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RESUMEN

La curcumina es un polifenol que se obtiene de la raiz de Curcuma longa y al cual se le
atribuyen numerosas propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas, entre
otras. Por esto, se trata de un potencial fdirmaco que puede ser empleado para el tratamiento
de diversas enfermedades autoinmunes o que cursen con inflamacién, como es el caso de la

osteoartritis.

Sin embargo, esta molécula tiene unas caracteristicas que la hacen ser muy inestable y muy
poco biodisponible, por lo que buscar una manera de administracion que aumentara la
estabilidad, asi como la biodisponibilidad, es algo primordial, y un posible buen método para

gue esto ocurra, es la formacion de liposomas.

Con el objetivo de hacer un estudio exhaustivo de la curcumina y de sus propiedades, se
realizd una busqueda bibliografica de todos los aspectos que afectan a la estabilidad de la
curcumina, como pH, temperatura, luz y tiempo de almacenamiento. Ademas, también se

llevd a cabo una busqueda sobre su accion como antiinflamatoria y antioxidante.

Una vez evaluadas estas caracteristicas, se procedid a la formacién de los liposomas,
incluyendo en su composicion diferentes agentes de carga, como fueron el DDAB vy la EA,

observandose un cambio de color muy notorio en el film de los liposomas.

En base a este hecho, se pensé que el Unico componente que distinguia a los liposomas, es
decir, el agente de carga, podia estar interfiriendo de algin modo en la curcumina. Ello llevd a
estudiar los liposomas de forma mas profunda, para lo cual se realizaron estudios de
calorimetria, mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) y microscopia en platina
caliente (HSM), ambas complementarias. Ademds, se pensd que si el agente de carga
modificaba el color del liposoma, también podria estar modificando la estabilidad del mismo
en el tiempo. Por este motivo, se realizé un estudio de la estabilidad durante un mes. En este
estudio, se midieron diversos parametros que determinan la estabilidad de los liposomas,
como el tamafio, el indice de polidispersion (PDI), el potencial zeta, la eficacia de

encapsulacién y la capacidad antioxidante.

Con todo esto, se concluyd que el agente de carga juega un papel fundamental en las
caracteristicas del liposoma, y que tras este andlisis exhaustivo, el DDAB es el que en este caso

estabiliza y mantiene durante mas tiempo las beneficiosas propiedades de la curcumina.

Palabras clave: curcumina, liposomas, capacidad antioxidante, DSC, HSM, estabilidad.
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1. INTRODUCCION
1.1. Curcumina

La curcumina, o 1,7-bis-(4-hidroxi 3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona (C;1H2006), €s un
colorante amarillo natural que se obtiene del rizoma de la planta de la cdrcuma (Curcuma
longa). A este polifenol se le atribuyen multitud de efectos beneficiosos, por sus propiedades
antiinflamatorias, anticancerigenas y antioxidantes. Sin embargo, suele presentar una
absorcién muy baja cuando es administrada via oral, debido a su baja solubilidad en agua

(Kidd, 2009).

Su estructura molecular es simétrica, sin centros estereogénicos, que consiste en dos anillos
fendlicos unidos por una dicetona insaturada, como se aprecia en la figura 1. Ademas, la
molécula se encuentra en equilibrio ceto-endlico de forma que, dependiendo del medio en el
que se encuentre, predomina la forma ceto si estd en medio neutro o acido, y la forma endlica

si se encuentra en medio bdsico (Gongalves et al., 2017).
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Figura 1. Equilibrio ceto-endlico de la curcumina (Elguero, 2015).

La curcumina es muy utilizada actualmente debido a sus propiedades antiinflamatorias como
consecuencia de la regulacion a la baja del factor nuclear-kB (NF-kB), es decir, se forman
menos receptores, por lo que asi disminuye la inflamacién. Ademas de ser un potente
antiinflamatorio, se considera también un potente agente antiproliferativo a la par que un

buen antioxidante a bajas dosis (Ravindran et al., 2010).
1.1.1. La curcumina como antioxidante

El estrés oxidativo es un fendmeno muy habitual que produce dafos en nuestro organismo
debido a la produccién de radicales libres. Un radical libre es un atomo que tiene un electrén
libre, por lo que son muy reactivos y tienden a captar un electrén de otras moléculas que son
estables con el fin de alcanzar su propia estabilidad quimica. Estos radicales libres en una
concentracién adecuada constituyen un mecanismo de defensa frente a patdégenos externos

como pueden ser los microorganismos (Nelson & Cox, 2005). El problema radica cuando estas



concentraciones de radicales libres aumentan por encima de una concentracién que el
organismo ya no puede tolerar y, por lo tanto, se produce estrés oxidativo, dainandose

estructuras bioldgicas como lipidos, acidos nucleicos y proteinas.

El mecanismo de accién de los antioxidantes, en general, consiste en ceder tanto un electrén
0, en otros casos, un protdn para asi estabilizar estas especies reactivas. La curcumina es un
potente antioxidante que, como otras muchas otras moléculas antioxidantes, tiene la
capacidad de prevenir o retardar la oxidacidn de un sustrato, asi como en algunos casos

revertir la oxidacion ya producida.

Esta propiedad antioxidante de la curcumina se podria pensar que se debe a algunos de sus
metabolitos; sin embargo, estudios han verificado que la capacidad antioxidante de sus
metabolitos es nula una vez metabolizada la curcumina (Choudhury et al., 2015). Se ha visto
gue esta propiedad antioxidante se debe sobre todo a los grupos fendlicos, ya que son capaces
de influir sobre la expresion de enzimas relacionadas con reacciones redox, como la glutation
sintasa y la citocromo P-450 oxidasa, neutralizando de esta manera las especies reactivas de

oxigeno (Zheng et al., 2017).
1.1.2. Estabilidad de curcumina
1.1.2.1. Estabilidad con el pH

La curcumina presenta una estabilidad muy baja ante variaciones de pH, ya que se
descompone muy rapidamente a pH 8. Asimismo, se puede afirmar que el intervalo de pH de

maxima estabilidad oscila entre 3 y 6 (Wang et al., 1997), como se observa en la figura 2.
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Figura 2. Degradacion de la curcumina en funcion del pH (Wang et al., 1997).



Esta estabilidad a pH relativamente acido se cree que puede ser debido al dieno que se forma
a estos pH, el cual en medios neutros y bdsicos no se produce debido a la desprotonacién que
sufren los grupos hidroxilos (Elguero, 2015). Ademads, se ha observado que la velocidad de
degradacion se incrementa a partir de pH 7. Este efecto se ha podido dilucidar en diversos
estudios que analizan la variacion en la absorbancia de muestras almacenadas en soluciones a
diferentes valores de pH, observandose un descenso acusado de la misma con el tiempo en

valores de pH superiores a 7 (Figura 3).
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Figura 3. Estabilidad de curcumina con el pH (Kharat et al., 2017)

En cuanto a la absorbancia, se puede apreciar que al inicio de las curvas la absorbancia es
mayor en soluciones alcalinas que en aquellas que son acidas. Segln se confirma en algunos
estudios, la justificacién a esto puede deberse a que a pH alcalino se forman productos de
condensacidn que le otorgan una coloracion mas oscura que rapidamente vuelve a cambiary,
por ello, la absorbancia disminuye. Sin embargo, la absorbancia a pH acidos disminuye de
manera mucho mas lenta y esto se debe a que la curcumina como hemos dicho anteriormente

es algo mas estable a pH mas acidos (Kharat et al., 2017).

También como se puede observar en la figura 3, el proceso de degradacién ocurre de manera

muy acusada, hecho que no se observa en la cristalizacion.
1.1.2.2. Estabilidad en solucién

Esta cinética de degradacidon de curcumina observada en la figura 3 a partir de un pH
determinado, que se manifiesta mas acusada a pH neutros o alcalinos, también varia segun el

medio en el que se encuentre disuelta.



En medio acuoso, la curcumina se degrada en vainillina, acido ferulico, feruloilmetano vy
acetona de manera considerablemente rapida (Figura 4). Sin embargo, este proceso de
degradacion se ralentiza en medios organicos, por lo que se puede afirmar que este polifenol

es mas estable en este tipo de medios.

En cuanto a la tautomeria, en medio acuoso se diferencian dos picos en el espectro de
absorcidén visible: uno correspondiente al grupo enol (427 nm) y otro correspondiente al grupo
ceto (360 nm). En agua, estas formas tautoméricas se mantienen en equilibrio. Sin embargo,
cuando se adiciona un solvente orgdnico como etanol, el pico del grupo ceto va disminuyendo,
pudiendo llegar incluso a desaparecer (Mondal et al., 2016). Este fendmeno se puede visualizar

en la figura 5.

Ademas, en tampones fosfatos salinos, se ha determinado que curcumina es mucho mas
estable a la degradacién, y dicha estabilidad se incrementa aun mds cuando se le adiciona

suero humano o sangre (Lestari e Indrayanto, 2014).
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Figura 4. Degradacion de la curcumina en medio acuoso (Mondal et al., 2016).



S 0.44
=
o
€
° E
2 —Water
< ———5% EtOH
0.2 - 10% EtOH
' 30% EtOH
4 ——40% EtOH
- — ~100% EtOH
0.0 T T ‘
300 400 500 600
Al nm

Figura 5. Espectros de absorbancias de curcumina en diferentes solventes (Mondal et al.,

2016).

1.1.2.3. Estabilidad frente a la temperatura

Segun diversos estudios, la curcumina, ademas de ser muy vulnerable al pH, se ve también
muy afectada por la temperatura. De su estructura, los puentes dicarbonilicos representan las
estructuras mayormente alteradas por este pardmetro, siendo el primer carbono de la cadena

alquilo que conecta a los catecoles el mas sensible al calor.

A este respecto, son interesantes las aportaciones de algunos autores, que han observado que
la curcumina es estable hasta los 70 °C tras la exposicion durante 10 min; sin embargo,
superando los 100 °C, la curcumina comienza a degradarse por completo, siendo su punto de

fusion de 183 °C (Lestari e Indrayanto, 2014).

Se ha estudiado que a temperaturas en torno a 180 °C, la curcumina se degrada rapidamente
en diferentes compuestos, algunos de ellos volatiles, como es el caso de la vainillina, el
guayacol y el isoeugenol, aunque el compuesto mayoritario de su degradacidn es el 4-vinil-
guayacol. Dicha degradacion se basa en una reaccién de descarboxilacidon que se ve favorecida

por el aire y la temperatura.
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Figura 6. Esquema de la degradacion de la curcumina a una temperatura de 180 °C

(Esatbeyoglu et al., 2015).

También se ha visto que a esta temperatura, a los 5 minutos de iniciado el proceso de
calentamiento, Unicamente queda un 30% de la curcumina inicial, mientras que el resto se ha
degradado a otros compuestos, lo cual sugiere que estos compuestos pueden llegar a tener un
gran interés en la bioactividad de la curcumina. Efectivamente, algunos autores han
demostrado que la activacién del factor de transcripcidn Nrf2 adquiere un papel relevante en
cuanto a la actividad antioxidante de la curcumina, ya que disminuye el estrés oxidativo. Esta
activacion de este factor se ha visto muy favorecida en modo dosis-dependiente cuando se ha
usado curcumina a estas altas temperaturas, por lo que podriamos atribuirle esta actividad,

sobre todo al 4-vinil-guayacol (Esatbeyoglu et al., 2015).
1.1.2.4. Estabilidad fotoquimica

La curcumina, al igual que ante otras condiciones, también es inestable a la luz solar. Diversos
estudios han demostrado que este compuesto, disuelto en metanol o etanol, se degrada
totalmente tras 120 h de exposicion a la luz (longitud de onda de 400-510 nm) siguiendo una
cinética de primer orden. Dicha degradacion da lugar a los compuestos anteriormente

referidos: vainillina, acido ferulico y 4-vinil-guayacol (Mangolim et al., 2014).



Ademas, se ha visto que si estas soluciones se dejan secar hasta obtener una fina pelicula, esta
degradacion pasa a tener una cinética de segundo orden. Esto hace que en la solucidn fuera
mas estable en metanol y ahora en seco sea menos estable, esto puede deberse a que se
genere el producto de ciclacidon de la curcumina. Ademads, es muy recomendable realizar los

estudios pertinentes empleando material de vidrio topacio (Lestariy Indrayanto, 2014).
1.2. Liposomas

Desde hace unos 30 afios aproximadamente, el uso de liposomas en terapéutica se propone
como estrategia debido a las ventajas que aportan como sistemas vectores de moléculas
activas y como sistemas moduladores de la liberaciéon, lo que redunda en un aumento de la
biodisponibilidad del farmaco en el organismo consiguiendo aumentar el efecto incluso

disminuyendo las dosis del mismo (www.lipomize.com).

Se trata de vesiculas micro- o nanoscépicas que presentan una bicapa, generalmente formada
por fosfolipidos, que constan de una parte hidrosoluble y otra liposoluble, por lo que pueden
encerrar en su interior tanto sustancias lipéfilas como hidrdfilas, quedando ubicados las
sustancias lipdfilas en la membrana lipidica y los farmacos hidréfilos en el compartimento

acuoso del liposoma (Figura 7).

CARGA HIDROFILICA CARGA LIPOFILICA

Figura 7. Estructura de un liposoma. (www.lipomize.com)

Los liposomas los podemos clasificar seglin su nimero de capas, segun la forma de obtenciény
por su tamafio. En cuanto a la clasificacion por el nimero de capas y por el tamafio, éstos se

dividen en:

- Unilaminares: contienen Unicamente una bicapa y a su vez pueden dividirse en
vesiculas de pequeiio didmetro que son los denominados SUV y vesiculas de gran
didmetro que son los que se conocen como LUV. Son estos ultimos los que mayor

capacidad de almacenamiento interno tienen.
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- Multilaminares: se disponen mas de una bicapa lipidica y su tamano varia entre 0.1 a

10 micrémetros; son los llamados MLV.

En el campo de la Tecnologia Farmacéutica, los unilaminares son generalmente los mas

utilizados.

En la figura 8 se recoge una ilustracién de la clasificacion de los liposomas en funcién de su

tamanfio y su numero de capas.

Espacio
Interlamela
acuoso

SUV LUV MLV/OLV

Figura 8. Tipos de liposomas (www.lipomize.com)

La adecuacidn de los liposomas como vehiculos de fdrmacos depende tanto de la naturaleza
de sus componentes asi como del tamafio y de la carga eléctrica superficial de los mismos. Las
propiedades eléctricas de la superficie de los liposomas pueden tener una gran influencia
sobre la estabilidad del liposoma. Esto ocurre en liposomas con carga neutra, estos tienden a
agruparse y por lo tanto pierden estabilidad. Ademas, uno de los mecanismos de liberacion del
farmaco es a través de la fagocitosis por medio de células como los macréfagos. Es por esta
razon por la que debemos afiadir una carga positiva a los liposomas, que ademas de
contrarrestar la carga negativa que proporciona la fosfatidilcolina, otorgue mas carga positiva.
Ademas, esta carga positiva proporciona repulsidon entre los liposomas por lo produce una
repulsién electrostatica evitando que se aglomeren. Esta carga positiva se puede afiadir gracias
a componentes como la estearilamina (EA) y al bromuro de didodecildimetilamonio (DDAB)

(Bozzuto y Molinari, 2015).

En cuanto al colesterol, este componente se afiade también para estabilizar, ya que reduce la
permeabilidad del liposoma. Es decir, provoca un empaquetamiento de los fosfolipidos
impidiendo su transferencia a lipoproteinas tanto de alta como de baja densidad (Bozzuto y

Molinari, 2015).
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1.3. Curcumina en liposomas

La curcumina, como se ha mencionado anteriormente, es muy inestable a diversos
pardmetros. Ello, junto a su biodisponibilidad muy baja, hace que se hayan desarrollado
diversas estrategias para mejorar sus propiedades, entre las cuales destacan la formacién de

nanoparticulas, nanogeles y liposomas, entre otras.

En cuanto a la formacién de liposomas de curcumina, se ha demostrado que éstos mejoran las
caracteristicas de la curcumina, haciéndola en principio mas biodisponible y mas estable.
Mayoritariamente, la curcumina se encuentra en la zona lipidica en el liposoma (Yallapu et al.,

2012)

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
El planteamiento de este trabajo de investigacidon ha surgido a raiz de un estudio del grupo de
investigacion, basado en la utilizacion de liposomas con curcumina como farmaco para el

tratamiento de la osteoartritis.

Tras la visualizacion de las diferencias en el color de los films de los liposomas, se dedujo que
habia un componente que estaba modificando algunas de las propiedades de la curcumina y

con ello se podria ver afectada la estabilidad.

Es por esto, que el objetivo de este trabajo es analizar el comportamiento de la curcumina
cuando forma parte de las peliculas lipidicas en la formulacién de liposomas, asi como evaluar
la posible existencia de alguna interaccidn posible entre la curcumina y el Unico componente
que varia en los liposomas, que es el agente de carga, que pueda afectar a la estabilidad de los

mismos.

3. MATERIALES Y METODOS

La revisidon bibliografica de articulos cientificos se realizd consultando las bases de datos
MedlLine, Web of Science, Pubmed, en los idiomas espafiol e inglés. Se comenzé buscando por
palabras clave, acotando la busqueda con otras palabras. No se hicieron restricciones respecto
al tipo de estudio. Se revisaron los abstracts y en los casos necesarios, los articulos completos,
teniéndose en cuenta finalmente todos los articulos que incluian recomendaciones sobre

cribado de agudeza visual y eliminando el resto.



3.1. Materiales
Los productos utilizados en la realizacién del presente estudio fueron los siguientes:
e Acetonitrilo calidad HPLC (Panreac)
e Acido acético calidad para analisis (Panreac)
e Agua destilada y agua miliQ
e Bromuro de didodecildimetilamonio, DDAB (Sigma-Aldrich)
e Cloroformo estabilizado con etanol, calidad analisis (Panreac)
e Colesterol 95% GC, Cho (Sigma-Aldrich)
e Curcumina, Cur (Sigma-Aldrich)
e Etanol absoluto calidad andlisis (Panreac)
e Fosfato disddico (Panreac)
e Fosfato potasico (Panreac)
e Hidréxido sédico calidad para andlisis (Panreac)
e laurilsulfato sédico (Panreac)
e L-a-Fosfatidilcolina de huevo, PC (Sigma-Aldrich)
e Metanol calidad HPLC (Panreac)
e Octadecilamina o estearilamina, EA (Sigma-Aldrich)
e Trolox (Sigma- Aldrich)
e ABTS (Sigma- Aldrich)
3.2. Equipos

Las siguientes técnicas fueron realizadas gracias a los equipos que se mencionan a

continuacién:
e Agitador magnético IKA RT10
e Balanza analitica de precisién Dhaus Explorer Pro

e Bomba de vacio Millipore



e Cromatdgrafo de liquidos HPLC Hitachi Elite LaChrome
e Filtro Nylon 0.45um RephiQuik

e Micropipetas de volumen variable 0-10 uL, 100-1000 uL y 500-5000 pL Easy 40+
Labbox

e Micropipeta de volumen variable 20-200 pL Sartorius.
e Rotavapor Buchi R210

e Sistema de filtracion a vacio Millipore

e Sonicador VWR Ultrasonic Cleaner

e Vortex Velp Scientifica ZX3

e Z-sizer Malvern Instruments

e DSC Setaram

3.3. Elaboracidn de los liposomas

Como se ha referido en la memoria, el objetivo central del trabajo consiste en esclarecer el

comportamiento de curcumina ubicada en la bicapa lipidica de los liposomas.

Para ello, se recurre a una técnica comun de formacién de MLV, que consiste en la hidratacion
mediante agitacion de una pelicula lipidica la cual se ha formado previamente por evaporacion
de una solucién de los lipidos con un solvente orgdnico. Una vez formados estos MLV, se
pueden tratar mediante sonicacion o extrusion para formar liposomas unilaminares, tanto SUV

como LUV (Lanio et al. 2009).

Para elaborarlos, se afiadieron los siguientes compuestos en las cantidades que se especifican:
colesterol (12.41 umol), fosfatidilcolina (64.84 umol), curcumina (2.71 umol) y estearilamina

(14.84 umol) o DDAB (14.84 umol) como agentes de carga.

Siguiendo esta técnica, en primer lugar se procedié a pesar los componentes en un matraz de
fondo redondo (balanza de precision, Explorer Pro), seguido de su disolucién en 3.8 mL de
metanol y 4.2 mL de cloroformo. Una vez disuelto, se llevd a cabo la eliminacién de los
solventes organicos mediante rotaevaporacidn con vacio y a una temperatura de 58 °C, que es

una temperatura superior a la temperatura de transicién de los lipidos. Con esta técnica se



asegura que el disolvente se elimina de forma homogénea en toda la superficie de la pelicula,
de manera que asi se evita la cristalizacidon de los componentes. Asi se consigue la formacion

de una fina pelicula lipidica que se va depositando en las paredes del matraz.

A continuacion se procedid a hidratar esta fina capa lipidica con la fase acuosa, tal y como se
describe en todo proceso de elaboracién de liposomas (Maestrelli et al., 2005), (Allen et al.,
1989). En este caso se utilizé PBS a un pH de 6.5. Para ello, se sometio el preparado a 3 ciclos
de agitacidn en vértex durante 1 minuto intercalados con 5 minutos en bano termostatizado a
58 °C hasta la obtencién de un producto de color amarillento- anaranjado en el que se
encuentran dispersos los liposomas. Finalmente, se procedid a su conservacion a 4 °C hasta su

posterior uso. Los lotes elaborados se recogen en la tabla 1.

LIPOSOMA FOSFATIDILCOLINA COLESTEROL AGENTE DE CURCUMINA
(3 ml) CARGA
Curcumina 49.8 mg 4.8 mg 1mg
EA + CURC 49.8 mg 4.8 mg 4 mg de EA 1mg
DDAB + CURC 49.8 mg 4.8 mg 6.86 mg de DDAB 1mg

Tabla 1. Composicion de liposomas.

3.4. Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido (también conocida como DSC, Differential Scanning
Calorimetry), es una técnica termoanalitica utilizada para detectar transiciones endotérmicas y
exotérmicas, asi como la determinacidn de temperaturas de transformacién y la entalpia de
solidos y liquidos. Esta técnica se ha empleado en el presente trabajo de investigacion con el
objeto de indagar el comportamiento de curcumina durante el proceso de elaboracion de los
liposomas en las diferentes etapas y en combinacion con EA y DDAB. Estudios previos
realizados en el laboratorio con diferentes formulaciones demostraron que los compuestos de

interés en los cuales hay que centrar la investigacion fueron curcumina, estearilamina y DDAB).

El ensayo se realizé afiadiendo un peso aproximado de 10 mg al portamuestras y tomando el

aire como referencia. La velocidad de calentamiento fue de 33 K/min.

Las muestras a analizar fueron Cur, EA y DDAB comerciales, mezclas fisicas Cur-DDAB (1:6,86
p/p) y Cur-EA (1:4 p/p) y la mezcla de componentes tratados seguin el método de fabricacidn

de los liposomas. Para ello, los sélidos correspondientes se disolvieron en 3.8 mL de metanol y



4.2 mL de cloroformo vy, posteriormente, se evaporaron a 58 °C con vacio. Para asegurar la
total evaporacion de los disolventes, las muestras se mantuvieron en desecador durante 24 h.

De esta técnica, se van a analizar las entalpias de cada uno de los componentes por separado,
asi como las temperaturas de fusion de cada uno de ellos. Con esto se intenta conseguir
determinar la posible interaccién que se puede estar dando entre los componentes. Estos
resultados se van a presentar en una grafica en la que se representa el flujo de calor frente a la
temperatura de la muestra. Con esto se consiguen observar los picos endotérmicos, en los que
la mezcla se funde, y también los picos exotérmicos, los cuales normalmente determinan una

recristalizacion.

3.5. Microscopia en platina caliente (HSM)

Esta técnica se basa en el calentamiento gradual de la muestra a estudio gracias a una platina
caliente que va aumentando la temperatura a una velocidad constante, mientras la muestra se
va observando al microscopio dptico. Gracias a esta técnica, se puede ver el comportamiento
de los sélidos con la temperatura y esclarecer algun fendmeno recogido en el DSC. Se trata de

técnicas complementarias.

Para la realizacidn de estas pruebas, se colocd en un portaobjetos una fina capa del producto a
analizar y se procedié a su calentamiento. En cuanto a las muestras que contenian DDAB, la
temperatura de inicio se fijo a 40 °C, mientras que para las muestras con curcumina y la mezcla
de curcumina y EA se fijé una temperatura de inicio de 80 °C. Esto se hizo asi teniendo en
cuenta los picos tanto endotérmicos como exotérmicos que aparecieron en los termogramas

del DSC.

Asimismo, y en base a los DSC obtenidos, se realizé una prueba Unicamente al DDAB para la
determinacidn de agua en el producto. Esto se llevd a cabo afiadiendo a la fina capa de polvo

una gota de vaselina liquida y se siguio el mismo procedimiento de calentamiento.

De esta técnica, al igual que del DSC, se intenta averiguar las temperaturas a las que funden los
distintos compuestos asi como su comportamiento cuando contactan los diferentes

compuestos. Los resultados de esta técnica se van a poder visualizar en una serie de videos.
3.6. Estudio de estabilidad de los liposomas de curcumina

Para el estudio de estabilidad de los liposomas, tanto de aquellos que llevan solo curcumina
como de las combinaciones curcumina — EA y curcumina - DDAB, se usaron los liposomas

anteriormente descritos y se dividieron en 5 viales diferentes para poder evaluar su integridad



y su comportamiento con el paso del tiempo. Asi, la primera muestra se tomd el mismo dia
que se prepararon los liposomas (tiempo 0), la segunda muestra a la semana (tiempo 1), la
tercera dos semanas después de la elaboracion (tiempo 2), la cuarta muestra a las tres

semanas (tiempo 3) y la quinta muestra a las cuatro semanas (tiempo 4).

A estas cinco muestras se les realizaron diferentes ensayos, unos con el fin de caracterizar
distintos parametros propios de las vesiculas y otros inherentes a la molécula encapsulada,

curcumina. Tales ensayos se describen a continuacién.
3.6.1. Tamaio y carga vesicular

El tamafio de las vesiculas se determind por espectroscopia de correlaciéon fotdnica. Esta
técnica analiza la intensidad de la luz dispersada en intervalos de tiempo de milisegundos, de
forma que es el movimiento browniano de las particulas el que origina la amplitud del
espectro, estando dicha intensidad relacionada con el tamafio y la forma de las mismas. Esta
técnica permite determinar el radio hidrodindmico de las particulas o coloides, asi como su
indice de polidispersidn, el cual es indicativo de la distribucién de tamafios presentada por la

muestra.

En cuanto a las propiedades eléctricas de la superficie de los liposomas, sabemos que estas
pueden tener gran influencia sobre la estabilidad fisica de la dispersion coloidal. El potencial
zeta es una medida de la carga que se encuentra en la superficie de las particulas en
suspensidn. Este pardmetro es muy importante en los preparados coloidales tales como los
liposomas ya que determina el grado de estabilidad de la dispersion, de forma que el sistema

coloidal serd mas estable cuando mayor sea la fuerza de repulsién entre las particulas.

El equipo empleado fue un Zetasizer Nano ZS (Malvern). Para ello, se tomaron 200 uL de
muestra que se diluyeron con 3.8 mL de fase acuosa que, en nuestro caso, fue PBS; tras un

correcto mezclado, se afiadid la muestra a las diferentes cubetas de medicion.
3.6.2. Eficacia de encapsulacion de curcumina mediante HPLC

Este parametro es indicativo de la integridad de las vesiculas con el tiempo, ya que mide la
cantidad de curcumina encapsulada en los liposomas. Por regla general, el farmaco tiende a

salir del mismo con el tiempo.

Para ello, un volumen de 700 pL de la muestra se centrifugd durante 60 min a 11000 rpm y a

una temperatura de 4 °C. Una vez finalizado el proceso, se recogié el sobrenadante y se le



afiadié hasta llegar a 2 mL de PBS, filtrandose a continuacidn para su posterior cuantificacion

en curcumina por HPLC.

En cuanto al sedimento del centrifugado, éste se recogié y se le afiadieron 3 mL de lauril
sulfato sédico con el fin de destruir las vesiculas con este tensioactivo. Para ello, se sometieron
las muestras a 3 ciclos de 10 minutos en sonicador y 1 minuto en vortex. Una vez finalizados

los ciclos, la muestra se filtré y se puso en un vial de HPLC para la determinacién de curcumina.

La determinacion de curcumina se realizd siguiendo el método propuesto (Musfiroh et al.,
2013). La columna empleada fue una columna Agilent Zorbax SB C-18 4.6x150 mm, la fase
movil fue una combinacion de acetonitrilo: acido acético 2 % 50:50 v/v, el flujo se fijé en 1.2

mL/min, el volumen de inyeccion fue de 20 pL y la longitud de onda fijada en 420 nm.

3.6.2. Capacidad antioxidante de la curcumina

Para determinar la capacidad antioxidante de la curcumina a lo largo de las 4 semanas, se
empled la técnica de ABTS*+, que se basa en la degradacion o en el secuestramiento de este

cation radical debido a su interaccidn con nuestra sustancia a estudiar.

Para este ensayo se utilizaron placas de 96 pocillos en las que se prepararon diversas
diluciones de las muestras y se mezclaron con el radical catiénico, midiendo la absorbancia a
734 nm transcurridos 6 minutos de reaccién. Como control positivo se usé Trolox, que es un

derivado hidrosoluble de la vitamina A.
El procedimiento a seguir se recoge en las siguientes etapas:

1. Preparacion de una solucion madre de ABTS (1.536 mg/mL), disolviendo 6.6 mg de
persulfato potasico y 38.4 mg de ABTS en 25 mL de agua destilada, dejando madurar la

solucidn en nevera y oscuridad durante 16 horas, para asi formar el radical catidnico.

2. Preparacioén de la solucién estandar de ABTS™ a partir de la solucién madre, a una

concentraciéon de 0.14 mg/mL en etanol absoluto.
3. Preparacién de la solucién de Trolox a una concentracién de 10.5 mg/mL.

4. Preparacion de las diluciones, las cuales se recogen en la tabla 2.



Dilucion Muestra (pl) Etanol (pl)

Puro 100 0
lde2 50 50
1de5 20 80
1de 10 10 90

1de 20 5 95
1de 50 10 980
1 de 100 5 495

Tabla 2. Diluciones preparadas para el ensayo ABTS.

5. Muestras de liposomas a analizar. En cuanto a las muestras de liposomas, estas recibieron
tratamientos diferentes con el fin de analizar la capacidad antioxidante tanto de la curcumina

no encapsulada como del total encapsulado.

La cantidad total encapsulada se determind destruyendo los liposomas afiadiendo 1200 ul de

lauril sulfato sddico seguido de 3 ciclos de 10 minutos en sonicador y 1 minuto en vortex.

Para la determinacién de curcumina encapsulada, se partié de 1.2 mL de muestra. A ambos
grupos se les sometié a un proceso de centrifugacion durante 60 min a 11000 rpm y a una
temperatura de 4 °C, recogiéndose los sobrenadantes que fueron las muestras resultantes

sobre las que se realizaron las diluciones y sobre las que se estudid el poder antioxidante.

6. De cada dilucion, en cada pocillo de la placa se afiadieron 10 pL de dilucién, 90 uL de etanol

absoluto y 100 uL de solucién estdndar de ABTS

7. Lectura de absorbancia a 734 nm, que es la longitud de maxima absorbancia del ABTS en el

espectro visible.

Con esta técnica se analizara la capacidad antioxidante que tiene la curcumina y su evolucion
con el tiempo, a lo largo de un mes de estudio. Para ello, se representardn los valores de EC50

frente al tiempo en las distintas muestras evaluadas.
4. RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo de investigacién que se presenta se plantea a raiz de unos resultados previos
obtenidos por el grupo de investigacion cuando se estaba llevando a cabo la formulacién de

liposomas catidnicos de curcumina empleando dos agentes de carga: EA y DDAB. Los



antecedentes de los que se parten se resumen a continuacidn. Durante la elaboracidn de los
liposomas, los diferentes componentes de la bicapa se disuelven en una mezcla de cloroformo
y metanol. En primer lugar, se ha observado una diferencia de color en el film lipidico debido a
la presencia de uno u otro agente de carga, DDAB o EA. Aquellos lotes que llevan EA muestran
una coloracién de color rojizo en presencia de metanol que retorna a amarillo al adicionar
cloroformo. Una vez se eliminan los disolventes, el film queda rojo como se puede apreciar en
la imagen (Figura 9), independientemente de la nueva adicién de cloroformo y posterior
evaporacién en caso de necesidad. Por el contrario, los lotes con DDAB, mantiene su
coloraciéon amarilla durante todo el proceso, no observandose cambios con la adicion de

metanol ni de cloroformo.

Figura 9. Film de liposomas, de izquierda a derecha: curcumina-EA (Cur- EA), Curcumina (Cur) y

Curcumina-DDAB (Cur- DDAB).

La diferencia en la polaridad de los medios resultantes en cada etapa parece afectar a la
ionizacion de la curcumina y, por tanto, a su coloracién. La curcumina es una molécula muy
poco soluble en agua, cuya solubilidad se ve afectada por el pH. Esto se debe al equilibrio
cetoendlico que sufre la molécula, explicado ya en el apartado de introducciéon. En este
equilibrio, la forma endlica tiene la capacidad de perder un protén a pH entre 7.5 y 8.5,
sufriendo un cambio de color de amarillo a naranja cuando el pH supera este pKa (Sun et al.,

2008).
4.1. Analisis calorimétrico

A pesar de que los cambios de color son fundamentalmente debidos a los cambios de pH, esto
no puede ser explicado exclusivamente con esta teoria, ya que ambos agentes de carga
afectan de manera diferente a la ionizacién de la molécula, por lo que se tiene que determinar

si existe algun tipo de interaccion entre los diferentes compuestos del film. Por esto se
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procedido a realizar un estudio pormenorizado del comportamiento de la curcumina en

presencia de cada uno de los agentes de carga.
4.1.1. Muestras de curcumina

La curcumina, por su estructura molecular, puede tener 4 formas polimérficas, que se
denominan forma 1, 2, 3 y forma amorfa. Las formas 2 y 3 se conocen como formas
ortorrémbicas, mientras que la forma 1 se conoce como forma monoclinica. Esta forma es la
mas comun en las presentaciones comerciales del compuesto (Lestari e Indrayanto 2014). La
molécula en esta forma tiene un anillo tipo macrdlido a través de puentes de hidrégeno con
moléculas vecinas, resultando en una forma ligeramente retorcida sobre el eje horizontal. La
formacidn de estos puentes de hidrégeno intermoleculares entre las propias moléculas de
curcumina apenas deja libres 4tomos para la formacién de puentes de hidrégeno con el agua,
lo que explica su baja solubilidad. Por el contrario, las formas 2 y 3 son planas. También
forman puentes de hidrogeno intermoleculares, pero la conformacién del conjunto de

moléculas es diferente (Kurniawansyah et al., 2017).
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Figura 10. Termograma de la curcumina comercial y la curcumina rotaevaporada.

El estudio calorimétrico de la curcumina en polvo (Figura 10) muestra un unico pico
endotérmico a una temperatura de 178 °C, que corresponde al punto de fusion de la misma.
En base a la bibliografia consultada, cada una de las diferentes formas polimdrficas muestra
graficos de DSC ligeramente diferentes, correspondiendo este perfil a la forma 1 de la

molécula, forma mas habitual.

22



Por microscopia de platina caliente se pudo observar y comprobar que el punto de fusidn de la

curcumina, se encontraba en torno a los 180 °C.

Curcumina comercial

ARt

170°C

)

Figura 11. HSM de la curcumina comercial.

Cuando se disolvi6 el compuesto en metanol y cloroformo empleando las mismas
proporciones que en la formacién de liposomas (3.2 mL y 4.8 mL, respectivamente), el DSC
cambia ligeramente. Sigue apareciendo el pico endotérmico a 176 °C que indica la presencia de
forma 1 en el polvo; sin embargo, aparece también un pico exotérmico a 114 °C. Estos picos
normalmente indican recristalizaciones del producto y suelen ir acompafiados de un pico
endotérmico previo. Por tanto, la aparicion de este fendmeno indicaria que, al evaporarse el
disolvente, la curcumina precipita a la forma polimérfica amorfa (Sanphui et al., 2011). Esta
forma, al calentarse, recristaliza a forma |, que es la mds estable de las tres. Ademas, si a esta
misma muestra le realizamos un calentamiento lento, se puede apreciar de forma mucho mas

intensa un pico endotérmico a 60 °C.

Al igual que anteriormente, para corroborar este planteamiento, se realizé el ensayo de la
muestra por HSM. Si bien los procesos de recristalizacién son dificiles de ver en este ensayo,
en el analisis se aprecié un ligero cambio de color a 120 °C, en el que estaba algo mds naranja 'y
se oscurecid perdiendo el color anaranjado, lo que puede interpretarse como un
reordenamiento de la estructura interna del sélido hacia una forma cristalina. Esto, junto con
la bibliografia consultada, confirmaria la formacién de un amorfo durante la evaporacién de
los disolventes y este fendmeno se debe a la rapida evaporacidon de los mismos durante el

proceso evaporacion.
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Curcumina rotavapor

160°C 170°C 180°C

Figura 12. HSM de la curcumina rotavapor.

4.1.2. Muestras con curcumina y EA

La estearilamina (EA) es un lipido saturado con una amina cargada positivamente que

proporciona carga positiva a los liposomas, cuya estructura molecular se recoge en la figura 13.

EI

Figura 13. Estructura de la estearilamina (www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

En nuestro estudio, se ha observado que cuando ambos compuestos se encuentran en
solucidn cloroformo-metanol, hay un cambio de color de naranja a rojo ladrillo, lo que podria
indicar una interaccién entre ambos compuestos. Ademds, como se ha visto en otros estudios
del grupo de investigacion, cuando ambos se encuentran en la bicapa, la carga superficial de la

misma desciende drasticamente sin importar la cantidad de EA o de curcumina presente.
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Figura 14. Termograma de EA comercial, EA rotavapor, mezcla fisica de EA-Cur y EA- Cur

rotavapor.
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Del estudio calorimétrico, en lo que corresponde a la EA polvo, se obtienen dos picos, ambos
endotérmicos. El primero de ellos, a 62 °C correspondiente a la fusion del compuesto (Pandita
et al, 2011). El segundo, a 92 °C, puede deberse a alguna impureza del producto (Sigma indica
que la pureza del polvo es del 97%). Al realizar el HSM se observd una Unica temperatura de
fusién a 60 °C, lo que concuerda con aquella extraida del termograma. Sin embargo, no se
observé ningun otro fendmeno de fusién a los 90 °C, lo que confirmaria que este pico en el

termograma no corresponde a la EA, sino a una impureza del polvo comercial.

Estearilamina comercial

Figura 15. HSM de la EA comercial.

Para conocer el comportamiento de este lipido durante la formacion de la pelicula lipidica
antes de formar los liposomas, también se realizé un estudio del compuesto precipitado por
evaporacién del disolvente. En este caso, se obtiene que la entalpia del primer pico disminuye
mientras que la del segundo aumenta, lo que puede indicar, o bien una descomposicién de la
EA o bien un cambio a una forma polimdrfica. Inicialmente, se considerd que la diferencia
podia deberse al peso, pero la diferencia entre ambos pesos no era significativa. Ademas, se
observa, junto al segundo pico, un pequefio valle que, inicialmente, no se tomd en
consideracion. Sin embargo, después de hacer precipitar la EA por eliminacidn del disolvente,

este pico adquiere relevancia.

Para estudiar la interaccidon entre ambos compuestos, se hicieron dos ensayos, uno con la
mezcla fisica de ambos y otro con la precipitacidn conjunta por evaporacidn del disolvente.
Para realizar los ensayos se pesaron las mismas cantidades de curcumina y EA que
corresponderian a la formulacidon de los liposomas. En el caso de la mezcla fisica, ambos
polvos, libres de grumos, se mezclaron de forma manual hasta conseguir un color homogéneo.

En el caso de la precipitacidn, se siguié el mismo protocolo anterior.
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Mezcla fisica Cur-EA

60°C 90eC

Figura 16. HSM de la mezcla fisica de Cur + EA

En la mezcla fisica, se observan 4 picos diferentes (Figura 14). La EA se adelanta y se desdobla
en el segundo pico. En este caso se podria pensar que la curcumina se estuviera disolviendo en
la EA fundida y que sea por este motivo por el cual no aparece el punto de fusidn de la
curcumina. Esta hipétesis se comprobd por HSM, donde se aprecia cémo la EA funde a una
temperatura de 60 °C y poco a poco va disolviendo a la curcumina. Asimismo, a 80 °C aln
queda algo de curcumina que se resiste a ser disuelta, es decir, que no interacciona tan
facilmente, y esto puede corresponder a los otros picos que aparecen en el termograma de

esta mezcla.

Cur-EA rotavapor

40°C

Figura 17. HSM de Cur + EA rotavapor.

Respecto a la mezcla de curcumina y EA sometida a rotaevaporacidn, se observan Unicamente
3 picos en el termograma. Se podria pensar en la presencia de un punto eutéctico, por lo que
el pico exotérmico a 113 °C corresponderia a la curcumina. Al no aparecer recristalizacion (pico
exotérmico) puede que la curcumina esté precipitando en otra forma diferente a la amorfa,
pudiendo existir un cristal conjunto de EA y curcumina. Sin embargo, al observarlo en HSM se
aprecia que la interaccion entre ambos compuestos es mds intima, visualizandose al principio

en el color, ya que éste se presenta naranja desde el principio. En este caso, la fusion se
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produce antes que la mezcla fisica, incluso se ve con luz polarizada un cierto caracter cristalino,

gue puede deberse a la curcumina que ha pasado a forma 1.

4.1.3. Muestras con curcumina y DDAB

El DDAB (bromuro de didodecildimetilamonio) es un tensioactivo de doble cadena
hidrocarbonada que en su estructura tiene dos metilos unidos a un nitrégeno con carga

positiva al que le acompafa un bromuro (Figura 18).

b " -

Figura 18. Estructura del DDAB (www.pubchem.ncbi.nlm.nih.qov)

Este tensioactivo tiene una temperatura de fusidén en torno a 165 °C (Fontell et al., 1986), que
no se aprecia en el termograma, ya que se trata de un polvo higroscdpico, por lo que aparece
un pico ancho a 60 °C que se puede decir que se trata del agua captada por el DDAB. Este
resultado se pudo comprobar por HSM ya que al anadir al producto un aceite como la vaselina
liqguida se observaron las burbujas de agua. Al observar el polvo de DDAB comercial por HSM si

se pudo corroborar dicha fusién a 168 °C.
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Figura 19. DSC del DDAB y de la mezcla con curcumina.
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DDAB comercial

150°eC 160°C 168°C

Figura 20. HSM del DDAB comercial.

Cuando se elaboré la mezcla fisica de curcumina y DDAB en proporciones 1: 6.86 p/p, se pudo
observar en el DSC que aparecia de nuevo el pico de agua del DDAB, por lo que esto nos puede
estar enmascarando qué es lo que realmente estd ocurriendo. Sin embargo, por microscopia
se pudo observar que, al igual que ocurria con la EA, el DDAB se esta fundiendo y en él se esta

disolviendo la curcumina.

Esto mismo es lo que esta ocurriendo en la mezcla en mismas proporciones de curcumina y
DDAB, cuando la tratamos con el mismo procedimiento de evaporacién con rotavapor de los

disolventes. La Unica diferencia es que, en este caso, el proceso se ve mucho mds acusado.

En ambos casos la curcumina a 90 °C esta completamente disuelta en el DDAB previamente
fundido, por lo que el pico que aparece en el termograma del DSC de la Cur+DDAB rotavapor

puede deberse a impurezas que contenga el polvo.

Mezcla fisica Cur+ DDAB

Figura 21. HSM de la mezcla fisica de Cur + DDAB
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Cur+ DDAB rotavapor

90°C

Figura 22. HSM de Cur + DDAB rotavapor.

4.2. Estudio de estabilidad de los compuestos

En general, la estabilidad de almacenamiento es un indice muy importante a la hora de
formular medicamentos y, en concreto, los liposomas. La inestabilidad fisica provocaria
agregaciones y fusiones de los mismos, lo que podria conllevar a una pérdida de farmaco

(Chen et al., 2015).

En este apartado, se muestran los resultados que se han obtenido del estudio de estabilidad
de las muestras durante cuatro semanas. Para determinar esta estabilidad se han medido los
siguientes parametros: tamafo vesicular, indice de polidispersién, carga superficial, porcentaje

de encapsulacién y poder antioxidante de la curcumina.

Como se ha descrito en el apartado de métodos, los diferentes films lipidicos se hidrataron con
PBS ajustado a pH 6.5, para asi amortiguar las variaciones de pH provocadas por la EA y el
DDAB. Ademads, se ha demostrado que con este pH y con este tampdn, la estabilidad de la
curcumina es maxima. (Schneider et al., 2015). Asimismo, se han ajustado condiciones de
oscuridad vy frio, para eliminar factores externos que pudieran afectar a la estabilidad de la

molécula. (Lestari y Indrayanto, 2014).

En lo que respecta a la carga superficial, se observa un descenso de los valores de potencial
zeta con el tiempo en los lotes con DDAB y con EA. En cambio, en los lotes sin agente de carga,
se mantiene una carga superficial neutra durante todo el estudio, lo cual concuerda con la

bibliografia.
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Figura 23. Potencial zeta de liposomas: Cur (liposomas de curcumina); Cur-EA (liposomas de
curcumina y EA); Cur-DDAB (liposomas de curcumina y DDAB).

Este fendmeno puede deberse a una neutralizaciéon de las cargas positivas por parte de la
curcumina, que a pH 6.5 se encuentra parcialmente ionizado. Como se aprecia en la grafica,
este descenso es mas acusado en la EA (llegando a revertir el signo de la carga a las 2 semanas)
gue en el DDAB, debido a la ausencia de iones bromuro que amortigiien la capacidad de Ia
curcumina de neutralizar las cargas positivas. Ademas, se pueden producir procesos de
agregacion y fusién de los liposomas, que modifican la carga superficial (durante los procesos
de fusidn, no se asegura que todos los lipidos queden ordenados de igual forma). Esta teoria se

puede argumentar con las graficas tanto de tamafio como de PDI (Figuras 24 y 25).
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1500 L —® —e

1000 g
500

Tamafio (nm)

0 1 2 3 4 5

Tiempo (semanas)

—@— Cur Cur-EA Cur-DDAB

Figura 24. Tamaiio de liposomas. Cur (liposomas de curcumina); Cur-EA (liposomas de
curcumina y EA); Cur-DDAB (liposomas de curcumina y DDAB).
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Figura 25. indice de polidispersion de liposomas. Cur (liposomas de curcumina); Cur-EA
(liposomas de curcumina y EA); Cur-DDAB (liposomas de curcumina y DDAB).

En cuanto a la distribucion de los tamanos, se observa una tendencia a aumentar el tamafio
con respecto al tiempo, debido a las agregaciones y posteriores fusiones de los liposomas. Ello
va a acompafado de cambios en la homogeneidad de los sistemas vesiculares, produciéndose
aumentos y descensos bruscos en el caso de la EA, pocas modificaciones en el caso del DDAB, y
un descenso y posterior homogeneizacién en el caso de los liposomas neutros (Roy et al.,

2016).

Las técnicas de DLS (Dynamic Light Scattering) miden el volumen hidrodindmico de las
particulas, es decir, miden el didmetro de la esfera que representa la particula. En el caso de
un liposoma esférico, el diametro medido se corresponde con el real (Roy et al., 2016). Sin
embargo, esto no ocurre en los agregados, ya que el sistema reconoce el agregado completo
como una Unica particula a la que le mide el diametro. Por ello, los agregados dan como
resultado de la mediciéon tamafnos mas grandes y heterogéneos (PDI mas altos) que lotes no

agregados o fusionados.

Es por esto que se piensa que los lotes con EA sufren procesos de agregacion, seguidos de
fusidn, mientras que los de DDAB tienen una fusion simultanea a la agregacién. Esto, como se
ha mencionado anteriormente, provoca un descenso en la carga superficial del liposoma por

un reordenamiento interno de los lipidos. (Zhou et al., 2016).



Ademas a la hora de hidratar la pelicula, debido al diferente estado de la curcumina con EA o
DDAB en el film, esto va a repercutir en los pardmetros de tamaino y PDI. Como por ejemplo en
los liposomas con EA aparece un estado cristalino en el film, hecho que no ocurre con el DDAB

y esto puede ver afectado el tamafio.

Respecto a la eficacia de encapsulacion, se observa un minimo valor de curcumina atrapada
en las vesiculas, a la tercera semana en todos los lotes. Esto puede deberse a los procesos de
fusiéon que hemos comentado anteriormente. Este descenso es mds acusado y rapido, en los
lotes con EA y neutros, mientras que el lote con DDAB mantiene la encapsulacion mas estable
en el tiempo, aunque también alcanza un minimo a las tres semanas. Ademas, en todos los

casos, se aprecia un repunte a las cuatro semanas, especialmente notorio en el caso del DDAB.
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Figura 26. Encapsulacion de liposomas. Cur (liposomas de curcumina); Cur-EA (liposomas de
curcumina y EA); Cur-DDAB (liposomas de curcumina y DDAB).

Este resultado puede estar relacionado con la neutralizacion de cargas observada en la figura
23 y descrita anteriormente. Durante el proceso de neutralizacién, las moléculas de curcumina
ionizadas estdn muy préximas a la bicapa, con lo cual, es facil que se produzca su
interiorizacion. El proceso estd, ademas, favorecido por la afinidad de la curcumina por medios
no polares. Este comportamiento ya se ha descrito en bibliografia, ocurriéndole lo mismo a
diversos farmacos como son las fluoroquinolonas (Montero et al., 1996). Ademas, es posible
que la naturaleza tensioactiva del DDAB favorezca esta inclusion, por ello, el incremento de

farmaco atrapado es mas acusado en este caso.



La actividad antioxidante se expresa como EC50, que es la concentracién equivalente de
antioxidante para disminuir la concentracién inicial de ABTS en un 50%. Se expresa como
equivalentes de Trolox, sustancia empleada como referencia por tratarse de un derivado

soluble del betacaroteno:

EC50 compuesto
EC50 Trolox

Equiv Trolox =

Para determinar la capacidad antioxidante, en primer lugar, es necesario calcular la capacidad
anti-antioxidante, la cual se calcula como porcentaje, relacionando la absorbancia de la
muestra con una absorbancia control. Para determinar la capacidad antioxidante se resta este

valor a 100.

Absorb muestra
100

.. . i 0, =
Actividad antiantioxd (%) Absorb control x

% Actividad antioxidante = 100 — % activ antiantioxidante

A continuacién, se escoge el intervalo de concentraciones que incluya el 50% de la actividad
antioxidante, que se utiliza para calcular el equivalente en Trolox. Estos valores se recogen en
las tablas 3-7, para las muestras analizadas, que han sido descritas en el apartado de

metodologia de la presente memoria.

Los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante se interpretan de manera que cuanto
menor sea el valor del equivalente en Trolox, mas capacidad antioxidante presenta la muestra.
Esto se debe a que es necesaria menos concentracion de curcumina para obtener el mismo

poder antioxidante del Trolox.

Como se observa en las tablas, existen valores de sobrenadante que no contienen el intervalo
del 50%. Esto indica que existe muy poca cantidad de curcumina como para que tenga una

capacidad antioxidante significativa sobre el ABTS, a excepcion del DDAB.

Si se representan graficamente los valores de EC50 de las diferentes muestras respecto al
tiempo de almacenamiento, se puede determinar el mantenimiento de la actividad
antioxidante de la curcumina tras su formulaciéon en los liposomas. Asi, se observa en la Figura
27 que la actividad se mantiene superior al Trolox en todas las formulaciones, a excepcion de
la curcumina existente en el sobrenadante de las dispersiones liposomales, tanto de Ia
formulacion de curcumina sola como la que contiene EA. En cambio, el sobrenadante de las

muestras con DDAB, aunque tiene un maximo de equivalente en Trolox que indica poca



capacidad antioxidante, ésta es cuantificable en el tiempo de almacenamiento evaluado. Este
resultado obtenido con el DDAB se relaciona con la evolucién del porcentaje de farmaco
atrapado a lo largo de las 4 semanas, la estabilidad de la curcumina en el interior de las

vesiculas y el mantenimiento de la actividad antioxidante de la fraccidén encapsulada.
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15

Equivalente en Trolox
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o« \‘\
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—@— Cur patron  —@— Cur LSS EA LSS DDAB LSS —@—DDAB

Figura 27. Capacidad antioxidante de a curcumina. Cur (liposomas de curcumina); Cur-EA

(liposomas de curcumina y EA); Cur-DDAB (liposomas de curcumina y DDAB).
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Sob-

Curcumin CurLss3,0

Trolox

11,0184 6,1770
9,1820 5,8431
91,4858 21,0351 6,3439
91,6528 35,7262 5,3422
90,6511 11,0184
91,6528
91,9866 86,4775

Sob-Cur2,0

1,5025
4,3406
8,3472
10,3506
16,3606

Shb-
EALSS3,0

15,1920
4,8414

80,1336

Tabla 3. Actividad antioxidante primer dia

Sh-EA2,0 |DDABLSS3,

2,1703
77,9633
7,3456
9,6828
15,1920

6,0100
5,5092
6,5109
12,0200
18,6978

3,8397
4,3406
4,3406
11,6861

88,9816

) Sob Cur-
Trolox Curcumin 1SS3,0
11,0184 10,3506
9,1820 7,3456
91,4858 21,0351 10,6845
91,6528 35,7262 9,6828
90,6511 16,1937

Sob Cur-2,0

5,6761
4,8414
4,8414

4,5075

40,7346

7,8464
28,5476

4,8414
1,6694
4,1736
5,5092

72,9549

Sb-EA2,0 |[DDABLSS3,

-3,5058 1,8364
2,8381 4,0067
5,6761 6,6778 3,5058
5,6761 11,6861 10,8514

9,6828
36,7279
40,7346

20,8681

Sob Cur-

Trolox Curcumin

LSS3,0
0,3571 0,1786
8,2143 3,9286
90,5357 21,9643 9,1071
90,3571 29,2857 11,0714

90,1786
90,8929
90,3571

17,1429

Sob Cur-2,0

-2,3214

4,1071
2,3214
5,7143
6,2500
20,3571

22,1429

Sh-

-1,7857
2,3214
4,8214
9,6429

23,2143

0,0000

-0,5357 0,7143 -0,7143
1,7857 4,8214 4,4643
2,1429 9,1071 8,5714
4,2857 24,4643 18,5714

15,7143 59,2857

19,2857 61,6071

Tabla 5. Actividad antioxidante sequnda semana

Sob Cur- Sb-
Trolox Curcumin Sob Cur-2,0
LSS3,0 EALSS3,0

18,6933 6,1706 10,3448 8,8929 0,5445 5,2632 18,6933

32,6679 4,9002 15,6080 0,0000 1,2704 5,6261 1,4519
88,9292 71,1434 6,8966 2,5408 7,0780 2,5408 9,0744 7,2595
88,7477 68,0581 7,0780 3,6298 11,0708 3,9927 14,8820 7,4410
89,1107 79,4918 21,2341 5,4446 24,8639 10,1633
90,0181 89,1107 16,1525 25,5898
90,9256 90,5626 37,2051 39,0200 59,7096 65,6987

Tabla 6. Actividad antioxidante tercera semana
Sob Cur Sb Sb- Sb
Trolox rcumin r-2, -EA2,0 ([DDABL b

olo Curcu 1SS3.0 Sob Cur-2,0 EALSS3,0 Sb 0 o SS3 DDAB2,0
53,7786 19,5079 4,3937 4,5694 -11,7750 2,9877 2,1090 2,9877
63,9719 10,8963 4,2179 1,2302 8,7873 19,1564 5,7996 1,4060
90,1582 24,4288 13,8840 6,6784 17,3989 19,3322 23,0228 11,0721
87,6977 24,7803 8,0844 3,6907 7,0299 -1,2302 54,1301 4,0422
89,1037 12,4780 7,0299 16,1687 10,0176 22,6714 9,8418
89,2794 20,2109 18,8049 34,6221 10,5448 19,3322
89,6309 69,5958 39,7188 27,0650 48,1547 24,7803 26,1863

Tabla 7. Actividad antioxidante cuarta semana
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En cuanto al tratamiento que se realizd con LSS, se puede comprobar que el liposoma en si
estd estabilizando a la curcumina, ya que incluso en aquellos lotes que no llevan agente de

carga, el poder antioxidante se mantiene en el tiempo.

A modo de resumen, y como conclusion al estudio de estabilidad, los liposomas con DDAB se
encuentran mas estabilizados con el tiempo y a su vez, este tensioactivo provoca una mayor
estabilizacidn de la curcumina. Visualmente, en la figura 28, este hecho se puede comprobar al
comparar el aspecto y el color de los liposomas al principio y tras las cuatro semanas del
ensayo (Choudhury et al., 2015). En las fotografias, ademas de observar cdmo ha cambiado el
color, también es posible apreciar el aro que se ha formado en el vial como muestra a como se

va desestabilizando el liposoma con el paso del tiempo.

Cur +EA Cur + DDAB

Cur + DDA - 2 u N
-nempo 0 Liposomas semana 4
Figura 28. Imagen de los liposomas a tiempo cero y a tiempo cuatro

Igualmente, en la Figura 29 se observa el deterioro de los liposomas a la tercera semana. Se

observa cdmo en aquellos que llevan EA se han agregado y aglomerado mds que los otros dos.

Cur  CurDDAB  CurEA

Figura 29. Lotes de liposomas a la tercera semana.
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5. CONCLUSIONES

12 La primera conclusidon que extraemos de este estudio es el papel critico que juega el pH
para mantener la curcumina en un mismo estado tautomérico.

22 En segundo lugar, se puede concluir que entre la curcumina y los agentes de carga no existe
una interaccién molecular; aun asi, si se puede afirmar que la curcumina se comporta de
diferente manera dependiendo del tipo de agente de carga que se seleccione.

32 En cuanto a la estabilidad, una vez estudiados los pardmetros de PDI, tamaio y carga, se
puede confirmar que los liposomas con el tiempo van sufriendo cambios en sus tamafios y esto
conlleva cambios en la carga; sin embargo, con EA estos cambios son mas bruscos que los que
se observan usando DDAB.

42 Una vez estudiados y discutidos los datos de eficacia de encapsulacién, se comprueba que
debido a los procesos que estan ocurriendo de fusion y de agregacidn, se pierde gran parte de
la curcumina que hay en el interior del liposoma; sin embargo, la naturaleza tensioactiva del
DDAB permite que gran parte de esta curcumina se pueda reubicar en la bicapa. Ademas, es
este DDAB el que mejor mantiene la capacidad antioxidante de la curcumina durante el tiempo
de estudio.

Es por todo esto, que aunque es cierto que el hecho de formacién de liposomas mejora todas
las propiedades de la curcumina, es la eleccién del DDAB la que mejor resultados ofrece, por
ello, en los proximos estudios se procederd a la formacion de liposomas seleccionando el

DDAB como agente carga.
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