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Resumen

Liposomas basados en lecitina de soya-colesterol y fosfatidilcolina-colesterol,
respectivamente, asi como la utilizacion de quitosano como material de recubrimiento para
la formacion de quitosomas, fueron formulados como mecanismo de encapsulacion. Se
encapsuld curcumina a distintas concentraciones (1, 5, 10 y 15%, p/p). Se analizaron
algunas de sus propiedades fisicoquimicas: pH, potencial £, didmetro hidrodinamico e
indice de polidispersidad, asi como la eficiencia de encapsulacion y microscopia Optica. Se
evalu6 también la tasa de liberacion de curcumina en condiciones simuladas
gastrointestinales y medios acuosos. Tanto liposomas como quitosomas, en las distintas
formulaciones, mostraron diferencias en sus caracteristicas fisicoquimicas. Se obtuvo
mayor estabilidad, asi como una mejor eficiencia en el control de liberacion de curcumina
en liposomas por efecto de la presencia de quitosano es su composicion (quitosomas). El
uso de los materiales fosfatidilcolina-colesterol en la formacién de liposomas, asi como
quitosano como material de recubrimiento puede ser una alternativa viable para formar

estructuras mas estables y mejorar su biodisponibilidad.
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Abstract

Liposomes based on soy lecithin-cholesterol and phosphatidylcholine-cholesterol,
respectively, as well as the use of chitosan as a coating material for chitosomes formation,
was formulated as an encapsulation mechanism. Curcumin was encapsulated at different
concentrations (1, 5, 10 and 15%, w/w). Some of their physicochemical properties were
analyzed: pH, potential ¢, hydrodynamic diameter and polydispersity index, as well as
encapsulation efficiency and optical microscopy. The release rate of curcumin was also
evaluated under simulated gastrointestinal conditions and aqueous media. Both, liposomes
and chitosomes, in the different formulations, showed differences in their physicochemical
characteristics. Greater stability was obtained, as well as a better efficiency in the control of
curcumin release in liposomes due to the effect of the presence of chitosan in their
composition (chitosomes). The use of phosphatidylcholine-cholesterol materials in the
formation of liposomes as well as chitosan as a coating material may be a viable alternative

to form more stable structures and improve their bioavailability.
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1. Introduccién

La alimentacion es uno de los elementos importante para gozar de una buena salud
ademas del ejercicio fisico y mental ya que el consumo inadecuado de productos
alimenticios (cantidad y/o calidad), asi como deficiencias en el proceso metabolico,
conducen a una mala nutricion. Debido a ello, en los Ultimos afios, se ha destacado el valor
que posee el consumo de alimentos funcionales en la salud; algunos estudios
epidemioldgicos han sefialado la buena relacion entre una dieta saludable y la baja
incidencia de enfermedades en las personas. Un incremento en la generacion de estos
productos por parte del sector agroindustrial, sugiere que los consumidores adquieren
alimentos con valor agregado al aporte nutrimental, principalmente, a los beneficios que
estos brindan al mejorar el estado de salud y la calidad de vida, asi como reducir el riesgo
de posibles enfermedades, entre las que se encuentra el sindrome metabdlico al que
pertenecen factores de riesgo como la diabetes, cardiopatias, derrame cerebral y otros

problemas de salud (Herrera et al., 2014).

Los compuestos bioactivos generalmente requieren proteccion para mantener su
funcionalidad ante los efectos ocasionados por las condiciones ambientales o de
procesamiento, asociadas a cambios en temperatura, luz, pH y oxigeno. Debido a su
naturaleza quimica, este tipo de compuestos puede reducir su funcionalidad vy
biodisponibilidad durante su paso por el tracto gastrointestinal, por lo que el uso de
sistemas de encapsulacién resultan en una alternativa factible que permite incorporar dichos
compuestos en sistemas coloidales, brindar estabilidad prolongada y liberacién controlada,
con la finalidad de desarrollar productos nutracéuticos (Chuyen et al., 2019). En este
sentido, dentro de los sistemas de encapsulacion de compuestos bioactivos se encuentran

& é
A4 v

-3-




Carolina Estudillo Mdrquez

L 4

los liposomas, los cuales pueden definirse como estructuras esféricas compuestas por
moléculas de fosfolipidos, los cuales tienen la capacidad de formar estructuras de tipo
bicapa que mejora sus propiedades como encapsulantes y acarreadores de compuestos
bioactivos (McClements, 2015). Debido a la naturaleza anfifilica de los liposomas, éstos
permiten encapsular simultdneamente compuestos con distinta polaridad, crear una barrera

fisica que limite el contacto de los bioactivos con agentes externos (Esposto et al., 2021).

En este sentido, los liposomas son estructuras versatiles que pueden ser utilizadas como
vehiculos de acarreo y de proteccion de compuestos bioactivos susceptibles de degradacion,
debido a su caracteristica anfifilica y a su compatibilidad con diversas matrices alimentarias
o formulaciones farmacéuticas (Subramani & Ganapathyswamy, 2020; Navarro et al.,
2018). De acuerdo con Laridi et al. (2003), la encapsulacion de nisina en liposomas
permiti0 mejorar su biodisponibilidad y su estabilidad ante factores como pH o
temperatura. Por otra parte, Kamezaki et al. (2016) reportaron que la actividad bioldgica de
astaxantina con alfa-tocoferol encapsulada en estructuras liposomales se mantuvo durante
el almacenamiento y fue posible obtener sistemas de liberacion controlada. Cabe mencionar
que los liposomas también son considerados termodinamicamente inestables, por lo que su
estructura puede verse alterada durante el procesamiento de las matrices alimentarias en las
gue son incorporados (Gibis et al., 2016), presentando transiciones de fase durante la
aplicacion de procesos térmicos, las cuales ocasionan cambios significativos sobre las

propiedades funcionales de dichos sistemas (Esposto et al., 2021; Taylor et al., 2005).

Para superar estos inconvenientes, algunos autores han sugerido el uso de biopolimeros
macromoleculares como material de revestimiento de los liposomas para modificar la
superficie y proveer mayor estabilidad a la estructuracion de dichos sistemas. De acuerdo

é
A4 v

-4 -




L 4

Carolina Estudillo Mdrquez

con Madkour et al. (2019), estos biopolimeros proporcionan estabilidad por medio de
mecanismos de impedimento estéericos, al formar barreras que previenen la interaccion de
los agentes externos con las estructuras liposomales, y por medio de una estabilizacién
electrostatica en medios acuosos, las cuales evitan la agregacion de dichas estructuras
(Esposto et al., 2021). Algunos de los biopolimeros utilizados para recubrir a los liposomas
incluyen al almidon (Nahar et al., 2014), alginato de sodio (Zamani-Ghaleshahi &
Rajabzadeh, 2020), el aislado de proteina de suero de leche (Frenzel et al., 2015) y gelatina
(Nunes et al., 2016). Recientemente se ha propuesto el uso del polisacarido quitosano,
donde dicho sistema compuesto se ha definido como “quitosoma”. Los quitosomas son
sistemas hibridos compuestos por liposomas recubiertos por una capa de quitosano,
proporcionando excelente biocompatibilidad, biodegradabilidad y bio-adhesividad a los

sistemas de encapsulacion (Arkoun et al., 2018).

El objetivo del presente estudio fue 1) establecer las condiciones de formacién de
sistemas de liposomas y quitosomas y 2) evaluar sus propiedades funcionales como
sistemas de encapsulacion y proteccién de un polifenol, la curcumina, que es antioxidante
natural y es el ingrediente activo que la da a la curcuma el color amarillo brillante

caracteristico.
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2. Antecedentes

La microencapsulacion es el proceso por el que distintos compuestos quimicos,
principalmente bioldgicamente activas, son incorporadas dentro de una matriz con la
finalidad de limitar su pérdida, o bien, para resguardarlos contra factores ambientales, como
la luz o la presencia de oxigeno (Lupo et al., 2012). Dentro de la biotecnologia se encuentra
el estudio de estructuras a base de matrices biopoliméricas, emulsiones, particulas lipidicas
solidas o liposomas utilizados como sistemas de encapsulacion de compuestos bioactivos
(Singh, 2016). Los compuestos encapsulados presentan la ventaja de liberarse
paulatinamente del material encapsulante que lo tiene entrampado (Castafieta et al., 2011;

Letchford & Burt, 2007; Ourique et al., 2008).

En este sentido, los liposomas son sistemas de encapsulacion y liberacion de compuestos
bioactivos con prometedoras aplicaciones en el procesamiento de alimentos y en la
formulacién de productos cosméticos y/o farmacéuticos. Los constituyentes tipicos de los
liposomas son completamente naturales lo que implica una amplia aplicacion en sistemas
de encapsulacion de compuestos bioactivos debido a su nula toxicidad. La lecitina de soja y
la lecitina de yema de huevo son algunos de los materiales tradicionales utilizados, debido a
su contenido de fosfolipidos, para la formacion de liposomas, debido a sus mdltiples
actividades fisioldgicas y por lo que pueden proporcionar beneficios adicionales a dichos

liposomas (Gao et al., 2021).

Los liposomas son estructuras esféricas que se forman cuando compuestos anfifilicos
(fosfolipidos) se dispersan en un medio acuoso y se orientan para dar lugar a estructuras

con tamafios que oscilan entre algunos nanémetros hasta varias micras (Figura 1). Algunos

é
v

L 4

-6 -



Carolina Estudillo Mdrquez

L 4

de las estructuras lipidicas mayormente utilizadas son fosfolipidos con grupos funcionales
como las colinas, fosfogliceroles, serinas o etanolaminas (entre 12, 14 y 16 carbonos
principalmente) (Vallejo et al., 2017). La estructura final de los liposomas estara en funcién
de la longitud, el grado de saturacion y la naturaleza quimica de las cadenas
hidrocarbonadas presentes en dichos fosfolipidos, asi como de la carga ionica y el pH de la

fase acuosa (Sharma et al., 2010).

Ingrediente
activo
hidrofébico

Ingrediente
activo
hidrofilico

Figura 1. Estructura de un liposoma. Fuente: Maleki et al. (2022).

De acuerdo con algunos trabajos, los liposomas han mostrado brindar buena
biodisponibilidad de sustancias activas o nutrientes con baja solubilidad o penetracion en
las membranas celulares (Frezard et al., 2005), ofreciendo ventajas en el transporte, siendo
de vital importancia, cuando las sustancias a encapsular son reactivos o inestables, o con la

posibilidad de sufrir procesos indeseables (Chen et al., 2015).

Los liposomas muestran una mejora en la estabilidad fisicoquimica de los compuestos
encapsulados, favoreciendo su capacidad de dispersién en agua. Chen et al. (2015)
indicaron que la encapsulacién de curcumina por medio de liposomas favorecia su

solubilidad en agua, evitando la formacion de sedimentos; asimismo mencionan que el uso

>
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de liposomas no tienen una influencia indispensable en la efectividad bioldgica del
compuesto; esto se puede ver en estudios realizados donde se analiza la capacidad

antioxidante de algunas sustancias (Kamezaki et al., 2016).

Se sugiere que la encapsulacion de compuestos bioactivos en sistemas liposomales se
realice mediante métodos apropiados para proteger las propiedades de dichos compuestos,
es por ello, que debe tomarse en cuenta que los liposomas pueden promover un control en
la liberacion de su contenido; esto genera la modificacion de las cinéticas del compuesto

original durante el transporte (da Silva et al., 2010).

La biodisponibilidad se define como la velocidad y medida en que se absorbe un
compuesto activo favoreciendo la presencia en el sitio de acciéon (FDA, 2000). Este tipo de
sistemas de encapsulacion (liposomas) ha permitido la encapsulacion de compuestos
hidrofébicos e hidrofilicos, con la finalidad de proveer la liberacion controlada de
vitaminas, enzimas o vacunas en el cuerpo; donde la liberacion del principio activo se
realiza principalmente por mecanismos de difusion a través de la estructura, por
rompimiento de la vesicula, por concentraciones criticas de iones de calcio o por
variaciones del pH (Parra, 2010). La utilizacion de liposomas para la administracion de
compuestos bioactivos logra reducir la dosis y la frecuencia en su administracion de

acuerdo con estudios realizados en el campo farmacéutico.

No obstante, los liposomas pueden presentar ciertos procesos de desestabilizacion
asociados a las condiciones del medio en el que se encuentren, componentes
medioambientales como el pH, temperatura de almacenamiento, la exposicion a la luz o

radiacion asi como la oxidacion de los componentes lipidicos utilizados, afectan la

é
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estabilidad misma del liposoma y la cantidad del compuesto encapsulado (da Silva et al.,
2010). Por lo tanto, estos sistemas de encapsulacion basados en lipidos no son adecuados
para el acido gastrico, las sales biliares y la lipasa pancreatica debido a que presentan

inestabilidad en estas condiciones (Forutan et al., 2022).

Debido a ello, diversos estudios han mostrado que la adicion de un biopolimero
(polisacarido o proteina) como medio de recubrimiento, puede ser una alternativa viable
que pueda permitir mejorar la estabilidad de los liposomas. El quitosano es un polisacarido
de alto peso molecular el cual se localiza en el exoesqueleto de crustaceos y en la pared
celular de ciertos hongos (Garcia-Ceja & Lépez-Malo, 2012). Es un biopolimero cationico
que presenta actividades funcionales de bioadhesividad, biocompatibilidad,
biodegradabilidad y baja toxicidad (Salva et al., 2015). Las ventajas que proporciona como
recubrimiento son una mayor bioestabilidad durante la digestion, el aumento en la
capacidad de retrasar la liberacion de compuestos activos en condiciones gastrointestinales
simuladas, mayor eficiencia de encapsulacién y mejora en las propiedades fisicas (Pasarin

etal., 2023).

El quitosano ha sido utilizado ampliamente en areas que van desde la farmacéutica,
biomédica, de alimentos, asi como materiales, y ha demostrado excelentes propiedades
funcionales como material de recubrimiento, y agente antimicrobiano (Garcia-Ceja et al.,
2012; Santos, 2014). De acuerdo con Alshamsan et al. (2019), la formacién de liposomas
recubiertos con quitosano, o quitosomas, se realiza mediante la formacion de interacciones
electrostaticas entre cargas positivas del quitosano y cargas negativas de los liposomas via
adsorcion superficial (Figura 2), lo que conduce a incrementar la biodisponibilidad de las

moléculas bioactivas (Alshraim, et al. 2019).
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Quitosano

Ingrediente
activo
hidrofébico

Ingrediente ) P2% tiao
activo ===
hidrofilico : o

Figura 2. Estructura de un quitosoma. Fuente: Maleki et al. (2022).

La utilizacion del quitosano como material de recubrimiento de liposomas también tiene
algunas limitaciones como el aumento de tamafio en las vesiculas, se presenta una mayor
viscosidad en la solucion liposomal, requiere un pH acido para solubilizar el quitosano y es

dificil eliminar el exceso de quitosano de la superficie del liposoma (Pasarin et al., 2023).

La curcumina (Figura 3), se obtiene a partir de la Curcuma longa L., compuesto fendlico
(diferuloilmetano) que brinda un color amarillo caracteristico. Este compuesto presenta una
potencial actividad bioldgica, entre las que destacan sus propiedades antioxidantes,
anticancerigenas, antiinflamatorias y antisépticas (Mesa et al., 2000). La curcumina tiene la
capacidad de solubilizarse en aceite asi como en soluciones acuosas con pH basico; no
obstante, presenta una gran incapacidad de disolucién en agua. Por otro lado, pueden tener
una buena estabilidad a temperaturas altas y en soluciones acidas, pero resulta ser inestable

a pH alcalino y por la exposicion a la luz (Stankovic, 2004).

>
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H,CO OCH,

HO OH

H,CO OCH;

HO OH

Figura 3. Estructura quimica de la curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadien-
3,5-diona), Equilibrio tautomérico en la curcumina (equilibrio ceto—endlico).

A nivel farmacoldgico, la curcumina al presentar propiedades anticancerigenas puede
actuar en procesos asociados a mutagénesis, expresion de oncogenes, regulacion del ciclo
celular, apoptosis, carcinogénesis y metastasis. En este sentido, se ha sefialado que este
compuesto es un compuesto activo eficaz para la prevencién y curacion de enfermedades
como el cancer de piel, inhibiendo el efecto de la oxidacion del ADN de la epidermis.
También, la curcumina presenta la capacidad para desactivar especies reactivas de oxigeno
(ROS) por sus propiedades antioxidantes, disminuyendo la formacion de compuestos
inflamatorios. En términos de estabilidad, la curcumina, incubada en condiciones de pH
basico (tampon fosfato 0.1 M; pH 7.1; 37 °C), a los 30 min de exposicion se descompone
alrededor de un 90%, por lo que es inestable en condiciones fisioldgicas in vitro. Por otro
lado, su descomposicion que da origen a dos 0 mas sustancias de estructura quimica mas
simple depende del pH y se hace mas rapida en condiciones basicas o neutras. Sin embargo,

presenta una mayor estabilidad en cultivos celulares, en donde en aproximadamente 60 min
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la curcumina se descompone menos del 20%. Dicha degradacion, aparentemente, sigue una

cinética de primer orden (Mesa et al., 2000).

La curcumina es fotosensible, siendo esta caracteristica la causa de su degradacion
molecular y quimica (Kumavat et al., 2013). Los productos obtenidos de la degradacion
contribuyen a los efectos farmacoldgicos de la curcumina (Shen & Ji, 2012). Para superar
estos inconvenientes, se han utilizado técnicas como la encapsulacion, principalmente
utilizando material de indole lipidico. Por lo que la formacién de liposomas o emulsiones
(micro y nano) son algunos de los medios que se han utilizado para encapsular la

curcumina y asi mejorar su biodisponibilidad (Borrin et al., 2016).

Por lo tanto, la formulacidn de estructuras lipidicas reforzadas con un biopolimero como
el quitosano (quitosomas), permitird salvaguardar, en gran medida, la integridad del
compuesto de interés como es la curcumina, brindando estabilidad y la conservacion de sus

propiedades, favoreciendo su biodisponibilidad.

L 4
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3. Justificacion

El desarrollo de mecanismos de transporte de los distintos componentes bioactivos
constituye una oportunidad para la conservacion de sus propiedades, obteniendo posibles
efectos saludables para quien lo consume. En la actualidad, los consumidores conscientes
de su salud tienen un mayor interés en consumir productos con caracteristicas funcionales

que permitan prevenir o incluso mejorar su condicion de salud.

El uso de compuestos bioactivos como la curcumina puede presentar efectos benéficos
para la prevencién de algunas enfermedades. No obstante, pueden presentar susceptibilidad
ante la influencia de agentes ambientales externos como la luz o la temperatura, ademas de
presentar condiciones fisicoquimicas desfavorables a causa del procesamiento y consumo,

minimizando sus efectos.

Debido a ello, el uso de liposomas y quitosomas, como sistema de encapsulacion, podria
tener buena eficiencia para la proteccion y biodisponibilidad de distintos compuestos
bioactivos ya sean hidrosolubles, liposolubles o con caracteristica anfifilica, aumentando su
estabilidad bajo condiciones adversas. Por lo tanto, con la presente investigacion se
pretende contribuir al desarrollo y estudio de sistemas lipidicos de encapsulacién con fines

alimenticios y/o farmacéuticos.

L 4
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4. Objetivos
4.1. Objetivo general
v’ Establecer las condiciones de formacion de liposomas y quitosomas como

sistemas de encapsulacion y liberacion controlada de curcumina.

4.2. Objetivos particulares
v’ Establecer las condiciones de formacién de los liposomas y quitosomas
conteniendo curcumina como molécula modelo.
v" Realizar la caracterizacion fisicoquimica de los liposomas y quitosomas
conteniendo curcumina.
v’ Evaluar la estabilidad de los liposomas y quitosomas conteniendo curcumina

durante la liberacién controlada en condiciones gastrointestinales simuladas.

5. Hipotesis

La encapsulacion de curcumina en liposomas y quitosomas mejorara su estabilidad

durante el almacenamiento y permitira obtener sistemas de liberacion controlada.

>
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6. Materiales y Métodos

6.1. Estrategia experimental

6.2. Materiales

Los materiales utilizados fueron lecitina de soya granulada elaborado por Impulsora
Golden S. A. de C. V. Curcumina en polvo, fosfatidilcolina y colesterol obtenida en Merck
México S. A. de C. V. Adicionalmente se usaron cloroformo, metanol, agua desionizada,
solucion amortiguadora de fosfatos, hidroxido de sodio (NaOH) y acido clorhidrico (HCI)
proporcionados por la empresa Tecsiquim S. A. de C. V. NaCl grado analitico, KCI,
mucinas, pepsina, KoHPO4, sales biliares y pancreatina, fueron obtenidas en Sigma-Aldrich

Quimica.
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6.3. Elaboracion de liposomas y quitosomas conteniendo curcumina

Los sistemas de encapsulacion fueron formulados con dos tipos de material
encapsulante: lecitina de soya y fosfatidilcolina purificada. Los liposomas (LP) se
realizaron de acuerdo con la metodologia propuesta por Hasan et al. (2016), con algunas
modificaciones. Curcumina a distintas concentraciones (1, 5, 10 y 15%, p/p) se adiciond a
una mezcla de lecitina de soya-colesterol o fosfatidilcolina-colesterol (2:1, p/p),
respectivamente, disuelta en una mezcla de cloroformo y metanol (2:1, v/v); posterior a
ello, la parte del sobrenadante (disolventes) se eliminG mediante evaporacion. El
precipitado obtenido fue hidratado con agua desionizada y se realizd un proceso de
ultrasonicacion, a 35 kHz con 60% de amplitud, a temperatura ambiente durante 5 min,
para homogenizar el tamafio de particula. Finalmente, los liposomas fueron sometidos a
ultrafiltracion con tamafio de poro de 0.22 pum. Para la preparacion de quitosomas (QT) el
procedimiento fue similar a lo antes mencionado, Unicamente se formulé una solucién de
quitosano (1%, p/v en acido acético) y se mezclé con los liposomas, de manera controlada
para evitar la formacion de sedimentos (Sarabandi et al., 2019). Las estructuras formuladas

se almacenaron a 4 °C durante 24 h.

6.4. Potencial €y diametro hidrodinamico

La carga superficial (potencial ), la determinacion del diametro hidrodindmico (Dh) y
el indice de polidispersidad (Pdl) de todos los sistemas de encapsulacion (liposomas y
quitosomas) se determind en un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern,
Worcestershire, Reino Unido), y en caso de ser necesario se realizaron diluciones para

garantizar la efectividad de las mediciones (Mahdi et al., 2021; Tan et al., 2016).
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6.5. Microscopia optica

Micrografias Opticas fueron obtenidas con un microscopio Optico Olympus BX45
(Olympus Corporation, Japan) acoplado con una camara digital Moticam 2300, 3.0M Pixel
(Motic Incorporation Ltd., China) y analizador de imagenes. Las muestras fueron colocadas
en un portaobjetos de microscopio, se cubrieron con cubreobjetos de vidrio y se observaron

a una magnificacion de 100x (Tan et al., 2016).

6.6. Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion (EE) de los sistemas se determind mediante analisis
espectrofotométrico de acuerdo con la metodologia descrita por Mahdi et al. (2021). Se
realizd un proceso de centrifugaciéon a 5 000 rpm durante 10 min a los tratamientos.
Posteriormente, se realiz6 una extraccion de 1 mL de la muestra con 5 mL de etanol, para
extraer la curcumina total, agitando durante 15 min. Como resultado, la membrana de los
liposomas o quitosomas se disolvio y el compuesto bioactivo encapsulado fue liberado.
Finalmente, se realizaron lecturas de absorbancia (420 nm) antes y después y se determind

la EE usando la siguiente ecuacion:

X 100

EE (%):(Ci;—cf)

i
Donde:
Ci: Es la concentracién inicial de curcumina afiadida al liposoma o quitosoma

Cf: Es la concentracioén calculada de curcumina en el sobrenadante.
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6.7. Liberacion controlada en medio acuoso

Para el estudio de la liberacion de curcumina en liposomas y quitosomas en medio
controlado, se utiliz6 etanol al 10% (v/v) y agua purificada para imitar un alimento acuoso
en condiciones simuladas, de acuerdo a lo descrito por Talén et al. (2019), con algunas
modificaciones. Se colocaron 10 mL de muestra en una membrana de didlisis y se
colocaron dentro de la solucion de etanol. Para la evaluacion del comportamiento de
liberacion en diferentes intervalos de tiempo, aproximadamente 3 mL de la solucion se
extrajo cada vez y se midio la absorbancia a 420 nm usando un espectrofotometro UV-Vis

(CECIL 3000, CECIL Instruments Limited, England).

6.8.  Liberacion en condiciones gastrointestinales simuladas

Se establecio tres fases de fluidos gastrointestinales simulados, con algunas
modificaciones, para revelar sus efectos en las caracteristicas de liberacion de curcumina en
liposomas y quitosomas. La primera etapa consistio en la fase bucal (pH=6.8), etapa dos
consta de la fase gastrica (liquido gastrico simulado, pH=1.5) y la ultima etapa que
corresponde a la fase del intestino delgado (liquido intestinal simulado, pH=7.0). La
digestion bucal simulada se prepard disolviendo NaCl (1.59 g), KCI (0.200 g) y mucina
(0.6 g) en 1 L de agua destilada. Las muestras fueron colocadas en el medio durante 10
min. La digestion gastrica simulada se prepar6 disolviendo NaCl (2 g), HCI concentrado (7
mL) y pepsina (3.2 mg/mL) en 1 L de agua destilada. Las muestras se colocaron en el
medio durante 2 h. La digestion del intestino delgado simulada se llevé a cabo durante 2 h.
El fluido gastrointestinal se preparo disolviendo K:HPO4 (8.5 g), NaCl (9 g), sales biliares

(5 g) y pancreatina (3.2 mg/mL) en 1 L de agua destilada. Muestras de liposomas y

é
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quitosomas en sus distintas concentraciones, respectivamente, fueron colocadas en una
bolsa de dialisis (corte de 12 kDa). La cantidad liberada de curcumina se midi6 mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 760 nm usando la curva de calibracién
determinada por la concentracion conocida de curcumina (Katouzian & Taheri, 2021; Tai et

al., 2020).

6.9.  Andlisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Se ejecut6 un analisis de varianza
de una via y se realizaron pruebas de comparacion de medias de Tukey, en los casos
pertinentes, a un nivel de significancia de p<0.05 en el software Minitab 18.0 (Minitab Inc.,

State College, PA, USA).

>
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7. Resultados y discusién
7.1. Caracterizacion liposomas y quitosomas con lecitina de soya-colesterol

7.1.1. Microscopia Optica

La Figura 4 muestra las micrografias dpticas de liposomas formulados con lecitina de
soya-colesterol. Se pudo observar estructuras bien formadas, mas homogéneas y de
tamafios similares debido a una correcta disolucion e interaccion de los componentes
utilizados. En liposomas se obtuvieron tamarfios regulares de ~1 pm (Figura 4A). En la
Figura 4B se observan tamafios mas heterogéneos llegando hasta los 2-2.5 um, asi como un
grosor aparentemente mayor; asimismo, se notan algunas estructuras dispersas, esto

posiblemente, debido a la adicion de quitosano el cual altero la forma y la composicion del

medio.

Figura 4. Micrografias dpticas de liposomas (A) y quitosomas (B).

7.1.2. Parametros fisicoquimicos de liposomas
Los parametros fisicoquimicos de liposomas formulados con lecitina de soya-colesterol
variando la concentracion de curcumina, se muestra en el Cuadro 1. El pH de los sistemas

oscilo en un rango de 6.55-6.98, mostrando un comportamiento preferencial hacia la

é
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neutralidad. LPcurc-1%, LPcurc-5% Y LPcontrol presentaron los valores mayores y sin diferencia

significativa entre ellos (p>0.05), seguidos de LPcurc-10% Y LPcurc-15%, con valores de pH

idénticos (p>0.05). A medida que la concentracion de curcumina aumento en el sistema, el

pH disminuyo, dando una tendencia ligeramente acida.

Cuadro 1. Parametros fisicoquimicos de liposomas disefiados con lecitina de soya,

con distintas concentraciones de curcumina.

pH Potencial Dh Pdl EE
(mV) (nm) (%)
LPcontrol  6.80£0.07a -28.80+3.66b 181.43+5.78a 0.274+0.04a  ---------
LPcurc1%s  6.98+0.09a -12.74+3.19c 134.37+1.50c 0.254+0.01c  64.45+2.87a
LPcurcs%  6.84+1.07a -46.40+5.06a 143.57+5.76b 0.247+0.00d 61.22+0.16a
LPcurc-10%  6.55+0.13b  -37.73+5.00a 180.70+9.49a 0.261+0.01b  46.50+0.23b
LPcurc15%  6.55+£0.27b  -16.37+2.03c  145.40+£1.30b 0.221+0.01e  43.85+1.39c

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Las mediciones de potencial ¢ se usan comUnmente para investigar ciertas propiedades

fisicas de las dispersiones coloidales. La carga eléctrica superficial, es un parametro

particularmente importante que afecta el comportamiento de los liposomas. La magnitud de

este parametro da indicios sobre la estabilidad de los sistemas coloidales: conforme el

potencial aumenta, tanto positivo como negativo, la repulsion entre las particulas es mayor,

lo que conduce a ser méas estable dichas dispersiones (Hasan et al., 2016). Todos los

tratamientos mostraron valores negativos en la evaluacién de la carga superficial (Cuadro

1). Se observo que LPcurc-5% Y LPcurc-109% €xhibieron el mayor indice negativo de potencial ¢

(-37.73 a -46.40 mV) y similares entre si (p>0.05), lo que probablemente, podria dar

indicios de sistemas con una mayor estabilidad. Asimismo, LPcurc-1% Y LPcurc-15% mostraron

condiciones similares (p>0.05) y menores en comparacion a los demas sistemas. En

general, las muestras mostraron variaciones considerables en los valores de potencial,
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observandose que las variaciones en la concentracion de curcumina presente afecta la

estabilidad de las mismas.

Por su parte, el didmetro de las particulas y la distribucion del tamafio son dos factores
importantes que determinan las caracteristicas de estos sistemas. Los valores en estos
parametros demuestran la estabilidad de los sistemas, asi como la eficiencia de
encapsulacion (Gharehbeglou et al., 2019). Las mediciones del diametro hidrodinamico de
liposomas fueron obtenidas posteriores a su formulacién (Cuadro 1). LPcontrol (181.43%5.78
nm) y LPcurc-10% (180.70£9.49 nm) son los que presentaron un mayor tamafio (p>0.05),
seguidos de LPcur-15% Y LPcurcs%, respectivamente. LPcurc-1% fue el tratamiento que
exhibié un menor tamafio en comparacion a los demas tratamientos. Un incremento en la

concentracion de curcumina incrementé el Dh de los tratamientos.

Vahedikia et al. (2019) mencionan que el Pdl indica la homogeneidad de una dispersion,
fluctuando entre los valores de 0-1; un valor de Pdl superior a 0.5 sugiere una distribucion
no uniforme de las particulas. Los liposomas con curcumina formados mostraron diferencia
significativa (p<0.05) entre ellos; el Pdl se mantuvo en el rango de 0.221-0.274, los cuales
se pueden catalogar como un Pdl bajo (Cuadro 1); valores similares de Pdl (0.200-0.294)
fueron obtenidos en liposomas estabilizados con una mezcla de goma xantana y goma guar
como medio de encapsulacion de curcumina y vitamina D3z (Chaves et al., 2018). Estos
resultados aportan informacion referente a que la formacion de liposomas en sus distintas
concentraciones de curcumina esta uniformemente distribuida. Ademas, se observo que un
incremento en la concentracién de curcumina en los liposomas, disminuyé el indice de

polidispersidad y por lo tanto ofrecen una mayor homogeneidad del sistema.
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Se observo en eficiencia de encapsulacion de los liposomas (Cuadro 1) que el mayor
rendimiento se obtuvo con LPcurc-1%, CON un porcentaje de encapsulacion de 64.45+2.87%,
seguido de LPcurc-5% COn un porcentaje de 61.22+0.16% sin diferencias significativa entre
ellos (p>0.05). Por su parte, los liposomas formados con 10 y 15% de concentracion de
curcumina presentaron eficiencias de encapsulacion menores (43.8-46.5%) y similares
(p>0.05). También, al igual que parametros anteriores, se vio que conforme aumento la
cantidad de curcumina disponible en los sistemas, la eficiencia de encapsulacion
disminuyd. Huang et al. (2019) reportaron que la eficiencia en sistemas liposomales
conteniendo 0.4% de curcumina (p/p) fue de 68.16 + 2.16%. Por su parte, Lui et al. (2015)
reportaron que la eficiencia de encapsulacién de liposomas conteniendo curcumina (1%,
p/p) fue de 41.42 + 3.03%. Estos resultados obtenidos por otros autores son similares a los

encontrados.

7.1.3. Parametros fisicoquimicos de quitosomas

El Cuadro 2 muestra los parametros fisicoquimicos de quitosomas formulados con
lecitina de soya-colesterol variando la concentracion de curcumina. Valores de pH mas
acidos fueron obtenidos en quitosomas, comparado con los sistemas de liposomas sin
recubrimiento. Este comportamiento puede ser ocasionado por la adiciéon de la dispersion
de quitosano, ya que para su solubilizacién se utiliz6 acido acético. Se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) en los valores de pH, siendo QTcurc-15% €l que presento

un valor mayor. A menores concentraciones de curcumina se obtuvieron pH mas acidos.

Se observé que la cantidad de quitosano utilizado para el recubrimiento de los sistemas,
aparentemente no fue lo suficientemente adecuado, ya que el potencial ¢, en la mayoria de

los tratamientos presentd valores negativos. Debido a que el biopolimero utilizado para el
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recubrimiento (quitosano) posee carga positiva, si éste hubiese cubierto en su totalidad a las
estructuras, los valores obtenidos serian positivos. Estos resultados posiblemente pueden
asociarse a la composicion de los sistemas, es decir, el uso de lecitina de soya como
material de formacion no favorecio para obtener una buena interaccion con el quitosano.
Ademas, el contenido de curcumina también pudo tener cierta influencia en los resultados
obtenidos. No obstante, se notd una disminucion en los valores de potencial , en
comparacion a los liposomas (Cuadro 1). Quitosomas con curcumina al 5, 10 y 15% de
concentracion mostraron valores negativos de carga superficial similares (p>0.05). QTcurc-
1% fue el tratamiento que Unicamente mostr6 un valor positivo (9.21+£0.27 mV) en su carga
superficial.

Cuadro 2. Parametros fisicoquimicos de quitosomas disefiados con lecitina de soya,
con distintas concentraciones de curcumina.

pH Potencial Dh Pdl EE
(mV) (hm) (%)

QTecontrot  4.08+0.01d -12.70+1.04a  1442.50+48.79b  0.257+0.04e ---------
QTeurc1i  4.09+0.02d  9.21+0.27c  3210.00+104.65a  0.545+0.03c  25.30+2.89b
QTeures%  4.32¢0.01c  -9.26+0.46b 417.5+17.54¢e 0.572+0.04a 11.21+1.41c
QTeurc-10%  4.48+0.04b  -9.91+1.03b 893.85+24.65¢c 0.491+0.07d  9.67+2.34c
QTcurc15%  4.60+0.01a  -9.63+0.59b 806.90+27.15d 0.558+0.01b  29.92+0.52a

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

El Dh de quitosomas present6 valores mayores en comparacion a los liposomas debido a
que la adicion de quitosano favorecié la aglomeracion de las particulas presentes en el
sistema, y por lo tanto, promovi6 la formacién de estructuras mas grandes. QTcurc-1%
presentd un didmetro mayor (3210.00£104.65 nm) con respecto a los demas sistemas,
seguido de QTcontrol. La colision de las gotas de liposomas pudo ser ocasionado debido a su
movimiento aleatorio en una solucion, lo que conduce a un aumento considerable en el

tamafo de las particulas, y con la adicion de quitosano, este comportamiento se intensifica,
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explicando en cierta medida los resultados obtenidos (Dag et al., 2019). Por su parte, el Pdl
reflej6 que no se no obtuvieron sistemas tan homogéneos como se esperaban; QTcontrol fue
quien mostrd un indice de polidispersidad aceptable y posiblemente mas homogéneo
(0.257+0.04). Los demas tratamientos estuvieron en el rango de 0.491-0.572. Es posible
que el contenido de curcumina desfavoreciera ain méas la interaccion y homogenizacion de

los liposomas con el recubrimiento de quitosano.

Los porcentajes de encapsulacion en quitosomas (Cuadro 2) no fue lo esperado. Para
este caso, QTcurc-1% Y QTeurc-15% NO presentaron diferencias significativas (p>0.05) y con los
porcentajes mayores (25.30-29.92%). Sin embargo, los valores obtenidos son muchos
menores en comparacion a los resultados con la encapsulacion de liposomas; esto refuerza
la hipdtesis de que el recubrimiento con quitosano no favorecid el rendimiento de
encapsulacion de curcumina, sino por el contrario, posiblemente desestabilizé6 a los

sistemas de tal modo que imposibilitd el entrampamiento del compuesto bioactivo.

7.1.4. Liberacion controlada en medio acuoso simulado

La liberacion de curcumina en un medio acuoso simulado fue registrada durante 240
minutos a temperatura ambiente (22 °C); la tasa de liberacion acumulada en liposomas y
quitosomas se muestra en la Figura 5. En el intervalo de tiempo estudiado, se observd un
porcentaje mayor de liberacion de curcumina en liposomas en las distintas concentraciones
formuladas, en comparacion a las concentraciones de curcumina encapsulada con
quitosomas. Para la liberacién sostenida de curcumina encapsulados con liposomas (Figura

5A) se observé que LPcurc-106 presentd un mayor porcentaje de liberacion (67.42%), seguido
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de LPcurc5% Y LPcur-10%, con comportamientos similares (46-49%). Por su parte, LPcurc-15%

fue quien present6 la minima tasa de liberacion (39-40%).
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Figura 5. Liberacién controlada en medio acuoso de curcumina encapsulada en liposomas
(A) y quitosomas (B), disefiados con lecitina de soya.

En lo que respecta a los sistemas de encapsulacién utilizando quitosomas (Figura 5B),
exhibieron una menor tasa de liberacidén con respecto a sus homdlogos en concentracion,
pero formulados con liposomas. Se observé que QTcurc-15% tuvo una liberacion controlada
acumulada minima (8.06%). Asi mismo, los tratamientos de quitosomas con 5y 10% de
curcumina mostraron que a los 240 min de andlisis comenzaron a igualar el porcentaje de
liberacion de curcumina con los sistemas liposomicos. QTecurc-1% poOr su parte, llegoé a un
méaximo de liberacion del 57%, ain menor con respecto a LPcurc-10. De acuerdo con Liu et
al. (2015), la liberacion de curcumina puede estar influenciada tanto por la capacidad de
difusion de los sistemas de encapsulacién como de la disolucion de las estructuras
utilizadas para la formacion de dichos sistemas. Aun con el efecto ocasionado en los
sistemas para la obtencion de bajas EE es posible que la adicion de quitosano,

contrariamente, favoreciera a la retencién de curcumina en el sistema. Una mayor
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concentracion de curcumina en el sistema favorecio a disminuir el porcentaje de liberacion

de ambos sistemas (liposomas y quitosomas).

7.1.5. Liberacion controlada en condiciones gastrointestinales simuladas

Como se observa en la Figura 6, los liposomas en sus distintas concentraciones
mostraron una liberacion del 1-6% durante la etapa bucal, mientras que los quitosomas no
liberaron méas que un 0.34%, muy inferior a la tendencia de liposomas sin recubrimiento de
quitosano. En la etapa de simulacion de fluidos estomacales, todos los liposomas
presentaron una tasa de liberacion exponencial (73.17-83.74%); por su parte, los
tratamientos de quitosomas exhibieron un menor porcentaje de liberacion (48.37-63.7 %).
Finalmente, las muestras de liposomas liberan casi en su totalidad el contenido de
curcumina en la etapa de intestino delgado y durante el tiempo de liberacion estudiado
(>96%). Por su parte, las estructuras de quitosomas alcanzaron a liberar un maximo de 60-
80%. Las tasas de liberacion de los liposomas fueron mayores que las de los recubiertos

con quitosano (quitosomas).
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Figura 6. Liberacion en condiciones gastrointestinales simuladas de curcumina encapsulada en
liposomas y quitosomas disefiados con lecitina de soya.
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De acuerdo con Tai et al. (2020) la fase bucal simulada no es el sitio principal de
liberacion de los sistemas debido a la corta duracion de esta digestion asi como de la
ausencia de cualquier actividad enzimatica especifica. Asimismo, mencionan que la mayor
parte de curcumina liberada en esta fase puede atribuirse a fracciones mas pequefias en la
estructura de los liposomas los cuales se adsorben en la superficie y se alteran
mecanicamente. La velocidad de liberacién de los liposomas recubiertos con quitosano
depende en gran medida de la concentracion de quitosano. La concentracion de quitosano
utilizado (1%) favorecio, posiblemente, a obtener una estabilidad mejorada y una fluidez de
membrana reducida de los quitosomas. Las membranas liposomales recubiertas con
quitosano protegieron a la curcumina de fugas y degradacion por los fluidos simulados, y

posiblemente de la actividad digestiva.

7.2.Caracterizacion liposomas y quitosomas con fosfatidilcolina-colesterol
7.2.1. Parametros fisicoquimicos de liposomas
Se caracterizaron sistemas de encapsulacion de liposomas realizados a base de
fosfatidilcolina y colesterol; los resultados se presentan en el Cuadro 3. Se observé una
disminucion del pH, posiblemente por un incremento en la concentracion de curcumina
(p<0.05); LPcontror fue quien presentd un valor de pH mayor (6.33£0.04), mientras que

LPcurc-10% Y LPcurc-15% presentaron valores similares (p>0.05).

Valores negativos en todos los sistemas fueron observados en los valores de potencial
€ (-33.93 a -21.57 mV). LPcontrol Y LPcurc-106 fueron los tratamientos que presentaron valores
similares més negativos, sequidos de LPcurcs% Y LPcurc-10%, igualmente similares (p>0.05).
Por su parte, LPcurc-15% fue quien exhibio un potencial £ menos negativo (-21.57+£0.68 mV)

en comparacion a los demas tratamientos. Este comportamiento, posiblemente, fueron
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ocasionados por el incremento en la concentracion de curcumina en liposomas, el cual
contribuye a la carga superficial de la capa liposémica (Manconi et al., 2017). De acuerdo
con Pinheiro et al. (2016), el potencial { es una medida del potencial eléctrico en la
superficie interfacial de las particulas suspendidas en una solucion; dichas particulas estan
cargadas en mayor o menor medida (tanto positivos como negativos), lo cual las hace
repelerse unas con otras evitando asi cualquier aglomeracién, la cual se dara mas facilmente
entre menos carga exista, por lo tanto, los resultados obtenidos reflejan una buena
estabilidad de los sistemas formados.

Cuadro 3. Parametros fisicoquimicos de liposomas disefiados con fosfatidilcolina, con
distintas concentraciones de curcumina.

pH Potencial Dh Pdl EE
(mV) (nm) (%)
LPcontrol  6.33+0.04a  -33.93+1.08a 571.03+25.32a 0.55+0.039b ~  -------
LPcurc1%s  5.90+0.04b  -34.17+2.05a 409.93+25.71b 0.68+0.088a  42.77+0.43a
LPcurcsw  5.23+0.02d  -25.53+2.28b  420.27+16.78b  0.69+0.006a  08.48+0.30c
LPcurc10%6  5.54+0.08c  -23.43+1.07b  320.80+37.25c  0.46+0.054c 21.52+0.20b
LPcurc1s%6  5.59+0.04c  -21.57+0.68c  366.40+30.03c  0.44+0.018c  07.03+0.12d

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Un comportamiento similar fue observado en el diametro hidrodinamico de las
particulas de liposomas (Cuadro 3), por efecto de la concentracion de curcumina presente
en los sistemas formulados. LPcontror presentd un Dh promedio de 571.03+25.32 nm,
seguido de LPcurc1% Y LPcurc-5% (p>0.05). Asi mismo, LPcurc-10% Y LPcurc-15% Mmostraron
didmetros menores de 320.80-366.40 nm (p>0.05). Tamafios similares fueron observados
por Lopez-Polo et al. (2020) al evaluar las propiedades fisicoquimicas de liposomas
liofilizados y preparados con lecitina de soya purificada; ademas atribuyen este incremento
al tamario a la agregacion de las vesiculas, probablemente debido a una alta concentracion
de las mismas (efecto de liofilizacion), al dafio de la membrana y al hinchamiento de la

bicapa tras el proceso de rehidratacion. Esta misma tendencia se obtuvo en los valores de
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Pdl, los cuales también disminuyeron a medida que la cantidad de curcumina presente
aumento. El rango de Pdl oscil6 entre 0.44-0.69. Kim et al. (2012) informaron que valores
de Pdl de 0.1-0.4, puede correlacionarse con una mayor estabilidad durante el
almacenamiento de un sistema emulsionado; esto debido a que entre mas homogeneidad en
tamanfo haya entre las particulas presentes, existira una menor probabilidad que se presente
inestabilidad (aglomeracion o coalescencia) en el sistema. Acorde a lo mencionado por
estos autores, los liposomas formados con fosfatidilcolina-colesterol presentan una

estabilidad regular, siendo LPcurc-10% Y LPcurc-15%, 105 que sean mas estables.

La eficiencia de encapsulacion de curcumina con liposomas fosfatidilcolina-colesterol
presento fluctuaciones en los porcentajes obtenidos y con diferencias entre los tratamientos
(p<0.05). LPcurc1% fue quien exhibio una mayor eficiencia de encapsulacion
(42.77%£0.43%), sequido de LPcurc-10%. El incremento de curcumina en el sistema no fue un

factor esencial para el incremento en los porcentajes de encapsulacion.

7.2.2. Parametros fisicoguimicos de quitosomas

Las caracteristicas fisicoquimicas de quitosomas disefiados con fosfatidilcolina-
colesterol son reportados en el Cuadro 4. Se obtuvieron valores de pH predominantemente
acidos; QTcontrol Y QTecurc-1%% presentaron valores mayores y similares (p>0.05). La
concentracion de curcumina no afectd las variaciones de pH en los distintos sistemas,

contrario a lo observado en liposomas.

Los distintos tratamientos de quitosomas mostraron valores positivos en el potencial ¢
(16.27-57.20 mV). La presencia de quitosano en los sistemas favorecio a obtener estos

resultados, reforzando el concepto de que el uso de este biopolimero fue una técnica eficaz
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para el recubrimiento de liposomas, asi como la de mejorar su estabilidad. QT curc-15% fue

quien presento un valor de potencial £ mayor (p<0.05).

Cuadro 4. Parametros fisicoquimicos de quitosomas disefiados con fosfatidilcolina, con
distintas concentraciones de curcumina.

pH Potencial ¢ Dh Pdl EE
(mV) (nm) (%)
QTeontro  4.05+0.01a 16.27+1.94d 4253.00+173.95a 0.58+0.006a ------
QTeurc1%s  4.03+0.01a 53.83+3.42b  1306.33+27.61c  0.53+0.045a 52.87+0.23a
QTeurcs%  3.99+0.03b  52.13+1.12b  3194.00+98.99b  0.43+0.040c  30.58+1.15c
QTeurc-10%  3.99+0.01b  49.63+0.80c  4445.50+£309.01a 0.48+0.014b  42.86+1.72b
QTcurc15%  3.98+0.01b  57.20+2.86a 3126.00+159.81b  0.40+0.012c  11.39+0.77d

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

El Dh de los sistemas presentdé mayor tamafio con respecto a los liposomas,
probablemente debido a aglomeraciones entre los componentes de los sistemas por la
presencia de quitosano. EI mayor Dh se observo en QT curc-10% seguido de QTecontrol (p>0.05).
Quitosomas con curcumina al 5y 15% (QTcurc5% Y QTcurc-15%, respectivamente) de
concentracion mostraron didmetros similares (p>0.5). Por su parte, QTcurc-1% fue quien
exhibié un tamafio menor (1306.33+27.61 nm). Este comportamiento observado, podria
indicar que existe una mayor interaccion del quitosano a medida que se incrementa la
presencia de curcumina en el sistema, viéndose reflejada ademas en un incremento en la
eficiencia de encapsulacidn con respecto a los liposomas sin quitosano. Los valores de Pdl,
por su parte, variaron en el rango 0.4-0.58, siendo menores a los obtenidos en liposomas,
ademas que a mayor concentracion de curcumina se obtuvieron valores de Pdl menores,
demostrando, en parte, que la presencia de quitosano brindé una mayor estabilidad a la

estructura de los sistemas.

Los distintos tratamientos de quitosomas exhibieron mejores rendimientos de

encapsulacion con relacion a los obtenidos en liposomas y con diferencias entre los mismos
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tratamientos (p<0.05). QTcurc-1% alcanzd un maximo de encapsulacion del 52.87+0.23%,
seguido de QTecurc-10% con una eficiencia del 42.86+1.72%. Estos resultados coinciden con
lo reportado por Liu et al. (2015). El recubrimiento con quitosano posiblemente, favorecid

un incremento en la eficiencia de encapsulacion de los distintos sistemas.
7.2.3. Liberacion controlada en medio acuoso simulado

En la Figura 7A se observa que en el lapso de tiempo estudiado, los distintos sistemas
liberaron hasta un 57-65%, siendo LPcurc-106 quien presentd un mayor porcentaje de
liberacion. En general, los distintos tratamientos de liposomas tuvieron un comportamiento
similar. En cuanto al andlisis de liberacion de curcumina en sistemas disefiados con
quitosomas (Figura 7B), se observo que el recubrimiento utilizado permitié disminuir
considerablemente la liberacion de curcumina hasta en un 10-15 % en QTecurc-106, QT curc-5%
Y QTeurc-10%, mientras que QTeurc-15% MOostrd hasta una reduccion porcentual del 20%. Las
concentraciones altas de curcumina mostraron una menor tasa de liberacion en el rango de

tiempo evaluado; dicha tendencia se pudo notar tanto en liposomas como en quitosomas.
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Figura 7. Liberacién controlada en medio acuoso de curcumina encapsulada en liposomas
(A) y quitosomas (B), disefiados con fosfatidilcolina.
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7.2.4. Liberacion controlada en condiciones gastrointestinales simuladas

Liposomas y quitosomas formulados con fosfatidilcolina-colesterol, fueron inmersos en
soluciones simulantes del sistema digestivo (boca, estdmago e intestino delgado), los cuales
permitieron dar un pardmetro del comportamiento de la liberacion de curcumina de los
distintos sistemas de encapsulacion formados. A continuacion, en la Figura 8 se presenta la
liberacion del compuesto a lo largo 250 min, en las diferentes fases digestivas. En lo que
corresponde al comportamiento gastrointestinal simulado de liposomas, se observo que en
la fase bucal se obtuvo una liberacién menor al 5% en todos los sistemas. En la fase de
simulacion estomacal ocurrio una liberacion mayor en sistemas como LPcurc-15%,
alcanzando un porcentaje maximo de 50%; por otro lado, LPcurc-19% presentd un porcentaje
de liberacion menor en esta fase (~ 20%). Para la fase simulada de intestino delgado se
mostré un comportamiento de liberacion similar en el rango de 130-190 min para todos los
sistemas, donde Lpcurc-15% continud presentando una mayor liberacion. En general, se
observo que la mayor tasa de liberacion ocurrié en la etapa de intestino delgado y fue
precisamente en esta etapa donde la liberacion alcanz6 hasta un 99% en todos los sistemas

liposomales formados.

A diferencia del comportamiento obtenido en los liposomas, se pudo visualizar que el
empleo de quitosano como material de proteccion, favorecié a la disminucién de la
liberacion de curcumina en los distintos tratamientos. Todos los sistemas de quitosomas
manifestaron un comportamiento similar, y mostraron la mayor capacidad de liberacién en
la etapa simulada del intestino delgado, sin embargo, solo se lleg6 a notar un porcentaje de

liberacion del 70-74%. Estos resultados nos permiten mencionar que la mayor parte de
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curcumina podria llegar hasta el lugar deseado (intestino delgado) para maximizar su

biodisponibilidad y absorcion.

Boca Estémago Intestino delgado

100 +

80

60
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20

Liberacién controlada (%)

0 50 ' 1(I)0 ' léO ' 200 ' 250
tiempo (min)
Figura 8. Liberacion en condiciones gastrointestinales simuladas de curcumina encapsulada en
liposomas y quitosomas disefiados con fosfatidilcolina.

Tendencia similar fue observado en un estudio realizado por Zhou et al. (2021), donde
liposomas formados con ramnolipidos y encapsulando curcumina mostraron una mayor
liberacion liposomas recubiertos con quitosano. Indicaron, por lo tanto, que la presencia de
quitosano pudo inhibir la liberacién de curcumina de los liposomas, lo que puede ser
beneficioso para aplicaciones de liberacién prolongada. Esto puede relacionarse con los
valores de potencial ¢ obtenidos, al haber un buen recubrimiento del quitosano en la
estructura de los liposomas debido a la interaccion electrostatica, y posiblemente, redujo la

tendencia a la liberacion de curcumina.

Haciendo una comparacion general de los materiales utilizados para la formacion de
liposomas y quitosomas, se pudo notar que el uso de fosfatidilcolina favorecié a obtener
mejores propiedades fisicoquimicas (potencial ¢, principalmente), el cual brind6é una mayor

estabilidad a los sistemas formulados y permitio mejorar la eficiencia de encapsulacion de
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curcumina en quitosomas. Asi mismo, mejord las condiciones para controlar la tasa de
liberacion y eficientar la biodisponibilidad de curcumina y lograr su llegada hasta el lugar
deseado para su maxima absorcion (intestino delgado), en comparacion a los resultados

obtenidos con estructuras formadas con lecitina de soya.
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8. Conclusiones

Se establecieron las condiciones de formacion de los liposomas y quitosomas
conteniendo curcumina, lo que permitid mayores rendimientos de encapsulacion, tanto en
los liposomas como en los quitosomas como método de encapsulacion de compuestos

bioactivos.

Se realizd la caracterizacion fisicoquimica de los liposomas y los quitosomas
conteniendo curcumina, utilizando al quitosano como material de recubrimiento en los
liposomas, este polisacarido le proporciond mayor estabilidad, tamafio y carga superficial

en los sistemas formulados.

Se evallo la estabilidad de los liposomas y quitosomas conteniendo curcumina mediante
el uso de fosfatidilcolina como componente estructural para la formulacion de liposomas y
quitosomas lo cual favorecio las propiedades fisicoquimicas de los mismos, permitiendo
obtener estructuras mas estables en comparacion a estructuras formadas con otros

materiales no purificados (lecitina de soya).

Se evallo la liberacion controlada de la curcumina en condiciones gastrointestinales
simuladas, mostrando que la encapsulacion es un método de proteccion eficaz para la
curcumina, lo que permite llevar a los compuestos bioactivos que tienen relativamente baja

absorcion en el intestino y, por lo tanto, a mejorar su biodisponibilidad.
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