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Resumen

Estabilizacion de la curcumina mediante su encapsulacion en nanosistemas O/W:

estudio de la fotolisis y oxidacion.

La curcumina es un compuesto fendlico con una potente actividad bioldgica. Entre éstas
destacan sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas y antiinflamatorias. Esta molécula
presenta ademas una muy baja toxicidad y buenas propiedades organolépticas. Sin embargo, todas
estas propiedades se ven afectadas por inconvenientes que limitan su uso en medicina, como son su
muy baja solubilidad y su baja estabilidad. Estas caracteristicas de la curcumina hacen que sea muy

dificultoso desarrollar una forma farmacéutica apropiada para su uso terapéutico.

El objetivo de este trabajo fue incorporar a la curcumina dentro de nanovehiculos como
nanoemulsiones y nanocépsulas, formuladas con distintos polimeros, para luego estudiar su

velocidad de degradacion frente a la radiacion ultravioleta (UV) y al radical hidroxilo (-OH).

Para realizar lo anterior se desarrollaron protocolos de fabricacion de distintos
nanovehiculos conteniendo curcumina. Estos fueron caracterizados en funcion de su tamafio,
potencial zeta, indice de polidispersion, eficiencia de encapsulacion y rendimiento. Ademas, se
optimiz6 una metodologia analitica, por espectrofotometria UV-visible, que permitié cuantificar la
curcumina presente en los nanovehiculos. Finalmente se realizd un estudio de degradacion de la
curcumina en los distintos nanovehiculos, siendo sometidos a radiacion UV y agentes oxidantes. Se
compararon las pendientes de degradacion de la curcumina en los nanosistemas, determinando cual

es la formulacién que presenta una mayor proteccion del principio activo.

Los resultados mostraron que la curcumina, cuando esta incluida en nanovehiculos de
nicleo oleoso, presenta una menor degradacion frente a estimulos luminicos y oxidativos. Ademas,
se demostrd que la incorporacion de una cubierta polimérica en los nanosistemas (nanocapsulas)
aumenta la proteccion del principio activo, llegando a tener una degradacion por radiacion UV siete
veces menor que cuando esta libre en una solucidn, y en el caso de la oxidacion su degradacion es
cuatro veces mas lenta cuando estd encapsulada. Ademés, se obtuvieron formulaciones con

porcentajes de encapsulacion de 100% y eficiencias de asociacion de la curcumina sobre el 80%.



Summary

Stabilization of curcumin with its encapsulation in nanosystems O/W: study of

photolysis and oxidation.

Curcumin is a phenolic compound with potent biological activity, among which its
antioxidant, anticancer and anti-inflammatory properties stand out. It also show very low toxicity
and good organoleptic properties. However, all these properties are affected by some drawbacks,
such as their very low solubility and low stability. These characteristics of curcumin make it very

difficult to develop a pharmaceutical dosage form suitable for therapeutic use.

The aim of this work was to incorporate curcumin into nanovehicles such as nanoemulsions
and nanocapsules, formulated with different polymers, and then to study its rate of degradation

against ultraviolet (UV) radiation and the hydroxyl radical.

To carry out the above, protocols for the manufacture of different nanovehicles containing
curcumin were developed, these were characterized according to their size, zeta potential,
polydispersity index, encapsulation efficiency and yield. In addition, an analytical methodology was
optimized by UV-visible spectrophotometry, which allowed the quantification of curcumin present
in nanovehicles. Finally, a study of degradation of curcumin was carried out in the different
nanovehicles, being subjected to UV radiation and oxidizing agents. The slopes of degradation of
curcumin were compared in the nanosystems, determining which is the formulation that presents a

larger protection of the active.

The results showed that curcumin, when included in nanovehicles of oily nucleus, show a
lower degradation against light and oxidative stimuli. In addition, the incorporation of a polymer
coating on these nanosystems (nanocapsules) increases the protection of the active, resulting in a
seven times lower degradation by UV radiation when compared with free in a solution, and in the
case of oxidation, the degradation is four times slower when it is encapsulated. In addition,
formulations with 100% percentage of encapsulation and association efficiencies over 80% were

obtained.



Introduccion

Curcumina

La Curcuma longa L. es una planta de la familia de las Zingiberaceas cuyo rizoma de color
naranja es usado comunmente como una especia en la cultura asiatica. Alli es considerada como una
planta magica, dadas sus caracteristicas organolépticas y sus indudables propiedades terapéuticas y
protectoras, sobre todo a nivel hepético y cutaneo.™

El principal constituyente de la Curcuma longa L. es la curcumina (Figura 1), la cual es un
compuesto fendlico (diferuloilmetano) que le confiere un color amarillo caracteristico. Ademas, la
curcumina es el principal componente que le otorga una potente actividad bioldgica, entre las que
destacan sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias y antisépticas.™” La
curcumina es soluble en aceites y también en solucién acuosa a pH bésico; sin embargo, es
practicamente insoluble en agua a pH &cido y neutro. Ademas es estable a altas temperaturas y en
4cidos, pero inestable a pH alcalino y en presencia de luz.? Este compuesto exhibe un
tautomerismo ceto-endlico y su forma endlica es energéticamente mas estable tanto en fase solida

como en solucion.®!

HO OH

OCH
3 H,CO

Figura 1. Estructura quimica de la curcumina

A nivel farmacol6gico, la curcumina es un compuesto de baja toxicidad (no se aprecian
efectos toxicos con dosis sobre los 5 g/Kg). Se han encontrado mas de 30 proteinas que interacttan
directamente con la curcumina, incluyendo la ADN polimerasa, proteina quinasa C (PKC),
lipoxigenasa (LOX), el factor nuclear-kappa B (NF-kB) y la actina, entre otros.! Esta molécula
posee actividad anticancerigena actuando en procesos asociados a mutagénesis, expresion de
oncogenes, regulacion del ciclo celular, apoptosis, carcinogénesis y metastasis. Asi por ejemplo, se

ha demostrado que la curcumina es muy efectiva en la prevencion y curacion del cancer de piel,
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inhibiendo el efecto de la oxidacion del ADN de la epidermis y modulando la expresién génica de
protooncogenes (genes cuyo producto de expresién estimulan el crecimiento celular).
Adicionalmente, est4d comprobado que la curcumina inhibe la produccién de IL-8 inducida por el
Helicobacter pylori la cual juega un importante papel en el desarrollo de gastritis, Glcera y posterior
desarrollo de céncer gastrico.™

Uno de los mecanismos antioxidantes mas conocido para la curcumina es su capacidad para
desactivar especies reactivas de oxigeno (ROS), principales responsables de la peroxidacién de los
lipidos celulares, disminuyendo la formacion de compuestos inflamatorios como prostaglandinas y
leucotrienos; ademas inhibe la produccion del radical superdxido. Se ha evidenciado que la
presencia de grupos fendlicos es fundamental para explicar esta capacidad, ademas se sabe que los

grupos metoxilo aumentan esta actividad. ™

En términos de estabilidad, la curcumina, incubada en tampon fosfato 0.1 M, a pH 7,1y
37°C, se descompone sobre un 90 % en 30 minutos, por lo que es inestable en condiciones
fisioldgicas in vitro. Ademas, su descomposicion es dependiente de pH y es mas rapida en
condiciones neutras y basicas. Sin embargo es mas estable en cultivos celulares, en donde menos
del 20 % de la curcumina se descompone en 1 hora. La degradacién sigue una cinética aparente de

primer orden.™

La curcumina es una molécula fotosensible, siendo esta la principal causa de degradacion
molecular, ademés de la degradacién quimica.®? Se ha demostrado que los productos de
degradacion son bioactivos y contribuyen a los efectos farmacoldgicos de la curcumina.l! El
producto que mas importancia tiene en este aspecto es la vainillina. Se ha demostrado que este
saborizante natural inhibe la mutagénesis en células bacteriales y mamiferos. Puede actuar como
antimutagénico modificando sistemas de replicacion y reparacion del ADN, posterior al dafio del
ADN celular por mutagenes. La vanilina también es un poderoso desactivador de superéxidos y
radicales hidroxilos, inhibiendo la peroxidacion lipidica dependiente de hierro.! Es interesante
destacar que la capacidad de la vanilina de inhibir la mutagénesis, la peroxidacion lipidica y la
produccion de radicales libres ha sido ampliamente documentada, por lo que seria interesante un

estudio que compare a la vanilina con la curcumina en estos aspectos.

El principal producto de degradacién de la curcumina es el trans-6-(4'-hidroxi-3'-
metoxifenil)-2,4-dioxo-5-hexenal, siendo la vanilina, el &cido ferdlico y feruloil metano los

productos menores de degradacion (Figura 2).
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O OH O OH
MeOM ‘\// ‘ OMe MeOWH
HO OH HO ©

Curcumina

(2Z,5E)-2-Hidroxi-6-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-

4-oxohexa-2,5-dienal

O (@]
MeQO MeQO
MeOD/CHO  Me WOH e D/\\)Lm_h
HO HO i HO
Vainillina Acido fertlico Feruloilmetano

Figura 2. Estructuras quimicas de los productos de degradacion de la curcumina en tampon
fosfato pH 7,2 y 37 °C.1¥

Como se indic6 anteriormente, la curcumina es una molécula muy hidrofébica (log P: 3,07,
hidrosolulibilidad: 0,052 g/L) y muy sensible a la luz. Esto origina dos importantes inconvenientes

desde el punto de vista terapéutico:

A) dificultad para ser incorporado en medios acuosos (que es principal componente de los

medios bioldgicos).

B) una muy baja biodisponibilidad (que impide que se manifiesten sus beneficios

terapéuticos a nivel sistémico).

Se ha intentado superar estos inconvenientes a través de técnicas de
micro/nanoencapsulacion, particularmente utilizando matrices lipidicas. Liposomas, particulas
lipidicas sélidas y nanoemulsiones son algunos de los sistemas que se han utilizado para encapsular
la curcumina y asi mejorar su biodisponibilidad.” Varios estudios indican que sistemas basados en
emulsiones aceite en agua (O/W) pueden incrementar significativamente la biodisponibilidad de la
curcumina, comparado con curcumina cristalina dispersa en agua, especialmente usando
triacilglicerol de cadena media como medio oleoso. Ademas, estos sistemas disminuyen la

degradacion de la curcumina por efecto de la luz.™

El desarrollo de medicamentos basados en sistemas que poseen nucleos lipidicos como
nanoemulsiones, microemulsiones o emulsiones convencionales, es propuesto frecuentemente para

encapsular componentes lipofilicos. Aqui, el componente lipofilico es solubilizado generalmente en
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una fase oleosa para luego ser dispersado en una fase acuosa que contiene un surfactante. La
composicion del sistema y el método de dispersion utilizado determinan el tipo de emulsion
(nanoemulsion, microemulsion o emulsion convencional). Las nanoemulsiones han demostrado
tener mejor estabilidad frente a la agregacion de particulas y separacion gravitacional debido a su
pequefio tamafio de gotas."™ La estabilidad de estos sistemas se mide en funcién de su tamafio,
distribucion de tamafio y concentracion del componente lipofilico.

Por otra parte, las nanoparticulas poliméricas son consideradas como promisorios sistemas
de liberacion de farmacos. En este caso, los polimeros seleccionados juegan un rol fundamental
pues deben ser biocompatibles/biodegradables y aprobados por las agencias regulatorias (FDA,

EMEA, entre otras.). El interés en estos sistemas se debe principalmente a su potencial para:
A) encapsular diversos tipos de activos,
B) reducir efectos adversos,
C) vehiculizar moléculas de baja solubilidad,
D) proteger contra la degradacion en fluidos biologicos y durante almacenamiento y
E) controlar la liberacion de activos.

Algunos de estos nanovehiculos, los cuales serdn evaluados en este estudio, son las

nanoemulsiones y las nanocapsulas poliméricas.

Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones aceite en agua (O/W), son sistemas compuestos por glébulos de aceite
dispersos en un medio acuoso, variando en tamafios de entre 20 y 500 nm. Para dispersar y
estabilizar las nanogotas se utilizan distintos tipos de surfactantes que pueden ser idnicos y no
i6nicos. Las nanoemulsiones idnicas presentan una alta estabilidad debido a las repulsiones
electroestaticas entre las superficies cargadas de las gotas, asi pueden perdurar durante meses.
Aungue las nanoemulsiones son sistemas cinéticamente estables, la estabilidad fisica a largo plazo

es referida como una aproximacion a la estabilidad termodinamica.

Los surfactantes i6nicos juegan un importante rol en las caracteristicas fisicoquimicas de las
nanoemulsiones, como su estabilidad, tamafio, forma y tension interfacial, afectando ademas la

carga superficial de las nanoemulsiones. El Epikuron®, surfactante anionico utilizado en este
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estudio, es una mezcla de surfactantes que incluyen fosfolipidos zwitterionicos, acidos grasos
[11]

anionicos y &cido fosfatidico, entre otros.

La disposicion de la carga eléctrica en la superficie de la gota es generalmente modelada
como una doble capa eléctrica, segun el modelo de Gouy-Chapman-Stern. El balance entre las
fuerzas de atraccion de Van der Walls y la repulsion eléctrica de la doble capa determina la
estabilidad de la nanoemulsion. Se puede realizar una medicion aproximada del potencial eléctrico

de esta segunda capa midiendo el potencial zeta."

Algunas de las aplicaciones de las nanoemulsiones en medicina son solubilizar y transportar
compuestos bioactivos lipofilicos para su uso en el tratamiento del cancer, terapias oculares,
vacunas y administracion de farmacos antiinflamatorios. También se utilizan en cosmética, debido a

su gran area superficial, lo que permite una rapida penetracion en los tejidos.™"

En términos de liberacion del activo, en sistemas controlados cinéticamente, como
moléculas confinadas en cépsulas solidas o matrices poliméricas, la liberacion del activo es
controlado generalmente por difusion o erosién. Por el contrario, en procesos controlados
termodindmicamente, como liposomas, nanoemulsiones y vesiculas, la liberacion del activo es
determinado por constantes de equilibrio. Asi, existe una rapida cinética de intercambio de
moléculas entre las diferentes fases y la distribucion de las moléculas responde a la energia libre del
sistema.™!

El método de formacidn de nanoemulsiones por desplazamiento de solvente es ampliamente
descrito en la literatura y es cominmente enfocado hacia la incorporacion de moléculas dentro de
las nanoemulsiones. Estas formulaciones son facilmente preparadas mezclando dos fases (organica
y acuosa), en donde la fase organica debe ser miscible con el agua, seguida por la evaporacion del
solvente organico. Con este método se obtienen resultados reproducibles y de alta estabilidad,
obteniéndose tamafios en el rango de 120-250 nm, con una distribucién de tamafio homogénea,

dado por los bajos valores de polidispersidad (0,11-0,23).1

Nanocapsulas

En forma general, las nanocapsulas pueden ser definidas como sistemas nanovesiculares
que poseen una estructura tipica de cubierta-nicleo, en donde el farmaco es confinado a un
reservorio o cavidad rodeada por una membrana o revestimiento polimérico.™? El activo puede

estar en forma sdlida o liquida y puede ser lipofilico o hidrofilico segiin el método de preparacion y
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los materiales usados. Ademaés, y dependiendo de las propiedades quimicas, se pueden adherir
moléculas sobre la superficie de las nanocapsulas mediante, por ejemplo, interacciones i6nicas.™
El rango de tamafio obtenido en las nanocépsulas, por distintos métodos, es de entre 100 a 500 nm.
Los sistemas de nanocépsulas son prometedores como vectores activos por su capacidad de liberar
farmacos,*” ademés, su tamafio subcelular permite una mayor captacion intracelular que otros
sistemas particulados.™ Por otro lado, las nanocapsulas pueden también mejorar la estabilidad de

[16]

sustancias activas'™ y ser biocompatibles con tejidos y células cuando se sintetizan con materiales

que son biocompatibles o biodegradables.™*”]

Otra ventaja de las nanocapsulas es que permiten incorporar moléculas con alta eficiencia
debido a la alta afinidad de éstas por el nlcleo. Es interesante destacar que estos sistemas tienen
bajo contenido polimérico, comparado con otros sistemas nanoparticulados como las
nanoesferas.*® Finalmente, proveen de proteccién a la molécula activa frente a factores de
degradacién como pH y luz, y reducen la irritacion del tejido debido a su cubierta polimérica.!*

Hay seis métodos clasicos para la preparacion de nanocapsulas (Figura 3):
nanoprecipitacion, emulsién-difusién, doble emulsificacion, emulsidn-coacervacion, revestimiento

polimérico y capa sobre capa (utilizado en este estudio).’?”!
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Formacién nanocapsula Concentracion, purificacion y
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Figura 3. Procedimiento general de diferentes métodos de preparacion de nanocapsulas.?”

Metodo layer by layer (capa sobre capa)

A través de este método es posible obtener particulas vesiculares, llamadas capsulas

polielectroliticas, con propiedades estructurales y quimicas bien definidas.

El mecanismo de formacion de las nanocapsulas esta basado en la atraccion electroestatica

irreversible que lleva a la adsorcién de polielectrolitos en la superficie de los nanosistemas.

Este método requiere un modelo coloidal, como las nanoemulsiones, sobre las cuales se
adsorbe una capa polimérica a través de una incubacidn en la solucion polimérica, la cual es lavada
posteriormente.'?) Este procedimiento es repetido con un segundo polimero y luego maltiples capas
de polimeros pueden ser agregadas secuencialmente, una después de otra (Figura 4). En estos
sistemas, las moléculas grandes no pueden difundir a través de las multicapas polielectroliticas,

mientras que los solutos pequefios como iones o farmacos pueden hacerlo facilmente.®
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Siguiendo este enfoque, se han realizado estudios que demuestran las propiedades de
permeabilidad de la multicapa polielectrolitica en funcion del pH y su comportamiento reversible de
abrirse o cerrarse.” Este cambio de abierto a cerrado (y viceversa) de la cubierta de la
nanocapsula puede ocurrir ademéas a través de cambios en las condiciones ambientales como

temperatura o la presencia de solventes organicos.?"

La clave para la adsorcion capa por capa es recargar la superficie en cada paso de
adsorcion. Las moléculas empleadas para el ensamblaje deberian tener suficiente nimero de grupos
ionizados para ofrecer una adsorcion estable sobre una superficie con cargas opuestas y ademas
cargas expuestas al exterior.® No obstante, teniendo en cuenta consideraciones energéticas, existe
la posibilidad de que la adsorcion secuencial del siguiente polielectrolito pueda remover el

contrapolién depositado en vez de adsorberse sobre é1.1%°!

Ademas, este método tiene otras dificultades como es la formacién de agregados de
contraiones o la separacion del polielectrolito unido a la interface del nanovehiculo antes del
proximo ciclo de adsorcion. Por otro lado, las estrechas interacciones particula-particula pueden
causar interacciones desfavorables con los polimeros cargados, lo que puede llevar a su destruccién

y a la formacién de agregados.®?

De los métodos de encapsulacion nombrados anteriormente, el método capa sobre capa
presenta una de las mas altas eficiencias de encapsulacion, siendo esta de 80% 0 mas, sin embargo

presenta una liberacion del principio activo méas lenta.’?®

En términos de estabilidad, las nanocapsulas pueden ser sensibles a variaciones de pH,
debido a la degradacién del polimero. Asi mismo, se ha observado que el almacenamiento en
condiciones de alta temperatura (sobre 40 °C) afecta la estabilidad del sistema, probablemente
debido al debilitamiento de la estructura del polimero, facilitando la migracion de la sustancia
activa desde el nicleo oleoso.® Por otra parte, se ha demostrado la importancia del polimero en la
prevencion de la fotodegradacién del activo, segun los investigadores, causado por la cristalinidad

del polimero, que puede reflejar y dispersar la radiacion UV,

Por otra parte, algunas estrategias de nanoencapsulacion, como la capa sobre capa, han
mostrado interesantes resultados, particularmente en relacion al comportamiento in vivo de las

nanocépsulas, en donde su carga positiva reduce, por ejemplo, su degradacion enzimatica.’?”
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Figura 4. Esquema de la preparacion de nanocépsulas por el método capa por capa. 2

Quitosano, Eudragit E PO® y carragenina iota

Los polimeros que se van a utilizar en este estudio son los polimeros catidénicos quitosano y
Eudragit E PO® vy el polimero aniénico carragenina iota. Por esto, procederemos a hacer una

pequefa introduccién acerca de ellos.
Quitosano.

El quitosano (Figura 5), derivado de la quitina (segundo polimero natural mas abundante en
el mundo), es un polisacérido soluble en medio acuoso acido y es utilizado ampliamente en diversas
areas (alimentos, cosméticos y aplicaciones biomédicas y farmacéuticas). Cuando el grado de
deacetilacion (aminacion) de la quitina alcanza el 50 % se vuelve soluble en medio acuoso acido y
es llamado quitosano, convirtiéndose en un polielectrolito. Es utilizado en distintas aplicaciones
como soluciones, geles, films y fibras. Se han descrito muchas interacciones electroestaticas entre el
quitosano y otros polimeros como carboxietilcelulosa, carragenina y alginato, entre otros. El
quitosano es capaz de formar complejos electroestaticos, pudiendo interaccionar con surfactantes de
carga opuesta y con complejos polielectroliticos. Algunas de las aplicaciones de estos complejos
electroestaticos son su uso como material antitrombogénico, sistemas de liberacion controlada,

encapsulacion de farmacos, inmovilizacion de enzimas y células, y transportadores de genes.®
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Figura 5. Estructura quimica del polimero quitosano.

Eudragit E PO.

El Eudragit E PO (Figura 6) es un polimero cationico sensible al pH formado por
mondmeros de metil metacrilato, N,N-dimetilaminoetil metacrilato y butil metacrilato, en
proporcion 1:2:1. Este es un polimero gastrosoluble, que posee un grupo amino terciario que se

ioniza a pH 4cido y esta aprobado por la FDA para entrega oral de farmacos.

Es ampliamente usado en la industria farmacéutica como un enmascarante de sabor,
protector contra la humedad, modificante de la liberacion, entre otros. Debido a su carga positiva,
cuando se disuelve en medio acuoso puede ser utilizado para preparar dispersiones con farmacos
cargados negativamente. Existen estudios en los que se une a curcumina, formando dispersiones
solidas, logrando un aumento en la solubilidad, biodisponibilidad y estabilidad contra pH basico y

radiacion UV.EY

Debido a su carga positiva, es capaz de formar complejos con otros polimeros como
alginato de sodio, carragenina, caseina, etc., formando sistemas con distintas propiedades. Esta
reactividad con otros polimeros se puede controlar modificando la densidad de carga mediante

cambios de pH de la solucién.?!
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Figura 6. Estructura quimica del polimero Eudragit E PO®.

Carragenina iota.

La carragenina (Figura 7) es un polisacarido proveniente de ciertas algas rojas, que posee
grupos sulfato en su estructura, los cuales pueden interaccionar facilmente con grupos catiénicos en
un amplio rango de pH a través de interacciones ionicas, formando complejos de alta estabilidad.?
Este polimero es un ingrediente de gran valor funcional en alimentos y ha ganado mucho interés en
la encapsulacion de sustancias debido a su bajo costo, baja toxicidad, biocompatibilidad y
biodegradacién. Ha sido utilizado en varias aplicaciones en alimentos como aditivo o estabilizador
de algunos productos.®!

Este polimero ha mostrado un gran potencial en la encapsulacion de farmacos con
actividades anticoagulantes, anticancerigenas, antihiperlipidémicas e inmunomoduladoras. Ademas
se ha estudiado su uso con curcumina, en donde la utilizacion de nanoparticulas de carragenina ha

podido superar los problemas que afectan a la eficacia de la curcumina.”

OH
H H H 0SOy

Figura 7. Estructura quimica del polimero carragenina iota.
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Hipotesis

La incorporacion de curcumina en nanovehiculos de nlcleo oleoso, como nanoemulsiones y
nanocépsulas formadas por distintos polimeros (Eudragit E PO®, quitosano, carragenina), mejorara
la estabilidad de este principio activo frente a estimulos luminicos y oxidativos.

Objetivo general

Desarrollar 'y estandarizar protocolos de fabricacion de nanovehiculos, como
nanoemulsiones y nanocapsulas con distintos polimeros, que contengan curcumina y evaluar su

estabilidad frente a estimulos luminicos y oxidativos.

Objetivos especificos

1.- Estandarizar una metodologia analitica para la determinacién de curcumina en los sistemas

desarrollados y que permita evaluar su estabilidad.
2.- Incorporar la curcumina en nanoemulsiones de nucleo oleoso.

3.- Optimizar metodologias para la fabricacion de nanocapsulas conteniendo los polimeros Eudragit

E PO®, quitosano y carragenina.

4.- Incorporar la curcumina en nanocapsulas conteniendo los polimeros Eudragit E PO®, quitosano

y carragenina.

5.- Evaluar y comparar la estabilidad, frente a oxidacién y fotdlisis, de la curcumina en los

nanovehiculos desarrollados.
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Materiales

Reactivos

La curcumina fue adquirida a Sigma-Aldrich, y fue utilizada sin purificaciones previas a su
uso. Los polimeros utilizados para la fabricacion de los nanovehiculos fueron Eudragit E PO
(Evonik Industries), quitosano (Sigma-Aldrich) y carragenina iota (Gelymar), los cuales fueron
utilizados tal como se recibieron. La matriz oleosa Miglyol® (Proaltec S.A.) y el tensoactivo
Epikuron 145V® (Cargill) fueron utilizados sin previa modificacién. El perdxido de hidrégeno de

30 voluimenes fue adquirido a Merck.

Los solventes principales -acetona y etanol- fueron de grado HPLC. El agua bidestilada fue
purificada mediante sistema Milli Q.

Instrumentacion

La evaporacidn de los solventes fue realizada con equipo Rotavaporador (Cientec).

Las mediciones espectrofotométricas fueron realizadas en equipo espectrofotometro UV-visible

Agilent.

Las mediciones de tamafio, PDI y potencial zeta fueron realizadas con equipo Zetasizer Nano Z

(Malvern) controlado por el programa Zetasizer software.

Los estudios de fot6lisis y oxidacion fueron realizados con lampara de mercurio (Blak-Ray®, UVP)

en ausencia y presencia de perdéxido de hidrégeno.

Los estudios de eficiencia de encapsulacién y rendimiento se realizaron utilizando tubos Vivaspin 6

(GE Healthcare) y con el uso de centrifuga (Hermle)

Todos los equipos pertenecen a la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de
Chile.
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Metodologia.

1. Optimizaciéon de una metodologia analitica espectrofotometrica y fluorescencia para la

determinacion de curcumina en solucién y en los sistemas propuestos.
1.1. Determinacion del coeficiente de absortividad molar de curcumina en distintos solventes.

Se determiné el coeficiente de absortividad molar de la curcumina en distintos solventes
con el objetivo de seleccionar el medio 6ptimo en el que se determinaré este compuesto una vez que
se extraiga de los nanovehiculos. Para esto se prepar6 una solucion patrén de curcumina en etanol a
una concentracion de 1mg/mL, para posteriormente realizar las curvas de calibracién agregando
alicuotas crecientes de 2,5 yL de la solucién patrén sobre 3 mL de distintos solventes (acetona,
miglyol, vaselina, NaOH 0,05M, etanol y DMSO) de forma aditiva, determinandose la respuesta
lineal de la curva a través del coeficiente de determinacion lineal y de la pendiente de la curva, la
cual corresponde a la sensibilidad. Las mediciones de absorbancia se realizaron a longitudes de
onda de entre 419 nm y 423 nm (maximos de absorcién), a excepcién del NaOH que fue a 467 nm.
Las pendientes obtenidas en las curvas de calibracion corresponden al coeficiente de absortividad
(UA M™* cm™) para la curcumina en cada solvente, estas pendientes comenzaban desde el punto 0,0.
Todas les mediciones fueron realizadas en triplicado. El solvente en el cual la curcumina presentd la
mayor sensibilidad, dado por el coeficiente de absortividad molar, fue elegido como medio 6ptimo
para la determinacién de este compuesto. Se fijo que la alicuota de muestra Optima para la
cuantificacion de curcumina en los nanovehiculos finales correspondiera a la cantidad necesaria

para obtener un valor de absorbancia en la curva de calibracién en acetona cercano a 0,7.
1.2. Pruebas para la determinacion de cantidad de curcumina a incluir en nanosistemas.

Para determinar la cantidad de curcumina que se va a incluir en los nanosistemas se
realizaron cuatro nanoemulsiones con distintas cantidades afiadidas de curcumina (5 mg, 3,69 mg,
2,28 mg y 1 mg), luego se hicieron curvas de calibracion a partir de las nanoemulsiones preparadas.
Para esto, se tomaron alicuotas de la nanoemulsién, agregandolas de forma aditiva en 3 mL de agua.
Se midi6 la absorbancia en espectrofotémetro a una longitud de onda de 421 nm. La pendiente
obtenida en las curvas de calibracion corresponde al coeficiente de absortividad de la curcumina
disuelta en el nacleo oleoso de las nanoemulsiones y posteriormente diluidas en agua. La cantidad
utilizada que present6 el mayor coeficiente de absortividad molar, es decir, la mayor sensibilidad,

fue la elegida para la fabricacion de los nanovehiculos con curcumina.
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2. Incorporacion de curcumina en nanosistemas de nucleo oleoso, desarrollo de nuevas

formulaciones mediante el uso de polimeros y caracterizacion de las nuevas formulaciones.
2.1. Nanoemulsiones.

Las nanoemulsiones fueron preparadas mediante el método de desplazamiento de solvente.
Para esto se pesaron de forma exacta alrededor de 3,5 mg de curcumina en un tubo de ensayo junto
con 30 mg de Epikuron 145 V, luego se agregaron 500 L de etanol y se agitaron en un vértex hasta
disolucion total. A continuacion se agregd 125 pL de Miglyol, se agitd y se le agregd 9,5 mL de
acetona. Se mezclaron y rapidamente se vertié la mezcla sobre 20 mL de agua purificada. Se
sometid a agitacion magnética por 5 minutos formandose una suspensién lechosa. Finalmente se

evapord el solvente en el rotavaporador (40 °C) hasta un volumen final de 5 mL.
2.2 Nanocéapsulas cationicas de Eudragit E PO.

Las nanocapsulas catidnicas de Eudragit E PO fueron preparadas mediante el método de
desplazamiento de solvente y recubrimiento i6nico. Para esto se siguié el mismo procedimiento
utilizado para las nanoemulsiones, detallado en 2.1, pero esta vez, luego de agregarle los 9,5 mL de
acetona, se vertié la mezcla sobre 20 mL de una solucion de Eudragit E PO al 1 %. Esta solucién
fue preparada pesando 1 g de Eudragit E PO y disolviendo a un volumen final de 100 mL con agua
purificada, agregando previamente 1 mL de &cido acético glacial. La mezcla orgénico/acuosa se
agito durante 5 minutos y luego se evaporo el solvente mediante un rotavaporador hasta un volumen
final de 5 mL.

2.3 Nanocéapsulas cationicas de quitosano.

Las nanocapsulas cationicas de quitosano también fueron preparadas mediante el método de
desplazamiento de solvente y recubrimiento i6nico. Para esto se siguié el mismo procedimiento
utilizado en la preparacion de las nanoemulsiones, detallado en 2.1, pero esta vez, luego de
agregarle los 9,5 mL de acetona, se vertio la mezcla sobre 20 mL de una solucién de quitosano al
0,05% p/v. Esta solucion fue preparada pesando 10 mg de quitosano y disolviendo a un volumen
final de 20 mL en agua purificada, previa adicion de 200 pL de &cido acético glacial. La mezcla
orgénico/acuosa se agitd durante 5 minutos y luego se evapord el solvente utilizando un

rotavaporador, llegando a un volumen final de 5 mL.
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2.4 Recubrimiento de las nanocépsulas catidnicas con contraion carragenina iota.

Se desarroll6 un protocolo de fabricacion de nanocépsulas aniénicas mediante el
recubrimiento de las nanocépsulas cationicas de Eudragit E PO y nanocépsulas cationicas de
quitosano, utilizando un polimero de carga negativa como la carragenina iota. Para el desarrollo de
la formulacion, se ajustaron pardmetros como la concentracion de acido acético, la concentracion de

polimero y la proporcién de los polimeros en la formulacion.
2.5. Caracterizacion del tamafio y potencial zeta de las formulaciones desarrolladas.

Todas las formulaciones desarrolladas fueron caracterizadas en términos de su tamafio, PDI

y potencial zeta, utilizando el equipo Zetasizer Nano Z.
2.6. Porcentaje de encapsulacion de la curcumina en las formulaciones desarrolladas.

Para los ensayos de porcentaje de encapsulacion se utilizaron tubos Vivaspin 6 de 3 kDA, a
los cuales se les agregd 4 mL de cada formulacién y luego fueron sometidos a centrifugacion a
3000 x g durante 15 minutos. Luego se tomo el filtrado, el cual contendria la curcumina no
encapsulada en los nanovehiculos, el que se diluyd en acetona (500 pL de filtrado en 2,5 mL de
acetona) y se midi6 la absorbancia a 419 nm. La cantidad de curcumina no encapsulada se obtuvo
mediante la interpolacion del valor de absorbancia, obtenido en el filtrado, en una curva de
calibracién de curcumina en acetona (concentracién de curcumina vs absorbancia). De esta forma se
obtuvo la concentracion de curcumina en el filtrado y, mediante una relacién con el volumen de la
alicuota, se obtuvo la cantidad de curcumina presente en el filtrado. Finalmente se hizo una relacion
entre la cantidad agregada de curcumina al inicio y la cantidad de curcumina no encapsulada y se

obtuvo el porcentaje de curcumina encapsulada (eficiencia de encapsulacion).
2.7. Eficiencia de asociacion de la curcumina en los nanovehiculos desarrollados.

La eficiencia de asociacion, es decir, cantidad de curcumina contenida en el nanovehiculo
luego del proceso de fabricacion, se determiné tomando 20 pL de cada formulacion de
nanovehiculo conteniendo curcumina, esta alicuota se diluyé en acetona (20 uL de formulacion en
2,98 mL de acetona) y se midio la absorbancia a 419 nm. Luego se realizé una interpolacion de este
valor en una curva de calibraciéon de curcumina en acetona y se realizaron los céalculos
correspondientes para determinar la cantidad de curcumina presente en la formulacién. Finalmente
se hizo una comparacion con la cantidad de curcumina pesada al inicio y se determino el porcentaje

de curcumina que se mantiene en la formulacién luego de todo el proceso de fabricacion.
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3. Determinacion de la estabilidad de la curcumina en los vehiculos desarrollados, sometida a

estimulos degradativos como fotolisis y oxidacion.
3.1 Evaluacion del efecto del H,O, sobre la curcumina.

Para evaluar si hay un efecto del H,O, se prepar6 una solucion de curcumina en acetona de
una concentracion 0,923 mg/mL, de esta se tomaron dos alicuotas de 2 mL y a una de ellas se le
agreg6é 350 pL de H,0,, luego se cubrieron ambas con papel aluminio y se dejo en oscuridad,
evitando la radiacion UV. Previamente se midié la absorbancia (tiempo 0) y se volvié a medir luego
de 3y 15 dias. Paralelamente, se tomaron 2 mL de la misma solucién de curcumina en acetona y se
le agreg6 350 pL de H,0,, luego se expuso a radiacion UV con lampara de mercurio, utilizando una
longitud de onda de 254 nm para producir el radical -OH y se midié la absorbancia de la muestra
después de la exposicion. Para medir absorbancia se tomaron 12,5 pL de la solucion y se agregaron

en acetona a un volumen de 3 mL, se midié a 419 nm.

Por otra parte, para evaluar el efecto de la concentracion de H,0,, se prepararon
nanoemulsiones conteniendo curcumina (a una concentracion de 0,7 mg/ml), de las cuales se
tomaron alicuotas de 2 mL, que fueron sometidas a oxidacién utilizando distintas cantidades de
peréxido de hidrogeno. Luego de ser agregado el H,O,, fueron sometidas a radiacion UV para la
produccion del radical -OH. Se realizaron curvas de degradacion haciendo mediciones de la
absorbancia de la muestra, previa dilucion en acetona (20 puL de formulacion en 2,98 mL de
acetona), en un determinado intervalo de tiempo. Las muestras fueron medidas en
espectrofotometro a una longitud de onda de 421 nm. A partir de las curvas de degradacion se
obtuvieron las pendientes de degradacion de la curcumina para cada concentracion de H,O, y se

hizo una relacion entre la pendiente y la concentracion de H,0,.

3.2. Evaluacion de la degradacion de la curcumina en los distintos nanovehiculos, cuando es

sometida a estimulos fotoliticos y oxidativos.

Los distintos nanosistemas desarrollados, fueron expuestos a estimulos degradativos para
evaluar la estabilidad de la curcumina al estar protegida por estos nanosistemas. Para esto se
cargaron estos nanosistemas con aproximadamente 3,5 mg de curcumina y fueron sometidos a

fotdlisis y oxidacién.

Para el estudio de fotolisis, se tomaron 1,5 mL de la formulacion que contiene curcumina en

una cubeta de cuarzo, la cual fue puesta frente a una lampara de mercurio, a 10 cm de distancia. La

26



cubeta fue colocada en un termorregulador que permite el paso del haz de luz y en un espacio
cerrado sin filtraciones de luz. Se sometieron las muestras a irradiacion UV y se hicieron
mediciones de absorbancia a alicuotas tomadas de la muestra cada cierto intervalo de tiempo. Las
alicuotas fueron diluidas en acetona (20 pL de formulacién en 2,98 mL de acetona) y luego leidas
en espectrofotometro a una longitud de onda de 419 nm. Se hicieron las curvas de degradacion
relacionando tiempo de fotolisis versus absorbancia.

Para el estudio de oxidacién y fotolisis, se tomaron 1,5 mL de cada formulacion en una
cubeta de cuarzo y se agregd 263 pL de H,O,, luego se colocd la cubeta en el mismo sistema
utilizado para la fotolisis y se procedi6 de la misma manera para la medicion de las muestras. Se

hicieron las curvas de degradacion relacionando tiempo de oxidacion versus absorbancia.

Los datos obtenidos de absorbancia vs tiempo, fueron llevados a escala logaritmica para ser
linealizados, previamente divididos por la absorbancia del primer tiempo medido, de forma de que

la curva comienza de la coordenada O.

A partir de las curvas de degradacion se obtuvieron las pendientes de degradacion, las
cuales fueron comparadas entre cada formulacion para establecer cudl es el sistema que presenta

una mayor proteccion a la curcumina.
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Resultados y discusiones

1. Optimizacion de una metodologia analitica mediante espectrofotometria para la

determinacion de curcumina en solucién y en los sistemas propuestos.
1.1. Determinacion del coeficiente de absortividad molar de curcumina en distintos solventes.

Con el objetivo de determinar el medio dptimo para la cuantificacién de curcumina, y que
depende en gran medida de la solubilidad de la molécula y sensibilidad para la deteccion, se
realizaron curvas de calibracién para este compuesto en distintos solventes. Entre los solventes
seleccionados podemos mencionar: etanol, hidroxido de sodio, dimetilsulfoxido, vaselina, Miglyol
y acetona.

Tabla 1. Longitud de onda de méxima absorcidn y coeficiente de absortividad molar experimental de la
curcumina obtenido en distintos solventes. (Promedio + d.e. n=3)

Solvente Longitud de onda de Coeficiente de absortividad
maxima absorcion (nm) molar

(UA M'cm™)
Etanol 424 52796 £ 225
NaOH 0,05M 467 45831 + 1576
DMSO 433 48206 + 3458
Vaselina 413 43380 £ 1772
Miglyol 419 56911 + 325
Acetona 419 61441 + 257

Como se observa en la Tabla 1, la curcumina mostr6 un mayor coeficiente de absortividad
molar en acetona, siendo éste seleccionado como medio de disolucion para todas las formulaciones
desarrolladas. Es importante destacar que este solvente tiene, ademas, la capacidad de solubilizar a
varios de los componentes de los nanovehiculos que se utilizaran con posterioridad, permitiendo
romper la estructura de los nanosistemas y facilitando asi la extracciéon y cuantificacion de la

curcumina.
1.2. Pruebas para la determinacion de la cantidad de curcumina a incluir en los nanosistemas.

Con el proposito de seleccionar la cantidad de curcumina que van a contener las
formulaciones (y como todas ellas tienen como base comin las nanoemulsiones), se prepararon
nanoemulsiones (ver seccion 2.1) que contenian distintas proporciones de esta molécula (5, 3.69,

2.28 y 1 mg). Posteriormente, se analiz6 la linealidad de la respuesta por espectrofotometria y
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donde la méxima respuesta en términos de absorbancia seria indicativa de una mayor presencia de
curcumina en la nanoemulsion (y dispersa en el medio acuoso). Como se aprecia en la Figura 8 y en
la Tabla 2, las diluciones de estas formulaciones presentan distintas pendientes, dadas las
concentraciones utilizadas. Las diluciones de las formulaciones que contenian 3,69, 2,28 y 1 mg de
curcumina presentan mayores absorbancias (y todas presentan similares magnitudes a las mismas
concentraciones) que la que contiene 5 mg de curcumina. Considerando esto, seleccionamos la
formulacion que contiene 3,69 mg de curcumina para los experimentos posteriores pues contiene la
cantidad mas alta ensayada. Esta cantidad se establecié como carga limite, ya que agregar mas
curcumina no ofreceria una encapsulacién eficiente. Es interesante destacar que, ademas, se pudo
observar la presencia de un precipitado color naranja en la formulacién que contenia 5 mg, lo que

confirma que esta es una cantidad muy alta para ser encapsulada en la formulacién.

Tabla 2. Pendiente de la respuesta lineal en adiciones crecientes de curcumina contenida en las

formulaciones.

Cantidad de curcumina (mg)  Concentracion de curcumina en Pendiente
afiadida en 5 mL de formulacion (mg/mL) (UAM*cm™)
formulacion
5,00mg 1,000 15556
3,69mg 0,738 42890
2,28mg 0,456 34802
1,00mg 0,200 36951
0,8
] N v
0,7 °
] / ‘/ /'/
0,6 - b v
] P v/
0,5 - /Y e
o o.AN v
2 4 7
© 0,4 v
e ] .{A' e
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< ] % v ' | —v—Cantidad aiadida 5,00 mg
0,2 1 v — e Cantidad aradida 3,69 mg
1 v A Cantidad anadida 2,28 mg
0,14 v/ —m— Cantidad aradida 1,00 mg
0,0 -‘ T T T T T T
0,00 1,50x10° 3,00x10° 4,50x10°

Concentracion de curcumina (M)

Figura 8. Absorbancia de las formulaciones conteniendo distinta cantidad afiadida de curcumina (las

formulaciones fueron diluidas varias veces para obtener la grafica) (n=3)
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2. Desarrollo y caracterizacion de diversas formulaciones conteniendo curcumina.
2.1. Nanoemulsiones.

Las nanoemulsiones desarrolladas en el punto anterior fueron caracterizadas en términos de
su tamafio, mediante las técnicas de dynamic light scattering (DLS), y de su potencial zeta,
mediante laser Doppler Anemometry (LDA), utilizando un equipo Zetasizer Nano ZS. El tamafio
promedio de estas formulaciones es de 157,8 + 3,2 nm, con un indice de polidispersion (PDI) de
0,155 y un potencial zeta de -46,5 + 2,1 mV. Estos resultados se condicen con los ya descritos en la
literatura cuando se utiliza una metodologia similar de elaboracion (desplazamiento de solvente) y
encapsulando moléculas lipofilicas ®7*!. Esta carga negativa esta dada debido a que el Epikuron
145 V®, tensoactivo utilizado en este estudio, es una mezcla de surfactantes que incluyen
fosfolipidos, &cidos grasos anionicos y acido fosfatidico. Este tensoactivo, al ubicarse en la interfase
entre el agua y el aceite de la formulacion (recubriendo el sistema), produce que la carga superficial

de la nanoemulsion sea negativa.
2.2 Nanocéapsulas cationicas de Eudragit E PO.

Con el proposito de afiadir una cubierta en la superficie de las nanoemulsiones para estudiar
el efecto de ésta en la estabilidad de la curcumina, se desarrollaron varios procedimientos para
recubrir las nanoemulsiones con una 0 mas capas poliméricas. Para esto se utilizaron distintos
polimeros, entre ellos, el Eudragit E PO. La estrategia para el recubrimiento por parte de este
polimero, est4 basado en la atraccion electrostatica de este polimero catiénico (pKa: 10) con las

cargas negativas de la superficie de la nanoemulsién (dadas por el tensoactivo Epikuron 145V®).

El procedimiento para el desarrollo de estas nanocéapsulas fue verter la fase organica (que
contenia la curcumina, el Miglyol y el tensoactivo Epikuron 145V®) sobre la fase acuosa que
contiene el polimero (esta fase acuosa ademas contenia acido acético para asegurar la ionizacién del
polimero), seguido de agitacién magnética y evaporacion del solvente. Las formulaciones obtenidas
presentaron un tamafio promedio de 179,1 £ 5,7 nm, un PDI de 0,137 y un potencial zeta de +77,4 +
3,2 mV. Como se puede apreciar, estas formulaciones presentan un tamafo mayor (> 21 nm) y una
inversion en el potencial zeta (de -46 a +77 mV), cuando se comparan con las nanoemulsiones, lo
que confirmaria el recubrimiento por parte del polimero. Estos resultados se condicen con los

descritos en la literatura para nanocapsulas compuestas por Eudragit E PO [89121415]
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2.3 Nanocépsulas cationicas de quitosano.

Con el motivo de evaluar el efecto de la composicion del polimero catiénico en la
estabilizacion de la curcumina en los nanovehiculos, se optd por utilizar quitosano. EI mecanismo
de formacidn de las nanocépsulas de quitosano es el mismo que para las nanocapsulas de Eudragit E
PO, en donde una fase orgéanica (conteniendo curcumina, Miglyol y el tensoactivo Epikuron
145V®) es vertida en una fase acuosa que contiene al polimero (en un medio acidificado para que el
polimero esté ionizado), seguido de agitacion magnética y evaporacion del solvente. Al igual que en
las nanocépsulas de Eudragit E PO, el recubrimiento estd basado en la atraccién electrostatica entre

el polimero catidnico y la superficie de carga negativa de la nanoemulsién.

Las formulaciones de quitosano desarrolladas presentaron un tamafio promedio de 198,5 +
10,4 nm, un PDI 0,302 y un potencial zeta de 70 £ 7,3 mV. Como se observa, se produce un
aumento en el tamafio de las formulaciones (> 40 nm) con respecto a las nanoemulsiones. Ademas,
también se produce la inversion de la carga superficial, lo cual confirma que el polimero se adhiere

a la superficie de la nanoemulsion, formando una nanocépsula.

En el caso de las nanocdpsulas compuestas por quitosano, se observé un tamafio mayor al
obtenido utilizando Eudragit E PO (se produce una diferencia de 19,4 nm), un PDI mayor y un
potencial zeta similar. Esta diferencia de tamafio se podria explicar por el grado de compactacion de
los polimeros sobre la nanoemulsion. Quizéas esta compactacion explique que Eudragit E PO
presente mayor proteccion contra la degradacién que el quitosano, como se va a discutir mas

adelante.
2.4 Nanocapsulas aniénicas de Eudragit E PO y carragenina iota.

El proposito de este estudio es desarrollar una formulacién que incorpore una segunda
cubierta polimérica, con la finalidad de evaluar si aumenta la proteccién de la curcumina dentro de
la nanocépsula. Esta nueva formulacion se genera a partir de las nanocépsulas cationicas de
Eudragit E PO descritas en 2.2., las cuales fueron recubiertas con un nuevo polimero de carga
contraria (carragenina iota) mediante interaccion idnica (método capa sobre capa). Este
recubrimiento se llevé a cabo mezclando las nanocapsulas de Eudragit E PO con una solucion de
carragenina iota bajo agitacion magnética. La atraccion electrostatica entre los grupos cargados de

ambos polimeros facilitaria la formacién de esta segunda cubierta polimérica.
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Al momento de agregar la capa de carragenina sobre las nanocapsulas de Eudragit E PO, se
produjo un precipitado blanco de gran tamafio y ademas no se evidencio la inversion de la carga
superficial (dada por los valores del potencial zeta), lo que indicaria que la carragenina no se adhirid
a la superficie de la nanocdpsula. Se postula que la inversion de la carga superficial no se produce
debido a la alta concentracion de &cido acético glacial utilizada para la formacion de las
nanocépsulas de Eudragit E PO (1 % v/v). Se cree que la alta cantidad de &cido acético glacial
provoca que el medio de la suspensidn tenga una alta carga iénica, lo que dificultaria la interaccion
electrostatica entre los grupos cargados de la carragenina y la nanocépsula de Eudragit E PO. Por
otra parte, se postula que la presencia de los precipitados se debe a la alta concentracién de Eudragit
E PO utilizada (1 % p/v), lo cual provocaria que hubiera una gran presencia de este polimero libre
en el medio. Debido a esto, al agregar la carragenina, esta interaccionaria no solo con la cubierta de
las nanocépsulas, sino también con el Eudragit E PO libre en el medio, formando precipitados. Para
solucionar estos inconvenientes, se ajustaron las variables correspondientes a la concentracién de
acido acético glacial (1 % v/v) y a la concentracion de Eudragit E PO (1 % p/v) utilizadas en las

nanocapsulas catiénicas.

Con el objetivo de establecer la cantidad minima de &cido acético que permita que el
Eudragit E PO se mantenga soluble y que, a su vez, permita la interaccion electroestatica con la
carragenina, se realizé una serie de soluciones de Eudragit E PO con distintas concentraciones de
acido acético glacial, seleccionandose la que contuviese la menor cantidad de acido y que, a la vez,

permitiese que el Eudragit E PO fuera soluble.

Tabla 3. Ensayo de solubilidad de Eudragit E PO en agua utilizando distintas concentraciones de acido

acético glacial.

Concentracion acido acético glacial (% v/v) Solubilidad de Eudragit E PO
1 Soluble
0,5 Soluble
0,25 Soluble
0,2 Soluble
0,175 Insoluble
0,15 Insoluble

Como se observa en la Tabla 3, al utilizar concentraciones de acido acético glacial igual o
menores a 0,175 % v/v, el polimero presenta problemas de solubilidad. Sin embargo, a
concentraciones igual o mayores a 0,2 % v/v, se produce una completa disolucion del polimero, por

lo tanto se utilizard una concentracion de acido acético de 0,2 % v/v.
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Luego de haber sido corregida la cantidad de acido acético a agregar a la solucién, y luego
de agregar la carragenina, se pudo observar la inversion del potencial zeta de positivo a negativo (-
80 mV), lo que indica que se produjo la interaccion entre este polimero y la nanocépsula de
Eudragit E PO. Sin embargo, se siguié observando la presencia de precipitados.

Como se discutié anteriormente, se cree que la presencia de precipitados también podria
estar dada por la alta concentracion de Eudragit E PO utilizada en la elaboracion de las
nanocapsulas cationicas. Para elucidar esta suposicion, se elabor6 una serie de nanocéapsulas
catiénicas con distintas concentraciones de Eudragit E PO, las cuales fueron caracterizadas en
funcién de su tamafo, PDI y potencial zeta. El propdsito de esto fue encontrar la formulacion de
nanocapsulas que necesitara la menor concentracion de Eudragit E PO posible y que mantengan las

caracteristicas adecuadas de tamafio, polidispersion y potencial zeta.

Tabla 4. Caracterizacién de nanocapsulas de Eudragit E PO utilizando distintas concentraciones del
polimero. (Promedio + d.e., n=3)

Concentracion Tamario PDI Potencial
de Eudragit E (nm) zeta (mV)
PO (% p/v)
1 179,1+2,1 0,137 774+44
0,75 166,8 £ 0,8 0,135 85,5+4,9
0,50 122 £ 0,6 0,165 83,2+45
0,43 1479+2,1 0,157 88+3,6
0,38 137,3+0,6 0,147 843+21
0,25 146,1 £ 3,3 0,147 84,8 +8,2
0,13 126,5+0,8 0,139 86,4 +4,3
0,10 1241+1,8 1,174 103 +8,4
0,08 1286 +1,3 0,165 98,9 +4,7
0,05 1353+1,1 0,135 89,9+ 3,8
0,03 165,0+1,3 0,161 84,3+5,6
0,01 177,7+1,8 0,126 815+6/4

Como se observa en la Tabla 4, los parametros se mantuvieron similares en toda la escala
de concentraciones, por lo que la concentracion seleccionada de Eudragit E PO para la fabricacion
de las nanocapsulas anidnicas fue 0,01 % p/v, ya que es la menor concentracién posible y presenta
similares valores de tamafio, potencial zeta y PDI que al utilizar una concentracion de polimero de
1% plv.

Finalmente, para definir la cantidad de carragenina que debia ser agregada para formar las

nanocapsulas anionicas, y sin la presencia de precipitados, se vertieron las nanocapsulas de Eudragit
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E PO seleccionadas (Eudragit E PO al 0,01 % p/v y acido acético al 0,2 % v/v) sobre soluciones de

carragenina iota (de concentracion 3 x 10°M) en distintas proporciones de ambos componentes.

Tabla 5. Caracterizacion de nanocapsulas anibnicas utilizando distintas proporciones de

nanocapsulas catiénicas y solucion del polimero carragenina iota. (Promedio + d.e. n=3)

Proporciéon Nanocapsulas Tamafio PDI Potencial
Eudragit E PO : carragenina (nm) zeta (mV)
(volumen)
la0 179,1+57 0,137 77,4+32
lal 2436+36 0258 -56,5+ 0,5
2al 236,2+25 0,275 -50,7+0,9
3al 311,9+481 0,356  -51,3+0,6
4al 5177 +388,2 1,000 -125+05
la?2 2433+4,7 0281 -622+17
la3 2470+51 0316 -684+20
la4 2605+38 0,329 -739+31

Como se observa en la tabla 5 a medida que aumenta la proporcion afadida de
nanocapsulas de Eudragit E PO (con respecto a la proporcién de carragenina), el tamafio aumenta
significativamente, asi como el PDI, causado probablemente por la agregacion entre las
nanocapsulas. Se cree que al no haber la cantidad suficiente de carragenina para la gran cantidad de
nanocapsulas de Eudragit E PO afiadida (al utilizar mayores proporciones de las nanocapsulas), el
recubrimiento no se logra completamente y se llega a valores de potencial zeta muy bajos (-12,5
mV). Este valor de potencial zeta indicaria que no hay fuerzas de repulsién suficientes para que
estas nanocapsulas sean estables, sino que se atraen formando agregados. Por otra parte, el aumento
en la proporcion de la carragenina iota, no provoca la formacion de agregados de gran tamafio,
probablemente porque las menores cantidades afladidas serian suficientes para recubrir
significativamente la superficie de las nanoestructuras. Por lo tanto, la proporcién de nanocapsulas
Eudragit E PO : carragenina seleccionada fue la proporciéon 1 : 1, ya que posee la menor cantidad
de carragenina, con resultados similares a las formulaciones que poseen mayor proporcion de este
polimero. Finalmente, cuando se compara estas nanocapsulas aniénicas con respecto a las
nanocapsulas de Eudragit E PO descritas en 2.2, se evidencia un aumento en el tamafio de
aproximadamente 64 nm. Ademas se observa la inversion en la carga superficial, lo que confirma
que la carragenina se adhirié a la superficie de la nanocapsulas de Eudragit E PO, mediante

interacciones electrostaticas, formando un segunda cubierta polimérica.

Finalmente, se definié el protocolo de fabricacion de nanocéapsulas anidnicas de Eudragit E

PO - Carragenina. Las nanocéapsulas anionicas Eudragit E PO-Carragenina iota fueron preparadas
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mediante el método de recubrimiento idnico. Para esto se fabricaron las nanocépsulas catidnicas de
Eudragit E PO segun la metodologia detallada en 2.2, pero con algunas modificaciones. En vez de
una solucion de Eudragit E PO al 1 %, se utiliz6 una solucion de Eudragit E PO al 0,01 %, y en
lugar de evaporar el solvente hasta un volumen final de 5 mL, se llevé a un volumen final de 2,5
mL, debido a que al agregar la carragenina (2,5 mL) la concentracion de curcumina se diluye a la
mitad. Ademas, la concentracion de acido acético utilizada fue de 0,2 % v/v, en vez de 1 % v/v,
para disminuir la carga idnica del sistema. Luego, en un tubo de ensayo, se vertié la suspension de
nanocapsulas sobre una solucién de carragenina iota a una concentracién de 3 x 10° M, bajo
agitacion durante 10 minutos, en una proporcién de volumen de 1 : 1. La solucién de carragenina se

prepard pesando 19,125 mg de carragenina iota y disolviendo a 25 mL de agua purificada.
2.5 Nanocéapsula anidnicas quitosano-carragenina iota.

Al igual que en el caso de las nanocéapsulas de Eudragit E PO - carragenina, la finalidad de
este estudio es evaluar el uso de una segunda capa polimérica (utilizando distintos polimeros) y su
efecto en la estabilidad de la curcumina dentro de los nanovehiculos. Tal como ocurrio con las
nanocapsulas aniénicas descritas en 2.4, al momento de mezclar las nanocépsulas de quitosano con
la solucion de carragenina, no se evidencié la inversion en la carga superficial. Se postula que la
alta cantidad de &cido acético utilizada para la elaboracion de las nanocépsulas cationicas genera
una carga ionica en el medio que no permite la interaccion entre la carragenina y la superficie
cargada de la nanocépsula. Para comprobar esta hipotesis, fue necesario disminuir la cantidad de
acido acético hasta el minimo posible que permitiera que el quitosano fuera soluble. Para esto, se
realiz6 una serie de soluciones de quitosano con distintas concentraciones de acido acético, con el

objetivo de determinar la cantidad de acido a agregar.
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Tabla 6. Estudio de la solubilidad del quitosano en agua utilizando distintas concentraciones de acido

acético glacial.

Concentracion acido acético glacial (% v/v) Solubilidad de quitosano

1 Soluble

0,5 Soluble

0,25 Soluble

0,125 Soluble

0,1 Soluble

0,05 Soluble

0,025 Insoluble

0,01 Insoluble

Como se observa en la Tabla 6, al utilizar concentraciones de acido acético igual o0 menores
a 0,025 % vl/v, el quitosano no se disuelve completamente. Por el contrario, al utilizar
concentraciones igual o mayores a 0,05 % v/v, se produce la disolucién del polimero. Por lo tanto,
la menor concentracién posible, en donde el quitosano fue soluble, fue de 0,05 % v/v, la cual serd

utilizada para la fabricacion de las nanocépsulas aniénicas.

Al ajustar la cantidad de acido acético (0,05 % v/v) a agregar en la formulacion para
desarrollar las nanocépsulas de quitosano, se pudo apreciar que estas formulaciones se formaban de
manera adecuada (ver tabla 7). Posteriormente, al mezclar estas formulaciones con la carragenina
en una concentracion inicial de 3 x 10° M (proporcion en volumen 1 : 3 de nanocéspulas :
carragenina ), se pudo obtener las nanocapsulas aniénicas. Con el fin de optimizar la proporcién de
ambos componentes (en volumen) que debia contener la formulacion para desarrollar nanocapsulas

anionicas, se evaluaron varias proporciones de ambos componentes.

Tabla 7. Caracterizacion de nanocdpsulas anidnicas utilizando distintas proporciones de

nanocapsulas catidénicas y de solucion de carragenina (3 x 10° M). (Promedio = d.e, n=3)

Proporcion nanocapsulas de Tamanfo PDI Potencial

guitosano : carragenina (nm) zeta (mV)
la0 1985+ 10,4 0,302 70+73

lal 2639+123 0,308 41,3+32

2al 236,2+256 0,476 50,7+6,3

3al 303,2+30,1 0,675 62,1+9,7

la?2 2684+11,2 0375 -382+4,1

la3 276,3+21,0 0465 -40,2+85

Como se observa en la Tabla 7, al utilizar una proporcién de 1 : 1 (proporcion en volumen

de nanocépsulas : carragenina), si bien hay una disminucion del potencial zeta, no se produce la
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inversion en el signo, lo que indica que no se estaria produciendo el recubrimiento por parte de la
carragenina iota, probablemente debido a que no hay una cantidad suficiente de este polimero. Lo
mismo ocurre al aumentar la proporcion de las nanocépsulas de quitosano, en donde ademas ocurre
un aumento en el tamafio y en el valor del PDI. Por otra parte, al utilizar una proporcion en volumen
de nanocépsulas de quitosano : carragenina de 1 : 2, se aprecia la inversion del potencial zeta de
positivo a negativo, debido al posicionamiento de las moléculas de carragenina sobre la superficie
de la nanocapsula de quitosano mediante interacciones ionicas. Esto mismo ocurre al utilizar
proporciones mayores de carragenina. Por lo tanto la proporcion seleccionada de ambos
componentes es la de 1 : 2 (hanocapsulas de quitosano : carragenina). Adicionalmente, se observa
un aumento en el tamafo de estas nanocapsulas con respecto a las nanocdpsulas de quitosano

descritas en 2.3, produciéndose un aumento de aproximadamente 69 nm.
2.6. Porcentaje de encapsulacion de la curcumina en las formulaciones.

Con el fin de determinar el porcentaje de curcumina que se encuentra dentro de los
nanovehiculos, se determind el porcentaje de encapsulacién. Este ensayo consistio en una
centrifugacion y filtracion de las formulaciones, utilizando tubos Vivaspin 6, en donde la curcumina
que no esta encapsulada en los nanosistemas, si existe, es separada del resto de la formulacion. El
filtrado, que contendria la curcumina que no fue encapsulada por los nanovehiculos, es diluido en
acetona (500 pL de filtrado en 2,5 mL de acetona) y medido en espectrofotdmetro a una longitud de
onda de 419 nm.

Tabla 8. Porcentaje de encapsulacion de la curcumina en los vehiculos desarrollados.

Formulacién Absorbancia % encapsulacion
Nanoemulsiones <0,01 99,99
Nanocépsulas Eudragit E PO no 100
Nanocépsulas quitosano no 100
Nanocépsulas Eudragit E PO -carragenina no 100
Nanocéapsulas quitosano - carragenina no 100

Como se observa en la Tabla 8, y también segun lo observado visualmente (pues si hubiera
algo de curcumina disuelta se apreciaria coloracion), no hay presencia de curcumina (disuelta o
precipitada) en el medio acuoso externo, sino que toda la curcumina estaria encapsulada dentro de
los nanosistemas. Se postula que esto es provocado por la alta hidrofobia de la curcumina (log
P=3,07), la cual hace que no se encuentre en el medio acuoso y que se favorezca su presencia en el

nucleo oleoso de los nanosistemas.
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2.7. Eficiencia de asociacion de la curcumina en los nanovehiculos desarrollados.

Durante la elaboracion de los nanovehiculos podria ocurrir una pérdida del principio activo
en las distintas etapas del proceso, ya sea por pérdida en el trasvasijado o por degradacion del
activo, entre otros fendmenos. En las distintas etapas del proceso de elaboracién de los
nanovehiculos, se observa la presencia de curcumina que queda pegada en las paredes de los
recipientes, principalmente en el balon utilizado al evaporar los solventes. Por lo tanto, con el
objetivo de determinar la cantidad de curcumina que permanece en la formulacién al final del
proceso de fabricacion (y compararla con la cantidad afiadida inicialmente), se determiné la
eficiencia de asociacion. La eficiencia de asociacion se expresa de la siguiente forma:

mg totales de farmaco — mg de farmaco no unido

Eficiencia de asociacion = - x 100
mg totales de farmaco

En donde los mg totales de farmaco corresponden a la cantidad de curcumina pesada al
inicio del proceso de fabricacion y los mg de farmaco no unido corresponde a la cantidad de

curcumina que se perdi6 en el proceso de fabricacion.!

La cantidad de curcumina presente en los nanovehiculos al final del proceso de fabricacién
se evalud a través de la cuantificacion de esta molécula en un volumen exacto de la formulacion
final (la que se rompié y donde la curcumina se solubiliz6 por la presencia de acetona), a través de
espectrofotometria, midiendo a una longitud de onda de 419 nm. Esta cantidad de curcumina se
comparé con la afiadida antes del proceso de fabricacion y, de esta forma, se pudo establecer la
cantidad de curcumina que se pierde en el proceso de fabricacion.

Tabla 9. Cantidades de curcumina al inicio, curcumina no uniday eficiencia de asociacién para cada
formulacién. (Promedio * d.e, n=3)

Formulacién Curcumina al Curcumina no unida Eficiencia de
inicio (mg) (mg) asociacion (%)

Nanoemulsion 3,26 0,05 98,5
Nanocapsulas Eudragit E PO 3,24 0,21 93,5
Nanocépsulas quitosano 3,19 0,28 91,2
Nanocapsulas Eudragit E PO- 3,11 0,31 90,0
carragenina

Nanocépsulas quitosano — 3,28 0,57 82,6

carragenina

Como se observa en la tabla 9, la eficiencia de asociacion del proceso de fabricacion en

todas las formulaciones esta afectada por la pérdida de curcumina en algunas de las etapas de
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fabricacion. Dado esto, las formulaciones que presentan menor eficiencia de asociacion son las que
tienen mayor cantidad de pasos en la elaboracion, lo que provoca mayor pérdida del farmaco. En
cualquier caso, se obtienen rendimientos sobre el 80 % en todas las formulaciones, esto se condice
con lo descrito en la literatura.™*® Ademas, segin lo obtenido anteriormente (ver 2.6), se puede

afirmar que toda la curcumina presente en la formulacion se encuentra dentro de los nanovehiculos.

3. Determinacion de la estabilidad de la curcumina en los vehiculos desarrollados, sometida a

estimulos degradativos como fotdlisis y oxidacion.

El principal objetivo de este estudio es evaluar los cambios en la estabilidad de la
curcumina al encapsularla en los nanovehiculos desarrollados, cuando es sometida a distintos
estimulos degradativos. Los estimulos utilizados en este estudio fueron la radiaciéon UV (estimulo

fotolitico) y el radical -OH (estimulo oxidativo).

Es conocido que la curcumina posee grupos cromoforos, lo que la hace fotosensible. La
degradacion fotoquimica se produce independientemente del entorno quimico y tiene lugar incluso
en estado sélido. Sin embargo, la composicion, la cinética de degradacion y la abundancia relativa
de los productos de degradacion difieren dependiendo del estado fisico del compuesto y de las
condiciones de la degradacion.®® La degradacién fotoquimica a través de luz visible ocurre
mediante especies reactivas de oxigeno (ROS), producidas por la curcumina a través del estado
triplete de ésta. Este efecto se da a través de la llamada transferencia fotogenerada al oxigeno
molecular y transferencia energética a ROS.®! Para evaluar la degradacién fotoquimica de la
curcumina, se genero un estimulo fotolitico a través de irradiacion de una muestra por una lampara

de mercurio, bajo condiciones controladas de temperatura y sin filtraciones de luz ambiental.

Por otra parte, la degradacion quimica/oxidativa de la curcumina se produce por oxidacion
mediante especies reactivas del oxigeno, fundamentalmente por radical hidroxilo y radical
super6xido.B™ El radical hidroxilo (-OH), agente oxidante utilizado en este estudio, es generado a
partir del peréxido de hidrégeno (H,0,), cuando este es sometido a radiacion UV (Figura 9). Es
importante destacar que, para producir el estimulo oxidativo (-OH), es inevitable que se produzca
también el estimulo fotolitico, ya que el radical -OH se produce al someter a fotélisis (con lampara
de mercurio) la muestra que contiene el H,O, Por lo tanto, cuando se estudie el proceso de
oxidacion, también se estard observando al mismo tiempo el proceso de fotdlisis, ya que la muestra
estard sometida a ambos fenémenos y la velocidad de degradacién estard influenciada por ambos
factores. Dado esto, es interesante separar estos fenémenos para determinar cuanto influye cada uno

en la degradacion de la curcumina.
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Figura 9. Formacion de radical -OH producto del efecto de la radiacion UV sobre el H,0,.

3.1 Evaluacion del efecto del H,0O, sobre la curcumina.

Como se menciond anteriormente, el agente oxidante utilizado en este estudio es el radical
hidroxilo (-OH). Es sabido que este se genera a partir del H,0,, a través de la radiacion UV, y que
tiene un efecto degradativo sobre la curcumina. Sin embargo, fue necesario determinar si el H,0,
por si solo tiene un efecto degradativo sobre esta molécula, o si la degradacion esta dada solamente
por la generacion del radical -OH. Para evaluar este fendmeno, se hicieron tres soluciones de
curcumina en acetona; posteriormente, a una se le agregé H,O, y se dejé en oscuridad, a la segunda
se le agreg6 H,0, y fue expuesta a radiacion UV para la formacion del radical -OH, mientras que a
la tercera no se le agregd H,O, y fue puesta en oscuridad (control). Ademas, se hizo una cuarta
solucion de curcumina, la cual fue sometida solo a fotolisis, sin agregar H,O,, para evaluar el efecto
de la radiacion UV. A todas las muestras se les midio la absorbancia (a una longitud de onda de 419

nm) a tiempo cero (antes de ser sometidas a los estimulos), a los 3 dias y a los 15 dias.

Tabla 10. Estudio del efecto del peréxido de hidrégeno sobre la curcumina. El tiempo inicial

corresponde al momento antes de aplicar cualquier estimulo.

Tiempo  Absorbancia de Absorbancia de Absorbancia de Absorbancia de
curcuminaen curcumina en curcumina con H,0O, curcumina solo
ausencia de H,O,  presencia de H,0O, y radiacion UV con radiacion UV
Inicial 0,59982 0,59983 0,59975 0,59954
3 dias 0,62929 0,61988 0,0001 0
15 dias 0,63309 0,61724 0 0

Como se observa en la Tabla 10, al comparar las muestras que no fueron irradiadas, tanto
con H,0O, como sin éste, se estima que mantuvieron su magnitud de absorbancia en el tiempo, lo
cual indicaria que no disminuy6 la concentracion de curcumina en la solucion por efecto del H,O.,.
Por el contrario, las muestras que fueron sometidas a radiacién, tanto con H,O, como sin este,
mostraron una disminucion total en su absorbancia, lo que indicaria la degradacion completa de la

curcumina. Esto demostrd, bajo las condiciones de trabajo, que el peréxido de hidrégeno no tiene
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un efecto oxidativo directo sobre la molécula de curcumina, sino que el efecto deletéreo podria ser

causado por la radiacién UV y por el radical -OH, formado a partir del H,0.,.

Por otra parte, y con el fin de determinar el efecto que tiene la concentracion de H,0, en la
velocidad de degradacion de la curcumina, se realizé un estudio de la degradacion de ésta cuando es
sometida a distintas concentraciones de H,O, (y expuesta a radiaciéon UV). Es importante destacar
que, como se determind anteriormente, la degradacion esta dada por el radical -OH y no por el
H,0,. Sin embargo, este estudio fue hecho en base a la concentracién de H,0,, debido a la
dificultad para cuantificar el radical hidroxilo generado en la formulacién. Para llevar a cabo este
estudio, se elaboraron varias formulaciones de nanoemulsiones conteniendo curcumina, a las que se
les agrego H,O, en distintas concentraciones. Posteriormente, estas fueron sometidas a radiacion
UV vy se realizaron curvas de degradacion de la curcumina en estas formulaciones. A través de la
comparacion entre las pendientes de degradacidn, se quiso determinar si existia una relacién

proporcional entre la concentracion de H,O, y la degradacion de la curcumina.

Tabla 11. Efecto de la concentracién de H>O, sobre la pendiente de degradacién de la curcumina
cuando estéd incluida en nanoemulsiones. La desviacion estandar del promedio de las pendientes de
degradacion es muy bajo y no es significativo. (n=3)

Concentracion H,0,; (% v/v) Pendiente de degradacion (min™)
5 0,025
10 0,034
15 0,035
17,5 0,046
25 0,048
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Figura 9. Grafico de concentracion de peroxido de hidrogeno y su efecto en la pendiente de

degradacién de la curcumina.

Como se observa en la Tabla 11, existe un aumento en la velocidad de degradacién a
medida que se aumenta la concentracion de H,O, utilizada. Sin embargo, como se observa en el
gréafico de la Figura 10, si bien hay una tendencia a un aumento en la pendiente de degradacion de la
curcumina al aumentar la cantidad de H,0,, no hay linealidad entre el aumento de la concentracién
de H,O, y el aumento en la pendiente de degradacién, por lo que no se puede establecer una

relacién directamente proporcional entre ambos parametros.

Por otra parte, se observd que al utilizar concentraciones mayores al 17,5 % vlv, las
nanoemulsiones presentaban un deterioro en su estructura. Para confirmar esto, se midid por
espectrofotometria la dispersion de la nanoemulsion sin adicién de H,0,, observandose un espectro
de absorcion caracteristico y con picos claros de absorcion. Luego se agregé el H,O, a las
concentraciones antes observadas y se hizo una lectura del espectro de absorcion. A las
concentraciones inferiores a 17,5 % v/v no se observé un cambio en el espectro de absorcién de las
nanoemulsiones, pero al utilizar concentraciones mayores a 17,5 % v/v se observé un rompimiento
de las nanoemulsiones, arrojando espectros de absorcion sin forma caracteristica y sin picos
definidos. Esto indica que a altas concentraciones de H,0,, ocurre no solo un aumento en la
degradacion de la curcumina por efecto oxidativo, sino que también ocurre un rompimiento de la

estructura del vehiculo.
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3.2. Evaluacion de la degradacion de la curcumina en los distintos nanovehiculos, cuando es

sometida a estimulos fotoliticos y oxidativos.

El principal objetivo de este trabajo es estudiar los cambios en la estabilidad de la
curcumina cuando estd incluida en los distintos nanovehiculos desarrollados y determinar la
formulacion que otorga mayor proteccion a esta molécula. Para esto, se realizaron estudios de
degradacion de la curcumina cuando estd encapsulada en los distintos nanovehiculos, utilizando los
estimulos degradativos de radiacion UV y radical -OH. Las formulaciones, conteniendo curcumina,
fueron expuestas a estos estimulos degradativos y se desarrollaron curvas de degradacion de esta
molécula a través de la evaluacion de la disminucion de la absorbancia en el tiempo. Como se
menciono anteriormente, es interesante separar y determinar el efecto de cada estimulo utilizado, ya
gue no ha sido posible, en los experimentos anteriores, discriminar entre el efecto de la radiacion
UV vy del radical -OH. Para esto, es importante recordar que, en los estudios de fot6lisis, se observa
solamente el efecto de la radiacion UV. Por otra parte, en los estudios en donde se agrega H,O, para
la generacion del radical -OH (a través de la radiacion UV), se estaran observando al mismo tiempo
los fendmenos de oxidacidn y de fotolisis. A través del calculo de la diferencia entre las pendientes
obtenidas por el proceso de fotolisis y por el proceso de oxidacidn/fotélisis, se podra estimar el

efecto que cada estimulo provoca en la degradacion de la curcumina.

3.2.1 Evaluacion de la degradacion de curcumina en los distintos vehiculos cuando es

sometida a fotélisis.

Para poder establecer una comparacién entre la proteccion a la curcumina que otorga cada
una de las formulaciones desarrolladas cuando son sometidas a estimulos fotoliticos, se realizaron
los estudios de degradacion de la curcumina para cada nanovehiculo. Para esto se prepararon las
distintas formulaciones (curcumina en matriz oleosa, nanoemulsiones, nanocapsulas de Eudragit E
PO, nanocéapsulas de quitosano y nanocapsulas anionicas de Eudragit E PO — carragenina) y fueron
sometidas a radiacion UV a través de la exposicién a una lampara de mercurio, controlando la
temperatura a 30 °C. Posteriormente se midié la degradacion de la curcumina en el tiempo a través
de espectrofotometria, diluyendo alicuotas de la formulacion en acetona y midiendo a una longitud
de onda de 419 nm. Todas las formulaciones fueron preparadas con una concentracion de
curcumina de 0,07 % p/v. Finalmente, se obtuvieron las pendientes de degradacion de la curcumina
para cada nanovehiculo y se compararon para determinar la formulacion que presenté una mayor

proteccion a la curcumina.
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Figura 11. Comparacion de las pendiendes de degradacion de la frente a fotélisis cuando esté incluida
en los distintos nanovehiculos desarrolados. Al final de cada linea se indica el valor de la pendiente de

degradacion de la curcumina en cada nanovehiculo. (n=3)

Como se observa en la figura 11, la formulacién que presento una mayor pendiente de
degradacion y, por consiguiente, una menor proteccion a la curcumina frente a la radiacion UV, fue
la solucion de curcumina en Miglyol (matriz oleosa). Por lo tanto, y tomando en cuenta que el
Miglyol es el aceite que contienen todas las formulaciones en su nucleo (y que solubilizaria a la
curcumina), se seleccion6 este medio como base de comparacién con el resto de nanovehiculos.
Ademas, se observa que al incluir a la curcumina en nanovehiculos (nanoemulsiones vy
nanocapsulas), hay una disminucion en la pendiente de degradacién de esta molécula, lo que
indicaria que estos nanosistemas protegen a la curcumina del efecto degradativo de la radiacion UV.
Se observa que la formulacion que mostré una menor degradacion de la curcumina fue la de

nanocapsulas de Eudragit E PO.

Por otra parte, con el fin de asignar un valor de estabilidad frente a la fotolisis, para facilitar la
comparacion, se establecié un valor de proteccion relativa para cada vehiculo utilizado. Para esto,
se hizo una relacién entre las pendientes de degradacion de cada vehiculo y se compard con la
pendiente de degradacion de la curcumina cuando esta en su vehiculo mas simple y de menor
proteccion (en el caso del proceso de fotolisis fue el Miglyol), otorgandole un valor de proteccion

relativa de 1. Por lo tanto, calculando la razon entre la pendiente de los vehiculos frente a la
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pendiente en Miglyol se obtiene un valor de proteccion relativa, indicando la cantidad de veces que

aumenta la proteccion de la curcumina al utilizar cada nanoformulacion.

Tabla 12. Comparacién, en términos de proteccion relativa, de la estabilidad que cada vehiculo aporta

ala curcumina frente a la radiacién UV.

Vehiculo Pendiente de degradacion (min™) Proteccion relativa
Matriz oleosa (Miglyol) 0,0206 1
Nanoemulsion 0,0156 1,32
Nanocapsula cationica Eudragit 0,0028 7,36
E PO.
Nanocéapsula catiénica 0,009 2,29
quitosano
Nanocépsulas anionica Eudragit 0,0077 2,67

E PO - carragenina

Como se observa en la Tabla 12, todas las formulaciones desarrolladas presentan un aumento en
la proteccién de la curcumina, al ser comparadas con la curcumina en solucion de Miglyol. Por lo
tanto, se puede afirmar que la inclusion de la curcumina en nanosistemas de ndcleo oleoso, a través
de distintas metodologias, aumentaria su estabilidad frente a la fot6lisis provocada por la radiacion
uv.

Como se mencioné anteriormente, la inclusion de la curcumina en una nanoemulsion aumenta
su resistencia frente a la fotdlisis, este aumento es de 1,32 veces con respecto a la matriz oleosa.
Ademas, la adicion de una cubierta polimérica sobre estas nanoemulsiones, tanto de Eudragit E PO
como de quitosano, aumenta aun mas la proteccion de la curcumina. Sin embargo, como se observa
en la Tabla 12, la proteccién de la curcumina no aumenta en la misma magnitud al comparar ambos
polimeros. Se observa que la degradacion de la curcumina es 7,36 veces mas lenta en las
nanocapsulas de Eudragit E PO que en la solucion de Miglyol, mientras que en las nanocapsulas de
quitosano la degradacion solo es 2,29 veces mas lenta. Se postula que esta menor proteccion
otorgada por el quitosano puede ser explicada debido a que el quitosano posee un grupo amino foto-
reactivo, el cual, al ser sometido a radiacion UV, forma radicales libres que pueden reaccionar con

la curcumina, aumentando su degradacion.™

Por otra parte, también se puede apreciar el efecto de agregar una segunda capa polimérica y se
puede comparar el efecto de las nanocépsulas de Eudragit E PO con las nanocépsulas de Eudragit E
PO-carragenina. Como se observa en la tabla 12, la proteccién que otorga esta Ultima cubierta
polimérica es menor a las nanocapsulas de Eudragit E PO (2,67 de proteccion relativa contra 7,36

de la nanocapsulas de Eudragit E PO), pese a que presentan una doble cubierta (formada por
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Eudragit E PO y carragenina). Por lo tanto, la adicién de una segunda cubierta de carrageninca no
aumenta la estabilidad de la curcumina frente a efectos degradativos como la radiacion UV. Esto
podria explicarse por el hecho de que una de las desventajas del método utilizado es que la
atraccion entre la segunda cubierta polimérica (carragenina) y el primer polimero que recubre a la
nanoemulsién (Eudragit E PO), puede provocar que disminuya la interaccion entre la nanoemulsion

y el primer polimero (Eudragit E PO), lo que debilitaria la estructura de la cubierta polimérica.

3.2.2 Evaluacion de la degradacion de curcumina en los distintos vehiculos cuando es

sometida a oxidaciéon/fotolisis.

El otro estimulo degradativo aplicado a la curcumina es la oxidacion causada por el radical
hidroxilo (-OH). Como se menciond anteriormente, este agente oxidante es generado in situ al
aplicar radiacién UV sobre el peroxido de hidrégeno (H,0,). Por lo tanto, al igual que con el
estudio de fotolisis (ver 3.2.1), las formulaciones desarrolladas fueron expuestas a radiacion UV, sin
embargo, esta vez fue en presencia de perdxido de hidrégeno y utilizando las mismas condiciones
experimentales que en el estudio de fotdlisis (control de temperatura a 30 °C, midiendo la absorcion
a 419 nm y diluyendo las muestras en acetona para la medicion). La concentracion de curcumina
utilizada fue de 0,07 % p/v, mientras que el H,O, se agreg6 en una concentracion de 17,5 % viv.
Finalmente, al igual que en el estudio de la fotdlisis, se obtuvieron las pendientes de degradacion de
la curcumina para cada nanovehiculo y se compararon para determinar la formulacién que present6

una mayor proteccion a la curcumina.

Como se menciond anteriormente, es importante destacar que en este estudio se observan
los efectos tanto de la fotolisis como de la oxidacion, ya que es necesario exponer la muestra a
radiacion UV para la generacion del radical -OH. Por lo tanto, las pendientes de degradacion
obtenidas en este estudio incluiran los efectos de ambos procesos degradativos. Posteriormente se

podré separar y diferenciar el efecto de cada estimulo.

Es importante destacar que no se pudo determinar el efecto de la oxidacion/fotdlisis de la
curcumina en una solucién de Miglyol, ya que el H,O, no es miscible con este aceite,
produciéndose una separacion de las fases y dificultando la interaccion entre la curcumina y el

agente oxidante.
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Figura 12. Comparacion de las pendientes de degradacion de la curcumina frente a radical -OH y

radiacion UV cuando esta incluida en los distintos nanovehiculos desarrollados.

Como se observa en el grafico de la Figura 12, la formulaciéon que presentd una mayor
pendiente de degradacion y, por consiguiente, una menor proteccion a la curcumina frente a la
oxidacion/fotélisis, fue la nanoemulsion. Por lo tanto, este nanovehiculo fue tomado como base de
comparacion frente a las otras formulaciones. Por otra parte, la formulacion que presenta una mayor
proteccién para la curcumina corresponde a las nanocapsulas de Eudragit E PO, al igual que lo

observado en el proceso donde Unicamente se estudia la fotdlisis.

Al igual que en el estudio de la fotdlisis, se establecié un valor de proteccion relativa para
cada nanovehiculo utilizado. Para esto se hizo una relacién entre las pendientes de degradacion de
cada vehiculo y se compar6 con la pendiente de degradacion de la curcumina cuando esta en su
vehiculo de menor proteccion (en el caso del proceso de oxidacion/fotdlisis fue la nanoemulsion),
otorgandole un valor de proteccion relativa de 1. Por lo tanto, calculando la razén entre la pendiente
de los vehiculos frente a la pendiente en la nanoemulsion, se obtiene un valor de proteccion relativa,

indicando la cantidad de veces que aumenta la proteccion de la curcumina al utilizar cada vehiculo.
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Tabla 13. Comparacién, en terminos de proteccién relativa, de la proteccién que cada vehiculo aporta

a la curcumina frente al radical -OH y radiaciéon UV.

Vehiculo Pendiente de degradacion (min™) Proteccion relativa
Nanoemulsion 0,0263 1
Nanocépsula cationica Eudragit 0,0062 4,24
E PO.

Nanocapsula cationica 0,0164 1,60
quitosano
Nanocéapsulas anidnica Eudragit 0,0093 2,83

E PO - carragenina

Como se observa en la tabla 13, al comparar la pendiente de degradacion de la nanoemulsion
frente a los otros nanovehiculos, se observa que al agregar una 0 mas cubiertas poliméricas
(formando las nanocéapsulas), la proteccion para la curcumina frente a oxidacién/fotélisis aumenta.
Sin embargo, se observan efectos distintos segin el polimero utilizado, ya que las nanocéapsulas
formadas con Eudragit E PO presentan una proteccion relativa 4,24 veces mas alta que la
nanoemulsién, mientras que las nanocéapsulas formadas Unicamente con quitosano solo aumentan la
proteccién de la curcumina en 1,6 veces. Esta menor proteccién otorgada por el quitosano frente al
radical hidroxilo puede ser explicada por varios factores: el primero es que a bajas concentraciones,
las cadenas de quitosano se expanden, provocando un facil acceso a radicales libres como el -OH,
esto genera una mayor interaccion entre el agente oxidante y la curcumina, aumentando la
velocidad de degradacion de esta. Por el contrario, un aumento de la concentracion de quitosano,
provoca un ensamblaje mas fuerte entre las cadenas y esto dificultaria el paso del radical -OH, pero

esto trae como consecuencia la dificultad para incorporar otra cubierta polimérica.r®

Otro factor que influye en la mayor degradacion de la curcumina cuando estd incluida en
nanocapsulas de quitosano, es el hecho de que el radical -OH provoca la degradacién de la molécula
de quitosano cuando esta esta protonada, lo que lleva a un rompimiento de la cadena de este
polimero, provocando la desestructuracion de la cubierta polimérica. Adicionalmente, uno de los
productos de la degradacion del quitosano es un compuesto que posee un radical libre, el cual
podria aportar a la degradacion de la curcumina (Figura 13).*® La suma de todos estos factores

podria explicar que el quitosano proteja menos que el Eudragit E PO.
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Figura 13. Degradacién del quitosano en medio acido por el radical -OH.5

Por otra parte, la adicion de una cubierta de carragenina sobre las nanocapsulas de Eudragit
E PO, no aument6 la proteccion sobre la curcumina, sino que la disminuyd. Estos mismos
comportamientos se observaron en el estudio de fotdlisis de la curcumina, postulando las mismas

teorias explicadas en ese estudio (ver 3.2.1).

Por lo tanto, segin los resultados obtenidos en ambos estudios, el nanovehiculo que
presentd una mayor proteccién para la curcumina frente a la radiaciéon UV y al radical -OH vy, por lo
tanto, ofrece una mayor estabilidad a esta molécula, corresponde a las nanocapsulas de Eudragit E
PO.

3.2.3. Determinacion del porcentaje de degradacion que ejerce cada estimulo degradativo

sobre la curcumina.

Como se menciond anteriormente, en el estudio del efecto del radical -OH sobre la
curcumina, la degradacién de la curcumina esta dada por el efecto de ambos estimulos (radiacién
UV vy radical -OH). Esto es debido a se requiere del efecto de la radiacion UV para la generacién
del agente oxidante. Por lo tanto, con el objetivo de determinar el porcentaje de degradacion de la
curcumina que es atribuido a cada estimulo en las distintas formulaciones, se calculé la diferencia
entre las pendientes de degradacion obtenidas en el proceso de fotolisis y las pendientes de
degradacion obtenidas en el proceso de oxidacion/fotolisis. De esta forma, se pudo otorgar de forma
estimada la proporcion de degradacion (o porcentaje de degradacion) producido por cada estimulo

para cada nanovehiculo.
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Tabla 14. Porcentaje de degradacion de la curcumina atribuido a cada estimulo degradativo.

Vehiculo Porcentaje de degradacion Porcentaje de degradacion
por radiacion UV (%) por radical -OH (%)
Nanoemulsiones 59 41
Nanocapsulas Eudragit E PO 45 55
Nanocépsulas quitosano 55 45
Nanocépsulas Eudragit E PO — 83 17

carragenina

Como se observa en la tabla 14, tanto en las hanoemulsiones, como en las nanocépsulas de
Eudragit E PO y en las nanocapsulas de quitosano, no hay dominio claro de uno de los dos
estimulos estudiados en la degradacion de la curcumina, sino que ambos ejercen un efecto
degradativo de magnitud similar. Sin embargo, esto cambia al agregar una segunda cubierta
polimérica (carragenina), en donde la degradacion estaria provocada mayoritariamente por un
efecto fotolitico (83 %). Esto, presumiblemente, podria ser provocado porque, al tener una doble
capa polimérica, la interaccion entre el radical -OH y las moléculas de curcumina estaria
dificultada, haciendo que sea mas dificil para el radical -OH acceder al nicleo de la hanocéapsula (en
donde se encuentra la curcumina) y ejercer su efecto degradativo. Por otra parte, otra suposicion es
que, al producirse el efecto de la oxidacion por parte del radical hidroxilo, este se consume, lo que
disminuiria su cantidad y, por lo tanto, su efecto degradativo. Por el contrario, el estimulo fotolitico

Nno se consume, ya que es generado sin interrupciones.

Por lo tanto, como se describié anteriormente, si bien no hay un aumento en la proteccion
de la curcumina al agregar la cubierta de carragenina, la adicion de una segunda capa polimérica
sobre las nanocapsulas de Eudragit E PO aumentaria la proteccién especificamente contra la

oxidacion por el radical -OH.
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Conclusiones

De entre todos los solventes en los que la curcumina es soluble, el que ofrece una mejor
solubilidad y, por lo tanto, entregaria una mayor sensibilidad al momento de cuantificar mediante
espectrofotometria UV-visible es la acetona. La curcumina presenta su maximo de absorcion a una
longitud de onda de 419 nm. La cantidad de carga de curcumina adecuada para los nanovehiculos es
de aproximadamente 3,5 mg, una cantidad superior provoca que no toda sea encapsulada y se

produce precipitacion de la curcumina en la fase acuosa.

Se desarrollaron distintos nanovehiculos en donde se incorporé la curcumina, para esto fue
necesario ajustar parametros como cantidad y proporcion de polimeros en la formulacion, pH
necesario para una correcta solubilizacion de los componentes, evaporacion del solvente, entre
otros. Basandose en técnicas tradicionales, se desarrollaron nanovehiculos, especificamente
nanocapsulas de Eudragit E PO, nanocapsulas de quitosano, nanocédpsulas de Eudragit E PO
recubiertas por carragenina y nanocapsulas de quitosano recubiertas por carragenina. Estos
nanovehiculos fueron caracterizados presentando tamafios de entre 160-250 nm, valores de PDI
cercanos y menores al 0,3, y valores de potencial zeta cuyas magnitudes absolutas son lo
suficientemente altas como para ofrecer una buena estabilidad. Ademas, los nanovehiculos
desarrollados obtuvieron una eficiencia de asociacion de la curcumina mayor al 80% en todos los
casos, en donde las pérdidas de curcumina ocurrieron principalmente durante la etapa de
rotaevaporacion del solvente, pues esta molécula se pegaba a las paredes del balén durante el
proceso. Finalmente, en las formulaciones desarrolladas, se pudo elucidar que toda la curcumina

presente en la formulacién se encuentra en el interior del nanovehiculo.

Los resultados del estudio de degradacion de la curcumina en los distintos nanosistemas
desarrollados demuestran que la inclusion de la curcumina en estos nanovehiculos, ademas de
solubilizar al farmaco gracias a su nucleo oleoso, ofrece una proteccién del principio activo frente a
estimulos degradativos, lo que podria aumentar de manera sustancial su estabilidad. En
comparacion con una solucién de curcumina en una matriz oleosa, la inclusion de la curcumina en
los nanovehiculos retrasa su degradacion frente a fotdlisis y radical hidroxilo, llegando a presentar
un proteccion de hasta 7 veces en el caso de las nanocépsulas de Eudragit E PO, las cuales fueron
las que mayor proteccion presentaron. Esto confirma que la inclusion de una cubierta polimérica

sobre las nanoemulsiones, aumenta la proteccion del principio activo.
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Si bien la inclusion de una segunda capa polimérica no aumenta la resistencia frente a la
degradacion, si aumenta la resistencia de forma especifica frente a la oxidacion, probablemente
porque su doble capa haria que fuese mas dificil para el radical -OH llegar a interaccionar con la
curcumina que esta dentro del nlcleo. Por esta causa se observa que en la formulacion que posee
dos capas poliméricas, el efecto degradativo esta dado en un 83% por la radiacion UV, a diferencia
de las otras formulaciones en donde el efecto de la luz provoca cerca de un 50% de la degradacion

de la curcumina.
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