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Resumen

Actualmente, se ha visualizado que los complementos alimenticios
del futuro seguiran la tendencia de la nanoencapsulacién aplicada,
generandose productos nuevos, con caracteristicas determinadas
como por ejemplo, erradicacién de incompatibilidades, solubilizacién
o enmascaramiento de sabores u olores desagradables y protecciéon
de compuestos activos sensibles a condiciones fisicas y quimicas
adversas. Con respecto a los compuestos activos aplicables en
alimentos, los retos a enfrentar son la inclusién, osmolaridad,
biodisponibilidad, estrés térmico y oxidativo durante el
procesamiento y almacenamiento, insolubilidad de compuestos
liposolubles, degradacién enzimética y condiciones de acidez durante

el tracto gastrointestinal.

Los alimentos funcionales donde se incorporan los nanoencapsulados
pueden proporcionar un efecto benéfico para la salud ademas de
contribuir a la nutricién, ejemplo de ellos son aquellos que contienen de
manera natural o a los que se les ha adicionado un ingrediente
funcional nanoencapsulado como los &cidos grasos, carotenoides,
flavonoides, isotiacianatos, fenoles, polioles, fitoestrégenos, minerales,
vitaminas, sustancias biol6égicamente activas como probidticos,

fitoquimicos y antioxidantes.

Los antioxidantes al ser sustancias capaces de neutralizar a los
radicales libres causantes de los procesos de envejecimiento y de
algunas otras enfermedades, que por la incapacidad del cuerpo de
neutralizarlos obliga a recurrir a alimentos que los contengan para

tratar de contrarrestar sus efectos negativos.
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Podemos encontrar antioxidantes y disponer de ellos en frutas,
verduras u hortalizas las cuales son ricas en betacarotenos, vitamina C,
licopeno, glutatién, clorofila, vitamina E, &cido linolénico (®-3) y
flavonoides. Sin embargo estos compuestos son sensibles a factores
fisicos, quimicos y/o enziméticos por lo cual sus propiedades pueden

minimizarse e incluso anularse.

Ante ello se han desarrollado y wusado nuevos sistemas de
estabilizacién que permiten proteger y prolongar el tiempo de vida
de una sustancia con el objetivo de mejorar su eficacia, los sistemas
méas utilizados para proteger y controlar la liberacién de compuestos
activos son los sistemas de secuestro matricial y sistemas de

encapsulacién.

Los liposomas pertenecen al sistema de encapsulacion y han
demostrado ser eficientes en la captacién, proteccién y biodisponibilidad
de una gran variedad de sustancias activas hidrosolubles, liposolubles o
anfifilicas. Estos sistemas pueden desarrollarse dependiendo de la
naturaleza y uso del compuesto activo a través de diversos métodos,
entre los m&as comunes se encuentran: evaporacién en fase reversa
(REVs) e hidratacién de pelicula — Bangham, los cuales generan
liposomas unilamelares o plurilamelares respectivamente a escala micro

o nanométrica.

Asi, las investigaciones sobre encapsulacién a escala micro y nano
estan desarrollando estudios de compatibilidad con los nutrientes a
encapsular, pruebas de estabilidad y capacidad de atrapamiento asi
como su vectorizaciéon dentro de nuestro organismo. Estas
investigaciones se han incrementado en los Ultimos afios generandose

oportunidades de innovacién en el drea de alimentos.

En este capitulo se describiran las caracteristicas, eficiencia de

atrapamiento, estabilidad y liberacién de compuestos activos,
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antioxidantes oleosos (B-caroteno) y acuosos (antocianinas de
zarzamora), en liposomas elaborados por REVs en comparacién con los

obtenidos por el método de Bangham.

Palabras clave

Nanoencapsulacién, liposomas, antioxidantes, B-caroteno y antocianinas.
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1. Introduccién

Actualmente se ha visualizado que los complementos alimenticios del futuro
seguirdn la tendencia de la nano encapsulacién aplicada, generandose
productos nuevos, con caracteristicas determinadas como por ejemplo,
erradicacién de incompatibilidades, solubilizacién o enmascaramiento de
sabores u olores desagradables y proteccién de compuestos activos (CA)
sensibles a condiciones fisicas y quimicas adversas, (Fathi, Mozafari &
Mohebbi, 2012; Mangematin & Walsh, 2012). Con respecto a los CA
aplicables en alimentos, los retos a enfrentar son la inclusién, osmolaridad,
estrés térmico y oxidativo durante el procesamiento y almacenamiento,
insolubilidad de compuestos liposolubles, degradacién enziméatica, condiciones
de acidez durante su paso a través del tracto gastrointestinal y su
biodisponibilidad (BA) (Shimoni, 2009).

Con respecto a la BA y la absorciéon de nutrimentos la eficiencia es mayor
cuando son transportados por vehiculos lipidicos como los liposomas, los
cuales son vesiculas compuestas por fosfolipidos organizados en bicapas. Estas
vesiculas poseen una fase acuosa interna y estan suspendidas en una fase
acuosa externa, pueden encapsular en su estructura moléculas o CA de
caracter hidrosoluble, liposoluble o anfifilicos ya sea de forma conjunta o
separada (Sharma-Vijay, Mishra, Sharma & Srivastava, 2010). Son de gran
ayuda como protectores y transportadores de sustancias y CA que presentan
problemas de solubilidad o son sensibles a factores fisicos, quimicos,
degradativos y de desactivacién (sistema inmunolégico) (Drulis-Kawa &
Dorotkiewicz-Jach, 2010; Fathi et al., 2012; Hollmann, Delfederico, Glikmann,
De Antoni, Semorile & Disalvo, 2007). Ademds presentan biocompatibilidad,
biodegrabilidad y no toxicidad (Luzardo, Martinez, Calderdn, Alvarez, Alonso,

Disalvo et al., 2002).

Si bien estos sistemas han sido extensamente estudiados y usados en el area
farmacéutica, actualmente sus fundamentos y resultados han servido como
plataforma para los tecnélogos de alimentos que han empezado a utilizarlos

(Murillo, Espuelas, Prior, Vitas, Renedo, Goni-Leza et al., 2001; Yaifez,
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Salazar, Chaires, Jimenez, Marquez & Ramos, 2002), siendo el diseiio y la

innovacién un reto para aplicaciones especificas como por ejemplo:

* Mejoramiento notorio en el sabor amargo y/o &4cido de productos

alimenticios mejorando su palatabilidad.

* Distribucién uniforme de sustancias solubles en grasa, tales como
ciertas vitaminas y antioxidantes, que generalmente no son compatibles

con productos a base de agua.

e Proteccién de nutrimentos de la oxidacién prematura y de Ila
degradacién &cida o enzimética en el estémago e intestino (Parra,
2010; Suiie, 2002).

e Liberacién de contenido cuando los liposomas hayan alcanzado una

temperatura predeterminada o valor de pH.

* Marcadores de ciertos tejidos o tipos de células utilizando lipidos para

formar la doble capa de un liposoma.

e Aumento de la absorcién intestinal cubriendo los liposomas con

elementos complementarios externos.

e Entrega de nutrimentos a células, sin embargo, esto es un desarrollo

relativamente reciente (Murillo et al., 2001; Sharma-Vijay et al., 2010).

2. Liposomas en el Area de Alimentos

En los alimentos existen naturalmente muchos componentes nutritivos, y a
menudo en minimas cantidades ejercen un efecto benéfico sobre nuestro
organismo. En muchos casos el alcanzar los beneficios, depende de Ila
bioaccesibilidad y la biodisponibilidad por lo que las investigaciones en
alimentos estdn realizando un esfuerzo por aumentar o mantener sus
contenidos (Shimoni, 2009). Los liposomas, como sistemas de encapsulacién,
pueden ayudar a este reto. Algunas de las aplicaciones de estos sistemas
lipidicos en alimentos han sido reportados por Taylor, Weiss, Davison y Bruce

(2005) en el cual citan estudios como:
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¢ Encapsulacién de lactoferrina, nisina y un polipéptido antimicrobiano

para incrementar la vida de anaquel de productos lacteos.

* Fosvitina atrapada en liposomas para inhibir la oxidacién de lipidos en

una variedad de productos lacteos y carne molida de cerdo.

* Encapsulacién de vitamina C, donde el liposoma mantiene el 50% de
su actividad después de 50 dias de almacenamiento refrigerado

mientras que la no encapsulada perdié su actividad después de 19 dias.

Por otro lado Santiago (2005) empleando liposomas, logré encapsular hierro
para la fortificacién de Téjate deshidratado (Bebida refrescante de Oaxaca,
Méx.) para evitar enfermedades como la anemia ferropénica la cual es
originada por la deficiencia de hierro en la dieta o por su baja
biodisponibilidad.

En maduracién de quesos (manchegos), se han empleado liposomas con
diferentes enzimas para obtener una caracteristica especifica por ejemplo,
quesos blandos y menos elasticos (liposomas con quimosina), quesos firmes y
eldsticos (liposomas con proteinasa de B. subtilis) o quesos con sabor intenso

(liposomas con cinarasas) (Picon, 1994).

También, se ha estudiado, la estabilidad de los liposomas cubiertos con
proteinas de capa-S (PCS) provenientes de Lactobacillus utilizados en
alimentos lacteos. Estos sistemas fueron expuestos con y sin la presencia de
PCS a factores del tracto gastrointestinal (TGI) y los resultados obtenidos
indicaron que los liposomas cubiertos con la proteina tienen mayor proteccién

durante su trayecto por el TGI (Hollmann et al., 2007).

Puede entonces afirmarse que los liposomas tienen un gran potencial como
vehiculos y sistemas de liberacion de CA incorporados en materiales
alimenticios (Takahashi, Uechi, Takara, Asikin & Wada, 2009), lo cual
significa un renacimiento prometedor de la investigacién de los liposomas, en
este caso en aplicaciones en diversos productos alimenticios, lo que mejorara
las propiedades nutritivas, sensoriales y fisicoquimicas, en un futuro cercano

(Sharma-Vijay et al., 2010).
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3. Liposomas como Nanotransportadores de Compuestos
Activos (CA)

La nanotecnologia es wuna 4&rea interdisciplinaria de investigacién vy
desarrollo de sustancias o dispositivos en rangos nanométricos (Reza-Mozafari,
Johnson, Hatziantoniou & Demetzos, 2008), es un campo relativamente nuevo
de investigacién, sin embargo, avanza rapidamente en &reas de ciencia y
tecnologia creando nanomateriales para tratamientos médicos, investigacién
agricola, restauracién ambiental, aplicaciones energéticas y alimentacién
(Molins, 2008). En esta ultima se estidn realizando diversas investigaciones,
entre las que se encuentran el estudio de las caracteristicas nanométricas
sobre la estructura, textura y calidad de los alimentos, desarrollo de nano
sensores para monitoreo (transporte, almacenamiento y trazabilidad), envases
con propiedades antimicrobianas, liberacion de farmacos en puntos especificos
y nanoencapsulacién de componentes de alimentos (Chaudhry, Scotter,

Blackburn, Ross, Boxall, Castle et al., 2008).

Con respecto a las aplicaciones, la nanoencapsulacién se ha hecho presente
en la incorporacién, absorcién o dispersibn de compuestos bioactivos
(Bouwmeester, Dekkers, Noordam, Hagens, Bulder, de Heer et al., 2009), los
cuales pueden depositarse en interfaces de emulsiones para mejorar su
estabilidad (Prestidge & Simovic, 2006), de esta manera se obtienen sistemas
transportadores para encapsulacién de compuestos de sabor-aroma,
nutracéuticos o sistemas eldsticos para el empaque de alimentos (Sozer &
Kokini, 2009). La ventaja de estas aplicaciones han tenido impacto sobre la
estabilidad del material encapsulado a condiciones ambientales, enzimaticas,
quimicas, temperatura, fuerza idnicas, enmascaramiento de olores o sabores no

deseados (Yurdugul & Mozafari, 2004).

Los nanotraportadores desarrollados en la industria alimentaria son
elaborados a base de hidratos de carbono, proteinas o lipidos. Sin embargo,
los primeros no tienen un gran potencial a escala debido a que es necesario
aplicar diferentes productos quimicos o tratamientos de calor que no son del

todo controlados. Por otra parte, los vehiculos basados en lipidos tienen una
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mayor posibilidad de produccién industrial asi como una mayor eficiencia de
encapsulacion y baja toxicidad. Entre los sistemas lipidicos encapsulantes mas
prometedores se encuentran nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs),
transportadores lipidicos nanoestructurados (NLCs), nanoemulsiones y
nanoliposomas (Fathi et al., 2012), en los cuales se han logrado encapsular
compuestos activos insolubles (Cheong, Tan, Man & Misran, 2008; Jafari,
Assadpoor, Bhandari & He, 2008), enzimas (Rao, Chawan & Veeramachaneni,
1994), vitaminas (Gonnet, Lethuaut & Boury, 2010), antimicrobianos
(Malheiros, Daroit & Brandelli, 2010) y minerales (Arnaud, 1995).

En especifico, a los nanoliposomas y liposomas, se les han atribuido
ventajas tales como la biocompatibilidad, biodegradabilidad, posibilidad de
produccién a gran escala, eficacia de atrapamiento, facilidad de entrega y
liberacién de farmacos, genes de diagnéstico, ingredientes hidrosolubles,
liposolubles, anfifilicos (Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-Jach, 2010; Fathi et al.,
2012; Hollmann et al., 2007), ademéas de su capacidad de direccionamiento, lo
que significa que puede adaptarse, entregar y liberar su carga en un sitio
especifico dentro y fuera de sistemas in vivo (Fricker, Kromp, Wendel, Blume,
Zirkel, Rebmann et al., 2010; Navarro, Cabral, Malanga & Savio, 2008). Si
bien los liposomas han demostrado ser eficientes en diversos procesos, las
futuras investigaciones deberan enfocarse a su produccién segura y escalada a
bajo costo, asi como demostrar el verdadero potencial de liposomas y
nanoliposomas para mejorar la calidad y la seguridad de una amplia variedad

de productos alimenticios (Reza-Mozafari et al., 2008).

4. Biodisponibilidad y Entrega Liposomal de Nutrimentos

La biodisponibilidad (BA) la cual se define como la fraccién y la velocidad
en que se absorbe un ingrediente activo o fraccién activa de un fArmaco y se
hace disponible en el sitio de accién (FDA, 2000; Gaete, Solis, Venegas,
Carrillo, Schatloff & Saavedra, 2003). En especifico para alimentos, la BA
considera el efecto de los alimentos en la liberacién y absorciéon de la

sustancia, realizando un comparativo entre los productos a estudio y los de
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referencia, considerando la concentracién y actividad de los compuestos
activos mas importantes y viables analiticamente, evaluados por métodos in
vitro o in wvivo. La liberacion del CA de los sistemas coloidales a las células

puede darse por cuatro mecanismos principales (Figura 1), los cuales son:

1. Absorcién: Adherirse a la superficie de la pared celular vy
posteriormente difundirse lentamente al interior de las células y

liberando los compuestos activos.

2. Fusidén: Se funde con la pared celular y liberar su contenido al interior

de la célula.

3. Endocitosis: Paso de la vesicula (liposoma) al interior de la célula,

una vez dentro se rompe el liposoma y el compuesto activo es liberado.

4. Intercambio de lipidos: Entre la pared celular y la bicapa lipidica

del liposoma liberando los CA al interior.

Intercambio de
Fusidn lipidos

Endocitosis

Figura 1. Liberacion de los CA de los liposomas a las células

Las etapas que interfieren en la BA son: El desarrollo de un mecanismo de
administracién que encapsule al CA, insertarlo en el torrente sanguineo y
liberarlo en un punto de interés especifico para un maximo efecto. En relacién
a capsulas o recubrimientos, los liposomas pueden considerarse como buenos
candidatos para mejorar la BA de sustancias activas, nutrimentos e
ingredientes activos (hidréfilos, hidréfobos y anfifilicos) con baja solubilidad
para su internalizacién en membranas celulares; estos sistemas coloidales son

capaces de circular por la sangre, atravesar la piel, anclarse o traspasar
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mucosas para inducir una respuesta celular determinada o liberar un CA
debido a la similitud que tienen con las células (Navarro et al., 2008).
También pueden adherirse a la mucosa intestinal, prolongar tiempos de
residencia, mejorar o potencializar caracteristicas terapéuticas y proteger de la
degradacién enzimaética del tracto gastrointestinal (Frézard, Schettini, Rocha
& Demicheli, 2005). Ante esto ultimo, se ha encontrado que la encapsulacién
en liposomas proporciona a los nutrimentos diversas ventajas de BA entre las

que se encuentran:

¢ La transportacién y distribucién inmediatamente a través del sistema

digestivo.
¢ Asimilacidn, sin necesidad de romperlos digestivamente.

* Absorcién a través del intestino delgado y ser transportados de manera
intacta a través del flujo sanguineo para posteriormente ser
metabolizados por las células que los necesitan sin ser sujetos a la

degradacién digestiva.

Por ejemplo, en estudios realizados con respecto a la BA de la Curcumina,
un aditivo alimentario y especie con propiedades potenciales anti-metastasis
fue evaluada, formuldndose en liposomas los cuales fueron administrados en
forma oral a ratas, los resultados mostraron que los sistemas tuvieron una
evidente BA, rapida velocidad y gran extensién de absorcién, ademés de una

alta actividad antioxidante (Takahashi et al., 2009).

Los liposomas también han sido desarrollados para mejorar la BA oral de
CA poco absorbibles mediante el uso de &acido félico como mediador de
captacién. El acido fdlico fue acoplado a la superficie del liposoma
conteniendo cefotaxima, posteriormente se administré a ratas, obteniéndose
un mejoramiento en su BA por lo cual podria considerarse que el
acoplamiento de acido félico puede ser 1util para la suplementacién oral por
medio de un sistema de liberacién liposomal (Ling, Yuen, Magosso & Barker,
2009).

La BA también se ha medido en fosfolipidos a nivel plasma y suero en
diversos individuos, donde los acidos grasos contenidos en los eritrocitos son el

mejor indicador de su BA en tejidos. En otro estudio, la suministracién de
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aceites de pescado, oliva y de Krill antartico (Euphausia superba) a un grupo
de personas, se observé que este ultimo tiene mayor BA reportando altos
niveles de EPA y DHA. Por otra parte, un estudio in wvitro con células de
pulmén de rata reporté una mayor respuesta de acidos grasos en forma de

fosfolipidos (Garcia & Agiiero, 2015).

5. Liposomas, Aspectos Generales

Los liposomas son vesiculas esféricas que contienen una o varias bicapas
fofolipidicas concéntricas con compartimientos acuosos alternados (Ball, 1995;
De la Maza & Parra, 1993; Frézard et al., 2005; Lanio, Luzardo, Laborde,
Sanchez, Cruz-Leal, Pazos et al., 2009). Su formacién se produce de manera
espontdnea cuando moléculas anfifilicas (Figura 2a) como los fosfolipidos se
mezclan con agua; su parte polar interacciona con el agua y las cadenas
laterales (dcidos grasos) lo hacen con sus homélogos moleculares para formar
bicapas (Figura 2b) en las cuales se pueden depositar sustancias lipofilicas y
mientras que en la cavidad interna con caracteristica polar, puede situarse
agua o sustancias hidrofilicas (Castro, 1999; Clares, 2003; Navarro et al.,

2008).

(a)

} Parte hidrofilica
{polar)

Parte hidrofdbica
(apolar)

Liposoma

Lipidos Bicapa lipidica

Figura 2. Molécula anfifilica (a), Formacién de la bicapa (b), Liposoma (c)

Los liposomas convencionales, tipicamente estan constituidos de fosfolipidos
y colesterol, los primeros son lipidos anfipiticos y presentan una estructura
similar a los triglicéridos. Estan compuestos por una molécula de glicerol a la

que se ensamblan 2 &acidos grasos de diferente longitud y grado de
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instauracién en las posiciones 1 y 2. En la posicién 3 posee una molécula de
acido orto fosférico al cual puede estar unida una, serina, etanol amina, ciclo
inositol, cefalina o una colina, generandose estructuras especificas (Garcia &
Agiiero, 2015).

Las lecitinas o fosfatidilcolinas pertenecen al grupo de los glicerofosfolipidos
y son las cominmente empleadas para la elaboracién de liposomas por ser el
principal lipido estructural en membranas biolégicas y biomédicas, pueden ser
obtenidas de manera sintética o de fuentes naturales: animales (yema de

huevo) o vegetales (granos de soya) (Kotynska & Figaszewski, 2007).

La lecitina de soya posee 21% de fosfatilcolina, 22% de
fosfatidiletanoalmina y un 19% de fosfatidilinositol, su parte hidrofébica se
une a la cabeza polar hidrofilica que puede contener un grupo fosfato o
algunas unidades de azicares originando de esta manera la estructura de los
liposomas (Lanio et al., 2009; Navarro et al., 2008). Es considerada como un
agente tensoactivo no téxico, aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration de los EEUU) para el consumo humano, con el estatus GRAS
(Generally Recognized As Safe). Se utiliza comercialmente como emulsionante
o como revestidor de productos farmacéuticos, ademéas de ser ampliamente
usada en el dambito farmacéutico debido a que disminuye la concentracién de
colesterol y triglicéridos en el organismo (Iwata, Kimura, Tsutsumi, Furukawa

& Kimura, 1993; Jimenez, Scarino, Vignolini & Mengheri, 1990).

Publicaciones recientes demuestran el potencial de los liposomas basados
en fosfolipidos para mejorar la BA de CA poco solubles, incluyendo
péptidos y proteinas (El-Nesr, Yahiya & El-Gazayerly, 2010; Navarro et al.,
2008; Zou, Sun, Zhang & Xu, 2008). Liposomas compuestos de
fosfatidilcolina de soya hidrogenada (HSPC), dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y dimiristoilfosfatidilglicerol
(DMPG), demostraron que son sistemas adecuados para la liberacién de
vacunas orales, ademaés indican que su presencia en las formulaciones
mejoran su estabilidad y las protegen de la descomposicién enzimatica, otros
ejemplos, demuestran que la presencia de fosfolipidos en formulaciones orales

pueden alterar la BA retardando su liberacién (Fricker et al., 2010).
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Por otra parte, el colesterol molécula de ciclopentanoperhidrofenantreno
(CyyH4O/CxyHyisOH), es un lipido esteroide, constituido por cuatro
carbociclicos condensados o fundidos, posee una cabeza polar constituida por
el grupo hidroxilo y una porcién apolar formada por los anillos condensados y
sustituyentes alifaticos, debido a esta caracteristica es una molécula hidréfoba
con una solubilidad en agua de 10® M y al igual que otros lipidos, es bastante

soluble en disolventes apolares como el cloroformo.

Puede ser incluido en liposomas como un “aditivo” hasta una concentracién
molar del 50% para mejorar las caracteristicas de las bicapas incrementar su
microviscosidad, aumentar la rigidez de las membranas en “estado cristalino”
(se inserta en las cadenas lipidicas, originando un aumento en el
empaquetamiento y una disminucién de la permeabilidad y fluidez) y reducir
la rigidez de las membranas que no estdn en “estado gel” (se inserta junto a
las cabezas polares, aumentando la permeabilidad y fluidez de las cadenas)
(Elsayed, Abdallah, Naggar & Khalafallah, 2007; Frézard et al., 2005;
Sharma-Vijay et al., 2010).

6. Métodos de Sintesis de Liposomas

6.1. Liposomas Plurilaminares — Método Bangham

Atendiendo a las caracteristicas estructurales, en particular al nimero de
bicapas y al tamano, los liposomas pueden clasificarse en vesiculas
multilamelares o unilamelares (Ball, 1995; Frézard et al., 2005; Lanio et al.,
2009; Navarro et al., 2008). Las vesiculas multilamelares, consisten en varias
lamelas concéntricas entre las cuales se encuentran volimenes acuosos; son
apropiadas para la incorporacién de CA con caracteristicas hidrofilicas. Los
CA se depositan en el interior de las membranas y pueden ser lentamente
liberados en el sitio especifico (Navarro et al., 2008). Este tipo de liposomas
pueden obtenerse mediante el método Bangham (Figura 3), el cual consiste en
solubilizar lipidos en un disolvente orgéanico y obtener una pelicula delgada

por rota-evaporacién, la cual es posteriormente rehidratada.
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Figura 8. Método de preparacion de liposomas tipo MLV (Bangham,),
basados en el proceso de hidratacion de pelicula lipidos

Para un mejor control de lamelaridad y homogeneidad del tamano de los
liposomas obtenidos por este método, es posible aplicar a la suspensién
heterogénea un procedimiento de extrusién, el cual consiste en usar
membranas de policarbonato para filtrar la solucién; el nimero de veces que
se repita esta operacién, asi como el didmetro de poro determina la

lamelaridad y la dispersién de tamaiios de la suspension final de liposomas.

6.2. Liposomas Unilaminares — Método REVs

En 1978, Szoka y Papahadjopoulos desarrollaron un procedimiento de
preparacién de liposomas al que denominaron “evaporacién en fase reversa’”,
mediante el cual se pueden obtener vesiculas con un espacio central acuoso
mas voluminoso. En este método se parte de una disoluciéon de los fosfolipidos
en un solvente orgdnico los cuales se mezclan con una fase normalmente
acuosa, esta mezcla se emulsifica obteniéndose una suspensién de micelas
invertidas, posteriormente se elimina el solvente lo que produce, al mismo
tiempo, una agregacién de micelas que conduce a la formacién de una
estructura tipo gel, la cual se rompe cuando se incrementa el grado de vacio

aplicado para lograr la completa eliminacién del disolvente (Figura 4).
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Figura 4. Método de preparacion de liposomas del tipo REVs, basado en el proceso
de evaporacion en fase reversa

En este proceso las monocapas lipidicas que constituyen las micelas se
sitlan lo suficientemente cerca unas de otras, como para dar lugar a las
bicapas lipidicas que constituyen la pared de los liposomas. Las vesiculas
formadas de esta manera son de tipo uni u oligolaminar, con un tamano
medio alrededor 500 nm aunque bastante heterogéneo. Las vesiculas formadas
son adecuadas para moléculas hidrosolubles, donde la meta es lograr un alto
valor en la relacién del volumen de atrapamiento-lipido. Una desventaja es la
debilidad mecéanica de su unica membrana, que puede llevar a su ruptura y
pérdida parcial de material, asi como representar una tenue barrera para

compuestos hidrosolubles.

Ambos métodos se han utilizado para encapsular innumerables CA, con
diferentes fines, entre los que se encuentran: transportadores de
antimicrobianos, anticancerigenos, agentes quelantes, antibidticos, hormonas,
antiinflamatorios, analgésicos, antifingicos, antineoplasicos, inmunosupresores,
asi como para administraciones especificas: oral, topica o respiratoria, ademas

de usarse como marcadores de diagndstico, o para terapias enzimaéticas.

El factor comin que persiguen estos sistemas transportadores, es la
eficiencia de atrapamiento y estabilidad del CA, lo que puede ser afectado por
el tipo de liposoma (convencional, niosoma, catiénicos, recubiertos, etc.),
método de elaboracién (formulacién, procesos de homogenizacién) y
condiciones de almacenamiento (Xia & Xu, 2005). Ademds debe destacarse, a

fin de obtener un porcentaje de incorporacién, estabilidad, biodistribucién,
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estructura y liberacién del principio activo el método de preparacién debe ser
disenado y optimizado especificamente para cada tipo de sustancia activa

(Navarro et al., 2008).

7. Compuestos Activos o Fitoquimicos

Los compuestos activos (CA) o fitoquimicos son definidos como:
compuestos que tienen una actividad biolégica dentro del organismo,
traducida en un efecto benéfico para la salud, actualmente se estan
promoviendo para aliviar diversas enfermedades, en lugar de los productos
farmacéuticos aldpatas, tan asi que la FDA ha publicado un documento
orientado a “productos botanicos con ingredientes activos” con el fin de
promover el desarrollo de productos derivados de fuentes naturales. En este
ambito solo dos productos se han registrado y en la actualidad hay muchos
productos de origen natural en desarrollo clinico, que se encuentran en via de
registro del Producto Botanico, como fitofarmacos que se empleardn para el
tratamiento de céncer, enfermedades inflamatorias y otros padecimientos (Dai,

Gupte, Gates & Mumper, 2009).

Dentro de los compuestos activos se encuentran los antioxidantes, que
estabilizan los radicales libres que el cuerpo humano produce, la presencia en
exceso de estas especies reactivas pueden generar estrés oxidativo y con ello la
degeneracién del DNA, enfermedades cardiovasculares, disfuncién de los
procesos mentales, cataratas y la apariciébn de ciertos tipos de cancer y
tumores (Wang, Ishida & Kiwada, 2007). Como contraparte los efectos
benéficos que ejercen los CA antioxidantes sobre la salud humana son:
proteccién del sistema cardiocirculatorio, reduccién de la presién sanguinea y
riesgos de cancer, regulacién de indice glucémico y colesterolemia, mejoradores
de la respuesta inmune, entre otros.

Podemos encontrarlos en proporciones abundantes en frutas, verduras,
bacterias (4cido lacticas) y verduras fermentadas. Entre los més reconocidos
por sus efectos terapéuticos se encuentran: los isotiocianantos, flavonoides,

monoterpenos (D-limoneno, D-carvona), organosulforados (alildisulfuro),
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isoflavonas, lignanos, saponinas, polifenoles y carotenoides (Patras, Brunton,
Da Pieve & Butler, 2009; Serraino, Dugo, Dugo, Mondello, Mazzon, Dugo et
al., 2003; Tavares, Figueira, Macedo, McDougall, Leitdo, Vieira et al., 2012).
Un grupo importante de los polifenoles son los flavonoides, los cuales se
caracterizan por ser solubles en agua; ejemplo de ellos son las chalconas, los
taninos condensados, las flavonas, los flavonoles, los flavanoles y las
antocianidinas (Bowen-Forbes, Zhang & Nair, 2010; Kaume, Gilbert,
Brownmiller, Howard & Devareddy, 2012).

7.1. B-Caroteno — Antioxidante Lipofilico

El B-Caroteno, (Figura 5a), pertenece al grupo de los carotenoides, se
encuentra fundamentalmente en vegetales (zanahoria, tomate, pifa, citricos),
flores y semillas (achiote), este asi como sus isémeros (o, y) son compuestos
del tipo polienos, con dobles enlaces conjugados (Respetro, 2007), presenta un
espectro de absorcién entre los 400 y 500 nm, su estructura posee un caracter
extremadamente hidrofébico y muestra una pobre BA en forma cristalina

(Ribeiro & Cruz, 2004).

El B-caroteno, a-caroteno y B-criptoxantina, son precursores de la vitamina A
y poseen actividad antioxidante lo cual provoca un interés creciente en estos
compuestos para aplicaciones terapéuticas. Estudios epidemiolégicos han
demostrado una asociacion entre niveles elevados de carotenoides en la dieta o en
la sangre y un efecto protector contra el desarrollo de enfermedades croénicas
como ciertos tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares, degenerativas de la
macula y cataratas (Macias, Schweigert, Serrano, Pita, Hurtienne, Reyes et al.,
2002), aumentan la eficiencia del sistema inmune, inhiben la oftomutagénesis,
actian como protectores a la radiaciéon ultravioleta y reducen las probabilidades

de ataques cardiacos (Bjelakovic, Nikolova, Gluud, Simonetti & Gluud, 2007).
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Figura 5. Estructuras del B-Caroteno (a) y sus isémeros a (b), v (c)

7.2. Antocianinas de Zarzamora (Rubus Fruticosus) -—
Antioxidante Hidrofilico

Las antocianinas son el grupo méas importante de compuestos hidrosolubles,
responsables de los colores rosa, rojo, purpura y azul que se aprecian en flores,
frutas y verduras. Se localizan principalmente en la piel de las verduras (col y
cebolla morada) y frutas tales como: manzanas, peras (Salinas, Rubio & Diaz,
2005) y bayas; estas udltimas, han sido ampliamente reconocidas como una
gran fuente de compuestos bioactivos fendlicos, entre los que se encuentran:

taninos, dcidos fendlicos y flavonoides (Wu, Frei, Kennedy & Zhao, 2010).

Dentro de las bayas se encuentran las

OH
zarzamoras, que poseen una alta cantidad de v OH
antocianinas, siendo la cianidina-3-glucésido + |

OH 0 S
(Figura 6) la predominante (Bowen-Forbes et | \‘q
al., 2010; Kaume et al., 2012; Patras et al., |// i

2009), comparada con las que poseen la grosella OH

0
O/l L _aOH
y la frambuesa (Pantelidis, Vasilakakis, {K\/[\
i

Manganaris & Diamantidis, 2007; Wang & Lin,

Figura 6. Cianidina-3-glucosido
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2000). Por ello la zarzamora es considerada como una importante fuente de

antioxidantes.

Como antioxidante o pro oxidante, las antocianinas de la zarzamora pueden
ejercer efectos benéficos como antiinflamatorios o quimioprotectores. En un
articulo publicado por Dai et al. (2009) se citan diversos estudios
prometedores sobre el efecto de estas antocianinas, entre los que se
encuentran, la proteccién de células CaCo-2 de la apoptosis inducida por
radicales perdxido, generacién de ciclos redox de especies de oxigeno reactivas
para disminuir radicales libres, rompimiento oxidativo de la cadena de DNA,
generacién de sustancias peroxidantes, asi como efectos antiproliferativos en

células de cédncer (Kaume et al., 2012).

También han mostrado tener diversas bioactividades, tales como: efecto
protector contra la disfuncién endotelial e insuficiencia vascular en vitro
(Serraino et al., 2003), inhibicién de cdncer de colon, protector contra el
aumento de peso e inflamacién asociados con la menopausia (Dai et al., 2009;
Kaume et al., 2012). Incluso el interés sobre ellas se ha intensificado debido a
sus propiedades farmacolégicas y terapéuticas. Por ejemplo, durante el paso
del tracto digestivo al torrente sanguineo, las antocianinas permanecen
intactas y ejercen efectos terapéuticos entre los que se encuentran: reduccién
de la enfermedad coronaria, efectos anticancerigenos, antitumorales,
antiinflamatorios y mejoramiento del comportamiento cognitivo (Garzon,
2008; Li, Lim, Lee, Kim, Kang, Kim et al., 2012; Miyazawa, Nakagawa, Kudo,
Muraishi & Someya, 1999; Pedreschi & Cisneros-Zevallos, 2007). Sin embargo,
a pesar de los grandes beneficios y su poder antioxidante las antocianinas en
la dieta presentan una baja BA (Mazza, Kay, Cottrell & Holub, 2002; Wu,
Cao & Prior, 2002).

Por lo anteriormente descrito los CA como el pB-caroteno y las
antocianinas presentan diversos beneficios en la salud para la prevencién de
enfermedades, sin embargo son sensibles a factores fisicos y quimicos
originando que sus efectos sean minimos o nulos. Estos compuestos pueden ser
protegidos y potencializar sus efectos con el uso de técnicas de

microencapsulacién en liposomas, los cuales han demostrado su potencial
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como transportadores y protectores de moléculas de farmacos e ingredientes
activos aumentando su estabilidad en condiciones deletéreas ambientales
incluso las del tracto gastrointestinal. Estudios realizados por Villa, Pedroza y
San Martin (2013) comparando dos métodos de elaboracién de liposomas
(Bangham y REVs) encapsulando las mismas sustancias activas y
determinando su eficiencia de atrapamiento y tasa de liberacién en fluidos
gastrointestinales simulados, observaron que estos sistemas son viables para la

conservaciéon de las propiedades antioxidantes.

8. Evaluacién de los Liposomas Conteniendo Antioxidantes

Se caracterizaron los CA (B-caroteno y antocianinas) por cromatografia de
liquidos de Alta Resoluciéon (HPLC). Los liposomas fueron elaborados por dos
tipos de métodos: Bangham y REVs; fueron cargados de manera separada con
los CA liposolubles e hidrosolubles, finalmente a las estructuras lipidicas
generadas se les determiné la eficiencia de atrapamiento y la tasa de
liberacién en condiciones gastrointestinales simuladas. Para la direccién e
interpretacién de los liposomas obtenidos por ambos métodos se utilizo la
siguiente nomenclatura, L: Liposoma, B: Método Bangham, R: Método REVs,

B: Beta caroteno y A: Antocianinas.

8.1. Espectros de Absorcién de los Compuestos Activos por
HPLC

Estudios realizados por Villa et al. (2013) reporta que la sefial espectral del
B-caroteno obtenido por HPLC empleando una fase mévil compuesta por
MeOH:Isopranol:Acetonitrilo (10:80:10 v/v), obtuvo un tiempo de retencién
(TR) de 4.34 minutos similar al que reportan Olives, Camara, Sénchez,
Ferndndez y Lépez (2006). Para las antocianinas, extraidas de zarzamora
purificas usando cromatografia preparativa obtuvo el compuesto puro de
Cianidina-3-glucésido, su andlisis en HPLC genero un TR de 2.37 minutos
utilizando como fase movil: Acetonitrilo: MeOH: Ac. Acético: Ac. Tricloro

Acético (8.3: 3.3: 17.0: 0.06 v/v), el TR obtenido fue muy similar al reportado
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por Doéka, Ficzek, Bicanic, Spruijt, Luterotti, Téth et al. (2011) con una sefial

a los 2.27 minutos. Para el calculo de la concentracién de los compuestos
activos encapsulados en los liposomas, con el tiempo de retencion de cada CA
elaboro curvas en funcién de la variacién de la concentracién. El grafico del
modelo ajustado a los datos experimentales tienen un coeficiente de
determinacién de R’=0.998 y R’=0.987 para p-caroteno y antocianinas

respectivamente.
8.2. Liposomas Sintetizados por el Método de Bangham con
p-Caroteno y Antocianinas
El analisis por HPLC para determinar la concentracién de encapsulacién de
las muestras con B-caroteno y del material no encapsulado en los liposomas se
la Figura 7. Las diferentes concentraciones del p-caroteno

muestra en
encapsulado (0.6-3.0 mg/ml) en los liposomas, muestra que la cantidad

retenida es proporcional a la concentracion.

- B-caroteno atrapado

Heam,
===B-caroteno no atrapado

0.6 (mg/ml)

0.8

2.0

3.0
Figura 7. Espectros de eficiencia de atrapamiento del CA por HPL; f-caroteno atrapado (-), no

atrapado (-)
Por el calculo de las areas de los espectros se observa que a concentraciones

de 3.0-1.0 mg de P-caroteno existe una proporcién de material que no fue

capturado (49.11 — 46.27%). Por otra parte, a concentraciones de 0.8-0.6 mg
de B-caroteno no se exhibieron espectros del material no atrapado sugiriendo
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que el B-caroteno fue capturado completamente (Tabla 1). Por lo anterior, se
consideré que 0.8 mg de B-caroteno correspondia a la maxima cantidad de CA

que el liposoma consiguié atrapar.

Tabla 1. Eficiencia de encapsulacion de los liposomas

B-caroteno Antocianinas de
Concentracién (%) Concentraciéon Zrwzmmena (7)
(mg) No (u1) Ne
Atrapado Atrapado
atrapado atrapado
0.6 100.00 0.00 20 98.54 1.456
0.8 100.00 0.00 40 99.37 0.622
1.0 50.89 49.11 60 99.85 0.150
2.0 51.46 48.54 80 99.59 0.410
3.0 53.73 46.27 - - —

Con respecto al atrapamiento de las antocianinas, los espectros por
HPLC originados poseen un comportamiento similar a los de B-caroteno. La
Tabla 1, muestra los porcentajes de antocianinas atrapado, puede
observarse que las concentraciones 20, 40 y 80 pl de antocianinas
presentaron los porcentajes mas altos de material no atrapado y la
concentracién de 60 pl exhibié un porcentaje mayor de atrapamiento
(99.85%) sobre un 0.150% del no capturado por lo cual se determiné que la
adicién de 60 pl de antocianinas era la maxima concentracién que el

liposoma podia atrapar.

8.2.1. Tamano y Potencial Zeta de Liposomas con Los Compuestos

Activos

Una vez determinada la concentracién adecuada de f-caroteno y

antocianinas que los liposomas podian soportar para cada sistema, los
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liposomas fueron caracterizados determinando el tamano y potencial zeta a
través de la movilidad electroforética por Zetasizer Nanoseries ZS90 (Malvern

Instruments, Worcestershire, UK) a 20°C (Tabla 2).

Tabla 2. Tamatio y potencial zeta de los liposomas cargados con B-caroteno

Liposoma Diametro (nm) Potencial Zeta ({-mV)
LB 95.40 £ 0.30 -42.4 = 0.49
LBA 98.28 £ 0.27 -49.1 + 0.37
LBCTROL 95.13 £ 0.51 -59.5 &+ 0.29

LBpB = Liposoma con B-caroteno; LBA = Liposoma con antocianinas; LBCTROL = Liposoma sin CA.

Las mediciones derivadas por DLS (Barrido de Luz Dindmica) indican que
existe similitud entre los tamafios de los liposomas cargados y el control (sin
CA), puede observarse que la incorporacién del CA en las vesiculas aumenta
el tamano del liposoma, tal y como se muestra en la Tabla 2, el liposoma
LBCTROL posee un didmetro menor (95.13 nm) comparado con LBf y LBA
(95.40 y 98.2 respectivamente). Entre estos tultimos, LBA posee un mayor
didmetro que LBp, esta diferencia puede atribuirse a la naturaleza del nicleo
(hidrofilico) el cual favorece la solubilidad de la antocianina generando una
expansién en el tamano del liposoma, ademds de la hidratacién sucesiva de
material lipidico para formar las multicapas. Por otra parte, comparando el
tamafio del LBCTROL y LB, el CA se deposita en el interior de la capa
lipidica provocando su “relajamiento” generdndose de esta manera una ligera
reduccién en su estabilidad y aumento de tamano. Este comportamiento es
similar a lo reportado por Liu y Guo (2007) al elaborar niosomas para
encapsular farmacos con diferente polaridad. Con respecto al potencial (,
ambos CA de forma individual poseen carga positiva antes de su
encapsulacién en liposomas, siendo el B-caroteno el que ligeramente posee
mayor valor en relacién con el de la antocianina (2.93 mV y 2.57 mV

respectivamente). Cuando los CA se incorporan en liposomas producen una
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reduccién del potencial {, las antocianinas alcanzan un potencial de -49.1 mV
y LBB -42.4 £+ 0.49 mV, debido a la interaccion electrostiatica con los
componentes del liposoma (fosfatidilcolina) tal y como lo indica Xia y Xu

(2005) al cargar liposomas con sulfato ferroso.

8.2.2. Tasa de Liberacion de los Compuestos Activos en Fluido
Gdstrico Simulado (FGS) y Fluido Intestinal Simulado (FIS)

Se comparé la digestibilidad de los liposomas con diferentes CA (Villa et
al., 2013), los liposomas cargados con [-caroteno fueron sometidos a una
digestion simulada de FGS durante 60 minutos (Figura 8a), puede observarse
que los liposomas fueron afectados de forma inmediata al inicio de la
simulaciéon gastrica manteniéndose constante la concentracién del CA durante
los primeros 60 minutos. Posteriormente en presencia de fluido intestinal
simulado (FIS) se observé una disminucién de la concentraciéon del CA en
forma escalonada, este comportamiento sugiere que a medida que las capas
del liposoma se encuentran en contacto con las enzimas, se degradan de
manera secuencial y los CA son susceptibles al estrés intestinal disminuyendo

su actividad.

El comportamiento inicial puede explicarse considerando las condiciones
4cidas (pH 1.2) las cuales favorecen la transferencia del compuesto lipofilico
(B-caroteno) de las micelas al medio acuoso tal y como lo reporta Wang, Liu,
Mei, Nakajima y Yin (2012) al evaluar la transferencia de B-caroteno en un
modelo de digestién in wvitro. Con respeto al comportamiento escalonado
después de los 60 minutos, este puede ser equiparable a lo reportado por Liu,
Ye, Liu, Liu y Singh (2012) quienes observaron que a medida que los
liposomas estaban en contacto con el FIS su bioaccesibilidad era
marcadamente deteriorada, debido al incremento y decremento del tamano de
las vesiculas que finalmente eran destruidas. Estos cambios son atribuidos a la
hidrélisis de los fosfolipidos por las enzimas pancreiticas asi como a la
interaccién de las sales biliares con los componentes de los liposomas.
Especificamente, la lipasa pancreitica cataliza la hidrélisis de un enlace de

acido graso del fosfolipido liberando acidos grasos y 1-acil lisofosfolipido. Con
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respecto a la presencia de las sales biliares, estos funcionan como detergentes
rompiendo la integridad liposomal y forma micelas después de un largo tiempo
de exposicién, dando por resultado la disminucién del tamafio (Hu, Li,

Decker, Xiao & McClements, 2011; Liu et al., 2012).

(a) 0,045 1 Fluido gastrico Fluido intestinal & (b) Fluido gastrico Fluido intestinal
(pPH 1.2) (pH 7.5) . 1804 (pPH 1.2) (pH 7.5) =
] 4 ot I t 1
et ) L 1 = = uunouuuuunnncauuuunna
X 0,040 cococooooc00 i g; 150 o 8 ]
© 00000¢00, b
S 0000000000, ° S
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Figura 8. Liberacion del P-caroteno (a) y antocianinas (b) a condiciones gastrointestinales
simuladas

Por otra parte los resultados obtenidos de los liposomas con antocianinas
(Figura 8b) indicaron que los liposomas fueron estables durante la exposicién
a FGS ya que no mostraron presencia de la concentracién del CA, este
comportamiento es equiparable a las antocianinas de col morada expuestas a
condiciones gédstricas por McDougall, Fyffe, Dobson y Stewart (2007).
Posteriormente para continuar con el proceso digestivo simulado se adicioné el
FIS. Los resultados derivados mostraron la susceptibilidad del lipido a la
enzima (lipasa) dando como resultado la repentina y notable presencia de CA
manteniéndose estable hasta el final de la prueba intestinal, este
comportamiento fue ligeramente similar en los estudios realizados por Hu et
al. (2011). La estabilidad del compuesto cianidina-3-glucésido en condiciones
intestinales es respaldado por la investigacién de Felgines, Texier, Besson,
Fraisse, Lamaison y Rémésy (2002) al encontrar restos de este compuesto en
su forma glucésido metilado y &cidos fendlicos en heces de ratones

suplementados con extracto de zarzamora liofilizado.
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8.3. Liposomas REVs con B-Caroteno y Antocianinas

Los liposomas se cargaron a diferentes concentraciones de CA, el andlisis
espectral por HPLC (Figura 9) sugiere que 0.8-0.6 mg de CA representan la

maxima cantidad de B-caroteno que el liposoma puede atrapar (Villa et al., 2013).

Neam

n = [-caroteno atrapado
(1 =B-caroteno no atrapado

a

0 ——anee” i, S e . — i —

1.3 1.0 0.8 0.6 (mg/mi)

Figura 9. Espectros de eficiencia de atrapamiento del CA por HPLC; B-caroteno atrapado (-), no
atrapado (-)

Por otra parte, a concentraciones de 1.0-1.2 mg de CA no se exhibieron
espectros del material no atrapado sugiriendo que el B-caroteno esta presente
en minimas concentraciones o cantidades despreciables (Tabla 3). Por lo
anterior, se consider6 que 0.8 mg de p-caroteno representé la méaxima
cantidad de CA que el liposoma consiguié atrapar al igual que el método de

Bangham.

Con respecto a las antocianinas, las sefnales originadas mostraron que la
concentracién de 80 pl presenté un 29.10% de material no encapsulado, por
otra parte, la adicién de 60 pl de antocianinas al liposoma fue la maxima
proporcién que el sistema lipidico pudo atrapar (77.32%), esto se dedujo
porque en la porcién eluida de las columnas con sefadex-25 existia una
cantidad menor de CA que el sistema no capturd (22.68%), por lo tanto esta
concentracién se consideré como la adecuada para cargar a los liposomas que

posteriormente fueron caracterizados.
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Tabla 3. Eficiencia de encapsulacion de los liposomas

B-caroteno Antocianinas de
Concentracion (%) Concentracién e, ()
(mg) No (u1) Ne
Atrapado Atrapado
atrapado atrapado
0.6 100.00 0.00 20 25.43 74.56
0.8 100.00 0.00 40 41.80 58.19
1.0 50.45 49.55 60 77.32 22.68
2.0 60.07 39.93 80 70.90 29.10
3.0 66.17 33.83 = = =

8.3.1. Tamano y Potencial Zeta de Liposomas con los Compuestos

Activos

Una vez determinada la concentracién adecuada de f-caroteno y
antocianinas que los liposoma podian soportar para cada sistema por el
método REVS, los liposomas generados se caracterizaron determinando el
tamano y potencial zeta, los resultados se muestran en la Tabla 4. Puede
observarse que LRA presenté un aumento de tamafio (147.6 nm) con respecto
al control (98.52 nm) debido a la presencia del compuesto hidrofilico que se
aloja en el nicleo del liposoma (Navarro et al., 2008). Por otra parte la
muestra LR fue la que mas aument6 de volumen (225.7 £+ 0.30) con respecto
al LRCTROL (98.52 £+ 0.51). Posiblemente el incremento se debe a que una
vez formada la bicapa principal la fosfatidilcolina libre forman multicapas y el
CA se deposita en su interior provocando un relajamiento y aumento de

tamafio (Liu & Guo, 2007).
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Tabla 4. Tamario y potencial zeta de los liposomas cargados con B-caroteno, método REVS

Liposoma Didmetro (nm) Potencial Zeta (-mV)
LRp 225.7 £ 0.30 -28.6 = 0.17
LRA 147.6 £+ 0.27 -25.9 + 0.22
LCTROL 98.52 £ 0.51 -36.5 £+ 0.04

Con respecto al potencial {, el comportamiento fue similar al de los
liposomas Bangham. Puede observarse que ambos liposomas, LR} y LRA (-28.6
y -25.9 mV) disminuyeron su potencial con respecto al control (-36.5 mV). Esta
disminucién se deriva de la influencia del compuesto activo (carga positiva en

ambos CA) en el interior del sistema lipidico.

8.3.2. Tasa de Liberacion de los Compuestos Activos en Fluidos

Gastricos e Intestinales Simulados

La liberacién del compuesto hidrofébico, B-caroteno, de los liposomas
durante la exposicién a fluidos gastrointestinales simulados, se estudid
exponiendo al sistema primero a los FGS con pH 1.2 durante 60 minutos;
puede observarse en la Figura 10a que la el FGS no tuvo un efecto
significativo sobre los liposomas ya que no se tuvo un aumento de la
concentracién del CA, sin embargo después de exponerlos al FIS la respuesta
de liberacién se mostré repentinamente, durante los primeros 30 minutos a pH
7.5. La liberacién fue paulatina y después de 40 minutos el CA liberado
mostré una ligera disminucién manteniéndose constante hasta el final del

monitoreo.
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Figura 10. Liberacion del B-caroteno (a) y antocianinas (b) en condiciones gastrointestinales
simuladas

Este comportamiento sugiere que las sales de biliares facilitan la
emulsificacién de los lipidos adsorbiéndose en la superficie de los glébulos y
reduciendo la tensién superficial favoreciendo la BA del CA que estaba dentro
de membrana lipidica tal como lo indica Wang et al. (2012), posteriormente,
debido a la exposicién a pH neutros el CA mantiene su actividad reflejado por

la estabilidad de la absorbancia del compuesto.

Por otra parte, los liposomas con antocianinas expuestos a los fluidos
gastrointestinales (Figura 10b) mostraron una baja liberacién durante los
primeros 60 minutos en FGS (pH 1.2) y también de forma repentina expresa
un aumento en la absorbancia al exponer los liposomas a FIS. Este
comportamiento sugiere la fuerte actividad de la lipasa la cual rompié las
cadenas de la fosfatidilcolina favoreciendo la liberacién del ingrediente activo.
Un comportamiento similar reportan Kim y Park (2004) al exponer a fluidos

gastrointestinales emulsiones con ciclosporina.
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8.4. Biodisponibilidad In Vitro del Compuesto Activo

El perfil de liberacién de los compuestos activos usando una membrana de
dialisis se muestra en la Figura 11. Puede observarse que ambos liposomas no
mostraron una liberacién significativa dentro de las primeras 25 horas,
posteriormente la férmula LBA exhibi6 un aumento progresivo de la
absorbancia alcanzando un méximo a las 50 horas, después de este tiempo la

concentracién del CA disminuyé considerablemente en las horas restantes.
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Figura 11. Biodisponibilidad in vitro de antocianinas y p-caroteno usando membranas de
didlisis, para ambos métodos de elaboracion de liposomas

Con respecto al comportamiento de liberacién de la férmula Bf, el inicio de
la liberacion del CA ocurrié a partir de las 25 horas, posteriormente su
liberacién fue paulatina alcanzando un méaximo a las 53 horas, para
finalmente encontrar un descenso en la actividad a partir de las 57 horas.
Como puede observarse ambos sistemas presentaron comportamientos
similares de liberacién, sin embargo el liposoma B alcanzé su maximo de
forma paulatina sugiriendo que debido a la caracteristica hidréfoba del CA
habia maéas interaccién con las membranas lipidicas y por tanto su solubilidad
era menor (Liu & Guo, 2007). Por otra parte el comportamiento de la férmula
BA, puede explicarse debido a que el CA ubicado en el nicleo migraba de la
membrana lipidica aumentado su tamano haciendo que esta creciera

favoreciendo su desestabilizacién generando una senal repentina. En general,
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puede observarse que la liberacién in witro de los compuestos presentd
tiempos tardios esto podria sugerir que durante las condiciones del
experimento los CA se mantienen estables y es necesario un tiempo
prolongado alrededor de 25 horas para después iniciarse la liberacién sin la

presencia de las enzimas del FGS y FIS.

Ademaés, puede observarse que los liposomas LRA tuvieron una actividad de
liberacion dentro de las primeras 10 horas, la cual fue progresiva hasta alcanzar
un maximo dentro de las 50 horas para posteriormente disminuir su actividad.
Con respecto a los liposomas LR iniciaron su liberacién dentro de las primeras
35 horas mostrando su maxima liberacién a 50 horas con una caida repentina
después de 55 horas. La respuesta de liberacién dentro de las primeras 10 horas,
de las antocianinas sugiere que las vesiculas en contacto con los buffer se
desestabilizaban por el intercambio de iones y el CA migraba lentamente desde el
centro de las vesiculas hasta traspasar la membrana de dialisis. Por otra parte en
los liposomas LR, como el CA estd alojado en la membrana su estabilidad es
mayor disminuyendo su disponibilidad y cuando existe una alta concentracién de
iones buffer (50 horas) la membrana se desestabiliza haciendo que el CA salga
repentinamente. Estos comportamientos pueden explicarse por la teoria de

difusién de la doble capa propuesta por Goury-Chanpman (Xia & Xu, 2005).

Finalmente Villa et al. (2013), con base en los resultados obtenidos pudo
concluir que, la técnica de HPLC fue una herramienta analitica que permitid
conocer el porcentaje de atrapamiento de CA por las vesiculas lipidicas,
0.8 mg de PB-caroteno y 60 pl de antocianinas de zarzamora por ambos
métodos de preparacion de los liposomas. La incorporacién [-caroteno y
antocianinas de zarzamora cuya carga es positiva influye en el tamaifio y

potencial { de los sistemas coloidales.

La presencia de enzimas especificas en los fluidos gastrointestinales
simulados y el area superficial de contacto influyen en la hidrolisis de la
membrana lipidica favoreciendo la liberacién y disponibilidad de los CA. La
liberacién in wvitro de los compuestos se presentd en tiempos tardios porque no
se llegd6 a la temperatura de transicién del fosfolipido, las vesiculas no

presentaban la permeabilidad maxima lo cual minimiza la pérdida del
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material encapsulado. Los liposomas Bangham y REVs con la adicién de
extracto de antocianinas de zarzamora fueron los que mostraron mayor
resistencia a condiciones de fluidos gastrointestinales y liberacion in wvitro.
Ante lo anterior puede sugerirse que los sistemas lipidicos liposomales pueden
funcionar como nanotransportadores y protectores de compuestos activos para

la administracién in vivo.
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