realiza multitud
de modificaciones en dichos sistemas,
como modificaciones superficiales agre-
gando anticuerpos u otras proteinas
para liberacion en diana, marcajes fluo-
rescentes para el seguimiento “in vivo’,
sistemas capaces de liberar el compuesto
encapsulado bajo determinadas condi-
ciones de pH o temperatura o sistemas
especificos para cruzar la barrera hema-
toencefdlica o la piel, entre otros.

Es para esta Ultima aplicacion donde
Nanovex ha creado un sistema especi-
fico para aplicaciones dermocosméticas,
basado en las nanovesiculas desarro-
lladas para aplicaciones médicas. Dicho
sistema debe ser capaz de proteger, vehi-
culizary liberar activos en las capas diana
de la piel con la maxima eficacia. De esta
manera, se crea la marca INdermal, que
desarrolla sistemas inteligentes e inno-
vadores basados en la tecnologia ‘drug
delivery’ para aplicaciones cosméticas.

Las innovaciones de nuestros sistemas
estdan fundamentadas en tres pilares:
formulacion, proceso de obtencion y
caracterizacion. Dentro de laformulacion,
todos los compuestos empleados son
de grado farmacéutico, y Unicamente se
emplean fosfolipidos con mas de un 95%
de pureza. Ademas, se usan distintos esta-
bilizantes y compuestos para asemejar la
membrana del liposoma a la membrana
de las células epidérmicas, obteniendo
de esta manera sistemas biomiméticos.
A su vez, nuestras formulas contienen
diversos compuestos que facilitan la
liberacion del activo encapsulado en el
estrato diana.

Nuestro proceso de fabricacion estd
dividido en varias etapas para garantizar

que los liposomas obtenidos tienen unas
caracteristicas 6ptimas de empaqueta-
miento, flexibilidad, estabilidad, tamano,
potencial-Z, morfologfa,
concentracién, lamelaridad y eficacia de
encapsulacion.

distribucion,

nuestras  instalaciones
tecnologia
para la caracterizacién de nanovesi-
culas. Técnicas como, por ejemplo, DLS,
M3-PALS, NTA o TEM nos permiten deter-
minar todos los pardmetros relativos a los
liposomas, tanto en nuestros productos

como en los productos cosméticos que

Por  Ultimo,

cuentan  con avanzada

los contienen.

Como ejemplo de los procesos de
caracterizacién a los que sometemos
productos, presentamos
los datos obtenidos para uno de nues-
tros productos méas destacados: LIPO-
RETINOL, basado en palmitato de retinol
encapsulado en el interior de nuestros
liposomas.

a nuestros

CARACTERIZACION DEL PRODUCTO

Para una correcta caracterizaciéon del
producto, se determinaron los siguientes
parametros:

B Tamano medio

W Distribucion de tamanos

B Potencial-Z

B Concentracion de liposomas

&



TAMANO MEDIO

Para la determinacion del tamafo medio
de los liposomas se empled tanto la
técnica Dynamic Light Scattering (DLS)
como la Nanoparticle Track Analysis,
con los equipos Zetasizer Nano Z5-90 y
Nanosight LM-10 respectivamente. Las
muestras fueron diluidas en agua ultra-
pura para una correcta determinacion.

En la técnica DLS, el equipo analiza los
tamanos mediante la determinacion
de la intensidad de la luz dispersada
(gréfica de intensidad — tamano). Esta
medida, en ocasiones, no refleja el valor
real del tamafo de las particulas, ya que
en la medida por intensidad el equipo
otorga mayor representacion a particulas
grandes (por dispersar luz con mayor
intensidad). Para tener una representa-
cion real, es necesario representar los

resultados en numero mediante la apli-
cacién de algoritmos (siempre y cuando
la calidad de la medida lo permita).

Para la determinacion por NTA es nece-
sario una dilucion previa (1:1x106) de la
muestra. El equipo permite a su vez la
determinacién de la concentracién de
particulas.

ENSAYO DE LIBERACION DERMICA

Para determinar la capacidad de penetra-
cion en piel del producto lipo-retinol, se
llevd a cabo un ensayo ex vivo en celdas
Franz, en el cual se comparaba la pene-
tracion vy liberacion en la epidermis basal
del activo libre (palmitato de retinol) con
respecto al activo encapsulado (lipo-re-
tinol), a la misma concentracion. Los resul-
tados mostraron una concentracién de
palmitato de retinol 12,5 veces superior en
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la epidermis basal cuando se empleaba el
producto liposomado con respecto al libre.

El ensayo de liberaciéon dérmica tiene
como objetivo determinar la penetra-
cion, en las capas principales de la piel
de interés cosmético (estrato corneo y
epidermis), del activo libre y del activo
encapsulado para determinar la eficacia
del producto.

Para llevar a cabo el ensayo, se emplea
piel de cerdo sin ningun tipo de trata-
miento previo que pueda alterar las
caracteristicas fisico-quimicas de sus
capas. Una muestra de piel hidratada se
introduce en la celda Franz previamente
termostatizada a 35 grados centigrados.
Alli, la parte inferior de la piel esta en
contacto con suero fisiologico termosta-
tizado a 35 grados para simular las condi-
ciones de un ensayo in vivo.
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Una vez la piel estd termostatizada e
hidratada, comienza el experimento
anadiendo, de forma no oclusiva, 100 pl
del activo encapsulado y de una diso-
lucion del activo libre con espesantes,
para que tenga una textura similar al
producto objeto de estudio.

La superficie de piel en la que se realiza
el ensayo tiene un drea de 1 cm’. El
experimento se lleva a cabo por tripli-
cado para cada muestra a analizar.

Transcurridas 8 horas, se extrae la piel
y se separan las capas con la ayuda
de un bisturi quirdrgico. El activo es
extraido de las distintas capas mediante
el empleo de disolventes y procesos de
sonicacion durante 30 minutos y, poste-
riormente, analizado mediante RP-HPLC.

Los ensayos llevados a cabo con lipo-re-
tinol mostraban un aumento progre-
sivo de la cantidad de retinol en las
capas de la piel conforme estas son
mas profundas, llegando a obtener una
cantidad 11 veces mayor en la capa basal
de la epidermis cuando se compara el
retinol encapsulado en liposomas con el
retinol libre.

Envejecido Retinol

(0,37 mg/cm?)

ENSAYO DE EFICACIA
ANTIENVEJECIMIENTO DE LIPO-
RETINOL

Se obtuvieron cultivos de explantes de
piel organotipicos humanos (hOSEC) con
el consentimiento informado de mujeres
sanas de 40 a 55 anos. La piel se corté en
porciones de 0,8 cm? y las muestras se
colocaron con la dermis hacia abajo vy la
epidermis hacia arriba, en placas de cultivo
que contenian medio DMEM con antibié-
ticos. Los cultivos se incubaron durante 48
horas, a 37 ° C, bajo 5% de (0, para la recu-
peracion antes del inicio del estudio.

Se llevaron a cabo cuatro réplicas de
cada grupo experimental y se realizd un
experimento independiente.

Para imitar el envejecimiento de la piel se
administré hidrocortisona a una concen-
tracion de 5 pg/ml. Al mismo tiempo, los
productos de prueba se administraron
tépicamente a una concentracion de
0,37 mg de activo/cm? durante 7 dias
no consecutivos, como se detalla en la
figura 1. Los productos de prueba vy la
hidrocortisona estuvieron en contacto
con la piel durante todo el estudio.

Lipo-Retinol
(0,37 mg/cm?)

Finalmente se disgregd el tejido vy
se determind colorimétricamente la
cantidad de coldgeno en cada una de
las muestras. Para ello, las pieles fueron
procesadas y se determind la cantidad de
coldgeno respecto a peso de explante.
coldgeno cuantificado se expresé como
g de coldgeno por mg de piel.

Como resultado del ensayo se pudo
concluir que los explantes de piel
tratados con hidrocortisona mostraron
una clara reduccion en el contenido de
coldgeno soluble en comparacién con
los controles no tratados. El tratamiento
de la piel envejecida con lipo-retinol
condujo a un aumento significativo en
los niveles de coldgeno en comparacion
con la piel envejecida, mientras que la
piel tratada con retinol presentd valores
de coldgeno similar a los de la piel
envejecida. Estos resultados sugieren
que la aplicacion topica de lipo-retinol
durante 7 dias no consecutivos condujo
a mejorar la capacidad de la piel para
evitar los efectos de la hidrocortisona,
generando un claro aumento en la
produccion de coldgeno en muestras
de piel humana estresadas con hidro-
cortisona 44
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