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Resumen

La presente investigacion se enfocé en el disefio de un protector solar a partir de la vehiculizacion
de un extracto acuoso de Inonotus obliquus en hidrogeles a base de colageno tipo I, teniendo en
cuenta que este hongo es una fuente abundante de melanina y polifenoles, los cuales pueden
actuar como filtro solar debido a su capacidad para absorber todo el espectro UV-B y una parte
del espectro UV-A, asi mismo posee elevadas propiedades antioxidantes atribuidas a los
betaglucanos que contiene, protegiendo la piel del dafio oxidativo logrando prevenir el
envejecimiento prematuro y pérdida de elasticidad, entre otras propiedades. Por otra parte, con
base al objetivo propuesto se busco6 implementar una forma farmacéutica que no contenga fase
oleosa, de modo que se optd por el empleo de hidrogeles a base de colageno tipo I, al ser
formulaciones hidrofilicas monofésicas con agentes gelificantes poliméricos, cuyas ventajas son
su biocompatibilidad, baja toxicidad, alto contenido de agua, homogeneidad de distribucion, entre
otros. Por lo cual, para lograr el enfoque de la presente investigacion, se obtuvieron los extractos
acuosos de Inonotus obliqguus empleando diferentes condiciones de extraccion (tiempo y
amplitud) mediante ultrasonido, de tal manera que estos se caracterizaron cuantificando la
cantidad de compuestos polifendlicos, mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu. Una vez obtenidos
los extractos se elaboraron 6 prototipos de hidrogeles de colageno tipo | a distintas
concentraciones, disueltos en una solucién buffer de acetatos de pH 5.2, acto seguido se
realizaron pruebas de esparcibilidad y reologia, tanto para los prototipos de hidrogeles a
diferentes concentraciones sin cargar como para el hidrogel cargado con el extracto acuoso del
hongo Inonotus obliquus, para finalmente determinar a este Ultimo las propiedades de
fotoproteccion. Una vez analizados los resultados obtenidos, se establece que el prototipo 4
elaborado a una concentracion de 2.0 %p/p tiene capacidad de esparcimiento semi-rigida lo cual
indica que el hidrogel se extiende facilmente aplicando una ligera cantidad de cizallamiento
cuando se aplica en la piel, siendo este el prototipo ideal para la vehiculizacion del extracto
acuoso, obtenido a condiciones de extraccion correspondientes a una amplitud al 60% por un
tiempo de 15 minutos, dada las concentraciones mas altas de polifenoles, asi mismo se obtuvo
un FPS para el hidrogel cargado con el extracto de 9.33 £ 0.07. Por lo cual, los resultados
permitieron concluir que el extracto acuoso vehiculizado en el hidrogel a base de colageno tipo |
puede ser empleado como filtro solar en las formulaciones cosméticas, ademas de contar con
una capacidad de esparcimiento semi-rigida y un comportamiento no newtoniano pseudoplastico

lo cual es favorable para la formulacion de un protector solar.
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Abstract

This research focused on the design of a sunscreen based on the vehiculization of an aqueous
extract of Inonotus obliquus in hydrogels based on type | collagen, taking into account that this
fungus is an abundant source of melanin and polyphenols, which can act as a sunscreen due to
its ability to absorb the entire UV-B spectrum and part of the UV-A spectrum, it also has high
antioxidant properties attributed to the beta-glucans it contains, protecting the skin from oxidative
damage and preventing premature aging and loss of elasticity, among other properties. On the
other hand, based on the proposed objective, we sought to implement a pharmaceutical form that
does not contain an oily phase, so we opted for the use of type | collagen-based hydrogels, as
they are monophasic hydrophilic formulations with polymeric gelling agents, whose advantages
are their biocompatibility, low toxicity, high water content, homogeneity of distribution, among
others. Therefore, to achieve the focus of this research, aqueous extracts of Inonotus obliquus
were obtained using different extraction conditions (time and amplitude) by ultrasound, so that
they were characterized by quantifying the amount of polyphenolic compounds, using the Folin-
Ciocalteu assay. Once the extracts were obtained, 6 prototypes of type | collagen hydrogels were
prepared at different concentrations, dissolved in an acetate buffer solution of pH 5.2, followed by
spreadability and rheology tests, both for the hydrogel prototypes at different concentrations
without loading and for the hydrogel loaded with the aqueous extract of the Inonotus obliquus
fungus, to finally determine the photoprotection properties of the latter. Once the results obtained
were analyzed, it was established that the prototype 4 elaborated at a concentration of 2.0 % w/w
has a semi-rigid spreading capacity which indicates that the hydrogel spreads easily applying a
slight amount of shear when applied on the skin, being this the ideal prototype for the vehiculation
of the aqueous extract, obtained at extraction conditions corresponding to an amplitude of 60%
for a time of 15 minutes, given the higher concentrations of polyphenols, likewise a SPF was
obtained for the hydrogel loaded with the extract of 9. 33 £ 0.07. Therefore, the results allowed us
to conclude that the aqueous extract conveyed in the hydrogel based on type | collagen can be
used as a sunscreen in cosmetic formulations, in addition to having a semi-rigid spreading
capacity and a non-Newtonian pseudoplastic behavior, which is favorable for the formulation of a

sunscreen.

\
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1. Introduccién

Uno de los tipos de materias primas naturales que se ha utilizado durante mucho tiempo en la
medicina popular para el tratamiento de muchas enfermedades son los crecimientos en el abedul,
causados por el hongo Inonotus obliquus, cominmente conocido como Chaga (Razumov, E et
al., 2019). Actualmente, esta especie de hongo solo ha sido descrita en el hemisferio norte, se
encuentra particularmente en Canada, en el norte de los Estados Unidos de América, China y
Europa, los extractos del hongo se han utilizado principalmente por sus efectos favorables sobre
el metabolismo de los lipidos y la funcion cardiaca, asi como por sus actividades antibacteriana,
antiinflamatoria, antioxidante y antitumoral, el andlisis quimico de Chaga en la literatura cientifica
ha identificado varios compuestos quimicos que lo componen que podrian ser responsables de
la mayoria de los efectos terapéuticos mencionados anteriormente como polisacaridos,
triterpenos y polifenoles, (Géry, A., et al., 2018), este Gltimo compuesto cuenta con la capacidad
de absorber rayos ultravioleta y de eliminar radicales libres lo cual conduce a un amplio desarrollo
y aplicacién en protectores solares, por otro lado sus caracteristicas estructurales y funcionales
permiten una mayor integracion con otras moléculas hacia el disefio y la preparacién de
ingredientes activos para emplearse en protectores solares (Wang et al., 2022). En cuanto al
campo dermocosmético, ha demostrado tener efectos antienvejecimiento y antimelanogénicos de
interés para el tratamiento de la hiperpigmentacion, sin embargo, se conoce y se publica muy
poco sobre las propiedades biol6gicas del hongo sobre la piel (Softa, Percoco, Lati, & Bony,
2019), teniendo en cuenta que esta es una barrera biolégica indispensable, que proporciona una
linea de defensa eficaz contra los continuos ataques del entorno externo, como la contaminacion
del aire, los microorganismos patégenos y las radiaciones ultravioleta (UV). Para este caso el uso
de compuestos bioactivos procedentes de productos naturales para el tratamiento y la prevencion
del fotoenvejecimiento inducido por la radiacién UV se ha convertido en una tendencia en la
industria cosmética (Suhaida et al., 2021). Cabe mencionar que se han realizado estudios para
obtener compuestos fendlicos del hongo por fermentacion, la exposicion simultanea de H.O; y
arbutina dio lugar a un nuevo aumento de la produccion de fenoles intracelulares, la produccion
de compuestos fendlicos por fermentacién de Chaga se ve reforzada por la introducciéon de un
oxidante, lo que permite utilizar este hongo como fuente fiable de compuestos fendlicos de
importancia farmacéutica. Por lo cual, el trabajo propuesto tuvo como fin el disefio de un protector

solar tipo hidrogel a base de extracto de Inonotus obliquus como primera fase de investigacion.



2. Marco tedérico

2.1 Hongos

El reino de los hongos incluye una variedad de organismos vivos pertenecientes al dominio
Eukarya, estos se encuentran constituidos por un nucleo verdadero y muchos organulos
complejos unidos a la membrana (mitocondria, reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi), asi
mismo, algunos tipos de hongos cuentan con estructuras comparables a los plasmidos (bucles
de ADN), su pared celular, la cual controla la permeabilidad celular y protege de los cambios
osmdticos, se encuentra constituida de glucanos (50 a 60%), quitina (10 a 20%) y glicoproteinas
(20 a 30%) que confieren propiedades de fuerza estructural a las paredes celulares de los hongos
(Ponton, 2008). Cabe mencionar que emplean compuestos organicos complejos como fuentes
de energia y carbono, la mayoria de estos organismos fangicos se multiplican de manera asexual
y juegan un papel fundamental en los ecosistemas como descomponedores de materiales

organicos en moléculas simples (Campus, 2017).

2.2 Hongo Inonotus obliquus

En cuanto al hongo Inonotus obliqguus también conocido como Chaga, perteneciente a la familia
Hymenochetaceae, es un hongo parasito de plantas de color negro-marrén, en la figura 1 se
muestra el aspecto del hongo, el cual se caracteriza por crecer de manera irregular y contar con
la apariencia de carbén quemado, crece en varias especies de arboles como el aliso, el haya o
el arce y especialmente en los abedules, el uso medicinal/nutracéutico de chaga se ha registrado
en diferentes culturas antiguas, incluidas Ainu y Khanty en el noreste de Asia, y varias Primeras
naciones como Chipewyan, Cree y Gitxsan en América del Norte (View of Qualitative analysis of
secondary metabolites of chaga mushroom (Inonotus Obliquus): phenolics, fatty acids, and
terpenoids, 2022), se utiliza en la medicina tradicional para tratar diferentes indicaciones
terapéuticas y diversos problemas de salud, dado que cuenta con propiedades antiparasitarias,
antituberculosas, antiinflamatorias, antioxidantes, antiinflamatorias, ademéas de ser empleado
como nutracéutico en diferentes culturas durante siglos gracias a propiedades conferidas por los
compuestos presentes, conocidos como metabolitos secundarios (Géry, A., et al., 2018). Estos
son un grupo heterogéneo de compuestos quimicos que se sintetizan a partir de productos del
metabolismo primario, actian como mediadores quimicos e intervienen en diversas funciones de
las plantas o de los organismos con los que interactian. Los metabolitos o las mezclas de ellos

desempefian més de una funcién biolégica, dependiendo de su naturaleza quimica; existe una



gran variedad de ellos (Thirumurugan et al., 2018), hay cinco tipos principales de metabolitos
secundarios, tales como terpenoides y esteroides, sustancias derivadas de &cidos grasos y
policétidos, alcaloides, polipéptidos no ribosémicos y cofactores enziméticos (L6pez, 2001). Por
lo cual, en este caso el hongo Inonotus obliquus cuenta con sustancias bioactivas como
triterpenos, polifenoles y polisacéridos presentes en los extractos del hongo considerados como
los responsables de la mayoria de los efectos terapéuticos mencionados anteriormente
(Szychowski, Skéra, Pomianek, & Gminski, 2021).

Figura 1. Aspecto fisico del hongo Inonotus obliquus, también conocido como Chaga (Chaga,
2019).

2.3 Compuestos polifendlicos

Constituyen uno de los grupos de sustancias mas numerosos y ampliamente distribuidos del reino
vegetal, productos del metabolismo secundario de las plantas. Surgen biogenéticamente a partir
de dos vias de sintesis principales: la via del shikimato y la via del acetato, se trata de un grupo
extremadamente amplio y complejo de sustancias vegetales, pueden ir desde moléculas simples
como los &cidos fendlicos, hasta compuestos altamente polimerizados como los taninos, en
cuanto a su estructura (ver figura 2) los compuestos polifendlicos presentan en su estructura
guimica uno o0 méas anillos de benceno y uno o mas grupos hidroxilados con algun elemento
comun, como los grupos funcionales de ésteres, ésteres de metilo, glicésidos, etc. Se trata de
moléculas muy reactivas que normalmente se encuentran combinadas con azlcares, como la
glucosa, galactosa, arabinosa, xilosa o los acidos glucoroénicos y galacturénicos (Martinez et al.,
s.f). Cabe mencionar que se pueden clasificar en diferentes clases, segun el nimero de anillos
fendlicos en su estructura, los elementos estructurales que unen estos anillos entre si y los
sustituyentes unidos a los anillos, pueden describirse como compuestos que contienen un resto
fenol (un anillo de benceno que esta sustituido con un grupo hidroxilo) por lo tanto, su nombre

sistematico es hidroxibenceno (Quifiones et al., 2012).
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Figura 2. Estructura quimica de compuestos polifenélicos presente en el hongo Inonotus
obliquus siendo 1 y 2 con compuestos conocidos 4-(3,4-dihidroxifenil)but-3-en-2-ona ( 3 ), 4-
hidroxi acido -3,5-dimetoxibenzoico ( 4 ), 3,4-dihidroxibenzaldehido ( 5 ), acido 4-

hidroxibenceno-1,3-dioico ( 6 ) y acido 3,4-dihidroxibenzoico (Hwang et al., 2016).

Las propiedades quimicas vy fisicas de este tipo de metabolitos le confieren al hongo Chaga
ciertas actividades biologicas farmacoldgicas, por lo que son de gran interés en la industria
farmacéutica y cosmética. Entre sus propiedades, se destacan beneficios para reducir los niveles
de colesterol, retrasar el crecimiento del cancer, apoyar la funciéon inmunolégica y reducir la
presion arterial. Por otra parte, se destaca la actividad antioxidante, fotoprotectora, efectos
antiinflamatorios, antiespasmadicos, diuréticos, coleréticos, entre otras (Hongo chaga de abedul.
Descripcion, propiedades curativas y uso del abedul chaga Jardin de abedules con chaga, s.f).
Asi mismo, la investigacion sugiere que los antioxidantes naturales, no téxicos, como los que se
encuentran en el Chaga, sugieren que los acidos fendlicos presentes en el hongo pueden
proporcionar proteccion UV, dado que hace un gran trabajo al sombrear y proteger la piel contra
los rayos solares y los peligrosos rayos UV, siendo clave para reducir el dafio intenso en la piel
causado por la exposicion prolongada al sol, ademés de ayudar a reducir el dafio oxidativo a los
tejidos al prevenir la formacion de ROS, logrando eliminarlos y promover su descomposicion
(Roberts, 2021).



2.4 Métodos de extraccion de compuestos polifenélicos

En cuanto a los métodos de extraccidén de estos metabolitos, se sabe que la técnica de extraccion
asistida por ultrasonido ha cobrado especial interés como una herramienta de célculo y
optimizacion para diferentes procesos de extraccion comerciales y de investigacion. Sin embargo,
hoy en dia las técnicas convencionales de extraccion tienen inconvenientes en la eficiencia de la
extraccion, por efecto de factores como: solvente, temperatura, tiempo de extraccion, tamafio de
particula, entre otros, por lo cual han sido consideradas tecnologias de extraccion como: fluidos
a alta presion (uso de fluidos supercriticos y liquidos a alta presién), tecnologia de ultrasonido,
tratamientos enzimaticos, tecnologia de microondas y de pulso eléctrico, las cuales permiten la
obtencion de compuestos en mayor cantidad y con mejor calidad (Flores et al., 2016). Para el
caso del empleo de ultrasonido, esta es considerada como una técnica de extraccion rapida y
eficiente que utiliza ultrasonidos para generar un rapido movimiento del solvente, lo que permite
una mayor tasa de transferencia de masa, dando lugar a la aceleracion de la extraccion, presenta
ventajas frente a las técnicas de extraccion convencionales, entre ellas el uso de volumenes bajos
de solvente, tiempos cortos, pocos requisitos instrumentales, y bajos impactos econémicos y

ambientales (Syahir et al., 2020).

2.5 Industria cosmética

Con base a lo anterior, se establece que estos hongos resultan ser bastante llamativos en otro
tipo de &reas como en la industria cosmética debido a su poca investigacion e incorporacion en
este tipo de campo, por lo cual resulta relevante profundizar las diversas caracteristicas
fotoprotectoras e hidratantes que ofrecen e incluso la busqueda e implementacion de nuevos
ingredientes activos o aditivos para mejorar la calidad de dichos productos a partir de la fuente
abundante y multifuncional que ofrecen este tipo de setas, considerando también que durante las
Ultimas décadas, las personas han mostrado un mayor interés en el uso de cosméticos de origen
natural, reemplazando en parte los productos quimicos ampliamente utilizados en esta industria,
esto debido a que la cosmética natural suele considerarse mas segura, biocompatible y con
menos efectos secundarios (Hongos en la Cosmética - Macroestetica, 2020).

Por otra parte, teniendo en cuenta que la mayoria de los productos cosméticos estan destinados
a aplicarse sobre la piel, resultan relevantes las caracteristicas de textura en la aplicacion y
sensacion posterior, por tanto, se consideran diferentes tipos de productos como los cosméticos
sélidos los cuales durante su aplicacion deben mantener su estructura rigida sin descamarse,
romperse o desmoronarse; por otro lado, estan los cosméticos en forma de particulas

denominados polvos los cuales deben fluir de manera constante y controlada sin apelmazar y por



altimo los cosméticos semisolidos viscosos, los cuales, aunque se espera un cierto grado de
firmeza en su aplicacién, estos deben también ser faciles de esparcir y fluir facilmente, un ejemplo

de este caso seria el protector solar (Mecmesin, 2015).

2.6 Protector solar

Este se define como una sustancia que protege la piel de los efectos nocivos de la radiacion UV
solar al absorber, reflejar, dispersar o desviar los fotones UV, evitando su absorcion por los
componentes de la piel (Parrado, Gilaberte, Philips, Juarranz, & Gonzalez, 2021). Este producto
normalmente viene en presentacion de cremas o geles que se aplican topicamente para proteger
las células cutédneas inducidas por la radiacion. Cabe mencionar también, que este tipo de
productos se han dividido tradicionalmente en absorbentes quimicos constituidos generalmente
por compuestos aromaticos conjugados con un grupo carbonilo, logrando absorber los rayos UV
de alta intensidad convirtiéndolos en calor que luego es liberado por la piel, y también estan los
blogueadores fisicos los cuales son menos irritantes y protegen la piel al reflejar y dispersar los
rayos UV de la superficie de la piel. (Mori & Wang, 2021). Por otra parte, se sabe que la eficacia
del protector solar esta indicada por un factor de proteccion solar (SPF) lo que indica cuanta
energia solar es requerida para producir quemaduras solares en la piel protegida, a medida que

este valor aumenta es mayor la proteccién contra las quemaduras solares (FDA, 2017).

2.7 Rayos UV

Estos son abundantes en el medio ambiente en donde esta energia se subdivide en componentes
UV-A, -B y -C segun las propiedades electro fisicas que presente, estos rayos penetran
profundamente en la epidermis hasta llegar a la dermis y generan especies reactivas de oxigeno
(ROS) que pueden dafiar el ADN a través de reacciones de fotosensibilizacion indirecta, también
aumentan la expresion de p53 el cual es un gen supresor de tumores y asi mismo promueven la
carcinogenicidad de los rayos UVB y el estrés oxidativo (Rai, R., Shanmuga, S. C., & Srinivas, C,
2012). Teniendo en cuenta lo anterior es evidente que los rayos UV generan una variedad de
enfermedades en la piel que incluyen inflamacién, envejecimiento degenerativo y cancer debido
a que los seres humanos estan expuestos a la radiacion ultravioleta principalmente a través de

la exposicién ocupacional a la luz solar (D'Orazio, J., Jarrett, S., Amaro-Ortiz, A., & Scott, T, 2013).



2.8 Fotoproteccién

Esté indicada para la reduccion del dafio cutdneo inducido por la radiacion ultravioleta (UV) y los
canceres que se pueden llegar a presentar en la piel, por lo cual estos productos absorben o
reflejan la radiacion UV como factores secundarios lo que hace referencia a antioxidantes,
osmolitos y enzimas reparadoras del ADN que pueden interrumpir la cascada fotoquimica
desencadenada por la penetracion de los rayos UV, limitando asi el dafio cutaneo (Rai, R.,
Shanmuga, S. C., & Srinivas, C, 2012). Sin embargo, se sabe que este tipo de industria
actualmente incorpora compuestos quimicos toxicos y contaminantes dentro de sus férmulas
para el desarrollo de protectores solares como por ejemplo en este caso la oxibenzona,
octinoxato, benzofenona-3, entre otros, los cuales acaban en los arrecifes y océanos de todo el
mundo generando problemas ambientales como lo es el blanqueamiento de los corales. Cabe
mencionar que también pueden llegar a provocar problemas dermatoldgicos como irritaciones en
la piel, acné, e incluso llegar a bioacumularse en el organismo siendo muy dificiles de eliminar o
bien llegar a comportarse como disruptores endocrinos (Cordero, 2018). Asi mismo,
considerando que muchos de los protectores solares emplean en sus formulaciones fases
oleosas las cuales son termodinamicamente inestables y grasosas para la piel (lo que produce
problemas relacionados con el acné), se requiere el desarrollo de protectores solares que
emplean activos de origen natural, seguros ambientalmente y en vehiculos (como en este caso
los hidrogeles) que no alteren atributos de la piel como son su contenido graso e hidratacion
(Mitura et al., 2020).

2.9 Hidrogeles

Actualmente los hidrogeles son uno de los grupos de materiales médicos mas interesantes para
cosmetologia y dermatologia, debido a que presenta varias ventajas como su capacidad para
almacenar y proteger sustancias bioldgicamente activas contra los efectos adversos del entorno
externo, facil aplicacion en el tratamiento de enfermedades de la piel y minimizacion significativa
de efectos secundarios (Zagoérska-Dziok, M., & Sobczak, M, 2020). Los materiales de hidrogel se
conforman por redes poliméricas, hidréfilas y tridimensionales con propiedades como alto
contenido de agua, suavidad, flexibilidad y buena adhesion del hidrogel a la piel (Lu et al., 2021).
Para el desarrollo de los hidrogeles se emplean polimeros hidrofilicos como el colageno tipo |, el
cual es una proteina fibrilar que conforma los tejidos conjuntivos y conectivos del cuerpo humano,
esencialmente la piel, las articulaciones y los huesos (Sanchez, Avila Rodriguez, & Rodriguez
Barroso, 2017).



2.10 Colageno tipo |

El colageno tipo | se considera como el mas abundante, fuerte, elastico y con una relacién
directamente proporcional con el envejecimiento cutaneo, reemplazando las células muertas de
la piel, ademas se ha identificado que tiene alta biocompatibilidad con el cuerpo humano al ser
reabsorbible, lo que significa que se puede descomponer, convertir y absorber nuevamente en el
cuerpo, por lo tanto el desarrollo de hidrogeles este biomaterial promete ser un candidato ideal
como matriz de proteccion solar, bloqueando los rayos UV para reducir el dafio de la piel humana
de manera efectiva. Sin embargo, también son considerados otros polimeros hidrofilicos como la
gelatina, compuesta de glicina, prolina, y 4-hidroxiprolina, este un polimero natural que esta hecho
de la degradacién hidrolitica de la proteina del coladgeno y su estructura distintiva de aminoacidos
le confiere varios beneficios para la salud; este biopolimero tiene propiedades fisicas que
permiten el desarrollo de hidrogeles como fuerza de gel, afinidad, temperaturas de gelificaciéon y
fusién, alta dispensabilidad, caracteristicas de baja viscosidad, estabilidad de dispersion y
retencién de agua (Alipal et al., 2021). Por otro lado, se encuentra el quitosano el cual esta
compuesto de d-glucosamina unida en B- (1-4) y N- acetil- d -glucosamina distribuidos
aleatoriamente dentro del polimero, su naturaleza catiénica es bastante especial, ya que la
mayoria de los polisacaridos suelen ser neutros o cargados negativamente en un entorno acido,
de tal manera que esta propiedad le permite formar complejos electrostaticos o estructuras
multicapa con otros polimeros sintéticos o naturales cargados negativamente. Ademas, cabe
destacar que es de gran interés debido a que es biocompatibilidad, no toxico, tiene baja
alergenicidad, es biodegradable y se han encontrado propiedades antioxidantes (Aranaz, I.,
Alcantara, A. et al., 2021), lo cual es de gran interés para el proyecto a desarrollar.


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unbosque.edu.co/topics/materials-science/natural-polymer

3. Planteamiento del problema

El hongo Inonotus obliquus a lo largo de los afios ha contado con un enfoque principalmente de
caracter terapéutico, teniendo en cuenta que ha sido empleado en la medicina tradicional para
tratar diferentes problemas de salud debido a que posee propiedades antiparasitarias,
antiinflamatorias, anticancerigenas, entre otros. Sin embargo, resulta ser bastante llamativo en
otro tipo de &reas, dado que muy pocos de estos organismos son empleados comercialmente en
la industria cosmética para el cuidado de la piel, por lo cual resulta relevante profundizar las
diversas caracteristicas fotoprotectoras que ofrece (Gauri, Gupta, Tuohy, & Rajeeva, 2016),
teniendo en cuenta que el presente hongo se encuentra compuesto por metabolitos activos como
melanina y polifenoles, los cuales pueden actuar como filtro solar debido a su capacidad para
absorber el espectro UV-B y UV-A antes de que dafien las células de la piel (Softa, Percoco, Lati,
& Bony, 2019). Asi mismo, este hongo cuenta también con betaglucanos, fenoles y flavonoides
que combaten el estrés oxidativo que pueden dafiar los tejidos de la piel logrando prevenir el
envejecimiento prematuro y pérdida de elasticidad (Creek, 2019). Por otra parte, cabe sefialar
también, en vista de que este tipo de industria incorpora variados compuestos quimicos dentro
de sus férmulas, en lo que refiere al desarrollo de protectores solares, se encuentra presente la
oxibenzona, octinoxato, ciclopentasiloxano, benzofenona-3, entre otros compuestos
(ampliamente utilizados en la industria), que acaban en los arrecifes y océanos de todo el mundo
generando contaminaciéon y blanqueamiento de los corales, ademas de provocar problemas
dermatol6gicos como irritaciones en la piel, acné, e incluso llegar a bioacumularse en el
organismo siendo muy dificiles de eliminar o bien llegar a comportarse como disruptores
endocrinos (Cordero, 2018). Por lo cual, la presente investigacion se enfocara en el disefio de un
protector solar a partir de la vehiculizaciébn de un extracto acuoso de Inonotus obliquus en
hidrogeles a base de colageno tipo I, teniendo en cuenta que este es un polimero hidrofilico,
cuyas ventajas son su bioadhesividad, biocompatibilidad, baja toxicidad, alto contenido de agua
lo que proporciona elasticidad, suavidad, frescura, homogeneidad de distribucion, entre otras
propiedades de hidratacion y proteccion de la piel frente a los agentes externos como el sol o la
contaminacién del ambiente (Mitura et al., 2020). Finalmente, se considera que este tipo de
investigacion puede ampliar el panorama del desarrollo de nuevos productos cosmeéticos teniendo
en cuenta el amplio espectro de utilidad de este tipo de microorganismos como posibles fuentes
sostenibles de ingredientes funcionales (principios activos) o aditivos para mejorar la calidad de

muchos productos presentes en el mercado.



4. Pregunta de investigacion

¢Los hidrogeles elaborados con colageno tipo | que contienen extractos acuosos de Inonotus

obliquus presentan propiedades fotoprotectoras?
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general del Anteproyecto

Obtener un protector solar a partir de la vehiculizacion de un extracto acuoso de Inonotus obliquus
en hidrogeles a base de colageno tipo 1.

5.2 Objetivos especificos

e Obtener un extracto acuoso de Inonotus obliquus empleando diferentes condiciones de

extraccion y ultrasonido.

e Vehiculizar un extracto acuoso de Inonotus obliquus en hidrogeles a base de Colageno

tipo 1.

e Determinar las propiedades reoldgicas y de proteccidn solar en hidrogeles a base de

colageno tipo 1, cargados con un extracto acuoso de Inonotus obliquus.
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6. Metodologia

6.1 Materia prima

Se adquiri6 por pagina de mercado libre paquete de hongo en polvo Chaga orgénico en
presentacion de 40z -113g. Por otra parte, el colageno tipo | (procedente de fuente bovina) fue
facilitado por el Grupo de Trabajo en ingenieria de tejidos de la universidad Nacional de
Colombia, para este caso, brevemente, se lavo la fascia bovina, se desinfecté con etanol al 70%
desinfectada con etanol al 70%, desaceitada con éter etilico y cortada en segmentos de 0,5 cm.
Los segmentos limpios de fascia se sumergieron en &cido acético 0.5 N, homogeneizados (Magic
Clean Mg-3600), precipitados con 1.0 N NaOH, y se hidrataron con &cido acético 0.05 N hasta
alcanzar la concentracion deseada (4% p/p).

6.2. Metodologia para dar cumplimiento al objetivo especifico 1: “Obtener un
extracto acuoso de Inonotus obliguus empleando diferentes condiciones de

extraccién y ultrasonido.”

6.2.1 Extraccién acuosa de hongo Inonotus obliquus

Para la obtencion del extracto del hongo, en primera medida se hizo tamizado en seco de la
muestra de hongo en polvo en el tamiz vibratorio circular FILTRA IRIS FTL-0300, a fin de
establecer la distribucion del tamafio de particula mediante el pesaje de cada una de las mallas
vacias y con la cantidad de muestra que retenia cada tambor en balanza Ohaus Ranger 300.
Posterior a ello, se realiz6 la extraccién acuosa del hongo Inonotus obliquus en proporcion 10:1
de agua: polvo para someterlas a tratamiento de ultrasonido en equipo QSONICA Q500
SONICATOR - 500 WATT, por 5, 10, y 15 min a amplitudes de 20, 40 y 60 % respectivamente.
Una vez obtenidas las muestras homogeneizadas a dichas condiciones, se llevaron a
centrifugacion por 5 min a 3000 RPM en Centrifuga Hettich zentrifugen Rotofix 32 A, finalmente
para obtener el extracto, se filtr6 por gravedad cada una de las muestras y se almacend el
sobrenadante para posteriores estudios de cuantificacion de flavonoides y polifenoles. Asimismo,
cabe mencionar que para cada una de las condiciones de estudio anteriormente nombradas se
realizaron pruebas por triplicado, por lo cual se obtuvieron 9 muestras de extracto acuoso del

hongo Inonotus obliquus.
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6.2.2 Cuantificacién de compuestos polifendlicos

Se prepar6 una solucién estandar 1000 mg/L a partir de de &cido gélico disuelto en 10 mL de
H.0, posterior a ello se prepard un blanco y 10 disoluciones de 0 a 100 ppm, tomando alicuotas
de 100 yL a 1000 pL respectivamente y aforando con agua destilada en balones de 10 mL.
Posteriormente, se tomaron 100 uL de cada disolucion y se sembraron en una microplaca de 96
pozos, donde seguido de las soluciones se agregaron 50 pL de carbonato de sodio y 50 yL de
reactivo de Folin-Ciocalteu, llevando a cabo este proceso por triplicado. Para conocer las
concentraciones de los extractos obtenidos anteriormente, se hicieron dos disoluciones de 9:1
agua: extracto en balones de 10 mL para disminuir su concentracion, acto seguido, se sembraron
100 L de las disoluciones de los extractos, después se agrego 50 pL de carbonato de sodio y
finalmente 50uL de reactivo de Folin-Ciocalteu. Posterior a ello, se llevaron las muestras para
lectura de absorbancia a 725 nm en espectrofotbmetro UV/Visible Shimadzu. Una vez analizada
esta informacion, el extracto obtenido a mejores condiciones se pesé y posterior a ello, se liofilizé
por 48 horas en equipo BUCHI Lyovapor™ L-200, a una temperatura de -56.8 °C y un
condensador de hielo a presiéon de 0.096 mbar. Acto seguido, se pesé la muestra liofilizada
obtenida en balanza semi-analitica OHAUS PIONEER SEMI-ANALITICA PX323/E, y se sometid
a un proceso de disminucion del tamafio de particula en un cortador de cuchillas, y finalmente se

determind su tamafio en el tamiz vibratorio.

6.3. Metodologia para dar cumplimiento al objetivo especifico 2: “Vehiculizar un

extracto acuoso de Inonotus obliquus en hidrogeles a base de Colageno tipo 1.”

6.3.1. Elaboracion de hidrogeles a base de Colageno tipo |

Principalmente se elaboraron los hidrogeles a base de colageno | de fuente bovina, luego estos
fueron disueltos en una solucion buffer de acetatos para lograr un pH de 5.2, teniendo en cuenta
el rango de pH oOptimo para la piel (4.7-5.75). Para ello, se prepararon muestras de hidrogel a
distintas concentraciones (0.5-3.0%p/p), por lo cual se pesaron las respectivas cantidades de
colageno, a las cuales se les afiadio la cantidad correspondiente de solucion buffer para preparar
3g de muestra de hidrogel. Acto seguido, se llevaron a homogeneizacién mediante el empleo del
equipo ultra-turrax MICCRA D-1 010081, para posterior medicién de pH de estas mediante el
empleo del equipo pHmetro OHAUS starter 5000, de igual manera para este caso, cada
procedimiento se realiz6 por triplicado, obteniendo 18 muestras de estudio, que fueron

almacenadas y requeridas para posteriores estudios.
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6.3.2. Ensayo de esparcibilidad

Por otro lado, en vista de que resultaba necesario determinar las caracteristicas 6ptimas del
hidrogel, se realizaron pruebas de esparcibilidad a cada muestra, a través de la medicion del
diametro formado una vez se depositan 0.5 g de cada muestra en medio de dos placas de vidrio
(ejerciendo presion en la placa superior por 5 min con la base del soporte universal) sobre una
hoja de papel milimetrado para posterior medicién y toma de datos obtenidos. Este procedimiento
se realizé por triplicado para cada una de las condiciones de estudio.

6.3.3. Vehiculizacion de extractos acuosos

Se incorporo el extracto de Inonotus obliquus obtenido a mejores condiciones de extraccién en el
hidrogel siguiendo el mismo procedimiento para la elaboracién de hidrogeles, ya mencionado,
pero en este caso al tener el extracto acuoso en polvo, se prepara la solucion buffer de acetatos
y se agrega el polvo del extracto de hongo liofilizado en proporcién 10:01 agua: extracto, llevando
a cabo este procedimiento por triplicado.

6.4. Metodologia para dar cumplimiento al objetivo especifico 3: “Determinar las
propiedades reolégicas y de proteccion solar de hidrogeles a base de colageno

tipo 1, cargados con un extracto acuoso de Inonotus obliquus.”

6.4.1. Reologia

Inicialmente se determinaron las propiedades reolégicas de cada prototipo de los hidrogeles
poliméricos sin cargar, mediante el empleo del redbmetro MCR 92 de la empresa Anton Paar, con
un sistema de placas paralelas en el que se dispusieron las muestras de los hidrogeles con un
GAP de 1.000 mm, posteriormente se realiz6 un barrido de deformacién en un rango de 0-100%
con una frecuencia fija de 1 Hz para barrido de deformacion, y se tomaron 25 puntos por barrido.
Con estos datos se calculd G’ y G” (mddulo de almacenamiento y modulo de pérdida). De igual
manera, se midieron estos mismos parametros en el hidrogel cargado con el extracto acuoso del

hongo.

6.4.2. Ensayo de fotoproteccion
El factor de proteccidn solar se evalué por espectrofotometria UV/VIS utilizando el protocolo
estandarizado por el semillero de investigacion ABC (Zambrano Cabrera, 2022). Para ello, se

prepararon dispersiones de 0.2 pg/mL en agua destilada de los dos hidrogeles (cargados y el
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control). A cada una de estas dispersiones se les midi6 la absorbancia en el rango de 290-320
nm en intervalos de 5 nm. El FPS se determiné utilizando la ecuaciéon de Mansur:

320
FPS Espectrofotométrico = FC xZ(EE(/l) xI (D) xAQ))

290
Donde FC = factor de la correccion (igual a 10); EE = efecto eritemogénico de la radiacién de
longitud de onda | = intensidad del sol en la longitud de onda; A = absorbancia de la solucién en

la longitud de onda. Cabe mencionar que este ensayo se realizé por triplicado.
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7. Resultados y analisis de resultados

7.1 Obtencidn del extracto de hongo Inonotus obliquus.

7.1.1 Determinacién tamafo de particula de muestra comercial hongo Inonotus

obliquus

Una vez adquirida la materia prima (hongo Inonotus obliquus, presentacién polvo organico de
40z -113g), se determind el tamafio de particula de esta presentacibn comercial adquirida
mediante el empleo del tamiz vibratorio circular FILTRA IRIS FTL-0300, esta prueba se realiza a
fin de lograr determinar el porcentaje de cada tamafio de grano contenido en la muestra
constituida por particulas de didmetros variables, de modo que los resultados de la prueba se
puede usar para producir la curva de distribucién del tamafio de grano, y lograr predecir su
comportamiento (Hossain et al., 2021). Por otra parte, resulta importante el estudio de la
distribucion del tamafio de las particulas para comprender las propiedades fisicas y quimicas del
material de estudio, siendo este un atributo critico de calidad (CQA), dado que el tamafio de las
particulas afecta la fuerza o la reactividad de los sélidos, ya que puede alterar la estabilidad del
mismo, asi como la apariencia (Tung & Chow, 2007).

El ensayo consistié en separar una muestra de agregado seco de masa conocida, a través de
una serie de tamices de aberturas progresivamente menores. A partir de los datos obtenidos se
elabor6 un gréfico de % Cernido vs luz de tamiz (ver figura 3), empleando una interseccién y a
partir de la ecuacién determinar los valores correspondientes D10, D50 y D90, donde el D10 se
refiere a que el 10% de la muestra esta compuesta de particulas con un tamafio menor
correspondiente a un valor de 0.160 mm, el D50 es el tamafio de particula correspondiente al
50% que pasay representa el tamafio medio del polvo, es decir de 0.433 mm y el D90 representa
el tamafio de particula donde el 90% de la muestra esta compuesta por particulas de un tamafio
menor a 1.171 mm (ver tabla 1). Teniendo en cuenta que este Ultimo valor resulta ser el tamafio
de particula representativo de la muestra comercial puede presentar ventajas en el proceso de
extraccién acuosa de polifenoles presentes en el hongo, evitando que estas se apelmacen lo que
puede llegar a dificultar el proceso de extraccion (Sanchez et al, 2009). Sin embargo, resulta
favorable trabajar con las particulas de menor tamafio, debido a que proporcionan una mayor

estabilidad e idoneidad para transportar ingredientes activos y aumentar la vida util del producto
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(Ranade, 1987).

% Cermnido vs Luz de tamiz
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Figura 3. Gréfica de porcentaje de cernido vs luz de tamiz y ecuacion de la recta para ensayo
correspondiente a la determinacién del tamafio de particula de muestra comercial de hongo
Inonotus obliquus.

Tabla 1. Datos sobre la determinacién del tamafio de particula muestra comercial de hongo

Inonotus obliquus.

Distribucién de tamafio de particula
Distribucién Tamarfo (mm)
D10 0.169
D50 0.433
D90 1.171

7.1.2 Extraccion acuosa del hongo Inonotus obliquus mediante ultrasonido
En cuanto al procedimiento de extraccion, para obtener el extracto del hongo que contiene los

polifenoles, se optd por realizar una extraccion asistida por ultrasonido, teniendo en cuenta que

es uno de los métodos convencionales mas empleados para este fin, dado que permite ofrecer
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altos rendimientos de extraccion, ademas de ser considerada como una tecnologia de facil
manejo, segura, reproducible y sustentable, al requerir una inversion moderada de energia y
solvente (Medina, 2017). En este caso, EAU representa una ventaja frente a otros métodos de
extraccion teniendo en cuenta que ha sido comparado cientificamente con técnicas alternativas
como por ejemplo soxhlet, extraccion de fluidos supercriticos 0 maceracion y los resultados
demuestran una ventaja significativa de la ultrasonicacién con respecto a la velocidad y alta
eficiencia en el rendimiento de la extraccidn, al aumentar la recuperacién de polifenoles
(Ultrasonication outcompetes other extraction methods by speed, 2022); lo anterior se atribuye
al hecho de que el uso de ultrasonido favorece la ruptura de la pared celular, con el consiguiente
aumento de la penetracion del solvente por disrupcién de las células a través de la cavitacion
(fendbmeno donde las ondas de sonido que pasan a través de un medio (solvente) generan
procesos de compresion y de expansion) (Oroian et al.,, 2020). Por otro lado, estudios han
realizado una comparacion con la extraccion por reflujo tradicional, donde el método de
extraccion asistido por ultrasonido, no solo puede acortar el tiempo de extraccién, sino que
también evita la degradacion de los componentes causada por la alta temperatura, que es un
método de extraccién extremadamente efectivo (Corona, E et al., 2016). En este caso, resulta
importante tener en cuenta variables que estan directamente relacionadas con la eficiencia de
extraccion, tales como las propiedades fisicas del solvente empleado, temperatura, frecuencia,
potencia del ultrasonido, presion hidrostatica, tension superficial y la potencia de irradiacion. Por
otra parte, cabe resaltar también, que el tamafio de particulas y el tipo de solvente son factores
también muy importantes que influyen y se deben tener presente para tener una extraccion

eficiente y de calidad por medio de esta tecnologia (Tobon, 2015).

Tradicionalmente, la extraccion de compuestos fendlicos se ha realizado por diferentes técnicas
que involucran diversos solventes organicos de naturaleza polar como: metanol, etanol, acetato
de etilo, o mezclas de ellos. Sin embargo, existen varias desventajas en el uso de estos
solventes, ademdas de un posible efecto peligroso para la salud humana, los residuos de los
solventes también pueden permanecer en los productos finales. Esto requiere pasos de
purificacién adicionales que consumen mucho tiempo e influyen en el costo total del proceso.
Adicionalmente, mediante el uso de solventes organicos puros, los acidos fendlicos muy polares
(&cidos benzoicos, cindmico) no se pueden extraer por completo, lo que limita de igual manera
el uso de estos extractos como aditivos naturales, en este sentido, es importante el uso de
solventes generalmente reconocidos como seguros (GRAS) (agua, o sus mezclas) (Brglez
Mojzer et al., 2016).
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Con base en ello, al buscar extraer gradualmente la mayoria de los compuestos polifendlicos
presentes en el hongo, se sabe que este proceso dependera de los pesos moleculares de estos
metabolitos y también por efecto del solvente empleado que en este caso fue agua. Por lo cual
estos metabolitos presentes en el hongo (los cuales actian como especies captadoras de
radicales libres evitando la peroxidacion de lipidos producto de la radiacién UV), al ser de bajo
peso molecular, seran mas solubles en un sistema acuoso, dado que este tipo de compuestos
se extraen generalmente con solventes organicos o la mezcla de algunos de ellos, obteniéndose
en el extracto una mezcla de diferentes compuestos polifendlicos (Khan et al, 2010). De igual
manera, este ensayo proporciona una buena estimacion de los polifenoles en los extractos
derivados de plantas y es ampliamente utilizado, de tal manera que el aumento de la polaridad

del solvente da lugar a mayores rendimientos de extraccion de estos metabolitos (Tobon, 2015).

7.2 Cuantificacion de compuestos polifendlicos presentes en hongo
Inonotus obliquus por espectrofotometria UV/Vis.

Referente a la cuantificacion de compuestos polifendlicos por espectrofotometria UV/VIS, se
empleo el ensayo de Folin-Ciocalteu (este se basa en un mecanismo de reaccién redox), en este
caso los compuestos fendlicos reaccionan con este reactivo, dando lugar a una coloracién azul
susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 725 nm (este reactivo contiene una
mezcla de wolframato sddico y molibdato sédico en acido fosférico y reacciona con los
compuestos fendlicos presentes en la muestra), absorbancia proporcional al porcentaje de
compuestos fendlicos presentes en la muestra, y que se cuantifica por espectrofotometria en
base a una recta patrén de acido galico (utilizado como el compuesto fendlico de referencia),
cabe mencionar que este es un compuesto trifendlico natural de bajo peso molecular,
caracteristico por contar con una fuerte capacidad de absorcion y actividad antioxidante en
muchos estudios, proporcionando una proteccién eficaz contra la oxidacion (Badhani et al., s.f.).
Este ensayo colorimétrico es de los mas empleados por su simplicidad y bajo precio, proporciona
una buena estimacion de los polifenoles en los extractos derivados de plantas y es ampliamente
utilizado como medida del contenido en compuestos fendlicos totales en productos vegetales

(Martinez et al., s.f.).

A partir de los valores de absorbancia obtenidos de cada concentracion de acido gélico se
construyd la correspondiente recta de calibrado, de modo que a partir de la lectura de la

absorbancia de los compuestos a 725 nm, se tuvo una curva con buena regresion lineal, asociado

19



con un r?> 0.99 (ver figura 4), es decir que los datos obtenidos tuvieron una correlaciéon adecuada
entre las variables concentracién y area de pico. Por lo cual se puede inferir que la curva de
calibracibn cumple con un modelo lineal, teniendo en cuenta que presenta una buena
confiabilidad en la prediccion de la concentracion polifenélica presente en los extractos de hongo

Inonotus obliquus.

Curva de cuantificacion de polifenoles

1,200

[=1

[=1
i}

Absorbancia (725 nm)

0,200

ppm

Figura 4. Curva de calibracion para la cuantificacion de polifenoles presentes en hongo

Inonotus obliquus.

7.2.1 Seleccién de condiciones de extraccién para vehiculizacién en hidrogeles a

base de colageno tipo .

Una vez elaborada la curva de calibracion, se procedié a determinar las mejores condiciones de
extraccion en relacién con las concentraciones obtenidas para cada una de las condiciones
evaluadas mediante tratamiento de ultrasonido por 5, 10, y 15 min a amplitudes de 20, 40 y 60

% respectivamente (ver tabla 2, 3, 4 y figura 5).

Tabla 2. Datos de concentracion, promedio, desviacion estandar y % de coeficiente de variacion

de extracto acuoso obtenido con amplitud al 20%.

Concentraciones de extraccion con amplitud al 20 %

No. Muestra Concentraciones (ppm)

1 1532.76
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2 1420.69

3 1304.31

Promedio 1419.25

Desviacion estandar 114.23
%CV 8.05

Tabla 3. Datos de concentracion, promedio, desviacién estandar y % de coeficiente de variacién

de extracto acuoso obtenido con amplitud al 40%.

Concentraciones de extraccién con amplitud al 40 %
No. Muestra Concentraciones (ppm)
1 1841.38
2 1695.69
3 1628.45
Promedio 1721.84
Desviacion estandar 108.85
%CV 6.32

Tabla 4. Datos de concentracion, promedio, desviacion estdndar y % de coeficiente de variacion

de extracto acuoso obtenido con amplitud al 60%.

Concentraciones de extraccién con amplitud al 60 %
No. Muestra Concentraciones (ppm)

1 2184.48

2 2704.31

3 2409.48

21



Promedio 2432.76

Desviacion estandar 260.69

%CV 10.72

Porcentaje y desviacién estandar de extractos acuosos
a diferentes condiciones.
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u Amplitud 20% = Amplitud 40% Amplitud 60%

Figura 5. Gréfica con promedios y desviaciones estandar de extractos acuosos a diferentes

condiciones de extraccion.

Por lo cual, una vez analizados estos valores, se logré inferir que el extracto con las mejores
condiciones para ser vehiculizado en los hidrogeles de colageno tipo | es el que se obtuvo a
condiciones de amplitud al 60% por un tiempo de 15 minutos, dado que este mostro las
concentraciones mas altas de polifenoles totales entre las muestras analizadas, esto teniendo en
cuenta que los polifenoles desempefiardn un papel importante en la fotoproteccion (al
contrarrestar los efectos lesivos derivados de las especies reactivas de oxigeno generados por
las radiaciones). Teniendo en cuenta que la potencia ultrasénica aplicada se considerd un factor
clave que afectan a la eficiencia de extraccion de estos compuestos, de tal manera que una
potencia ultrasonica superior genera cavitacion mayor, generando que las cavidades se formen

y estallen con méas energia, lo que promueve una penetracion significativa del solvente en la
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matriz del hongo, aumentando la tasa de transferencia de masa por incremento de los
coeficientes de transferencia de materia en la interface sdlido-liquido. Ademéas de evitar la
sedimentacion y apelmazamiento de las particulas soélidas, y en efecto aumentar la eficiencia de

la extraccidon (Suhaimi et al., 2019).

7.3 Elaboracion de hidrogeles a base de Colageno tipo I.

Los hidrogeles son uno de los grupos mas interesantes de materiales médicos para cosmetologia
y dermatologia, son de facil aplicacion y cuenta con pocos efectos secundarios, poseen
propiedades hidratantes, refrescantes, buena adherencia del producto en la piel, rapida absorcion
y mayor efecto penetrante frente a otras formas farmacéuticas como lo son las emulsiones (Calvo
et al., 2015). Cabe mencionar que hay muchas posibilidades de manipular tanto el tamafio de
poro como las propiedades superficiales de los hidrogeles para garantizar una cinética adecuada,
asi como para obtener un hidrogel con las propiedades mecénicas deseadas para su aplicacion,
ademas de que estos materiales poseen la capacidad de almacenar y proteger sustancias
biol6gicamente activas contra los efectos adversos del entorno externo (Zagorska-Dziok, M., &
Sobczak, M, 2020).

Por otra parte, el polimero colageno tipo I, es facilmente accesible, en particular, en la industria
farmacéutica, tiene un alto potencial de uso debido a sus caracteristicas naturales, como alta
afinidad celular, biodegradabilidad, no toxicidad, similitud de sus propiedades fisicas con los
tejidos naturales, numerosos sitios para modificacion con grupos reactivos, biofuncionalidad y
antigenicidad débil. Es ampliamente utilizado en la industria cosmética como producto
antienvejecimiento, y para la reparacion de la piel, teniendo en cuenta que este es un antioxidante
natural, puede usarse para mantener el nivel de hidratacion en la piel y su elasticidad, ademas
de lograr sustituir las fibras de colageno dafiadas por efecto de la luz (Naomi et al., 2021). Cabe
mencionar que muchos de los protectores solares presentan una forma farmacéutica en crema,
incluyendo en su formulacion una fase oleosa lo cual es termodinamicamente inestable y graso
para la piel, genera problemas relacionados con acné y no es adecuado para cualquier tipo de
piel, por lo tanto se opté por una forma farmacéutica en hidrogel, lo cual no altera atributos de la

piel como son su contenido graso e hidratacion.
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Con respecto a la elaboracion de hidrogeles a base de colageno tipo |, se elaboraron 3g para
cada uno de los prototipos de estudio a diferentes concentraciones (0.5-3.0%p/p), a estos se les
midié su valor promedio de pH (valores que se encuentran entre 5.14-5.19), los cuales se
encuentran dentro del rango de pH de la piel (4.7-5.75), esto gracias a la solucion tampén de
acetatos preparada a un pH de 5.2. Teniendo en cuenta que el tamafio y la distribucion de los
hidrogeles se ven afectados por la concentracion de polimero y el método de homogeneizacion,
en este caso, se optd por elaborar diferentes prototipos de este hidrogel con la finalidad de buscar
el vehiculo con mejores atributos de viscosidad y esparcibilidad para incorporacion del extracto
acuoso del hongo Inonotus obliquus. En cuanto al proceso de homogeneizacion para la
elaboracion de los hidrogeles, se optd por el empleo del equipo ULTRA-TURRAX® UTC, una
maquina de dispersién de alto rendimiento para volimenes de 1 a 2.000 ml (LJ,0) con indicador
digital de velocidad, utilizada para la produccién de una variedad de emulsiones y suspensiones
en operaciones por lotes. Este cuenta con tubos de ensayo cerrados para dispersar,
homogeneizar, mezclar y triturar la mezcla de estudio, usando el principio rotor-estator. Asi
mismo, el UTC suele ser el mas adecuado para aplicaciones que no se pueden lograr usando
métodos de agitacion convencionales (ULTRA-TURRAX UTC, s.f.), al comparar este método de
homogeneizacion con el empleo de ultrasonido, se tiende a obtener formas farmacéuticas
altamente liquidas y facilmente lavables, caso opuesto al que ocurre con el empleo del agitador
magnético en que se pueden llegar a formar una consistencia mas rigida, ademas de ser
ampliamente empleado para producir emulsiones, ya que generan un flujo axial dentro del
tanque, debido a que poseen una gran energia especifica y son utilizados en dispersiones en

donde la viscosidad es baja (Raquel Anton, 2004).

Con respecto al ensayo de expansibilidad, su determinacién resulta ser esencial, ya que esta
relacionada con la facilidad de aplicacion topica del producto, teniendo en cuenta que un buen
hidrogel se extendera facilmente de manera uniforme dadas sus caracteristicas de untabilidad,
un buen criterio para que el gel cumpla con las cualidades recomendadas por los organismos
reguladores es la capacidad de propagacion, que seria la extensién de la zona en la que el

hidrogel se esparce al momento de su uso (Heibe et al., 2020).

7.3.1 Seleccion de mejor prototipo de hidrogel para vehiculizacion de

extracto acuoso del hongo mediante ensayo de esparcibilidad
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Una vez realizado el ensayo de esparcibilidad para cada uno de los hidrogeles elaborados, se
llevé a cabo la correspondiente toma de datos, los cuales se tuvieron en cuenta para determinar
la capacidad de esparcimiento caracteristica de cada prototipo evaluado. Cabe resaltar que los
resultados para este ensayo corresponden a la relacion entre el area de esparcimiento que se
produce al aplicar una fuerza sobre el hidrogel (ver tabla 5), en relacion a ello, se establece que
el hidrogel con mejores propiedades para vehiculizar el extracto acuoso del hongo obtenido a
condiciones de 60% de amplitud en un periodo de tiempo de 15 minutos, es el correspondiente
al prototipo cuya concentracion es de 2.0% p/p con una capacidad de esparcimiento semirigida
(Naga Sravan Kumar Varma et al., 2014), lo cual indica que el hidrogel se extiende facilmente
aplicando una ligera cantidad de cizallamiento cuando se aplica en la piel, proporcionando un
sistema de administracion adecuado para vehiculizacion del extracto acuoso del hongo. Teniendo
en cuenta también que los hidrogeles se caracterizan por ser redes tridimensionales de cadenas
de polimeros (en este caso colageno tipo ) y agua que llena el espacio entre las moléculas,
dichas estructuras en equilibrio pueden contener diversas cantidades de agua; tipicamente en
estado hinchado, la fraccion de masa de agua en un hidrogel es mucho mayor que la fraccién de
masa de polimero (Ahmed, 2015), a diferencia de los prototipos de mayor concentracion, en los
cuales se ve afectada las propiedades mecanicas del hidrogel, debido a que surge una
modificacion en el grado de reticulacion fisica lo que da lugar a geles mas consistentes y fragiles,
la estructura es mas densa y el hinchamiento menos intenso debido a la reduccién de la movilidad
de la cadena polimérica, se limita el flujo de fluido al atrapar e inmovilizar las moléculas del

solvente, lo que genera resistencia del hidrogel a la deformacién (Badola et al., 2021).

Tabla 5. Datos obtenidos de diametros formados de los hidrogeles en ensayo de esparcibilidad

para cada uno de los experimentos y sus respectivas concentraciones (0.5-3.0 %p/p).

Ensayo de esparcibilidad de hidrogeles

Concentracion
Prototi del hidrogel Diametro (cm) | Didmetro (cm) | Didmetro (cm) | Capacidad de
rototipo
P (Yop/p) muestra 1 muestra 2 muestra 3 esparcimiento
1 05 9.4 cm largo 9.2 cm largo 9.9 cm largo Hidrogel muy
' 8.4 cm ancho 8.7 cm ancho 9.1 cm ancho fluido
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7.1 cm largo 7.5 cm largo 7.8 cm largo ) )
2 1.0 Hidrogel fluido
7.5 cm ancho 7.9 cm ancho 7.6 cm ancho
3 15 6.2 cm largo 6.1 cm largo 7.0 cm largo Hidrogel semi-
' 7.0cmancho | 6.2cmancho | 6.4 cmancho fluido
4 00 5.7 cm largo 5.8 cm largo 5.8 cm largo Hidrogel semi-
' 5.6 cm ancho 5.9 cm ancho 5.6 cm ancho rigido
5.4 cm largo 5.3 cm largo 5.5 cm largo ) .
5 2.5 Hidrogel rigido
5.0 cm ancho 5.1 cm ancho 5.4 cm ancho
5 3.0 4.3 cm largo 4.1 cm largo 4.2 cm largo Hidrogel muy
' 4.3 cm ancho 4.5 cm ancho 4.6 cm ancho rigido

7.4 Estudio de propiedades reoldgicas de hidrogeles (Hidrogeles sin cargar

y con el extracto)

Inicialmente se evalué la viscosidad en funcién de la tasa de corte a 25°C de cada prototipo con
sus respectivas repeticiones sin cargar con el extracto acuoso de Inonotus obliquus, aqui fue
posible determinar el flujo de los hidrogeles el cual corresponde a no newtonianos donde la
viscosidad varia a medida que cambia la tasa de corte y por otro lado se comportan como
pseudoplasticos que se refiere a que, si disminuye la viscosidad, aumenta la velocidad de
deformacion aplicada. Por otro lado es importante relacionar la viscosidad con la esparcibilidad
teniendo en cuenta que en este caso es nuestro atributo funcional y se puede ver afectado por la
viscosidad, si esta es extremadamente alta como se observa en la tabla 6 para el prototipo 5y 6
no se logra homogeneidad y esparcibilidad sobre la piel y obtener una viscosidad muy baja como
se presenta en el prototipo 1, 2 y 3 hara que el hidrogel sea muy liquido y que no se cree una
pelicula o adherencia entre las particulas lo cual también dificulta la aplicacion y esparcibilidad,
mientras que el prototipo 4 se encuentra en una viscosidad media y en relacion a la esparcibilidad

cumple con la obtencion de un hidrogel semi-rigido que es lo que se esperaba obtener teniendo
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en cuenta la literatura y las propiedades reoldgicas de hidrogeles de colageno tipo 1 para posterior

vehiculizacion del extracto acuoso.

Tabla 6. Datos obtenidos al determinar reologicamente la viscosidad en funcién a la tasa de corte

para cada uno de los prototipos sin cargar con el extracto.

Viscosidad y tasa de corte de prototipos sin cargar con extracto
Prototipo Viscosidad [mPa-s] Tasa de corte [1/s]
1 [0.5] 4.6521 50
2[1.0] 40.336 50
3[1.5] 37.478 50
412.0] 421.05 50
5 [2.5] 4296.9 50
6 [3.0] 669.5 50

El prototipo 4 con una concentracion de colageno tipo 1 de 2.0 %p/p se consideré el mas
adecuado para aplicaciones de proteccion solar y vehiculizar el extracto, por lo cual en la figura
6 se observa el grafico trazado para viscosidad vs tasa de corte sin cargar con el extracto con
sus respectivas repeticiones obteniendo una viscosidad entre 280.72 mPa-s a 419.97 mPa-s y
una tasa de corte de 50 1/s, posteriormente se estudié el comportamiento reoldgico (contribucion
elastica y viscosa a la viscoelasticidad de los hidrogeles) en cuanto al médulo de almacenamiento
G'y de pérdida G”, en funcion del % de deformacién de corte de prototipo a concentracion 2.0
%p/p sin cargar como se observa en la figura 7, donde el comportamiento viscoelastico lineal se
mantiene al alcanzar una deformacion entre 0.46 %y 2.15 % para el caso del médulo de pérdida
G” el cual nos indica que se esta comportando como un liquido, sin embargo también se observa
el modulo de almacenamiento G’ el cual indica que se comporta como soélido, en este caso se
observa que es mayor que el médulo G”, y tiene una deformacion continua entre 0.15 % y 0.32
%. Estos resultados permiten deducir que el prototipo presenta un comportamiento viscoelastico

y que es semi-sélido al presentarse ambos moédulos ejerciendo una deformacion de corte.
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Prototipo 4 [2.0]. Sin cargar
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Figura 6. Grafica de viscosidad vs tasa de corte de prototipo a concentracion 2.0 %p/p sin

cargar.
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Figura 7. Médulo de almacenamiento G'y de pérdida G” en funcién del porcentaje de

deformacién de corte de prototipo a concentracion 2.0 %p/p sin cargar.
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Finalmente se procedi6 a cargar el prototipo 4 con el extracto acuoso y nuevamente se evaluo el
comportamiento reoldgico como se muestra en la figura 8, en cuanto a la viscosidad vs la tasa de
corte se obtuvo una viscosidad entre 17.379 mPa-s a 18.863 mPa-s con una tasa de corte de 50
1/s, que en comparacion con los hidrogeles sin cargar es menor pero se sigue comportando como
no newtoniano y pseudoplastico, por otro lado el cambio de viscosidad se atribuye a que el
extracto vehiculizado es acuoso y se forman puentes de hidrégeno en el hidrogel y dejando de
ser un hidrogel completamente semi-rigido, sin embargo al observar la figura 9 del médulo de
almacenamiento G' y de pérdida G” en funcién del % de deformacién de corte de prototipo 4
cargado con el extracto si se hace una comparacion con el grafico del hidrogel sin cargar, el
modulo G’ y G” aumentaron aproximadamente el doble y se observa que se mantienen mas
constantes entre 0.10% y el 4.64% para el caso del modulo de pérdida G” y en el mdédulo de
almacenamiento G” entre 0.07% y 1.47%, y de igual manera el médulo de almacenamiento G’
sigue estando por encima del de pérdida G” presentando un comportamiento semi-sélido.

Asimismo se quiso comparar el comportamiento reoldgico obtenido con la literatura pero no hay
informacién o estudios especificos para hidrogeles de colageno tipo | cargados con extracto
acuoso de Inonotus obliquus, sin embargo se encontré una similitud con un estudio de las
propiedades estructurales y reoldgicas de hidrogeles de colageno que contienen acido tanico y
digluconato de clorhexidina destinados a aplicaciones tdpicas, donde se obtuvo que el médulos
de almacenamiento era dos veces mayor que el de pérdida y que los hidrogeles que contenian
el extracto aumentaron la rigidez de los sistemas inducido por la presencia de CHDG, muy
probablemente debido a su posible papel en la reticulacion fisica adicional del colageno, al igual
gue el médulo G' presenté valores mayores en comparacion con los obtenidos para los

correspondientes hidrogeles de colageno libres de CHDG. (Brazdaru et al., 2015)
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Figura 8. Gréfica de viscosidad vs tasa de corte de prototipo a concentracion 2.0 %p/p cargado

con extracto.
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deformacién de corte de prototipo a concentracion 2.0 %p/p cargado con extracto.
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7.5 Determinacion del factor de proteccion solar del hidrogel polimérico cargado

con el extracto acuoso de Inonotus obliquus

La metodologia in vitro para determinacion del factor de proteccién (SPF), se llevo a cabo por el
método desarrollado por Mansur, a través de la formula matemética desarrollada segun el
método, se relacionan los valores de absorbancia obtenidos de las muestras con el FPS de la
formulacion, el cual ha demostrado ser eficaz, rdpido y seguro, para formulaciones establecidas
o de extractos de plantas (Camones et al., 2014).

En el presente estudio se determiné el factor de proteccién solar FPS del extracto acuoso del
hongo (obtenidos a condiciones de amplitud al 60% por un tiempo de 15 minutos), esto segun el
método in vitro establecido por Mansur, en donde se relaciona la absorbancia con el efecto
eritemogénico y la intensidad de la radiacion UVB 290 a 320 nm, principal responsable de una
variedad de enfermedades de la piel (Quizhpi, 2019). Los resultados indicaron que para el
hidrogel sin cargar el FPS fue de 1.5 £ 0.10 y para el hidrogel cargado con el extracto fue de 9.33
+ 0.07 (ver figura 10); esto después de haber realizado las tres lecturas correspondientes y
obtener su promedio. Teniendo en cuenta lo anterior se pudo evidenciar que al vehiculizar el
extracto en el hidrogel se logr6 obtener un valor de SPF superior al del hidrogel sin extracto,
principalmente se debe a la presencia de polifenoles los cuales tienen la capacidad de absorber
radiacién ultravioleta, incluye todo el espectro UVB de longitudes de onda y parte de los espectros
UVC y UVA (Joi & Santosh, 2010).

Por otro lado, estudios cientificos han demostrado que cuando se aplican topicamente productos
con polifenoles presentes en su formulacion, se puede evitar la penetracién de la radiacion en la
piel, debido a su capacidad de actuar como filtro solar, reduciendo la inflamacion, el estrés
oxidativo y los efectos dafiinos del ADN de la radiacién UV en la piel y que si se obtiene un SPF
con un valor mayor a 8, este seria un filtro que permite un bronceado escaso y una maxima
proteccion frente a los efectos nocivos de la radiacién, con un porcentaje de reduccién de la
radiacion UV del 87.5% (Ledn, 2007). Esto significa que el extracto acuoso del hongo Inonotus
obliquus puede ser empleado como filtro solar en las formulaciones, ya sea como ingrediente
principal de los protectores solares 0 a su vez como sinergistas con los demas ingredientes para
bloquear la radiacion solar, finalmente la vehiculizacion del extracto en un hidrogel de colageno
tipo | permite una administracion exitosa de los polifenoles, ya que estos requieren formulaciones
tépicas a base de ingredientes organicos los cuales puedan mejorar la penetracién de los
polifenoles (Joi & Santosh, 2010).
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8. Conclusiones

e El estudio del tamafio de particula de la muestra comercial del hongo en polvo Chaga
organico en presentacion de 40z -113 g, cuenta con un tamafio representativo D90 de
1.171 mm, sin embargo, resultaria favorable trabajar con las particulas de menor tamafio,
debido a que proporcionan una mayor estabilidad e idoneidad para el transporte de los
compuestos polifendlicos presentes en el hongo.

e Los extractos obtenidos a condiciones de amplitud al 60% por un tiempo de 15 minutos
mostraron una mayor concentracién de compuestos polifendlicos, en comparacién a las
demas condiciones de estudio, lo que promueve una penetracion significativa del solvente
en la matriz del hongo, aumentando la eficiencia de la extraccion.

e EIl hidrogel a base de colageno tipo | cuya concentracion es de 2.0% p/p con una
capacidad de esparcimiento semirigida, siendo el prototipo que obtuvo mejores
condiciones para vehiculizacion del extracto acuoso del hongo, debido a que este se
extiende facilmente aplicando una ligera cantidad de cizallamiento cuando se aplica en la
piel.

e EI comportamiento de flujo de los hidrogeles corresponde a no newtonianos
pseudoplasticos.

e Los hidrogeles sin cargar y cargados presentan mayores valores para modulo de
almacenamiento G’ en funcién con el porcentaje de deformacion de corte que para médulo
de pérdida G”.

e Los hidrogeles continlan con un comportamiento viscoelastico semi-sélido después de
vehiculizar el extracto acuoso de Inonotus obliquus.

e Los hidrogeles de colageno tipo | cargados con extracto de Inonotus obliquus exhibieron
una excelente protecciéon UV en la regién de UVB, lo cual significa que el extracto acuoso

del hongo puede ser empleado como filtro solar en las formulaciones.
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9. Recomendaciones

Con respecto al método de andlisis de distribucion de tamafio de particula seria bueno realizar
los deméas estudios con la muestra que cuenta con menor tamafio, dado que mejora las
propiedades de adherencia del producto, logrando mantener la formulacion unida a la epidermis

cuando entra en contacto con ella.

En cuanto al método de extraccion empleado, seria conveniente tener en cuenta aumentar el
tiempo de extraccién, teniendo en cuenta que el tiempo de extraccién es un factor fundamental,
dado que varios estudios han encontrado generalmente que a medida que aumenta el tiempo de
extraccion, la cantidad de polifenoles extraidos también se incrementa. Se sugiere que un tiempo
adecuado para este proceso seria de 40-60 min alcanzando el maximo rendimiento de extraccion
de compuestos polifendlicos presentes en la muestra, puesto que una exposicion mas larga,
puede dar lugar a la produccién de radicales libres en el interior del disolvente, causando la
disrupcién celular, disminuyendo el rendimiento de extraccion (Wong Paz et al., 2015). Otro
aspecto a considerar seria optar por otras técnicas de extraccion de compuestos polifendlicos,
como la extraccion asistida por microondas (MAE), ya que esta ofrece una rapida entrega de
energia al volumen de solvente y matriz vegetal, con un posterior calentamiento de manera
eficiente y homogénea, debido a la rotacion del dipolo del solvente, lo que facilita la absorcién de
los productos quimicos de la matriz, que comparado con la extraccion asistida por ultrasonido,

este método aumenta el rendimiento y reduce el tiempo de extraccion (Guntero et al., 2015).

Por otro lado, en cuanto a la elaboracién del hidrogel, teniendo en cuenta que se debe mantener
el pH de la piel y que se debe desarrollar con sustancias compatibles con el colageno tipo | que
permitan que se gelifique, para futuros estudios podria evaluarse la posibilidad de realizar la
formulacién con otro tipo de acido, como por ejemplo el acido citrico el cual presenta propiedades

antioxidantes y puede aumentar el FPS o el acido lactico que favorece la hidratacion de la piel.

Para futuros estudios en cuanto a las pruebas de factor de proteccion solar, se recomienda
emplear una molécula de referencia con un FPS alto para poder realizar una comparacion y

observar de qué forma actian los componentes del extracto.

Por dultimo, se recomienda realizar elucidacion estructural, por medio de técnicas
espectrométricas y espectroscopicas del metabolito polifendlico encontrado en los procesos de
extraccion acuosa del hongo, para determinar la estructura quimica que estd presente en el

hongo Inonotus obliquus para establecer una comprension de las relaciones estructura-actividad
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a fin de optimizar su rendimiento fotoprotector.
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