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1.- Introduccidén

1.1.- Degeneracion de la mécula ocular

La degeneracién macular ocular (DMO) es una enfermedad degenerativa
que afecta la estructura y el funcionamiento del ojo. Consiste en la degeneracion
progresiva de la region central de la retina, la méacula. La DMO suele causar
vision borrosa y, una vez avanzada, puede causar pérdida de la vision. Esta
enfermedad es una de las principales causas de ceguera en paises desarrollados
(ocupa el cuarto puesto a nivel mundial y es la causa mas comun de ceguera en
mayores de 50 afios). Es importante destacar que la prevalencia de DMO
aumenta proporcionalmente con la edad, lo que resulta critico pues la
expectativa de vida esta en franco aumento a nivel mundial. La DMO se divide
en 2 tipos, atrofica y exudativa. ElI 90% de los casos corresponden a la variante
atréfica, mientras que un 10-20% de estos pueden progresar a la variante
exudativa (Mehta 2015). A la fecha, no existen alternativas terapéuticas para
tratar la variante atréfica; mientras que para la exudativa se utilizan anticuerpos
monoclonales anti-VEGF (ranibizumab, aflibercept y bevacizumab, entre
otros). Ademas, se ha observado que la administracion de suplementos
minerales/vitaminicos no tienen influencia sobre la prevencion de la
enfermedad. Sin embargo, es importante destacar que, una vez iniciada la
patologia, su progresion se puede disminuir significativamente con la
administracion de luteina (LUT) y zeaxantina (ZEA) (Benrstein y Hobbs 2014,
Krinsky, Landrumy Bone 2003, Chitchumroonchokchai, Bomser, y otros 2004,
Mercadante, y otros 2017).



1.2.- Flor de Tagete (Tagete patula)

La familia Asteraceae consiste en mas de 1900 géneros y méas de 32000
especies de plantas conocidas, siendo una de las familias de angiospermas
(plantas con flores) méas grandes junto con las Orchidaceae, extendiéndose por
todo el planeta (llegandose a encontrar especimenes fdsiles pertenecientes a esta
familia incluso en el continente Antartico). Es dentro de esta familia que
podemos encontrar el género Tagete, compuesto por plantas mayoritariamente
herbaceas con coloridas inflorescencias de aspecto pomposo conocidas
comunmente como caléndulas. EI género Tagete es nativo del continente
americano, apareciendo naturalmente desde el suroeste de Estados Unidos hasta
Sudamérica (Barreda, y otros 2015) (Schiavinato, Gutiérrez y Bartoli 2017). La
planta de Tagete patula (T. patula) consiste en una hierba anual y presenta tallos
ligeramente frondosos de color verde palido. Estos Ilegan a medir entre 30-90
cm, con hojas verdes de disposicion opuesta, de tipo compuesta imparipinada,
forma oblonga, margen dentado y una longitud de ~5 cm. La especie posee
flores vistosas de color amarillo, anaranjado, una mezcla de ambos colores o
doradas (Gilman 2014).




A través de la historia la T. patula se ha utilizado de manera ritual, como
colorante natural y en medicina tradicional (tanto las hojas como la flor entera
y decoctos e infusiones de estos) en varias culturas alrededor del mundo. Se ha
reportado en estudios in vitro que los extractos de esta planta presentan
actividad antioxidante, antimicrobiana, antinflamatoria, analgésica,
antihipertensiva, acaricida, insecticida y nematicida (Politi, Queiroz-Fernandes,
y otros 2016, Politi, Figueira, y otros 2012, Romagnoli, y otros 2005,
Hassanpouraghdam, y otros 2011, Marotti, y otros 2010). Sus principales
metabolitos secundarios son tiofenos, terpenos, glucosidos (flavonoides y
antocianinas), benzofuranos, y carotenoides. En esta ultima categoria podemos
encontrar la LUT, una molécula de interés para la prevencion de la DMO. (Riaz,
y otros 2020).

1.3.- Luteina (LUT)

LUT es un antioxidante carotenoide sintetizado exclusivamente en las
plantas. Se puede encontrar en altas concentraciones en vegetales verdes como
la espinaca, lechuga, y en los pétalos de flores del género Tropaeolum y Tagete.
Debido a su estructura, LUT es un compuesto cuya estabilidad se ve afectada
de manera significativa por numerosos factores, por ejemplo: almacenamiento
prolongado, altas temperaturas, presencia de luz y pH acido, entre otros (Shiy
Chen 1997).
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Figura 2.- Estructura quimica de la LUT



Enel 2001 se publico el “Age-Related Eye Disease Study” (AREDS), un estudio
disefiado para probar si la administracion de un suplemento oral de vitamina C
(500 mg), vitamina E (400Ul), betacaroteno (15 mg), cobre (2 mg) y zinc (80
mg) podria reducir el riesgo de progresion a DMO tardia. Los resultados de este
estudio demostraron una reduccion del riesgo de un 25% en un tiempo de 5
afios. Posteriormente en el afio 2012 se publico el “Age-Related Disease Study
2” (AREDS?2), cuyo objetivo era evaluar si la inclusion de LUT y ZEA a la
férmula AREDS original podria lograr una disminucién aun mayor en el riesgo
de progresion a DMO tardia. En un analisis secundario del estudio, se encontro
que la inclusion de LUT/ZEA versus betacaroteno disminuia el riesgo de
padecer DMO tardia, DMO neovascular y de atrofia central de la macula.
(Chew, y otros 2014).

Es interesante destacar que varios autores proponen que la presencia de LUT en
la retina brinda, a dicha estructura y a la macula, proteccion contra la
degradacion proteica y lipidica mediada por estrés oxidativo (Bodoki, y otros
2019). También se ha observado en varios estudios que para moléculas del tipo
xantofilas, las formulaciones de nucleo oleoso tipo O/W pueden proveer
proteccion contra la fotodegradacion, sobre todo cuando se co-formula con a-
tocoferol (Alarcon-Alarcon, y otros 2018, Liu, y otros 2016, Zhang, y otros
2016, Gomes, y otros 2019).



1.4.- Nanoformulaciones O/W

Las nanoformulaciones O/W son sistemas coloidales bifasicos del tipo
liquido/liquido. Estos sistemas estdn compuestos por una fase hidrofilica
externa (también denominada fase continua), una fase lipofilica interna
(también denominada fase discontinua) y ambas estabilizadas mediante un
agente tensioactivo. Es importante destacar que dichas nanoformulaciones
pueden ser recubiertas con polimeros gue le otorguen caracteristicas deseables
a la formulacidn, tales como: estabilidad, mucoadhesividad (e interaccidn con
dianas especificas) y control de la liberacién (Joye, Davidov-Pardo y
McClements 2014).

La razon de la utilizacion de las nanoemulsiones O/W viene dada,
principalmente, por el tamafio reducido de los vehiculos, lo cual le permite
atravesar mejor las barreras fisioldgicas. Ademas, la alta superficie de contacto
y la proteccion intrinseca al activo (esta incluido en la fase interna del vehiculo),
son aspectos que le otorgan gran potencial a estas formulaciones en
comparacion con otras (Wilczewska, y otros 2012).

Es interesante destacar que la inclusion de moléculas del tipo xantofilas
(similares a LUT) en nanoemulsiones O/W ha demostrado reducir
significativamente la degradacidn de estos compuestos cuando son expuestos a
radiacion UV (Alarcon-Alarcon, y otros 2018). En este mismo sentido, nuestro
grupo de investigacion ha desarrollado y validado tecnologias para vehiculizar
curcumina y astaxantina, mediante su inclusion en nanoemulsiones y
nanocapsulas desarrolladas por el método de desplazamiento del disolvente.
Entre los resultados obtenidos podemos destacar: aumento de la estabilidad,

aumento en la absorcion y, finalmente, la posibilidad de administrar



directamente estas formulaciones en el medio bioldgico acuoso (via oral y
topica) (Alarcon-Alarcon, y otros 2018, Guerrero, y otros 2018).

Un interesante estudio llevado a cabo en 2018 demostro la eficacia terapéutica
de LUT nanovehiculizada en un sistema O/W. Dicha formulacién fue
administrada de manera topica ocular y por sonda oral, buscando evaluar la
progresion de ceguera, en un modelo de raton con catarata oxidativa inducida.
Como conclusion del estudio, se evidencio que la aplicacion topica ocular de
LUT nanovehiculizada demostro ser efectiva para el tratamiento de cataratas,
no asi la administracion oral del compuesto. (Bodoki, y otros 2019). En otro
estudio realizado en 2009, se observo que la administracion de una
nanoemulsion O/W conteniendo LUT (disuelta en de jugo de naranja)
administrada de manera oral junto con las comidas, logré un aumento de un
37% en las concentraciones séricas en comparacion con la administracion en

comprimidos recubiertos (Vishwanathan, Wilson y Nicolosi 2009).

1.5.- Polvos secos como forma farmacéutica

Los polvos secos representan una gran alternativa tecnoldgica para varias
formulaciones. Por ejemplo, la transformacion a polvo seco de ingredientes
liquidos facilita el almacenamiento y transporte de una formulacion, “ya que
son maés estables y livianos”. Ademas, al no contener agua, son “mas resistentes
frente a la contaminacién por microorganismos (bacterias y hongos)” (Esener,
y otros 1981). En la literatura se describen variados métodos para desarrollar
nanoestructuras que contemplan un proceso de secado, tales como spray-drying
(secado por atomizacion), liofilizacion y recubrimiento en lecho fluido, entre
otras. De estas metodologias, podemos destacar que spray-drying es, ademas,
altamente escalable y donde el producto se obtiene de manera sencilla. Es
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importante destacar que, al exponer la molécula activa durante muy poco

tiempo a la temperatura del secado por spray-drying, la tecnologia se hace

viable para encapsular moleculas termosensibles.

Los sistemas de secado por atomizacidn utilizan 3 operaciones unitarias

esenciales (ver figura 3):
1) Atomizacion,
2) Secado de gotas.

3) Recoleccion de las particulas secas.

Sistema de calefaccion de aire

Atomizador || (1)

Tangue de
alimentacion

Y

(2

M e seends
A e

Bomba de de aire

Y

.
|

F Y

Producto seco

Salida de aire
R
Filtro
(3)
Salida
Separador de aire
de ciclan

Camara de

recoleccion

de producto

Figura 3.- Diagrama esquematico de una operacion de secado por aspersion.

En un interesante estudio de 2018, Alvarez-Henao y su equipo fabricaron

micropolvos por spray drying de microemulsiones recubiertas con mezclas de

polisacaridos utilizando distintas concentraciones de 3 componentes: goma

ardbiga, maltodextrina y almidon modificado.

Estos 3 encapsulantes se

utilizaron en concentraciones de 0, 33.3, 50 y 100 en %p/p. Los polvos
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fabricados por este proceso alcanzaron eficiencias de encapsulacion de 91,94%
y aumentaron la estabilidad de LUT en almacenamiento a 40°C y 75% de
humedad relativa. Al dia 20, el extracto sin encapsular registré una degradacion
de aproximadamente el 90%, mientras que los polvos creados vieron una
disminucién de 65% aproximadamente respecto a su concentracion inicial

(Alvarez-Henao, y otros 2018).

1.6.- Polvos secos de tamafio nanométrico

Un nuevo secador por atomizacion, el Nano spray-dryer Biichi B-90® de
Malvern (Figura 4), utiliza un tipo de atomizador basado en una rejilla con poros
micrometricos que vibra verticalmente a frecuencias ultrasonicas, sobre la cual
desciende el liquido a atomizar. Estas vibraciones ultrasénicas producen la
expulsion del liquido a traves de los poros, generando gotas de tamafio
micrométrico sin aplicar altas cantidades de energia. Posterior a la generacion
de las gotas, la camara de secado del B-90® utiliza un flujo de aire caliente
laminar, lo que permite un secado uniforme para toda la muestra. Para la etapa
final, el B-90® cuenta con un recolector de particulas electrostatico que consiste
en un anodo de descarga con forma de estrella rodeado de un catodo recolector

con forma de cilindro (Heng, y otros 2011, Li, y otros 2010).

A partir del proceso de nano spray-drying descrito anteriormente, se pueden
obtener nanopolvos al usar mezclas en solucion y/o suspension (como
nanoemulsiones). Como se ha mencionado anteriormente, dichas formas
coloidales potencialmente aumentan la absorcion y biodisponibilidad, que,
junto con la capacidad del Biichi B-90® de secar por aspersion principios activos
sensibles a la temperatura, permitiria ampliar el espectro de terapias

administrables, mejorando la aceptabilidad y el potencial comercial. El
8



desarrollo de nanopolvos también presentaria caracteristicas tecnoldgicas
deseables, como la facil reconstitucion de las formulaciones, dado por el
aumento en la superficie de los nanovehiculos que entra en contacto con el
solvente. Todo lo anterior, mejoraria la calidad del producto final reconstituido
y seria mas conveniente para el usuario pues facilitaria la preparacion del

medicamento o alimento (De Cicco, y otros 2014).

@ &= —> Entrada
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[
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Figura 4.- Nano secador por aspersién B-90® y un diagrama
esquematico de su principio funcional.
(Arpagaus, y otros 2017)



En funcion de todo lo presentado anteriormente, se aprecia una gran
oportunidad para desarrollar un nanovehiculo en polvo para la administracion
de LUT para luego probarlo tanto in vitro para analizar su absorcion, como in

vivo en modelos animales de DMO.
1.7.- Objetivo General

Considerando la informacidon presentada anteriormente, y la circunstancia
excepcional de Pandemia COVID-19, presentamos el siguiente objetivo general

para el desarrollo de una tesis de grado.

“Analizar el estado del arte y proponer un nanovehiculo adecuado para la

administracion oral de LUT™.

1.8.- Los objetivos especificos propuestos son:

1.-1dentificar las propiedades fisicoquimicas y funcionales de la LUT, y su

relevancia en el mercado.

2.-Explicar el comportamiento de la LUT desde su ingestion hasta su llegada a

la retina.

3.-Detallar y analizar las distintas técnicas de encapsulacién para bioactivos con
caracteristicas similares a LUT, con el fin de escoger un método capaz de

vehiculizarla eficientemente para su administracion oral.

4.-Disefiar y caracterizar una formulacion nanomeétrica preliminar, a partir de la

informacion recopilada en los objetivos anteriores.
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2.- Materiales y métodos

2.1.- Busqueda de la informacion

Se realiz6 una basqueda de informacidn sobre el carotenoide LUT y su
viabilidad para ser encapsulado. Los ambitos de investigacion fueron:
estabilidad de LUT, efectos de LUT sobre la salud, mecanismo de
absorcion/transporte de LUT, significancia de LUT en el mercado internacional
y metodos de encapsulacion utilizados previamente. La informacion reunida y
analizada se extrajo usando como base de datos: ScienceDirect, Wiley, NCBlI,
Annual Reviews, Oxford, Springer, T&F Online, NanoBE.org, PNAS vy
Magnolia Press. Las palabras claves utilizadas fueron: lutein, xantophylls,
carotenoid, lutein stability, AMD, nanocarrier, encapsulation, spray-drying y

market assessment.

Como criterio de exclusion se descartdo material bibliografico que haya sido
publicado hace mas de 20 afios, con la excepcidn de tres trabajos debido a la
importancia de la informacion. La busqueda bibliogréafica se realizé entre enero
del 2022 y junio del 2022.

2.2.- Materiales

Mezcla de surfactantes basados en lecitina (Epikuron® 145 V, Cargill,
USA), mezcla de triglicéridos caprico-caprilico (Mygliol® 812, 10l
Oleochemical, Alemania), acido estedrico, acido oleico, polimero de
metacrilato modificado Eudragit® L 55-100 (Evonik Industries, Alemania),
hidroxido de sodio 0.12M, &cido acético 0.1%p/v, etanol absoluto (PanReac,
Espafia), acetona (PanReac, Espafia) y agua Mili-Q (Simplicity SIMS 00001°®,
Millipore, Francia).
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Para el recubrimiento primario de las nanocapsulas se utilizé quitosano de bajo
peso molecular, el cual se obtuvo hidrolizando parcialmente quitosano de peso
molecular intermedio (Sigma Aldrich, USA). La hidrolisis parcial de quitosano

se realizo a través del protocolo descrito por Muzzarelli (Muzzarelli 1977).

2.3.- Instrumentos y equipos

Para la obtencién del agua miliQ se utilizé el equipo Simplicity SIMS
00001® (Millipore, Francia); para el secado de los pétalos de T. patula se utiliz6
una estufa de aire forzado BE 500® (Memmert, Alemania). La agitacion
magnética se hizo con un agitador MS-M-S10® (DLAB, China) y con un C-
MAG HS 7® (IKA Works, Alemania); para la centrifugacion del quitosano se
utilizé la centrifuga Z 326 K® (Hermle Labortechnik, Alemania). La
liofilizacién del quitosano se realizd en un liofilizador Alpha Plus 1-2 LD®
(Martin Christ, Alemania). La evaporacion de solventes se realizd en un
Vacuum Evaporator R210 (Buichi, Suiza). La caracterizacion fisicoquimica de
las nanoparticulas obtenidas se hizo en un Zetasizer Nano ZS® (Malvern, UK).
El secado de las nanoemulsiones se realiz6 en un Nano Spray-dryer B-90®
(Biichi, Suiza).

2.4.- Métodos
2.4.1.- Hidrolisis de quitosano

Se prepard una solucion de quitosano 20 mg/L en acido acético al 6 %v/v
(solubilizando 1 g de quitosano de peso molecular medio en 50 mL de acido
acetico al 6 %v/v con la asistencia de agitacion magnética). Se agreg6 gota a

gota una solucion de 0.015 g de NaNO, solubilizado en 2.5 mL de agua miliQ.
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La proporcidn quitosano/NaNO, se mantuvo constante. Se agregd 25 mL de
agua miliQ para bajar la viscosidad del medio y se dejo en agitacion magnética
por 10 minutos. Se ajust6 el pH con NaOH 5M hasta llegar a pH 7. La mezcla
resultante se mantuvo en suspension por la noche a 4°C. Se separd el quitosano
por centrifugacion y se lavo 4 veces con agua milliQ para retirar impurezas
solubles. Se almaceno el quitosano resultante a -20°C por 24 h en un recipiente
cilindrico. Posteriormente se llevé al liofilizador y se realizo la sublimacion del

agua a 0.02 mbar por 24 h (temperatura de condensador de -54°C)

2.4.2- Preparacion de la nanoformulacion O/W recubiertas con quitosano

por medio de emulsificacion espontanea

Se prepararon nanoemulsiones siguiendo un procedimiento similar al
descrito en trabajos publicados por nuestro grupo de investigacion con algunas
modificaciones (Alarcén-Alarcon, y otros 2018, Oyarzun-Ampuero, y otros
2013, Orellana, y otros 2015). Se formo una fase organica en un tubo de ensayo
disolviendo 30 mg de Epikuron® 145 V en 1 mL de etanol absoluto, agregando
posteriormente 125 pL de Mygliol® 812, y mezclando con un agitador de vortex
la solucion resultante con 9 mL de acetona. Por otro lado, se formé una fase
acuosa disolviendo 10 mg de quitosano hidrolizado en 2 mL de acido acético
0.1% p/vy llevando a 20 mL con agua miliQ. La fase organica fue rapidamente
vertida sobre un frasco de 50 mL que contenia 20 mL de la fase acuosa, y se
mantuvo bajo agitacién vigorosa por 5 minutos usando un agitador magnético.
La mezcla fue concentrada a 10 mL en un evaporador rotatorio (60°C, 175

mbar).
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2.4.3.- Preparacion de nanocapsulas cubiertas en Eudragit® L100-55

Se recubrieron las nanocapsulas de quitosano obtenidas en el punto 2.4.2,
incubando 4 mL de éstas con 4 mL de una solucion acuosa 0.025 % p/v de
Eudragit® L100-55 bajo agitacion magnética. La solucion acuosa de Eudragit®
L.100-55 se preparo diluyendo una solucién madre al 1% p/v de Eudragit® L100-
55, la cual se preparo disolviendo 0.5 g del polimero en 50 mL de NaOH 0.1M
bajo agitacion vigorosa por 5 minutos, y dejando reposar hasta que la solucién

se vuelva transparente.

2.4.3.- Preparacion de nanopolvos a partir de las nanoemulsiones

formadas anteriormente

Para la elaboracion de los nanopolvos se utilizd el secador por aspersion
nano Biichi B-90®, cuyo funcionamiento fue explicado anteriormente. Se us6 la
rejilla con tamafio de poro de 5.5 pum, el flujo de aire fue establecido a 110 —
115 L/min y la velocidad de aspersion relativa fue fijada en 100%. La
temperatura de entrada y salida de aire fueron de 112°C y 27°C
respectivamente. La suspension de nanocéapsulas recubiertas en Eudragit®
L100-55 fue atomizada. Las nanocapsulas secas resultantes fueron recolectadas
desde el recolector electrostatico utilizando un raspador de polvos y fueron

almacenadas a 4°C para su analisis posterior.
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2.4.4.- Analisis tamario de particulas, potencial zeta y concentracion de las

nanoformulaciones obtenidas

Las mediciones de tamafio se llevaron a cabo usando el método de
dispersion de luz dinamica, mientras que para el potencial zeta se usé dispersion
de luz electroforética. Para ambas mediciones se utilizd el equipo Zetasizer
Nano ZS® (Malvern), colocando 0.1 mL de nanoemulsiones diluidas con 0.9
mL de agua miliQ en cubetas reutilizables para mediciones de potencial zeta.
Para el analisis de los polvos se suspendieron 15 mg de nanopolvos en 1 mL de
acido acético 0.1 %p/v para observar sus caracteristicas fisicoquimicas en
medio acido. De esta resuspension se tomaron 0.1 mL y se llevaron a 1 mL para

su analisis.

3.- Resultados y discusion

3.1.- Estudio de mercado

En 2015 el tamafio del mercado de LUT alcanzo los 135 millones de
dolares (Global Market Insights Inc. 2021) y se proyecta un crecimiento
significativo hacia 2024. Entre los factores que explicarian este incremento de
la demanda de LUT se encuentran: i) el envejecimiento de la poblacién, lo que
conlleva a un aumento de desérdenes oxidativos a nivel ocular; ii) la falta de
una dieta equilibrada debido al estilo de vida cada vez mas agitado en los paises
desarrollados y en vias de desarrollo; vy iii) la preocupacion cada vez mas
creciente de segmentos importantes de la poblacion por su salud en general
(desde el monitoreo continuo de signos vitales hasta preocupaciones mas

especificas como las relacionadas con enfermedades oculares y desordenes
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oxidativos). En general, a partir de estos factores, se puede prever un aumento
en torno al 6% para el afio 2024 del mercado de los nutracéuticos. Los
suplementos de LUT representan una parte de este mercado. En Chile podemos
encontrar suplementos alimenticios y medicamentos que contienen LUT. En los
suplementos podemos encontrar LUT en los productos Vision Tabs de
Laboratorios Knop y Ocuvite de Bausch & Lomb, como también en numerosos
suplementos alimenticios importados de distintos laboratorios (SunVit, Aura
Vitalis, Swanson, etc.). En productos clasificados como medicamentos
podemos encontrar Icaps® con 30 mg LUT/ZEA (Registro ISP F-15739/21) de
Novartis y Oftavita® con 2 mg de LUT (registro ISP F-21932/20) de
Laboratorios Saval. Ademéas de suplementos y medicamentos, podemos
encontrar alimentos nutracéuticos tales como jugos, galletas y lacteos a los

cuales se les ha adicionado LUT vy otros carotenoides.

El mercado de la LUT se encuentra altamente fraccionado, es decir, se presentan
un alto nimero de empresas de las cuales ninguna tiene una participacion
demasiado importante en el mercado. Las empresas que participan de un
mercado fraccionado no pueden aumentar sus utilidades aumentando el
volumen de produccion, si no que requieren diferenciar sus productos del resto
e innovar en sus productos para promover su crecimiento. (Mordor Intelligence
2019)

Respecto a la fuente de origen de LUT, el mercado se encuentra dominado por
LUT de origen sintético, ya que su produccion incurre en menos costos que la
obtencion desde especies donde se producen naturalmente. Sin embargo, debido
a la creciente preocupacion de la poblacién por su salud y por consumir
productos de origen natural, la poblacion esta prefiriendo ingredientes naturales

de alta calidad, lo que podria aumentar el crecimiento del mercado de la LUT
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de este origen. Asi mismo, las rigurosas normas impuestas por la Union Europea
sobre el uso de ingredientes sintéticos estan aumentando la demanda de LUT

de origen natural dicho continente. (MarketsandMarkets Analysis 2017)

En este trabajo, comparamos a grosso modo los costos de adquirir LUT sintética
con los costos de extraerla desde flores de T. patula (flores adquiridas a baja
escala, en diciembre de 2019, desde un proveedor comercial “Homecenter
Sodimac™); no se considera la mano de obra, los costos energéticos o los
materiales usados en la extraccion del activo. Desde Sigma-Aldrich se pueden
conseguir 300 mg de LUT por 760,000 CLP, lo que equivale a 253,333 CLP
por cada 100 mg de LUT. En cambio, por 11,800 CLP se obtuvieron 20 flores
de T. patula de pétalos naranja, las cuales contenian 47.5 g de pétalos, los que
redujeron su peso a 6.3 g al ser secados. Se realizé una extraccion con acetona
de los pigmentos, pero debido a la contingencia por a nivel mundial (COVID19)
no se pudo determinar analiticamente la concentracion de LUT en el polvo seco
de flores. Basandonos en un reciente trabajo realizado en nuestra misma zona
geogréfica, podemos estimar la concentracion de LUT en base seca de pétalos
naranjos de T. patula (Arellano Corral 2011). Segun el trabajo de Arellano
Corral, la concentracion de LUT en mg LUT/g base seca para flores de pétalo
naranjo es de 9.98+0.02 mg de LUT por gramo de base seca. Esto nos daria una
cantidad estimada aproximada de 63 mg de LUT en los 6.3 g base seca

obtenidos.

3.2.- Propiedades fisicoquimicas de la LUT

En estado puro y a temperatura ambiente, el polvo de LUT presenta un
aspecto cristalino de color rojo-anaranjado, con una temperatura de fusion de

196°C. En solucion concentrada, se presenta como un liquido oscuro y opaco
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de color marrén con tonos amarillos. Tiene su maximo de absorciéon a 445 nm
(NCBI 2021).

LUT presenta en su estructura una secuencia conjugada de 10 dobles enlaces
(ver figura 2), lo que le confiere propiedades antioxidantes (y
consecuentemente, alta inestabilidad medioambiental). Esta estructura
conjugada también tiene la capacidad de absorber luz azul y UV, otorgandole
su caracteristico color amarillo. Debido a su naturaleza, mayoritariamente
hidrocarbonada, es una molécula de caracter lipofilico con un LogP de 7.9, por
lo que es insoluble en agua. La estabilidad de LUT en solucion se ve afectada,
en orden de influencia decreciente, por el pH, la luz y la temperatura. En 1997,
Shi y Shen investigaron el efecto de la luz, la presencia de antioxidantes, el pH
y la temperatura, sobre la velocidad de degradacion de LUT en solucién. Los
autores disolvieron LUT (5 pg/mL) en una solucion de metanol con un 5 %v/v
de una de las siguientes: (1) acido ascorbico 2.5 %v/v (AA); (2) acido ascorbico
25 %v/iv y KOH 10M (AA+KOH); (3) agua destilada (WR). Las
concentraciones fueron analizadas por cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC). Se encontré que el pH acido fue la variable méas influyente en la
degradacion de LUT, ya que en las muestras con AA el compuesto LUT se
degradd por completo a los 3 y 7 dias, sin y con luz respectivamente. Las
muestras WR perdieron un 51% de su concentracion a los 75 dias sin luz, pero
sufrieron una degradacion completa a los 45 dias en presencia de luz.
Finalmente, en presencia de luz, las muestras de AA+KOH presentaron su
descomposicion total a los 75 dias, mientras que solamente un 38% seria

degradado en la oscuridad (Figura 4).
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Figura 5.- Estabilidad de LUT bajo distintas condiciones de almacenamiento.

AA: Acido ascorbico; AA+KOH: Acido ascorbico con hidroxido de potasio; WR: control
(Shiy Chen 1997)

Es importante destacar que, en el caso de requerir solventes para las
formulaciones, estos también deben cumplir con determinados requisitos. Por
un lado, se deben cumplir con requisitos técnicos, como solubilidad y
estabilidad de LUT en el solvente, ademas de una temperatura de ebullicion
adecuada (en caso de que se requiera evaporar para concentrar la formulacion).
Por otro lado, los solventes deben tener determinados requisitos sanitarios.
Dentro de los requisitos sanitarios necesarios, podemos encontrar la

aceptabilidad para uso en formulaciones alimentarias.
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Solvente Solubilidad [mg/L] % abs. Inicial a 10 dias a Amax Te ebullicion [°C]
Acetona 800 95 56
Acetonitrilo 100 94 82
Benceno 600 97 80.1
Cloroformo 6000 90 61.2
Ciclohexano 50 99 80.75
Ciclohexanona 4000 37 155.7
Diclorometano 800 83 39.6
Dimetilformamida 1000 97 153
Dimetilsulféxido 1000 99 189
Etanol 300 91 78.37
Etilacetato 800 96 77.1
Etileter 2000 65 34.6
Hexano 20 98 69
2-propanol 400 95 82.5
Metanol 200 90 64.7
Metil-ter-butil éter | 2000 76 55.2
Tetrahidrofurano 8000 99 66
Tolueno 500 97 110.6

Tabla 1. Solubilidad y estabilidad de LUT en solventes organicos y sus
respectivos puntos de ebullicion.

En un interesante estudio, Craft y Soares determinaron la estabilidad,
solubilidad, y la absortividad de LUT en 18 solventes organicos (Tabla 1). Los
solventes mas prometedores de esta lista, segun los criterios anteriormente
expuestos, son acetona, etanol y tetrahidrofurano. De estos 3 solventes, el uso
de tetrahidrofurano no es aceptado en alimentos por la FDA, en el caso de la
acetona se permiten maximo 30 ppm como solvente residual en extracciones.
Por otro lado, el uso de etanol es generalmente determinado como seguro
(Center for Food Safety and Applied Nutrition 2021). De los otros dos
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disolventes, se preferiria acetona ya que muestra una mayor solubilidad del
LUT, presenta una menor tasa de degradacion del LUT en solucién y posee un
punto de ebullicion méas bajo (en comparacion con el etanol), lo que lo convierte
en un mejor candidato para el proceso de elaboracion de formulaciones

coloidales.

3.3.- Bioactividad, absorcion y metabolismo de LUT

LUT ha demostrado tener capacidad antioxidante tanto in vitro como in
vivo, siendo capaz de neutralizar radicales libres superoxidos (ICso: 21 pg/mL),
radicales de oxido nitrico (ICsp: 3.8 pg/mL) y radicales hidroxilo (1Cse: 1.75
pug/mL). La capacidad antioxidante de LUT es superior cuando se le compara
con otros antioxidantes como la vitamina C. Ademas de su actividad
antioxidante en lamacula, el consumo de LUT mejora la capacidad antioxidante
del organismo, disminuyendo la presencia de radicales libres en el torrente
sanguineo que eventualmente podrian causar dafio en la macula y otros
organos/tejidos de interés. A modo de ejemplo, en muestras de higado
provenientes de ratones a los cuales se les administré LUT (100 mg/kg y 250
mg/kg), se encontrd un efecto dosis-dependiente en la expresion de enzimas
antioxidantes sanguineas y hepaticas (catalasa, superdxido dismutasa Yy
glutation reductasa en sangre; y catalasa, superéxido dismutasa, glutation
peroxidasa, glutation reductasa y glutation-S-transferasa en el higado) (Sindhu,
Korengath y Kuttan 2010).

En la dieta, LUT, al igual que otras xantofilas, se encuentra tanto de forma no
esterificada como en monoésteres y diésteres de &cidos grasos. En el lumen
intestinal (principal lugar de absorcion de estas moléculas), LUT en cualquiera
de sus formas de éster, es hidrolizada y posteriormente absorbida, como se
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observé en experimentos en lineas celulares Caco-2 (Chitchumroonchokchai y
Failla 2006). Una vez hidrolizadas, las moléculas derivadas de xantéfilas son
absorbidas en el intestino mediante transporte facilitado por receptores
scavenger, que corresponden a proteinas insertas en la membrana plasmatica, y
se unen a ligandos especificos sin desatar una cascada de sefializacion celular.
En este caso, se une a xantofilas para posteriormente propiciar su introduccion
al medio intracelular del epitelio pigmentario de la retina (RPE). En el
citoplasma de los enterocitos, tanto las xantofilas como otros carotenoides son
incorporados a quilomicrones y posteriormente pasan a la circulacion sistémica
al interior de lipoproteinas. A pesar de ser transportados en estas particulas
lipoproteicas junto con los principales lipidos dietéticos, sus concentraciones
son marcadamente bajas, alcanzando una relacion de una molécula por particula
en LDL por 0.05 moléculas por particula en HDL (es decir, 1 molécula por cada

20 particulas).

A traves de la circulacion sistémica, los carotenoides incluidos en particulas
lipoproteicas llegan a la coroides del globo ocular donde deben atravesar el RPE
para finalmente ser incorporados en la retina (Mercadante, y otros 2017,
Harrison 2019).

El RPE para la retina es analogo a la barrera hematoencefalica para el sistema
nervioso central; el RPE sirve de interfaz metabolica/celular entre la retina y el
torrente sanguineo desde y hacia la coroides. En el lado basolateral de las células
del RPE, se expresan receptores LDLR y SRB1, que reconocen e ingresan a la
ceélula particulas de LDL y HDL, respectivamente. Una vez dentro del RPE,

LUT es parcialmente convertida a mesoZEA por la isomerohidrolasa RPE6G5.
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Figura 6.- Posibles mecanismos para la entrada y metabolismo de xantofilas
desde la sangre hacia el RPE.

LUT: luteina; ZEA: Zeaxantina; LDLR: Receptor de LDL; SRB1: Receptor
scavenger B1; RPE65: Isomerohidrolasa retinoide; MTTP: Proteina de
transporte de triglicéridos microsomales; XBPs: Proteinas ligadoras de
xantofilas; mZEA: mesozeaxantina; apoB: Apolipoproteina B; apoAl:
Apolipoproteina Al.

(Harrison 2019)

Dentro de las células del RPE, las xant6filas son asociadas a proteinas ligadoras
de xantofilas (XBP), las cuales han sido propuestas como las principales
involucradas en su metabolismo y trafico celular entre el RPE vy la retina (Li,
Vachali y Bernstein 2010). En la figura 5 se muestra una propuesta de como
LUT y ZEA atraviesan el RPE, y de las proteinas involucradas en cada proceso.
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3.4.- Encapsulacion de LUT

La encapsulacion es una técnica en la cual un material activo, o una
mezcla de ellos, son cubiertos o atrapados dentro de otro material o sistema. Al
componente encapsulado se le denomina nucleo, y al componente que lo
envuelve, se le denomina muralla, vehiculo o encapsulante (Madene, y otros
2006).
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Figura 7.- Escala de tamafio de las particulas estudiadas.

El sistema resultante consiste en una suspension de particulas micrométricas y
submicrométricas que pueden contener el activo encapsulado tanto dentro del
nucleo, como en la muralla. En la figura 6 se muestra una variedad de sistemas
de encapsulacion que pueden ser usados para transportar una molécula
altamente hidrofobica como LUT. Es de suma importancia, a la hora de elegir
un proceso de encapsulacion para un activo nutracéutico, tomar en cuenta las
diversas condiciones que este vehiculo se encontrara en su paso por la ruta

bioldgica seleccionada. En el caso del tracto gastrointestinal, en la boca el
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sistema de encapsulacion es disuelto/disperso y expuesto a las secreciones
salivales, conteniendo mucina, sales y amilasa, lo cual podria causar
agregacion, precipitacion o hidrdlisis de sistemas basados en almiddn y/o sus
derivados. En el estomago, la formulacion es expuesta a los fluidos gastricos
altamente 4cidos, junto con proteasas y lipasas. Este ambiente impacta
significativamente a los sistemas de encapsulacion proteicos debido al ambiente
drastico y a la actividad hidrolitica de la pepsina. En el intestino delgado, el
sistema es diluido/disperso con fluidos intestinales que contienen buffers de pH,
enzimas digestivas y sales biliares. Aquellos sistemas compuestos de proteinas
o lipidos se veran impactados por la accion hidrolitica de la tripsina y las lipasas
presentes. En esta etapa, idealmente LUT podria ser absorbida dentro de la
formulacion, y/o ser liberada desde esta y solubilizada en micelas, las que
pueden ser absorbidas por el epitelio intestinal (Steiner, McClements y
Davidov-Pardo 2018).

Los criterios de eleccion para la estrategia de encapsulacion de LUT deberian
considerar criticamente: 1) estabilidad de la formulacion y el principio activo,
2) promover un incremento de la biodisponibilidad, 3) costos de los
reactivos/excipientes en harmonia con los de la industria, y 4) el potencial de

escalamiento de la técnica a utilizar, entre otros.
3.4.1.- Emulsiones multiples

Las emulsiones multiples corresponden a sistemas complejos en los
cuales coexisten emulsiones O/W con W/O. Las emulsiones multiples son
“emulsiones de emulsiones”, en las cuales los globulos de la capa dispersa
contienen en si mismos, de manera dispersa, otros globulos ain mas pequefios.

Debido a que poseen fases internas con distintas polaridad, las emulsiones
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maultiples son capaces de encapsular compuestos hidrofilicos y lipofilicos en

una misma formulacion.

Entre las emulsiones de tipo agua-aceite-agua (W/O/W) y aceite-agua-aceite
(O/WI/0), las primeras tienen un rango de aplicaciones méas amplio debido a que
se pueden dispersar/mezclar/formular directamente en medios con alto
contenido acuoso, y por lo tanto han sido estudiadas en mas detalle. Ademas, a
diferencia de las emulsiones W/O y las O/W/O, las emulsiones W/O/W tienen
una baja viscosidad debido a su fase acuosa externa, lo que resulta en un manejo
mas simple de los sistemas, especialmente para posibles administraciones
parenterales. Estos sistemas son vehiculos bastante versatiles, mostrando tener
aplicaciones para la entrega de principios activos de manera controlada o
sostenida, entrega dirigida y/o como enmascarante de sabores. También se ha
observado que la inclusion de bioactivos en emulsiones multiples mejora su
biodisponibilidad (Yagoob Khan, y otros 2006).

Al momento de analizar el estado del arte para la presente tesis, no se pudo
encontrar trabajos en los cuales se encapsule solamente LUT en emulsiones
maultiples. Sin embargo, estos sistemas se han utilizado para encapsular otros
carotenoides, mezclas de estos, o extractos ricos en carotenoides que contienen

LUT, por lo que su utilizacion con dicho fin seria viable.

Rodriguez-Huezo et al. (2006) secaron por aspersion una mezcla de
carotenoides obtenidos desde C. annuum y T. erecta contenidos en emulsiones
multiples W/O/W, obteniendo una dispersion de microcapsulas esfeéricas. El
polvo seco resultante alcanzo eficiencias de encapsulacion de 87.5% y fue capaz
de reducir la degradacion de los carotenoides en almacenamiento, incluso

cuando las particulas eran rehumectadas. (Rodriguez-Huezo, y otros 2006).
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Las potenciales ventajas de las emulsiones multiples incluyen un aumento en la
estabilidad de los activos encapsulados, la capacidad de encapsular tanto activos
lipofilicos como hidrofilicos y la posibilidad de utilizar polimeros
encapsulantes funcionales. Entre las desventajas, destacan la alta complejidad
en su preparacion, alto indice de polidispersion resultante y, para esta propuesta

en particular, que se desconoce su potencial real con LUT.

3.4.2.- Nano y microcapsulas multicapa

Las emulsiones multicapa son sistemas O/W derivados de emulsiones en
distinta escala de tamafio y que presentan un recubrimiento en su interfaz; este
recubrimiento puede constar de una, dos o mas capas de polimeros. La
formacién de estos sistemas se basa, generalmente, en la técnica de deposicién
electrostatica Layer-by-Layer (capa por capa), la cual utiliza la atraccion
electrostatica de surfactantes y biopolimeros con carga opuesta para formar una
cubierta en la cara externa de la interfaz de los aceites emulsionados
(Bortnowska 2015). Revestir emulsiones de LUT con una cubierta polimérica
mejoraria la estabilidad en almacenamiento de la emulsion y protegeria a LUT
en su interior de la degradacion por metales. En un estudio por Xu y su equipo
(2016), se utilizaron emulsiones hechas a partir de triglicéridos de cadena media
(MCT) estabilizadas con aislado de proteina de suero de leche y goma de linaza,
las que fueron recubiertas con quitosano por deposicion electrostatica. Las
emulsiones resultantes presentaron un tamafio de particula promedio de 948.2
nm. En presencia de metales oxidantes, la capa exterior de quitosano disminuye
la degradacion de LUT en un 51%. Para analizar su estabilidad fisica de los
sistemas frente a la sedimentacion, los autores centrifugaron alicuotas de las
formulaciones a 3000 rpm y 25°C. Las emulsiones recubiertas con quitosano

27



vieron aumentada su estabilidad en un 56% en comparacion a su forma

precursora no recubierta (Xu, y otros 2016).

En 2018, nuestro equipo desarroll6 nanoemulsiones de astaxantina (carotenoide
similar a LUT) recubiertas, a partir de MCT, lecitina de soya alta en
fosfatidilcolina y utilizando quitosano, carragenina y alginato de calcio como
encapsulantes, para evaluar su potencial atractivo como alimento y su posible
toxicidad in vivo. La metodologia de elaboracion consistié en desarrollar las
nanoemulsiones mediante desplazamiento de solvente, el recubrimiento fue por
deposicidn electrostatica del/los polimeros. Contrariamente a lo esperado, la
adicion de quitosano a la formulacion disminuyé la estabilidad del activo
cuando fue expuesto a la luz; los autores explican que dicho fendmeno se debe
a que este polimero presenta grupos amino libres los cuales son fotoreactivos,
formando radicales oxidativos al ser irradiados. Por otro lado, la adicion de
carragenina si tuvo efectos benéficos y permitié disminuir la velocidad de
degradacion de astaxantina, posiblemente por las interacciones ionicas entre los
polimeros, lo que limitaria la reactividad de los grupos amino libres del
quitosano (Alarcon-Alarcon, y otros 2018). En términos de seguridad vy
apetencia para peces, los autores administraron dichas formulaciones a especies
de D. rerio y E. maclovinus durante 20 dias como alimento, transcurso en el

cual no ocurrid la muerte de ninguno de los animales examinados.

Las ventajas de las emulsiones multicapa son un aumento de la estabilidad tanto
de la formulacion como del activo encapsulado, la amplia gama de polimeros
funcionales disponibles, la facilidad de la preparacion de las formulaciones y el
alto potencial de escalamiento del método layer-by-layer. Entre sus desventajas

encontramos la susceptibilidad a agregacion de la fase interna cuando se utilizan
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grandes cantidades de lipidos y la limitada cantidad de polimeros cationicos de

grado alimentario disponibles en el mercado.

3.4.3.- Emulsiones secadas por aspersion

Para atomizar una sustancia, es vital que esta se encuentre de forma
liquida, idealmente en medio acuoso. Para moléculas de tipo lipofilica, como
LUT, se debe incluir en un sistema de fase externa/continua acuosa. Una
alternativa para esto es desarrollar previamente una emulsion O/W que

contenga LUT en su fase interna/nicleo.

Wang et al. crearon nanopolvos a partir de emulsiones micronizadas recubiertas
con inulina y almidon modificado usando un secador por aspersion Buichi B-
290, obteniendo diferentes tamafios de particula (desde 238.2 nm hasta 2.2 um).
Los autores observaron que las formulaciones con tamarios de particula menor
a 450 nm llegaron a tener una dispersion aparente y una velocidad de
reconstitucion casi 10 veces mayor con respecto a las particulas de tamafios
mayores, lo que se podria atribuir a la mayor superficie de contacto de las
particulas mas pequefias. En la actualidad existen secadores por aspersion que
permiten obtener polvos de tamafio hanométrico con una menor dispersion en

el tamafio de particula del polvo producido.

En téerminos de la presente propuesta, los resultados de Wang et al. nos
permitirian proyectar formulaciones de suplementos con LUT en polvo oral
para reconstitucion. Es importante destacar que el tamario de la particula en los
polvos obtenidos por secado tiene un efecto importante, ya que una disminucion

de éste resultaria en una mejora en la bioaccesibilidad de LUT.
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Las ventajas de las emulsiones secadas por aspersion son el alto potencial de
escalamiento y automatizacion del método de secado, el bajo indice de
polidispersion del producto final, y una mejora global en la estabilidad del
activo. Sus desventajas consisten en la necesidad previa de desarrollar las
nanoemulsiones, la baja eficiencia térmica del proceso y el costo (adquisicion e

instalacion) de la maquinaria necesaria para la operacion.

3.5.- Propuesta para el disefio de una formulacidén que contenga LUT y

caracterizacion preliminar.

Debido a los beneficios mencionados anteriormente, y donde destacamos
un menor tamafno, alto potencial para mejorar la biodisponibilidad y gran
viabilidad industrial, la formulacion escogida para una aproximacion practica
fue proponer una “nanoemulsion multicapa secada por aspersion”. Es
importante destacar, ademas, que nuestro grupo de investigacion tiene amplia
experiencia en la elaboracién de nanoemulsiones similares a escala piloto
(Cerda-Opazo, y otros 2021, Orellana, y otros 2015), y donde también hemos
probado distintas modificaciones mediante la adicion de polimeros iénicos en
la superficie (Alarcon-Alarcon, y otros 2018, Guerrero, y otros 2018, Oyarzun-
Ampuero, y otros 2013). Para este caso particular, los polimeros seleccionados
son quitosano “por su bajo costo y propiedades mucoadhesivas” y Eudragit®
L100-55 por “dotar a las nanoformulaciones de proteccion contra el entorno
altamente &cido del estdbmago” (Jelvehgari, y otros 2010, Tawfeek, y otros
2017).

La mayoria de los componentes lipidicos para elaborar las nanoemulsiones ya

han sido validados para estas formulaciones y consisten en Epikuron 145V (30
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mg) de disueltos en etanol (1 mL), aceite (125 pyL) y acetona (9 mL). Con el fin

de evaluar distintos aceites para nuestra propuesta, proponemaos:

1) Mygliol 812
2) Acido Oleico

3) Acido estearico

De acuerdo con la metodologia descrita por nuestro grupo, preparamos
nanoemulsiones anionicas a escala de laboratorio, por el método de
desplazamiento de solvente, vertiendo rapidamente cada una de las fases
organicas en agua milliQ bajo agitacion vigorosa durante 5 minutos. La
formacién de una mezcla blanquecina opalescente y poco viscosa seria
indicativo de la obtencidn de estructuras coloidales. Posteriormente se procedio
a la extraccion de los solventes organicos y a la concentracion de la formulacion
mediante rotoevaporacion. La caracterizacion de las formulaciones reflejo
diametros hidrodinamicos en el rango de 140-200 nm, con un PDI de entre
0.153 y 0.200, y presentando un potencial zeta negativo de entre los -61.5 y -
70.9 mV (n=3). Estos valores estan en concordancia con otras formulaciones
similares desarrolladas por nuestro grupo y otros grupos (Alarcon-Alarcén, y
otros 2018, Guerrero, y otros 2018)

Los resultados de las formulas evaluadas fueron los siguientes:

Materia grasa  Didmetro hidrodindmico  PDI Potencial zeta
(nm) (mV)

Mygliol 812°® | 199.5 0.153  -65.8

Ac. oleico 1150.4 0.187  -70.9

Ac. estedrico | pp. - -

Tabla 2.- Caracterizacion fisicoquimica de las emulsiones ensayadas.
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De las formulaciones que permitieron obtener nanoemulsiones, solo la que
contiene Mygliol 812® (cuyo componente oleoso es exclusivamente de
triglicéridos) fue capaz de mantenerse estable en el tiempo, las demas mostraron
creaming a los 3 dias de almacenarse a 4°C, esto puede deberse a una posible
incompatibilidad entre el surfactante y las materias grasas de caracter acido
graso libre. Desde aqui en adelante se utilizard el componente oleoso Mygliol

812®para la fase organica de las nanoemulsiones.

Posterior a la obtencion de las nanoemulsiones, nos enfocamos en la etapa del
recubrimiento con los polimeros. En el caso del polimero quitosano, el
polication puede incluirse en una o dos etapas, ya sea incubando las
nanoemulsiones formadas en una solucion de quitosano, o bien, incluyendo el
quitosano en la fase acuosa previo a la extraccion del solvente (Alarcén-
Alarcon, y otros 2018). En este caso, elaboraremos las nanocapsulas en una sola
etapa pues valoramos en gran medida la rapidez del proceso y la menor cantidad
de pasos, lo que incidiria en el potencial escalamiento a nivel industrial. Luego
generar el recubrimiento con quitosano, el diametro promedio de las particulas
result en 192.9+1.9 nm, con un PDI promedio de 0.110, y donde se evidencia
una inversion en el potencial zeta a un valor de +49.7+1.8 mV. Esta inversion
del potencial zeta da cuenta de interacciones electrostaticas entre las cargas
negativas del surfactante de la nanoemulsién y las cargas positivas del

quitosano, y la formacion de una cubierta polimérica.
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Concentracidn de Eudragit® L100-55 Didmetro hidrodindmico  PDI Potencial zeta

%p/v (nm) (mV)
0,005 310.4 0.172 -67.7
0,01 307.4 0.167 -72.8
0,015 275.9 0.161 -71.3
0,02 281.2 0.204 -71.3
0,025 305.8 0.180 -65.3
0,05 262.2 0.161 -72.4
0,075 280.8 0.174 -72.3
01 288.2 0.204 -72.3

Tabla 3.- Caracterizacion fisicoquimica de nanoemulsiones anidnicas
cubiertas en Eudragit® L100-55.

Posteriormente, se evalud la obtencion de nanocépsulas anidnicas cuya segunda
capa de cobertura corresponderia a Eudragit® L100-55. Para ello, se ensayo la
incubacion de las nanocapsulas de quitosano con una solucion acuosa de
Eudragit® (0.005 - 0.100 % p/v). Se espera que el Eudragit® recubra las
nanocapsulas de quitosano mediante interacciones electrostaticas atractivas. La
caracterizacion de las formulaciones se presenta en la tabla 6. EI diametro
hidrodindmico promedio alcanzo valores entre 275.9 y 310.4 nm con indices de
polidispersion entre 0.161 y 0.204. EIl potencial zeta se invirtio hasta valores
entre -72.8 y -65.3 mV, esto nos indica que el Eudragit® L100-55 recubri6
exitosamente las nanocapsulas a través de interacciones electrostaticas con el
quitosano en la superficie. De estas nanoemulsiones se escogieron para el
secado por aspersion aquellas con las siguientes concentraciones de Eudragit®
L.100-55: 0.025, 0.050 y 0.100.

3.6.- Caracterizacion fisicoquimica de nanopolvos

De acuerdo con nuestra propuesta, se seco por atomizacion (nano spray-
dryer Bichi B-90) las nanocépsulas desarrolladas conteniendo 0.025, 0.050 y

0.100 % p/v de Eudragit® L100-55. De éstas, solo la concentracion mas baja del
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polimero result6 en nanopolvos con PDI menor a 0.5. El analisis de tamafio de
todas las nanoformulaciones, evidencia la presencia de poblaciones de
particulas de aproximadamente 50 nm y poblaciones de 250-350 nm (Ver
Figura 7). De estas, las poblaciones de tamafio mayor serian deseables ya que
representarian el secado individual de cada nanocépsula, mientras que aquellas
particulas cuyo tamario se acercan a los 50 nm corresponderian a granulos de
polimeros presentes en la fase continua producto del secado de gotas de la fase
acuosa que no contienen nanoformulaciones. El tamafio promedio de los
nanopolvos resultantes de la nanoemulsién a 0.025% fue de 257.2+£26.4 nm con
un PDI promedio de 0.336. El potencial zeta de este fue de -106 mV, este
cambio en el Gltimo parametro puede atribuirse al pH utilizado en la solucion
de resuspension. Debido a que el polimero Eudragit® presenta principalmente
acidos débiles. Debido a la importancia de la estabilidad de la formulacién en
el medio estomacal, los polvos fueron resuspendidos en medio &cido (acido
acetico 0.01 %p/v).
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Figura 8.- Distribucion de tamafio por volumen de los nanopolvos obtenidos.
A: Quitosano 0.05% y Eudragit® L100-55 0.025%

B: Quitosano 0.05% y Eudragit® L100-55 0.05%

C: Quitosano 0.05% y Eudragit® L100-55 0.1%
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4.- Conclusion

La luteina es una molécula de tipo carotenoide, lipofilica, con una alta
susceptibilidad a la degradacién ambiental y al medio bioldgico. En este
sentido, su vehiculizacion y proteccion en vehiculos de tamafio nanométrico

resultaria interesante.

La luteina juega un rol importante en la salud de los seres humanos, previniendo
y limitando el dafio causado por los agentes oxidantes a los cuales nos
enfrentamos dia a dia. Provee a la méacula de proteccidn contra la oxidacion
tanto por radicales libres como por la exposicion a la luz UV. Luteina es capaz
de aumentar las concentraciones de enzimas antioxidantes presentes en el
torrente sanguineo como también en el higado, incrementando aun mas su

capacidad antioxidante.

De acuerdo con los antecedentes recopilados, el mercado de la luteina es
incipiente, pero de crecimiento sostenido. Parece estratégica la introduccion de
productos innovadores con luteina en la forma de “suplementos vitaminicos o
como aditivo para alimentos funcionales” mediante el uso de tecnologias de
nanoencapsulacion. En la actualidad, existe una gran tendencia de los
consumidores/pacientes por producto de origen natural. En este caso, la
obtencién de principios activos, como la luteina, desde flores de T. patula
parece una buena alternativa a los proveedores de materias primas de origen

sintético.

La luteina es absorbida en el intestino delgado a través de su inclusién en
quilomicrones y posteriormente se transforma en particulas de LDL y HDL. De
esta forma la luteina tiene acceso a la circulacion sistémica y eventualmente a

la retina atravesando el epitelio pigmentario de ésta. Al requerir su inclusion en
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quilomicrones, la absorcion de la luteina se ve muy favorecida por la presencia
de grasa, por lo que se requiere su consumo junto a una comida principal, como

el almuerzo o la cena.

El presente estudio propone el desarrollo y evaluacion de un nanovehiculo en
suspension acuosa que contiene luteina y que posteriormente sera transformado
a polvo seco reconstituible en medios acuosos. Si bien no pudimos desarrollar
la formulacion final, la nanoemulsion precursora demostrd eficiencia para
encapsular astaxantina, una molécula muy similar a luteina, brindandole

proteccion contra la degradacién mediada por luz UV.

La naturaleza bimodal de la distribucién de particulas presenta la oportunidad
de mejorar la formulacion para evitar la formacion de nanopolvos que no

contienen LUT.

Las formulaciones propuestas (polvos obtenidos a partir de nanocapsulas de
quitosano/Eudragit® L100-55), podrian ser administradas incluso con el
estbmago vacio, pues en nucleo oleosos de los nanosistemas proveerian de
aceite necesario para promover la absorcion (también podrian ser administradas
con las comidas). Tanto el disefio propuesto en este estudio, como los resultados
preliminares obtenidos, podrian ser utilizados para el desarrollo y evaluacion de
un nanopolvo que contenga LUT, y con potencial para el tratamiento de la
DMO.
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