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ABSTRACT

ABSTRACT

Four formulations of nanostructured lipid carriers (NLC) loaded with curcuminoids
where prepared, testing two types of solid lipids (Compritol® 888 ATO and Precirol®
ATO 5) and two kinds of stabilizers (poloxamer 407 and polysorbate 80). Particle size
values between 111 and 214 nm and polydispersity indices < 0.3 were registered, with
low Z potential values due to the nonionic character of the stabilizers. The results
showed that the type of surfactant had an impact on the in vitro release rate and on the
ex vivo skin permeation capability of curcuminoids. Polysorbate 80 delayed the release,
but favors the transport of a higher amount of curcuminoids to the receptor solution
during the ex vivo permeation studies than the systems with poloxamer 407. Confocal
microscopy confirmed that all systems favored the penetration of curcuminoids to
deeper layers of the skin and in a greater amount than curcuminoids in solution.
Exposure of the systems to intense radiation caused the degradation of curcuminoids,
without loss of antioxidant activity, confirming that the degradation products also
function as antioxidants. The NLC prepared can be valuable carriers to enhance the
penetration of curcuminoids into the skin, to treat different disorders and skin
diseases.
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RESUMEN

Se prepararon cuatro formulaciones de acarreadores lipidicos nanoestructurados
(NLC) cargados con curcuminoides, probando dos tipos de lipidos soélidos
(Compritol® 888 ATO y Precirol® ATO 5) y dos tipos de estabilizantes (poloxdmero
407 y polisorbato 80). Se registraron valores de tamafio de particula entre 111 y 214 nm
e indices de polidispersion < 0.3, con valores de potencial Z bajos debido al caracter no
iénico de los estabilizantes. Los resultados mostraron que el tipo de tensoactivo tenia
un impacto en la velocidad de liberacion in vitro y en la capacidad de penetracion
cutdnea ex vivo de los curcuminoides. El polisorbato 80 retrasé la liberacién, pero
promovié el transporte de una mayor cantidad de curcuminoides a la solucién
receptora durante los estudios de permeacion ex vivo, que los sistemas con poloxdmero
407. La microscopia confocal confirmé que todos los sistemas favorecian la penetracion
de curcuminoides a capas mas profundas de la piel y en mayor cantidad que los
curcuminoides en solucién. La exposiciéon de los sistemas a una radiacién intensa
provoco la degradacion de los curcuminoides, sin pérdida de actividad antioxidante, lo
que confirma que los productos de degradaciéon también funcionan como
antioxidantes. Los NLC preparados pueden ser acarreadores valiosos para mejorar la
penetracién de curcuminoides en la piel, para tratar diferentes trastornos y
enfermedades de la piel.
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INTRODUCCION

Una gran cantidad de enfermedades se atribuyen al estrés oxidativo [ll. Sin embargo, la
generacion de radicales libres se produce no sélo por la exposicién a diversos factores
ambientales sino también como resultado de los propios procesos metabolicos del
cuerpo 4. En los dltimos afios, los alimentos, los suplementos nutricionales y los
farmacos con actividad antioxidante han ganado gran relevancia, entre ellos los
curcuminoides, por sus reconocidas actividades antioxidantes y antiinflamatorias [>61.
Estos compuestos acttian principalmente atrapando los radicales libres (especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno), mejorando el rendimiento de las enzimas con
actividad captadora de radicales libres (e.g., Glutatién peroxidasa) e inhibiendo el
efecto de las enzimas capaces de generar radicales libres (e.g., Xantina oxidasa /
hidrogenasa) 7].

En el caso de la piel, se han realizado numerosos esfuerzos para prevenir o tratar
diversas afecciones (e.g., Tumores de piel, envejecimiento de la piel y diferentes
enfermedades cutdneas) que resultan de la presencia de radicales libres [1 8101 La
administracion topica es el método de eleccién para tratar enfermedades de la piel
debido a la posibilidad de eludir el metabolismo de primer paso, mantener una
concentracion del farmaco en el sitio de accion durante periodos prolongados y reducir
los efectos secundarios sistémicos (en comparaciéon con la administracién oral y
parenteral) 1. Sin embargo, la aplicacion directa de curcuminoides a la piel esta
restringida por varios factores como su baja solubilidad en agua, inestabilidad (e.g.,
fotodegradacion e inestabilidad quimica) y la barrera natural que representa el estrato
corneo. Por tanto, para mejorar su penetracién en la piel se han utilizado potenciadores
de la absorcién tanto fisicos como quimicos, asi como la formulacién en
nanoacarreadores [5 7 121 Entre ellos, las nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) y los
acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC) se han desarrollado como sistemas de
liberacion alternativos a las emulsiones, liposomas y nanoparticulas poliméricas,
atrayendo la atenciéon de diversos grupos de investigacion por su biocompatibilidad,
facilidad de preparacién, costo-beneficio y la posibilidad de producirse a gran
escala. Los NLC han mostrado mejores caracteristicas que los SLN debido a su
estructura menos organizada, compuesta por una mezcla de lipidos sélidos y liquidos,
lo que permite mejorar la carga del fadrmaco y evita la lixiviacién del farmaco durante el
almacenamiento ['1l. Ademads, los NLC han recibido especial atenciéon debido a la
posibilidad de lograr una liberacién prolongada y porque pueden actuar como
potenciadores de la absorciéon 3. Varios autores han formulado curcuminoides en
NLC, encontrando resultados prometedores en relacion al farmaco libre. Por
ejemplo, Chen et al. 2], formularon y caracterizaron NLC y NLC-gel cargado con
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INTRODUCCION

curcumina, demostrando un efecto antiinflamatorio significativo en el edema del
pabellén auricular de ratones; Aditya et al. 4], formularon curcumina y / o genisteina
en NLC, mejorando la estabilidad en medios géstricos e intestinales simulados y
aumentando la inhibicién del crecimiento de células de cancer de prostata
y Rashidzadeh et al. '] informaron resultados prometedores con NLC cargado de
curcumina para el tratamiento de la malaria. Teniendo esto en cuenta, este trabajo se
centra en la preparacion y caracterizacion de NLC cargados de curcuminoides, con el
objetivo de favorecer su penetracién y asegurar su accion antioxidante al
administrarlos en piel, ayudando asi a contrarrestar los problemas que se derivan de la
presencia de los radicales libres.
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2.1 Piel

211

212

Generalidades de la piel

La piel es el 6rgano més apreciable y grande del cuerpo, con probablemente mas
funciones que cualquier otro érgano, tiene una superficie aproximada entre 1 %2 a 2
m? y pesa alrededor de 4 Kg. Su espesor, estructura y funcién varia dependiendo del
sitio anatémico, uno solo tiene que comparar la piel facial con la del resto del cuerpo
para reconocer que la piel no es homogénea.

La piel es una ruta atractiva para la administracion de medicamentos, sin embargo, su
estructura limita el paso de moléculas a través de ella, debido a sus propiedades
como primera barrera contra el medio ambiente. La piel estd compuesta por tres
capas estructurales principales: la epidermis, la dermis y la hipodermis [16-171,

Estructura de la piel

La piel se divide en tres regiones: epidermis, dermis e hipodermis, cada una de las
cuales contiene mdultiples componentes y funciones (Figura 1). En general, la
epidermis es una capa compuesta de células epiteliales escamosas estratificadas
llamadas queratinocitos, que cubren toda la superficie de la piel. Estas células
comienzan como células madre ubicadas en la parte inferior de la epidermis. Su
principal funcién, acttia como barrera protectora fisica y quimica de muchos factores
externos. La dermis consiste en una capa papilar y una capa reticular més profunda.
El coldgeno y las fibras elasticas en la capa papilar se distribuyen como una malla
fina, mientras que las de la capa reticular son gruesas y sirven como la principal
fuente de resistencia a la tracciéon de la piel, estas dos capas le dan una estructura de
soporte a la piel. La hipodermis, que se compone de tejido conectivo laxo y tejido
graso, alcanza hasta 3 cm en el abdomen, participa en el almacenamiento de grasa y

como termorregulador [26l. 3 g
{‘7 77..:.’ o % : ,‘ ‘G .7 L

Queraﬁnocitos] Ry

Capa papilar

Figura 1. Estructura de las diferentes regiones de la piel ['8]
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2.1.3 Consideraciones morfolégicas de la piel como barrera

La epidermis como capa externa, es la principal barrera de proteccién que cubre todo
nuestro cuerpo, consta de varias estratos a su vez (Figura 2), la capa mas profunda es
el estrato basal, donde encontramos las siguientes células principales: queratinocitos,
melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel; enseguida el estrato
espinoso, constituido de 8 a 10 capas de células cuboidales unidas entre si; luego se
encuentra el estrato granular, compuesto entre 3 y 5 capas de células y granulos con
proteinas en su interior; después encontramos el estrato lucido conformado de 3 a 5
capas de células planas muertas que contienen queratina o alguna sustancia
precursora de la queratina. Este estrato solamente se encuentra en la epidermis de las
palmas de las manos y las plantas de los pies. Por altimo, en la parte externa se
localiza el estrato corneo formado por un conjunto de 25 a 30 capas de células planas
muertas muy empaquetadas unas con otras, completamente llenas de queratina. El
estrato cérneo forma una barrera altamente impermeable, debido a las sustancias
lipidicas que se encuentran entre las células que limitan el paso del agua ['9].

Estrato
cérneo

Estrato
lacido

Estrato granuloso

Estrato
espinoso

Estrato
basal

Figura 2. Estratos de la Epidermis [2]
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2.1.4 Proteccion contra la radiacion ultravioleta y pigmentacion

La piel nos protege de varios factores externos como: cambios de temperatura,
humedad, presién, golpes, rozaduras y sustancias quimicas. Uno de los principales
peligros es la exposicion excesiva a la radiacién ultravioleta proveniente de la luz
solar (Figura 3) [211.

Para los humanos, el cabello es la primera linea protectora de los rayos UV, Seguido
de la pigmentacién de la epidermis. La biologia evolutiva de la pigmentacién de la
piel humana es interesante. La mayoria de los antropologos creen que a medida que
los humanos modernos evolucionaron en los trépicos y perdieron su vello corporal,
aumenté la pigmentacion en la epidermis como mecanismo de proteccion a las
células, del dafio inducido por los rayos UV al ADN.

El papel de la pigmentacién como barrera contra los efectos de los rayos UV se basa
en la presencia de granulos de melanina, que estdn presentes en los melanocitos. La
melanina se produce en los melanocitos a partir de la oxidaciéon del aminoacido
tirosina mediante un intermediario DOPA (dihidroxifenilalanina) antes de
convertirse en melanina. Dentro de los melanocitos, los paquetes de melanina,
llamados melanosomas, se distribuyen a lo largo de amplios procesos dendriticos que
se interdigitan entre los queratinocitos epidérmicos. Muchos de estos paquetes de
melanosomas se transfieren a los propios queratinocitos a través de la exocitosis de
los procesos dendriticos, seguidos de endocitosis por los queratinocitos.

La proteccion contra los rayos UV debe equilibrarse con la necesidad de la luz solar
para estimular la sintesis de vitamina D en la piel. La vitamina D se produce
fotoquimicamente en las capas inferiores de la epidermis a partir del 7-
deshidrocolesterol. La produccién inadecuada de vitamina D por la piel puede
compensarse con la ingesta oral, en el caso de estar expuesto a bajos niveles de luz
solar o por el uso de protectores solares, que inhiben la produccién de vitamina D
dentro de la epidermis.

En la mayoria de los animales cuadripedos la pigmentacion no se distribuye
uniformemente, la pigmentacién es mayor en la piel dorsal y mds clara en el
abdomen. Las pecas, que son mas comunes en individuos ligeramente pigmentados,

son el resultado de la distribucién desigual de los melanocitos en toda la epidermis
[16],

POSGRADO
CIENCIAS
QUIMICAS

(7)



N s
81‘e,ncias ANTECEDENTES
uimicas

g ¥l
Figura 3. Algunos factores que influyen sobre la piel [21]

2.1.5 Mecanismos de penetracion a través de la piel

A pesar de la eficiencia de la piel como barrera, estd no es absoluta, existen algunas
sustancias que pueden penetrar a través de la piel, ya sea por difusiéon pasiva
(sustancias lipofilicas y de bajo peso molecular) o utilizando promotores de absorcién
transdérmica. Una sustancia puede ingresar a la piel a través de varias rutas. Se han
identificado cuatro vias de penetraciéon a través de la piel dependiendo de las
propiedades fisicoquimicas de los compuestos (Figura 4): dos rutas transepidérmicas,
incluidas las rutas intercelular, transcelular y dos transapendiculares, a través de los
foliculos pilosos y las glandulas sudoriparas; puede existir una combinacién de todas
las rutas. El término "penetraciéon" se utiliza para indicar que un ingrediente activo
estd entrando en la piel hasta cierto punto. En contraste, el término "permeacién" se
usa para indicar el paso del ingrediente activo a la dermis y al sistema circulatorio. La

absorcion tiene un significado mas general e indica penetracion, permeacién o ambas
[22],

Rutas Transepidérmicas:
1 Intercelular
2 Transcelular

Rutas Transapendiculares
3 Foliculos pilosos
4 Glandulas sudoriparas

Figura 4. Rutas de penetracién percutanea [8]
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Penetracion de nanoparticulas en la piel

La penetraciéon dérmica de nanoparticulas (NP) se ha estudiado a partir de
preparaciones farmacéuticas, cosméticas y dispositivos implantables, y sus usos
potenciales han desencadenado la investigacion de las interacciones de las NP con las
diversas barreras bioldgicas. Esto ha originado el desarrollo y evaluacién de nuevos
nanoacarreadores topicos, transdérmicos y agentes de diagndstico, lo que podria dar
como resultado el disefio de acarreadores "ideales" basados en sus propiedades
fisicoquimicas. La finalidad de las NP es que deben penetrar la barrera cutanea,
liberar su carga ttil y eliminarse del cuerpo sin efectos adversos, sin embargo esta
penetraciéon depende de al menos 10 parametros: (1) propiedades fisicoquimicas de
NP; (2) efectos del vehiculo; (3) &rea de aplicacion, dosis, duracion y frecuencia de
exposicion; (4) distribucién; (5) vias subanatémicas (apéndices de la piel); (6)
condiciones de la superficie de la piel; (7) factores adicionales de penetracién como
grosor y numero de capas celulares; (8) pérdida de la formulacién de la superficie de
la piel por exfoliacién o por efecto de lavado; (9) eliminacién y transformacion
fotoquimica y (10) los métodos para determinar la absorcion y la toxicidad. A pesar
del creciente interés comercial y cientifico por desarrollar nuevos nanoacarreadores,
es necesario conocer los riesgos asociados a su uso y disposicion final, tanto para la
salud humana, como para el medio ambiente. En este sentido, el conocimiento del
riesgo humano y ambiental ayudara a las investigaciones a disefiar nanoacarreadores
no téxicos y biocompatibles [22].

Comportamiento de los acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC) en la piel

Cuando se considera la piel como una ruta de entrega de farmacos, se debe
considerar la administracion topica, cutdnea o dérmica y transdérmica, Si bien todos
se aplican sobre la piel, solo las formulaciones transdérmicas estdn destinadas a
penetrar y alcanzar la circulacion sistémica, mientras que la administracion tépica
representa la acciéon del farmaco en las capas superficiales (por ejemplo, epidermis) y
la administracién cutdnea ocurre cuando el farmaco llega a la dermis de la piel.

Datos cientificos muestran a las nanoparticulas lipidicas como una alternativa de
administracion de farmacos para aplicacion en piel, ya que estdn compuestos de
lipidos que se parecen a los de la piel, lo que contribuye a una mejor interacciéon y
biocompatibilidad. Las nanoparticulas lipidicas se componen tanto de nanoparticulas
lipidicas solidas (SLN) y acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC).
Dependiendo de la composiciéon de lipidos y tensoactivos, se pueden generar
diferentes morfologias de nanoparticulas, tanto para los SLN como para los NLC.
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A pesar de que las nanoparticulas lipidicas se han propuesto para la administracién
transdérmica y local (Cutdnea y topica), el uso local parece ser uno de los mas
prometedores, con fines terapéuticos. Respecto al tipo de nanoparticula, es evidente
que los NLC han sido ampliamente apreciados por sus méritos por ejemplo mayor
solubilidad, biodisponibilidad y estabilidad del f&rmaco en comparacién con las SLN.
Quizas por esta razén ha despertado el interés preferentemente de realizar sistemas
que contengan farmacos lipofilicos y poco solubles en agua. Ademds, de la
posibilidad de modular la liberacién de moléculas, promoviendo su penetracién y
retencién en la piel.

Por lo tanto, los acarreadores lipidicos nanoestructurados estdn relacionados con la
composicion lipidica fisiolégica de la piel, pudiendo interactuar con el estrato cérneo,
creando un reordenamiento lipidico, que facilita la penetracion. Asi mismo, el tamafio
pequerio de las nanoparticulas y las propiedades fisicoquimicas de sus componentes,
contribuyen a aumentar su adhesividad y capacidad de penetracion en la piel 12324,

2.2 Enfermedades de la piel (estrés oxidativo)

221

222

Papel de los oxidantes en las enfermedades de la piel

La piel, el 6rgano més grande del cuerpo humano, proporciona una interfaz
importante entre el medio ambiente y el cuerpo y esta constantemente expuesta a una
variedad de contaminantes ambientales quimicos y fisicos [25l. Ademas, las células de
la piel producen continuamente, a través de la respiraciéon celular, durante los
procesos metabdlicos o bajo agresiones externas, productos de oxidaciéon de
moléculas altamente reactivas, generalmente llamados radicales libres. Estas
moléculas son inmediatamente neutralizadas por sistemas enzimaticos y no
enziméticos en un equilibrio fisiol6gico y dindmico. En situaciones en las que este
equilibrio se rompe, diversas estructuras celulares, como la membrana celular o el
ADN nuclear o mitocondrial pueden sufrir modificaciones estructurales,
desencadenando o agravando enfermedades de la piel [2¢]. Estos t6xicos ambientales o
sus metabolitos son oxidantes inherentes que impulsan directa o indirectamente la
produccién de una variedad de oxidantes reactivos también conocidos como especies
reactivas de oxigeno, mejor conocidas por sus siglas en inglés (ROS). Las ROS son
entidades de vida corta que se generan continuamente a niveles bajos durante el
curso del metabolismo aerébico normal 231

Oxidantes en la piel

La piel estd bajo exposiciéon constante de especies reactivas de fuentes enddgenas y
exégenas. Es afectada mas directamente por especies reactivas de oxigeno, debido a
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su generacion a partir de fuentes endoégenas [271. Especies reactivas del oxigeno es el
término que se aplica colectivamente a las moléculas radicales y no radicales que son
agentes oxidantes y son facilmente convertidos a radicales. El oxigeno es una
molécula basicamente oxidante, las células que lo utilizan para su metabolismo son
las principales responsables de la produccién de especies reactivas del oxigeno. Sin
embargo, no todas las especies oxidantes tienen un origen enddgeno; la existencia de
factores exégenos, como la radiacion solar, toxinas fangicas, pesticidas o xenobidticos,
pueden incrementar su nivel. En condiciones normales, las células metabolizan la
mayor parte del oxigeno (O2) con la formacién de agua sin formaciéon de
intermediarios t6xicos, mientras que un pequefio porcentaje (5%) forman tres
intermediarios altamente toxicos, dos de los cuales son literalmente radicales libres (el
anion superoxido y el hidroxilo). En situaciones en las que exista una mayor actividad
metabodlica (etapas del crecimiento, desarrollos activos o procesos inflamatorios)
ocurre una mayor demanda tisular de O, y parte de él se metaboliza, generandose un
alto namero de sustancias oxidantes. La segunda gran fuente de ROS también es
endoégena y estad constituida por el metabolismo de las células de defensa, tales como
los polimorfonucleares, los monocitos sensibilizados, los macréfagos y los eosinéfilos.
Para que éstas puedan cumplir su misién, estdn dotadas de diversas proteinas, asi
como de vias metabdlicas que generan varias especies quimicamente agresivas como
peréxido de hidrégeno, radicales superéxido e hidroxilo, cuyo fin tltimo es lesionar y
destruir elementos extrafios. Es importante mencionar que el papel de los radicales
libres no ha de ser abordado sélo desde una perspectiva negativa o patolégica. Estos
compuestos cumplen también una funcién fisiolégica al participar, en condiciones
normales, en la defensa frente a las infecciones, en el metabolismo normal, asi como
en la fagocitosis e inflamacién, es decir, en la actividad de las células de defensa tales
como los polimorfonucleares, los monocitos sensibilizados, los macréfagos y los
eosinodfilos. En condiciones normales estas especies reactivas son producidas y
utilizadas en compartimentos celulares como los lisosomas, y atn en el interior de los
fagocitos, no tienen por qué dafar a las células siempre y cuando los mecanismos
antioxidantes de éstas funcionen adecuadamente [281.

Radicales libres / Estrés oxidativo

Un radical libre es un d&tomo o molécula con uno o mas electrones no apareados en el
altimo orbital, capaz de reaccionar con multiples biomoléculas a través de su
oxidacion. Dentro de este concepto general, las formas reducidas del O se
denominan, como ya se ha mencionado especies reactivas de oxigeno; en las que se
incluyen radicales libres y peréxido de hidrégeno (H>O») 1. En los diversos campos
de la biologia y la medicina, los radicales libres se conocen méas generalmente como
ROS o especies reactivas de nitrégeno (RNS). Entre las ROS mas importantes se
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encuentran el radical hidroxilo (-OH), el radical anién superéxido (O:--), el 6xido
nitrico (NO.) y los radicales peroxilo (ROO. ), asi como especies no radicales como el
peréxido de hidrégeno. (H2O»), oxigeno singlete (10.), acido hipocloroso (HOCI)
y peroxinitrito (ONOO -) 1301,

Las ROS tienen una participacion dual en la célula, ya que pueden adoptar un papel
benéfico o perjudicial en los sistemas vivos. Los efectos benéficos de las ROS se
presentan a bajas concentraciones, participando en diferentes funciones fisiolégicas
de la célula; como defensa contra agentes infecciosos y sistemas de sefializacion
celular (mitosis). En contraparte, el efecto dafiino de los radicales libres en los
sistemas bioldgicos produce estrés oxidativo (EO) generado por la deficiencia de
antioxidantes e incremento de las ROS. El EO es el resultado de reacciones
metabdlicas que utilizan O, y representa una alteraciéon en el equilibrio pro-
oxidante/antioxidante en los sistemas vivos con capacidad de oxidar biomoléculas
(lipidos, proteinas, ADN) e inhibir su estructura y funcién normal [2%. Un equilibrio
sostenido entre los efectos beneficiosos y nocivos de ROS/RNS es un aspecto importante
de los organismos sanos y se logra mediante una coleccion de mecanismos que se
describen como regulacion redox. El estrés oxidativo/nitrosativo resulta de un
desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor de los oxidantes [301.

Antioxidantes en la piel

Para hacer frente al estrés oxidativo, el organismo esta equipado con mecanismos de
defensa eficientes, principalmente antioxidantes. Previenen el dafio oxidativo de los
lipidos y proteinas estructurales importantes para la integridad de la barrera, que es
esencial para la homeostasis de la piel. Esto sugiere que el estado redox celular juega
un papel fundamental en un entorno de piel saludable y que un desequilibrio entre
los mecanismos prooxidantes y antioxidantes podria resultar en enfermedades de la
piel. Las moléculas antioxidantes consisten en un grupo de enzimas y proteinas
antioxidantes de alto peso molecular y un grupo de antioxidantes no enzimaticos de
bajo peso molecular . Estas moléculas antioxidantes incluyen glutatiéon (GSH), alfa-
tocoferol o vitamina E, dcido ascérbicoo vitamina C, glutation peroxidasas
(GPx), glutation reductasa (GR), glutation S -transferasas (GST), superéxido
dismutasas (SOD), catalasa y quinona reductasa. EI GSH y el 4cido ascérbico son
antioxidantes solubles, mientras que la vitamina E estd unida a la membrana y es
capaz de interceptar reacciones en cadena mediadas por radicales libres. El1 GSH esté
presente en concentraciones milimolares en practicamente todas las células
normales. Sin embargo, mutaciones raras en genes humanos que codifican las
enzimas glutamato-cisteina ligasa, glutation sintasa y y- glutamil transferasa en
el ciclo y- glutamilo pueden disminuir los niveles de GSH en tejido y sangre [20].
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La principal defensa celular contra el dafio que puede causar el O.* estd mediada por
las enzimas superéxidos dismutasas (SOD). Hay tres formas de SOD en células de
mamiferos: Mn-SOD mitocondrial, Cu citopldsmico, Zn-SOD (que también se
encuentra en peroxisomas) y SOD extracelular, que es un Cu, Zn-SOD que es
inmunolégicamente distinto del Cu, Zn-SOD. Generalmente, el hierro (Fe2*) juega un
papel critico en la funcién de la enzima antioxidante, en la que interviene en la
funcién catalitica durante la reduccion de H>O.a * OH. Los niveles celulares de
Fe?* se mantienen al minimo para evitar la produccién excesiva de *OH a través de la
reaccion de Fenton. Esto es posible parcialmente por la ferritina, la proteina de
almacenamiento de hierro, que limita la disponibilidad catalitica de Fe?* para
participar en la generacion de radicales de oxigeno P11,

El ascorbato citosdlico participa en la regeneracién continua de vitamina E, lo que
demuestra la relacién de cooperacion entre la sintesis de antioxidantes celulares. Las
funciones principales de la vitamina E son prevenir las reacciones en cadena de la
peroxidaciéon de los lipidos y apagar el O.en los compartimentos de lipidos
celulares. El &cido trico protege contra el dafio oxidativo al eliminar el O,, * OH y
otros oxidantes celulares. El 4cido trico se oxida a alantoina en presencia de O.y
H2O; (acido trico + Oz + H2O — 5-hidroxiisourato + H.O2 — alantoina + COy) B11.

También podemos obtener antioxidantes de forma exégena a través de la ingesta
alimentaria. Ejemplos de esta clase de antioxidantes, o alimentos que los contienen,
son licopeno, curcumina, té verde, Coffea ardbica, silimarina, polypodium
leucotomos, resveratrol, extracto de semilla de uva, granada, pycnogenol, isoflavonas
de soja, propodleo y escualeno. En la piel, la epidermis contiene concentraciones mas
altas de antioxidantes que la dermis. Estos antioxidantes generalmente se distribuyen
en forma de gradiente con concentraciones crecientes hacia la capa més profunda del
estrato cérneo. Cada vez es mas evidente que el estrés oxidativo esta implicado en
numerosas enfermedades de la piel y que las estrategias de antioxidantes de forma
exégena pueden servir como métodos eficaces y sencillos para mejorar estas
enfermedades [1l. Se menciona a continuacién el conocimiento literario sobre el estrés

oxidativo y las estrategias antioxidantes en varias enfermedades cutaneas.

Dermatitis de contacto

Encontramos en la literatura dos tipos de dermatitis de contacto, tanto la irritante
(DCI) como la alérgica (DCA), aunque tienen caracteristicas clinicas, histolégicas y
moleculares similares, exhiben diferentes formas de patogénesis. La DCI es una
reacciéon inflamatoria no inmunolégica en respuesta a materiales téxicos, mientras
que la DCA es una reaccion de hipersensibilidad de tipo retardada mediada por
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células T de memoria, especifica de antigeno. Las ROS juegan un papel central en el
desarrollo de ambas formas de dermatitis de contacto. La respuesta a irritantes o
alérgenos implica la sintesis y liberacién de citocinas proinflamatorias, asi como la
generacion de sefales para atraer leucocitos, regular el aumento de moléculas
coestimuladoras de superficie, activar metaloproteinasas de matriz (MMP) vy
proteinas carboniladas. Las ROS también activan directamente o proporcionan
sefiales coestimuladoras para el factor nuclear kappa B (NF-xB), lo que resulta en la
regulacion de la via de las prostaglandinas y la expresion de COX-2.La N-
acetilcisteina, el resveratrol y los polifenoles del té inhiben la expresiéon de las
metaloproteinasas de matriz (MMP) regulada por ROS. En los queratinocitos, la SOD
permeable a las células suprime la MMP-9 inducida por el factor de necrosis tumoral
(TNF); por tanto, se cree que la SOD es un agente inmunomodulador en las
enfermedades inflamatorias de la piel .

Dermatitis atopica

La dermatitis atépica (DA) es un trastorno cutaneo pruriginoso crénico que afecta a
muchas personas, especialmente a los nifios pequenos. Es una enfermedad causada
por la combinacién de predisposicion genética, desregulacion inmunolégica y defecto
de la barrera cutdnea. El estrés oxidativo se ha implicado en la dermatitis atépica
durante mds de 15 afios, principalmente en los siguientes tres aspectos: (1) la
presencia de estrés oxidativo; (2) aumento del estrés oxidativo durante la
exacerbacion de la DA;y (3) disminucion de la capacidad antioxidante. Se demostré
que los marcadores urinarios de estrés oxidativo estdn alterados en nifos con DA,
incluyendo 8-OHdG, nitrito/nitrato y selenio. Esos niveles de marcadores son mas
altos en nifios con DA que en nifios sin DA. Se sugirié6 que la alteracién de la
homeostasis de los radicales de oxigeno/nitrégeno y el aumento del estrés oxidativo
estan implicados en la fisiopatologia de la DA infantil. Méas recientemente, Amin et al.
B2y Sivaranjani et al. 3] realizaron estudios de casos y controles en pacientes con
eccema con individuos sanos como controles. Encontraron que, en comparacién con
el grupo de control, los pacientes con eccema tienen un nivel significativamente mas
alto de peroxidacién lipidica midiendo el malondialdehido sérico (MDA) y niveles
mas bajos de antioxidantes, incluidas las vitaminas A, C y E. Se informaron hallazgos
similares de la presencia de estrés oxidativo y aumento de la peroxidacién lipidica en
pacientes con alopecia areata, una condicién inflamatoria de la piel estrechamente
relacionada con la DA B4,

Dermatitis seborreica

La dermatitis seborreica (DS) es una enfermedad cutédnea inflamatoria crénica comin
que afecta principalmente al cuero cabelludo. Ozturk et al. 13 evaluaron las
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actividades de superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) y los niveles de
malondialdehido (MDA) en muestras de raspado del cuero cabelludo de pacientes
con DS. Las actividades de SOD y CAT y los niveles de MDA de los pacientes fueron
significativamente mas altos que en los controles. No hubo correlacion significativa
entre las edades, los sexos, la duracion y la gravedad de la enfermedad, tampoco en la
evaluacion de picazén, enzimas antioxidantes y niveles de MDA en el grupo de
pacientes. El estrés oxidativo cutdneo en pacientes con DS puede jugar un papel
importante en la patogénesis de la enfermedad.

Esclerodermia

La esclerodermia es una enfermedad del tejido conectivo caracterizada por dafio
vascular, acumulacién excesiva de matriz extracelular (MEC) y presencia de fibrosis
en la piel y otros 6rganos viscerales. La esclerosis de la piel es el sintoma tipico de la
esclerodermia, que es muy resistente al tratamiento y afecta la calidad de vida de los
pacientes. Aunque numerosos estudios han intentado dilucidar la patogenia de la
esclerodermia, la etiologia y los eventos iniciales de la esclerodermia siguen sin estar
claros. Recientemente, se ha propuesto que el estrés oxidativo juega un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad. Por lo tanto, la terapia antioxidante
puede ser tutil para pacientes con un mecanismo de defensa oxidativo deteriorado.
Estudios han confirmado que los pacientes con esclerodermia tienen una mayor
produccién de radicales libres (radicales hidroxilo y peroxinitrito) y que los niveles
séricos de 8-isoprostano, como marcador de estrés oxidativo, aumentan en pacientes
con esclerodermia y se correlacionan con la gravedad de la enfermedad 13¢l.

Acné

El acné es una afeccion dermatolégica comtin caracterizada por una sobreproduccion
de sebo mediada por hormonas, hiperqueratinizacion folicular e inflamacién crénica
de la unidad pilosebacea. Los microbios, las susceptibilidades genéticas y varios
factores ambientales se han relacionado con la patogenia de la afeccién. Ultimamente
se ha hecho evidente que los pacientes con acné estdn sometidos a un mayor estrés
oxidativo cutdneo y sistémico B¢. El uso de antioxidantes como medicina
complementaria y alternativa (CAM) tienen un impacto significativo, por ejemplo el
uso del ascorbil fosfato de sodio (SAP) tiene utilidad en el tratamiento del acné
debido a su fuerte actividad antimicrobiana mediante la reducciéon de la oxidacion de
lipidos, lo que puede conducir a una disminucién de la inflamacién y la
queratinizacion folicular. Otro ejemplo lo presenta Kallis ef al. 1371 quienes investigaron
que el 5% de SAP y el 0.2% de retinol tenian efectos sinérgicos en la reduccién de las
lesiones inflamatorias del acné.
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Rosacea

La rosacea es una afeccion cutdnea comun que se cree que es principalmente un
trastorno inflamatorio. Los neutréfilos, en particular, se han implicado en la
inflamacién asociada con la rosacea y median muchos de sus efectos a través de la
liberacion de especies reactivas de oxigeno. Recientemente, se ha reconocido el papel
de las especies reactivas del oxigeno en la fisiopatologia de la rosdcea. Muchos
agentes eficaces para la rosdcea, incluidos el acido azelaico topico y el metronidazol
topico, tienen propiedades antiinflamatorias. Los modelos in vitro han demostrado los
potentes efectos antioxidantes del acido azelaico, proporcionando una posible
explicacién mecanicista de su eficacia en el tratamiento de la roséacea [381.

Ulcera venosa crénica

Las tlceras venosas de las piernas son frecuentes y causan una morbilidad
considerable en la poblacién. Se cree que el estrés oxidativo, como consecuencia de un
desequilibrio en la homeostasis prooxidante-antioxidante impulsa una secuencia
deletérea de eventos que finalmente resulta en un estado de no curacién en las
heridas cronicas. La mayoria de las especies reactivas de oxigeno son probablemente
liberadas por neutroéfilos y macréfagos y en un grado desconocido, por fibroblastos
residentes y células endoteliales. Como en las heridas crénicas, la fase inflamatoria no
se resuelve, la carga de especies reactivas de oxigeno persiste durante un largo
periodo de tiempo con el consiguiente dafio continuo y la perpetuaciéon de la
inflamacién 121,

El estrés oxidativo da como resultado una alterada cicatrizacién en pacientes con
ulceracion venosa. Un estudio que se realiz6 en pacientes con ulceraciéon venosa,
revel6 una disminucién de la actividad de la enzima glutatién peroxidasa (SOD) en la
sangre aproximadamente del 15%, mientras que la liberacién de superéxido de los
neutréfilos aumenté hasta un 170%. Estos datos permiten concluir que en la

cicatrizacién de heridas es necesario mejorar el sistema de defensa antioxidante 3.
Cancer de piel y fotoenvejecimiento cutdneo asociado a los rayos UV

Las ROS pueden danar el ADN, lo que resulta en mutagénesis vy
carcinogénesis. Algunos compuestos fitoquimicos pueden prevenir la carcinogénesis
inducida por los rayos UV a través de su funcién antioxidante. Se conoce que el té
negro y verde, las antocianidinas de semillas de uva, el resveratrol, la quercetina, la
apigenina, la silimarina, la curcumina, la genisteina, el acido ascérbico y los derivados
del ajo inhiben o reducen la tumorigénesis en modelos o lineas celulares murinas. Los
rayos UV inducen la generaciéon de ROS y productos de peroxidacion lipidica
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(TBARS) y el agotamiento de antioxidantes endégenos. Los rayos UV agotan GPX,
ascorbato, GSH, SOD, catalasa, alfa-tocoferol y ubiquinol en la piel. El dafio a los
sistemas antioxidantes es mas prominente en la epidermis que en la dermis, por lo
que es importante prevenir dafios en la piel con antioxidantes antes de la exposicién a
los rayos UV. Los antioxidantes, que incluyen vitamina C, vitamina E, coenzima Q10,
licopeno, carotenoides, tretinoina, GSH, zinc, resveratrol, genisteina, cacao y selenio,
pueden ejercer efectos fotoprotectores [11.

Liquen plano

El estrés oxidativo estd involucrado en la patogénesis del liquen plano oral (LPO); Se
ha demostrado que la presencia de estrés oxidativo provoca un desequilibrio en la
produccion de especies reactivas y la capacidad de los tejidos para neutralizar los
reactivos intermediarios o reparar el dafio resultante. Esto d4 como resultado un
ADN potencialmente mutagénico, relacionado con la inflamacion, lesiones
ampollosas y erosivas. Con base en estas observaciones fisiopatoldgicas, se realizé un
estudio con antocianinas (antioxidantes naturales), extraidas de la piel de la uva y se
comparo con la crema de propionato de clobetasol-neomicina-nistatina (CP-NN) que
se utiliza para el tratamiento de LPO. Los resultados fueron favorables, ya que los
pacientes presentaron mejor respuesta terapéutica sobre el alivio del dolor con

antocianinas [40,
Alopecia areata

La alopecia areata (AA) es una enfermedad de la piel autoinmune que no deja
cicatrices, en la que los anticuerpos atacan los propios foliculos pilosos y provocan la
caida del cabello. Se sabe poco sobre las alteraciones de la peroxidacién lipidica y las
enzimas antioxidantes del cuero cabelludo de los pacientes con AA. Sin embargo,
Naziroglu et al. [l evaluaron los niveles en sangre de vitamina E, betacaroteno y
sustancias reactivas al 4cido tiobarbittarico (TBARS), como estado de degradacion
oxidativa de los lipidos, GSH y GPx. Los resultados mostraron un aumento
estadisticamente significativo de TBARS en pacientes con alopecia en comparacién
con los controles; coincidiendo con otro estudio realizado por Akar et al. [42I. en donde
evaluaron los niveles de TBARS, GPx y SOD en sangre en pacientes con AA,
encontrando que los niveles aumentaron a un grado estadisticamente significativo. A
partir de estos resultados, los autores afirman que los altos niveles de enzimas
antioxidantes se deben a la produccion excesiva de radicales libres en los pacientes [271.
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k) Pénfigo vulgar y otras enfermedades ampollosas

El pénfigo vulgar (PV) es una enfermedad cutdnea autoinmune en la que los
autoanticuerpos se unen principalmente a desmogleina 3 (DSG3) y en algunos casos,
a desmogleinal (DSG1), dos moléculas de adhesion celular expresadas en la
superficie de los queratinocitos. La unién de autoanticuerpos interfiere con la unién
célula-célula y conduce a la acantélisis de los queratinocitos por mecanismos que atn
no se comprenden completamente. El resultado final es una ampolla intraepitelial. En
un estudio realizado por Naziroglu et al. [ se analizaron las concentraciones
plasmaéticas de vitamina A, betacaroteno, vitamina E, GSH, GPx, catalasa y MDA y
concentraciones de GSH, GPx, catalasa y MDA en globulos rojos, encontrando una
disminucién significativa tanto en las concentraciones plasméticas como en
concentraciones de globulos rojos de vitamina A, betacaroteno, vitamina E, GSH y
catalasa en pacientes con PV en comparacién con los controles. También se pudo
observar un aumento significativo de MDA para ambas concentraciones. Estos
hallazgos apoyan el caso de un desequilibrio oxidante/antioxidante en pacientes con
PV [27],

Vitiligo

El vitiligo es un trastorno de la piel caracterizado por secciones de piel
despigmentada. Se desconoce la etiologia, sin embargo, en general se acepta que hay
una pérdida de funcién de los melanocitos. Se han sugerido varias hipotesis: i) ataque
inmunomediado a los melanocitos, ii) una liberacién neuroquimica de las
terminaciones nerviosas que da como resultado la destruccién de los melanocitos, iii)
acumulacion de metabolitos toxicos por exposicion ambiental o rutas intrinsecas de
sintesis de melanina que dan como resultado dafio a los melanocitos, iv)
desregulacion de las vias de la biopterina que conducen a la citotoxicidad de los
melanocitos y estado redox alterado o una defensa de radicales libres defectuosa con
toxicidad para los melanocitos [27l. Estas diferentes hipétesis pueden atribuirse a
variaciones en los niveles innatos en diferentes muestras de tejido, duraciéon de la
enfermedad o actividad de la enfermedad. Entre las ROS, el peréxido de hidrégeno
(H203) juega un papel fundamental en la aparicion y progresion del vitiligo, asi como
el factor de transcripcion Nrf2, que regula la expresiéon de la hemo oxigenasa-1,
implicada en la proteccion de melanocitos humanos contra el estrés oxidativo
inducido por HoO,. Nrf2 regula la expresiéon de varias enzimas antioxidantes,
incluidas la catalasa, GPx y SOD, mediante el uso de GSH como sustrato.
Recientemente se demostré que la fototerapia ultravioleta (UV) de banda estrecha,
conocido tratamiento del vitiligo, reduce los niveles de malonildialdehido (MDA) en
los eritrocitos y aumenta los niveles de GPx en pacientes con vitiligo [1l.
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m) Psoriasis

Existen signos sistémicos constantes de estrés oxidativo en pacientes con psoriasis
activa: los niveles plasmaticos de malonildialdehido (MDA) estan significativamente
elevados, lo que sugiere el agotamiento de los sistemas antioxidantes enzimaticos y
no enzimaticos naturales, y en consecuencia, la prevalencia de procesos de
peroxidacion en las membranas celulares y los lipidos plasmaticos. De manera
similar, la SOD se reduce en los eritrocitos de los pacientes psoridsicos. El propio
proceso inflamatorio en las areas de la lesion induce la formacién de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno. Sin embargo, el uso eventual de antioxidantes debe
tener como objetivo recuperar el equilibrio redox, lo que lleva a un efecto
antiinflamatorio, posiblemente mediante la activacion de vias antiproliferativas y
proapoptoéticas, tanto en las células locales como en las inflamatorias [2¢1.
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2.3 Generalidades de la carcuma

La ctrcuma es una planta herbacea perteneciente a la familia de las Zingiberédceas que
alcanza una altura de hasta un metro y posee flores zigomorfas 4 4, su nombre
comun fue descrito como Circuma longa por Linnaeus 6], su género consiste en
alrededor de 110 especies, distribuidas en la regién tropical y pacifica de Asia [#7l. Esta
planta (Figura 5) se cultiva en regiones tropicales y subtropicales. El mayor productor
mundial de ctircuma es India, donde se ha utilizado como remedio casero para varios
padecimientos. Dependiendo de su origen y las condiciones del suelo donde se cultiva,
la proporcion de curcuminoides que se obtiene de su rizoma (tallo subterrdaneo de la
planta) puede variar 45l. La ctrcuma tiene diferentes nombres dependiendo de su
procedencia, los nombres maés citados son Azafrdn de la india o jengibre amarillo 43},
habitualmente se emplea el nombre de curcumina para referirse a la planta; sin
embargo, es un término mal empleado ya que la curcumina pertenece a los
curcuminoides que contiene la planta, es decir la planta cdrcuma contiene
"curcuminoides" que agrupa diferentes compuestos como la curcumina,
desmetoxicurcumina, bis-desmetoxicurcumina y la curcumina ciclica. De estos, la
curcumina es el componente principal, y la curcumina ciclica es el componente menor.
De estos compuestos los investigadores se han centrado en conocer toda actividad
biolégica y quimica de la curcumina. Desde que la curcumina se aislé por primera vez
en 1815 y su estructura quimica fue determinada en 1870. Los investigadores han
confirmado los diversos efectos farmacolégicos y terapéuticos contra varias

enfermedades crénicas [48-50],

Figura 5. Hojas, flores y rizoma de la Ciircuma longa 14°]
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Antecedentes de la carcuma

El reporte més antiguo que se tiene sobre la utilizaciéon de la circuma data de la India
entre los afios 610 y 320 a. C. Se utilizaba como colorante amarillo para tefiir algodén,
lana, seda, cuero, papel, lacas, barniz y ceras. En la gastronomia, ha sido utilizado
como condimento de diversos platillos, en conjunto con otras especias como el
cardamomo, jengibre, cilantro, comino, el sésamo y la pimienta; plantas aromaticas
que condimentan y conservan los alimentos. Respecto al &mbito medicinal, en los
escritos del Ayurveda (tratado de ciencia médica india redactado en el siglo V a. C.)
se autorizaba el uso de la carcuma para tratar diversas enfermedades. En la Edad
Media (476 - 1492) la planta de circuma se empleé para combatir la ictericia o fiebres
biliares. Estos conocimientos experimentales se documentaron en la obra “Herbal” de
William Turner, que ya han sido aprobadas por la fitoterapia moderna. Estos
conocimientos se sustentaron con dos escritos importantes. El primero “De materia
Medica”, texto escrito en cinco volimenes por Pedanio Dioscérides Anazarbeo (40 a.
C. - 90 a. C.), médico militar Romano en la época de Nerén y el segundo, publicado
en 1570 por el médico, herborista y naturalista John Gerard, que ilustra por medio de
dibujos muy detallados, las hierbas y plantas que habian sido estudiadas,
encontrandose entre ellas el rizoma de ctircuma 431,

Obtencion de los curcuminoides

Para aislar la curcumina y otros curcuminoides de los rizomas de Ciircuma longa, se
han descrito numerosos métodos (Figura 6): desde la extraccion con disolventes
convencionales: soxhlet y percolacion, hasta la extraccion utilizando diéxido de
carbono supercritico (SC CO), extraccion asistida por microondas (MAE) y técnicas
de extraccién asistida por ultrasonido (EAU) 511,

yd Y # 5 E \\_/
Percolacion Didxido de carbono Microondas Ultrasonido
Figura 6. Métodos de extraccion empleados para aislar curcumina y curcuminoides
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El procedimiento general de la obtencion de los curcuminoides de la ctircuma se
muestra en la Figura 7 y se describe a continuacion. En la etapa de curado, los
rizomas son calentados para disminuir el tiempo de deshidratacién durante 1 a 6
horas; posteriormente se secan al aire libre (expuestos al sol) durante 10 a 15 dias o
utilizando un horno a 65 °C durante 2 dias, generando un producto de color
uniforme. Después del secado, los rizomas se vuelven duros, fragiles y de color
amarillo uniforme. La humedad final puede ser alrededor de 5%, pero, por razones
econdmicas, los rizomas se secan parcialmente aproximadamente de un 15 a un 30% y
se transportan a los centros de montaje. El procedimiento de pulido mejora la
apariencia de ctrcuma seca mediante la eliminacién de la superficie exterior mate. La
cturcuma pulida es mas atractiva, con un color amarillo brillante. A veces, el alumbre,
semilla de suelo de ricino y polvo de ctircuma se utilizan para dar un color mas
brillante. Los rizomas procesados se almacenan en bolsas dobles de yute en
almacenes donde la fumigaciéon se lleva a cabo periédicamente para prevenir o
eliminar las plagas. La crcuma molida es bastante estable al calor moderado y no
requiere un cuidado especial durante su produccién. El polvo de la ctrcuma se
almacena a granel en contenedores en el que se evita la absorcién de humedad y la
exposicion a la luz, siendo estable hasta por 6 meses 121,

La oleorresina de circuma es una mezcla de compuestos: dcidos grasos volatiles y no
volétiles y material resinoso, entre otros. La oleorresina se utiliza principalmente
como colorante alimentario y en segundo lugar como especia. El disolvente que se
utiliza para extraer una oleorresina de buena calidad es la acetona. El tiempo de
extraccion es variable, pero en un equipo Soxhlet el rendimiento es de
aproximadamente 5%, el cual contiene 42% de curcuminoides en 4 a 5 h. En la
extraccion a nivel industrial, el rendimiento esta en el rango de 10 a 12%, aunque el
contenido de la curcumina es menor que la obtenida en el Soxhlet. El producto final
es un aceite altamente viscoso con 4.5 a 5% de curcuminoides, un producto de color
marrén-naranja intenso, de 30 a 40% de curcumina, y de 15 a 20% de aceite volatil.
Para un facil manejo, el producto altamente viscoso se mezcla con frecuencia con
disolventes permitidos tales como propilenglicol o polisorbato para obtener un
producto homogéneo y que se pueda verter [521.

La oleorresina de cdrcuma se utiliza esencialmente en la cocina internacional en la
carne y los productos de pescado y en algunos productos transformados como la
mostaza preparada, encurtidos y condimentos para los filetes de pescado, croquetas
de patatas congeladas, mantequilla y queso. La oleorresina se utiliza en el rango de 2
a 640 ppm 521,
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Figura 7. Diagrama para la obtencién de curcuminoides 52

2.3.3 Composicién quimica, propiedades y estructura de la curcumina

La planta ctrcuma contiene del 2 al 9% curcuminoides, partiendo de este porcentaje
aproximadamente un 77% corresponde a curcumina, 17% desmetoxicurcumina y 3%
bisdesmetoxicurcumina ademds de otros compuestos relacionados. Estd se utiliza
comunmente como colorante y como aditivo alimentario. La OMS declar6 la ingesta

diaria aceptable de curcumina como aditivo alimentario en el rango de 0 a 3 mg/kg
(53],
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La curcumina, de composicion quimica CxnH200s es un derivado de la
desmetoxicurcumina a través de una reaccién mediada por una hidrolasa y la enzima
O-metiltransferasa (OMT), que a su vez proviene de la bisdesmetoxicurcumina a
partir de una hidrolasa y la OMT (Figura 8) [54.

O OH O OH 0 HO o

SRSt & o
HO OH

Bisdemetoxicurcumina Demetoxicurcumina Curcumina

= fﬁ:_\J'u'pfi\/;“ A2 — "—‘\\,—'L\/{L SANR O\CH
[ L < F L e

'\/"‘OH

Figura 8. Curcuminoides

Propiedades de la curcumina

La curcumina 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, es una bis-
a,p-insaturado B-dicetona, se describe como un compuesto cristalino con un color
amarillo anaranjado brillante tiene un punto de fusién entre 183 a 186 °C con un peso
molecular 368.39 g/mol, poco soluble en agua, éter de petrdleo y benceno; soluble en
alcoholes metilico y etilico, dcido acético glacial, y en propilenglicol; muy soluble en
acetona y éter etilico; es un compuesto lipofilico, su estructura se compone de dos
metoxifenoles a y P-dicetona. Estos grupos funcionales poseen la propiedad de ser
antioxidantes [5253,55],

Estructura de la curcumina

La estructura quimica de la curcumina, se detallan en la Figura 9. La curcumina
presenta tautomeria cetoendlica dependiente de la acidez de la solucién. En medios
acidos y neutros, la forma ceto (1a) es dominante, mientras que en medios alcalinos
existe en forma endlica (1b). La forma endlica se estabiliza mediante enlaces de
hidrégeno asistidos por resonancia [531.

H © O H

OMe

Forma enol (1b)

Figura 9. Tautémeros de la curcumina [5]
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c) Composicién nutricional de la ctircuma

De acuerdo “National Nutrient Database for Standard Reference” del Centro de
informacion de alimentos y nutricion de la USDA, la ctrcuma es una planta poco
caldrica, baja en grasas y fundamentalmente compuesta por carbohidratos. Presenta
una alta proporcién de minerales como el potasio, el fésforo y el magnesio, y es una
buena fuente de vitaminas C y E. En la Tabla 1 se desglosa la composicién nutricional
por cada 100g de ctrcuma y por 3 g que equivalen a una racién por persona [54.

Tabla 1. Resumen sobre la composicién nutricional de 100g de circuma y por 3 g que equivalen a una

racion por persona (“National Nutrient Database for Standard Reference”) 571,
NUTRIENTES UNIDAD VALOR POR 100g VALOR POR 3g
Agua g 12.85 0.39
Energia kcal 312 9
Proteinas g 9.68 0.29
Lipidos totales (grasas) g 3.25 0.10
Carbohidratos g 67.14 2.01
Fibra dietética total g 22.7 0.7
Azucares totales g 3.21 0.10

MINERALES
Calcio, Ca mg 168 5
Hierro, Fe mg 55.00 1.65
Magnesio, Mg mg 208 6
Fosforo, P mg 299 9
Potasio, K mg 2080 62
Sodio, Na mg 27 1
Zinc, Zn mg 4.50 0.14
VITAMINAS
Vitamina C total (4cido mg 0.7 0.0
ascorbico)
Tiamina mg 0.058 0.002
Riboflavina mg 0.150 0.004
Niacina mg 1.350 0.041
Vitamina B-6 mg 0.107 0.003
Folato, DFE g 20 1
Vitamina B-12 g 0.00 0.00
Vitamina A, RAE g 0 0
Vitamina A, IU U 0 0
Vitamina E (alfa-tocoferol) mg 443 0.13
Vitamina D (D2 + D3) g 0.0 0.0
Vitamina D U 0 0
Vitamina K (filoquinona) g 134 0.4
LIPIDOS
Acidos grasos saturados, g 1.838 0.055
total
Acidos grasos g 0.449 0.013
monoinsaturados, total
Acidos grasos g 0.756 0.023
poliinsaturados, total
Acidos grasos trans, total g 0.056 0.002
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2.3.4 Principales usos de la crcuma y curcumina

La curcumina y ctrcuma son utilizadas en el sector alimentario, en medicina y en
cosmética, debido a sus principales caracteristicas funcionales, como colorante,
actividades antioxidantes, antiinflamatorias, antidiabéticas y antitumorales 7l.

Industria alimentaria

La carcuma ha sido aprobada por el Comité Cientifico de Alimentaciéon de la
Comunidad Europea y presenta el nimero de E100 en la lista de aditivos. La ctircuma
se puede utilizar como antioxidante, aromatizante y colorante natural alimenticio
(color amarillo brillante) . En la industria se emplea como colorante alimentario
natural para helados, salsas, sopas, confiteria, postres, quesos, alimentos precocidos,
bebidas, condimentos, entre otros; asi como también para encurtidos, como mostazas,
adobos y para los polvos del curry 138]. Sin embargo, las aplicaciones alimentarias de
curcumina se han visto limitadas por su baja solubilidad en agua y una
dispersabilidad inadecuada en los sistemas alimentarios debido a su naturaleza
hidrofébica. Las técnicas de mnanoencapsulaciéon pueden mejorar la capacidad
antimicrobiana y antioxidante de compuestos fendlicos como la curcumina, porque
proporcionan una liberacion sostenida, estabilidad y solubilidad mejorada en medios
acuosos, lo que lleva a promover su funcionalidad y bioactividad sin ningtin cambio
considerable en la calidad y las propiedades sensoriales de los alimentos 1.

Medicina

En este campo se han investigado ampliamente los beneficios de la curcumina, ya que
presenta un importante potencial terapéutico, debido a la diversidad de moléculas
diana sobre las que puede actuar en diferentes patologias (Figura 10). Siendo una
molécula altamente pleiotropica o pluripotente, la curcumina presenta diferente
actividad bioldgica dependiendo del nivel estructural en el que nos centremos. Puede
actuar directamente y modular la actividad de moléculas diana, o puede actuar
indirectamente para regular determinadas funciones. Se han encontrado mas de
treinta proteinas diferentes que interacttan directamente con la curcumina,
incluyendo ADN polimerasa, quinasa de adhesiéon focal (FAK), tiorredoxina (TRX)
reductasa, proteina piruvato quinasa (PK) C, lipoxigenasa (LOX), tubulina, el factor
nuclear-kappa B (NF-xB) y la actina. También se ha demostrado que la curcumina
puede unirse a ciertos iones metélicos divalentes tales como Fe, Cu, Mn y Zn
formando complejos con alto potencial farmacolégico 1561
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Figura 10. Actividades biolégicas de la curcumina [56]

Las citas bibliograficas sobre la relacién de la curcumina con aspectos biolégicos que
incluyen actividades antinflamatorias, antioxidantes, anticancerigenas, tratamiento de
enfermedades como la de Alzheimer, entre otros, son innumerables, por ello solo
mostraremos el porcentaje de las diversas aplicaciones medicinales de los
curcuminoides (Figura 11) y comentaremos algunas de ellas [5l.

Aplicacion sensorial
0.75%

anti aterosclerosis
2.5%

Aplicaciones de
liberacion

————

Anti (cancer/tumor)

23%

I

Antioxidante

Anti
(virus/microbial)

Figura 11. Porcentaje de las diversas aplicaciones medicinales de los curcuminoides [*
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Curcumina - Tratamiento Antiinflamatorio

La curcumina tiene un papel antiinflamatorio bien establecido al regular numerosos
factores de transcripcion y citocinas relacionados con la inflamacién [8l. La artritis, una
inflamacién de las articulaciones, suele ser una enfermedad crénica que resulta de la
desregulacion de citocinas proinflamatorias (e.g., factor de necrosis tumoral e
interleucina-1b), enzimas proinflamatorias que median en la producciéon de
prostaglandinas (e.g., ciclooxigenasa-2) y leucotrienos (e.g., lipooxigenasa), junto con
la expresion de moléculas de adhesiéon y metaloproteinasas de matriz, e
hiperproliferacion de fibroblastos sinoviales. Todos estos factores estan regulados por
la activaciéon del factor de transcripcién nuclear-kB. Por tanto, los agentes que
suprimen la expresion del factor de necrosis tumoral a, interleucina 1b, ciclooxigenasa
2, lipooxigenasa, metaloproteinasas de matriz o moléculas de adhesién que suprimen
la activacion de NF-kB, tienen potencial para el tratamiento de artritis. Trabajos
recientes han demostrado que la curcumina puede regular negativamente la
activacion del factor de transcripcion NF-kB, lo que conduce a la regulacion negativa
de la expresion de TNF-a, moléculas de adhesion, MMP, COX-2, 5-LOX y otros
intermediarios inflamatorios, todos los cuales estan asociados con la artritis [60].

Curcumina — tratamiento cancer

Las enfermedades cancerosas son la principal causa de mortalidad y morbilidad en
todo el mundo. Respecto al cancer de estémago hay muchas propuestas para
combatir los tumores malignos que incluyen cirugia, terapias bioldgicas, terapias
dirigidas, crioterapia, inmunoterapia, terapia hormonal, radioterapia y quimioterapia.
De estas, aunque la quimioterapia ha sido una forma eficaz, se siguen buscando
mecanismos que permitan disminuir el efecto citotéxico en relaciéon a las células
normales €1l En este sentido, existe evidencia de que la curcumina actta
disminuyendo los efectos citotéxicos. Varios estudios demostraron que la curcumina
podria inhibir factores proinflamatorios e inflamatorios como NF-xB, COX, STATS3,
xantina oxidasa y 6xido nitrico sintasa inducible, sensibilizando las células cancerosas
frente a la quimioterapia y reduciendo la toxicidad [62l.

Curcumina — Tratamiento Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer constituye una causa creciente de deterioro cognitivo en
la poblaciéon que envejece. A pesar de los maltiples esfuerzos, los tratamientos
actuales no producen los efectos terapéuticos deseados (detener o ralentizar la
progresion de la enfermedad). La evidencia acumulada sugiere que las respuestas al
estrés inflamatorio y oxidativo son posibles factores causales de los deterioros
cognitivos en la enfermedad de Alzheimer y el envejecimiento saludable. La
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curcumina ha recibido un mayor interés debido a su estructura molecular tinica que
se dirige a las vias inflamatorias y antioxidantes, asi como a la agregacion
(directamente) de amiloide; una de las principales caracteristicas de la enfermedad de
Alzheimer. El principal mecanismo de la curcumina para este tratamiento es por la
activacion de la via 6xido nitrico sintasa neuronal / 6xido nitrico (nNOS/NO), en
donde se demostré que el pretratamiento con curcumina aumenté significativamente
la actividad de la via nNOS/NO en la corteza prefontal (CPF), la amigdalay
el hipocampo. Por lo tanto, mejoré los déficits de memoria en ratones viejos
evaluados en tareas de reconocimiento de objetos y evitacion pasiva 631,

Industria cosmética

La carcuma normalmente se ha utilizado como rutina diaria para el cuidado de la piel
entre las mujeres del sur de la India, debido a sus propiedades como agente
antienvejecimiento, retenciéon de humedad y actividad antioxidante en productos de
belleza. Aunque la ctircuma tiene mdltiples actividades beneficiosas, su inestabilidad
bajo ciertas condiciones ambientales, hacen que los investigadores busquen nuevas
alternativas de administracién para aplicaciones de belleza y cuidado de la piel. Las
técnicas de nanoentrega, como los nanoacarreadores de lipidos soélidos, los
nanoliposomas, los nanoniosomas y las nanoemulsiones, resuelven la mayoria de los
problemas asociados a la circuma y mejoran la biodisponibilidad de sus compuestos
polifendlicos [64].

Biodisponibilidad y toxicidad
Biodisponibilidad

La biodisponibilidad de la curcumina se ha estudiado en numerosas investigaciones
en roedores de laboratorio (ratéon, rata) asi como en humanos. Generalmente, la
biodisponibilidad oral de la curcumina es baja debido a una absorcién intestinal
(intestino delgado) y un metabolismo rapido en el higado, seguido de la eliminacién a
través de la vesicula biliar. Se ha demostrado en ratas Sprague Dawley que, tras la
administracion oral de curcumina (1 g kg' peso corporal), la mayor parte de la
curcumina se elimina inalterada a través de las heces. La curcumina, por lo tanto, se
elimina principalmente por excrecioén fecal con una eliminacién minima en la orina
63 La curcumina es eliminada dentro de las primeras 24 horas después de su
administracion [eel,
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Se han estudiado las propiedades farmacocinéticas en ratones, después de la
administracion intraperitoneal de 0.1g/kg de curcumina, observando que 2.25 nug/g
de curcumina aparece en plasma en los primeros 15 minutos, una hora después de la
administracion, los niveles de curcumina en el intestino, bazo, higado y rifiones
fueron de 177, 26, 27 y 7.5 ng/ g respectivamente (7],

Sharma R. [l menciona que la curcumina tiene una pobre absorcién y que su
biodisponibilidad sistémica es limitada. Con un consumo diario de 3.6 g de
curcumina oral, los niveles de activo y conjugados en plasma estan cercanos al limite
de deteccién (5 pmol/mL). Estos hallazgos son consistentes con los encontrados en
un estudio de ensayo clinico (Fase I) realizado por Cheng Ann-Lii [¢l. En este estudio
participaron 25 pacientes que tenian diferentes lesiones precancerosas, en donde
demostraron que con dosis diarias orales de 4, 6 y 8 g de curcumina durante tres

meses no registraron ninguna toxicidad [¢°].

Se sabe que la curcumina es mdas estable a pH é&cido, siendo su degradacién
extremadamente lenta a pH’s entre 1 y 7 (en condiciones del estémago, pH 1-2 y del
intestino delgado, pH 6.5). Su elevada lipofilia permite una rdpida absorcién
gastrointestinal por difusion pasiva. Tras su administracion, es metabolizada y
excretada principalmente por bilis, heces y orina [441.

Toxicidad

La cdircuma se consume generalmente a diario en la India y varios otros paises
asidticos. De hecho, la ingesta diaria maxima de cdrcuma en Nepal es de
aproximadamente 1.5 g (que corresponde a aproximadamente 50 mg de curcumina) y
en la India puede llegar a 2.0-2.5g (que corresponde a un maximo de
aproximadamente 100 mg de curcumina). Los ensayos clinicos han utilizado dosis de
curcumina farmacolégicamente eficaces que superan la ingesta dietética normal. En
numerosos estudios de fase I, no se observaron efectos adversos en humanos que
tomaron hasta 12 g de curcumina por dia por via oral (200 mg kg -1 peso corporal)
durante un periodo de cuatro meses. En 2 de cada 15 sujetos, sin embargo, la ingesta

diaria de curcumina provocé diarrea (grado 1-2) y en un sujeto, nduseas (grado 2) [631.

La curcumina ha sido evaluada por el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en
Aditivos Alimentarios (JECFA) y el comité cientifico de alimentos (SCF), en donde el
JECFA establecié un valor de ingesta diaria aceptable (IDA) de 0 a 3 mg kg peso
corporal por dia para la curcumina en 2004. El valor de la IDA de 3 mg kg peso
corporal por dia, se basé en el NOAEL (no se observaron efectos adversos nivel de
efecto) de 250-320 mg kg! peso corporal por dia. El SCF, por otro lado, no ha
realizado ninguna especificacién para el valor de la IDA de la curcumina. Segtn la
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Directiva 67/548 / EWG, la curcumina no representa una amenaza para el hombre ni
para el medio ambiente. El JECFA evalu6 cuatro estudios de toxicidad oral aguda en
ratones y ratas y encontré valores de LDsp de 2-10 g kg1 peso corporal para ratones y
5-10g kg-1 peso corporal para ratas [¢].

Actividad antioxidante

La curcumina y sus derivados carbociclicos son buenos agentes antioxidantes
mostrando una importante actividad frente a los radicales libres. Respecto a la
curcumina el mecanismo de oxidaciéon puede seguir dos rutas (Figura 12). En una de
ellas se forma un radical fenoxilo (PR1) en el grupo OH fendlico y en la otra es el
grupo CH: de la heptanodiendiona quien pierde un H- para generar el
correspondiente radical (CR1). Por la teoria funcional de la densidad (DFT), se
calcularon las energias de disociacién del OH fendlico y el grupo CH: metilénico y se
determiné que el OH fendlico poseia una energia de disociacién menor que la
disociacién del enlace CH del CH> central de la curcumina, lo que sugiere que el OH

fenodlico es el grupo de mayor vulnerabilidad para los radicales libres en la curcumina
[56],

HO
curcumina

g

H O O H
MeOOMe
HO ‘ H H 0

I PR1

\:H'
H (0] (o] H
MeOOIVIe
HO H H OH
CR1 I

Ho9 o H
MeOOMe

. H
HO o] HO OH

H O o H )
MQOMOME MeO ‘ x e ™ z
. O H H O = H H
o OH HO

Figura 12. Mecanismos de oxidacién de la curcumina 5]

OMe

OMe

OH

POSGRADO
CIENCIAS
QUIMICAS

,/r i \
(31)



\)

_'Clencias
Quimicas

ANTECEDENTES

2.4 Nanoparticulas
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24.2

Nanotecnologia y nanoparticulas

El uso de tecnologias a nanoescala en medicina ha estado en el centro de atenciéon en
los ultimos afos, por su potencial de innovar la atencién médica. La nanomedicina
estd emergiendo como una de la més proyectadas en un futuro cercano debido a sus
importantes aplicaciones, especialmente diagnésticas y terapéuticas. Dentro de la
gran variedad de ramas de la nanomedicina, encontramos el disefio de nanosistemas
de liberacién de farmacos que proponen modificar los tratamientos convencionales
de la administracién de activos, incluyendo la focalizacion especifica, seguridad y
disminucién de la toxicidad mientras se mantienen los efectos terapéuticos [70l. Estos
sistemas de suministro pueden definirse como particulas con dimensiones de 1-1000
nm y pueden prepararse a partir de cualquier tipo de material biocompatible,
mejorando sus propiedades fisicoquimicas y farmacolégicas "], teniendo como
principal objetivo, la proteccion de los agentes terapéuticos y mejorar su distribucion.

Existen una gran variedad de sistemas nanoparticulados, dependiendo de su
naturaleza quimica; los sistemas que son especificos para la nanomedicina incluyen
principalmente vehiculos basados en polimeros o lipidos como: liposomas, micelas,
dendrimeros, nanocristales, nanocédpsulas, nanoparticulas (NP) de carbono, NP de
silice, NP de cerdmica, NP de quitosan, lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
nanoemulsiones [7274],

Nanoparticulas lipidicas

Los sistemas coloidales formados por lipidos tienen mayor aceptacién para ser
utilizados como acarreadores de medicamentos pocos solubles. En términos generales
los lipidos pueden definirse como moléculas hidrofébicas o anfipaticas insolubles en
agua y solubles en disolventes organicos. Los primeros sistemas que se desarrollaron
fueron en los anos 80, llamados microparticulas lipidicas sélidas (SLM), que se
preparaban mediante secado por atomizacién o congelacion atomizacién,
posteriormente en los afios 90 se disefiaron dispersiones acuosas de nanoparticulas
lipidicas (SLN) en un rango de tamafio submicrénico que contienen entre 0.1% y 30%
p/p de lipidos sélidos y son estabilizadas por un surfactante cuya concentracién
varia entre 0.5% y 5% p/p. Se ha mencionado que los SLN tienen varias
caracteristicas que los hacen interesantes como buena capacidad de carga, viabilidad
de encapsular sustancias hidrofilicas e hidrofébicas y permiten modular el
comportamiento de liberacién de sustancias activas, sin embargo, se hizo evidente
que la solidificacion y cristalizacién del lipido solido de la fase dispersa conducen a la
expulsion de las sustancias activas, provocando un grave problema de inestabilidad.
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Para resolver esta inestabilidad, se desarroll6 un nuevo sistema coloidal a partir de
mezclas binarias de lipidos en las que parte del lipido sélido se reemplaza por un
lipido liquido (aceite) o una mezcla de lipidos liquidos, dando lugar a los
acarreadores de lipidos nanoestructurados (NLC) [51.

Acarreadores lipidicos nanoestructurados

Los NLC estdn compuestos por un lipido soélido, lipido liquido y tensoactivo. Los
lipidos utilizados se parecen a los de la piel y el sebo, lo que contribuye a una mejor
biocompatibilidad, con un riesgo toxicolégico limitado.El estado sélido de Ia
nanoparticula se mantiene a temperatura ambiente y temperatura corporal. A
diferencia de los SLN, el lipido liquido evita la recristalizacion del lipido sélido
durante su almacenamiento, asi como el incremento en el tamafio de particula;
permitiendo una mayor estabilidad y contribuyendo a aumentar la capacidad de

carga, ya que una buena cantidad puede alojarse en las imperfecciones de la particula
[75-23],

Los NLC presentan las siguientes ventajas, algunas relacionadas con los SLN, ya que
se consideran en la literatura sistemas de segunda generacion de las nanoparticulas
lipidicas [23-7¢l.

e Menor toxicidad (lipidos reconocidos como GRAS) (generally recognized as safe)
e Alta capacidad de carga

e Mayor estabilidad (hasta 3 afios)

e Excelente reproducibilidad en produccién

e Incorporacién de activos hidrofilicos y lipofilicos

e Amplio espectro de aplicaciones (intravenoso, oral, tépico)

Se han desarrollado diferentes formulaciones utilizando una amplia variedad de
excipientes y moléculas activas. A fin de conocer el acomodo preferencial del
farmaco, se describen tres tipos de estructuras [¢l: (I) tipo imperfecto, (II) tipo amorfo
y (III) tipo maltiple (Figura 13).
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"SLN"- Cristal perfecto  Cristal imperfecto

N Activo
\ incorporado

1) Activo T Lipido sélido

Lipido

Nano-compartimento
amorfo

aceite

Figura 13. Los tres tipos de acomodo de los NLC: (I) imperfecto; (II) amorfo y (III) Mdltiple [7]

La estructura de tipo imperfecto (I): el orden de los cristales se obtiene, mezclando
lipidos espacialmente diferentes, por ejemplo, glicéridos con acidos grasos en donde
hay un aumento en las distancias entre las cadenas de acidos grasos, estd matriz no
puede formar una estructura altamente ordenada, creando espacios que permite una
mayor carga del medicamento.

La estructura tipo amorfo (II): se puede lograr mezclando lipidos sélidos con lipidos
especiales, por ejemplo: hidroxioctacosanilhidroxiestearato, miristato de isopropilo o
triglicéridos de cadena media como Miglyol 812. En donde la estructura especial de la
matriz lipidica previene la expulsiéon del farmaco causada por el proceso de
cristalizacién del activo, ya que los NLC son sélidos en estado amorfo pero no

cristalino.

Estructura tipo multiple (III): esta estructura se forma cuando una mayor cantidad de
lipido liquido se mezcla en lipidos sélidos. A bajas concentraciones, las moléculas de
lipido liquido se dispersan facilmente en la matriz lipidica. El exceso de lipido liquido
conduce a una separacién de fases que produce pequefnos nanocompartimentos
oleosos rodeados por la matriz de lipidos sé6lidos. Dichos compartimentos permiten la
liberaciéon controlada de farmacos y la matriz lipidica evita la fuga de farmacos 176771,

La funcién del tensoactivo

Los tensoactivos reducen la tensién interfacial entre el lipido y la fase acuosa,
contribuyen en la estabilidad de la formulacién. Los tensoactivos son de naturaleza
anfifilica, es decir una porciéon hidrofébica no polar (no miscible al agua),
generalmente una cadena de hidrocarburo y una porcién hidrofilica (soluble en agua)
que puede ser no idnica, iénica o de ion hibrido. Estas moléculas se ubican de
preferencia en la interfaz. La seleccion del tipo de tensoactivo se realiza de acuerdo al
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HLB de los lipidos, concentracién en la fase lipidica de la dispersion, capacidad para

solubilizar el activo y a la naturaleza de los grupos de cabeza polar [23 781,

Meétodos de preparacion

Se han desarrollado varios métodos de elaboraciéon de nanoparticulas lipidicas,

adaptables para sistemas como las SLN o los NLC. La seleccién del tipo de método se

relaciona con las siguientes recomendaciones generales como: la solubilidad y

estabilidad del farmaco, propiedades morfoldgicas lipidicas deseadas, el costo-

beneficio y limitaciones técnicas [71.

a)

Método de Homogenizacién a alta Presion

La homogenizacién a alta presion es el método principal para la produccién de
SLN y NLC. Las ventajas de esta técnica van mas alld del corto tiempo de
produccion. Este método permite la produccion a escala de investigacion
(laboratorio o piloto). Ademas, evita el uso de disolventes orgéanicos, lo que
produce un tamafio de particula promedio en la region submicrométrica. En este
método el homogeneizador empuja un liquido con alta presion (100-2000 bar) a
través de un espacio muy estrecho (tamafio de micras): al aplicar alta presién en el
liquido, este se acelera a una velocidad (méas de 1000 km/h). El alto esfuerzo
cortante y las fuerzas de cavitaciéon reducen las particulas aceleradas a un tamafio
submicrométrico. La homogenizacién a alta presiéon de SLN y NLC se puede
realizar tanto a altas como a bajas temperaturas [231.

Método de alta homogenizacién de corte y / o ultrasonidos

La alta homogenizaciéon de cizallamiento y la ultrasonicacién son técnicas de
dispersion. Las nanoparticulas lipidicas se obtienen por el calentamiento de un
lipido sélido, aproximadamente entre 5 a 10 °C por encima de su punto de fusion.
Posteriormente el lipidico se dispersa en una solucién acuosa con tensoactivo a la
misma temperatura, bajo agitaciéon a una alta velocidad para formar una emulsién.

La sonicacién posterior reduce el tamafio de gota de la emulsion [771.
Método emulsificacién/evaporacion de disolvente

En esta técnica, la matriz lipidica y el farmaco se disuelve en un disolvente
organico inmiscible con agua y se emulsiona por la fase acuosa. El disolvente se
evapora a presion reducida, favoreciendo la formacién de dispersion de
nanoparticulas por precipitacion de lipidos en el medio acuoso. Este método es
totalmente libre de calor, dando como resultado nanoparticulas muy pequefias de
hasta 100 nm, dependiendo de los componentes integrados en la fase organica. Sin
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embargo, un inconveniente es el uso de disolventes organicos, ademas de que
pueden dejar residuos téxicos en la muestra 231,

Método emulsificacion/difusién de disolvente

Este método implica la formacion de una emulsién aceite en agua con un
disolvente parcialmente miscible en agua de baja toxicidad. El método se basa en
dos fases, una organica y otra acuosa. La fase orgénica se prepara a partir de un
disolvente organico parcialmente soluble en agua en el que se disuelve el material
lipidico y la sustancia activa. La fase acuosa consiste en una dispersién de un
agente estabilizante. Previo a la preparacion de las fases organica y acuosa, el
disolvente organico y el agua deben saturarse mutuamente lo que permite
alcanzar el equilibrio termodindmico de ambos liquidos y gracias a lo cual, al
mezclar la fase organica con la fase acuosa es posible la formacién de una emulsién
del tipo aceite en agua utilizando un sistema de agitacion de elevada fuerza de
corte. Una vez formada, esta emulsion transitoria de aceite en agua es diluida en
una cantidad de agua que asegure la disolucion de todo el disolvente organico
utilizado, lo que permite su difusién desde el interior de las gotas de la fase
organica dispersa hacia la fase externa, dando como resultado la solidificacion de
la fase dispersa y la formacion de nanoparticulas [23.

Método inyeccion de disolvente

El método implica la precipitacion instantdnea de un polimero a partir de una
soluciéon organica por difusiéon del disolvente al medio acuoso. Los lipidos y
farmaco se disuelven en un disolvente miscible con agua (por ejemplo, acetona,
isopropanol y metanol) y se inyectan rdpidamente en una solucién acuosa de
surfactantes a través de una aguja de inyecciéon. En este método, el tamafio de
particula de los SLN/NLC puede verse influenciado y controlado por la variacién
de los parametros del proceso, tales como disolvente inyectado, concentracién de
lipidos, volumen inyectado de disolvente, concentracién de lipidos en la fase
disolvente y viscosidad de la fase acuosa [77].

Meétodo de temperatura de inversion de fase (PIT)

Este método es libre de disolventes. Consiste en mezclar los componentes de la
formulacién (lipidos, farmaco, agua y surfactante) bajo agitacion magnética y
aplicar tres ciclos de temperatura (85 - 60 °C) para inducir la inversion de fase, y la
temperatura a la que ocurre la inversiéon se denomina PIT. Posteriormente, se
aplica un choque térmico diluyendo la mezcla en agua destilada fria, dando como
resultado un proceso inverso y se forman espontaneamente particulas lipidicas [77].
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Iv.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Si se formulan curcuminoides en acarreadores lipidicos nanoestructurados, esto

permitird preservar su estabilidad, se logrard una liberaciéon prolongada y se

favorecerd su penetracion en piel, mejorando con ello su actividad antioxidante.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la capacidad de los acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC) para
favorecer la penetracién en piel de curcuminoides, con el fin de proponerlos como
un sistema de liberacion para via topica y transdérmica, que preserve la actividad
antioxidante de estos activos.

Objetivos particulares

Preparar NLC conteniendo curcuminoides, mediante el método de
homogenizaciéon a alto cizallamiento, definiendo las condiciones 6ptimas en
cuanto al tipo de lipido liquido-sélido, estabilizante, tiempo de agitaciéon y
velocidad de agitacion.

Caracterizar los NLC preparados mediante determinaciones de tamafio de
particula, indice de polidispersién, potencial Zeta, morfologia, contenido de
principio activo, cinética de liberacion y estabilidad.

Determinar la cantidad y la distancia de penetracién de los NLC mediante pruebas
de permeacién in vitro y empleando la técnica de microscopia de laser confocal.

Determinar la capacidad antioxidante de los curcuminoides en los diferentes
sistemas nanoparticulados, empleando la prueba de ABTS*.
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V. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
5.1 Materiales

5.2

Los curcuminoides (= 81% curcumina y 19% otros curcuminoides) fueron adquiridos
en Sigma-Aldrich (México). Lipidos sélidos: Compritol® 888 ATO (dibehenato de
glicerilo), Precirol® ATO 5 (diestearato de glicerilo), Labrafil® M 2130 CS (lauroyl
polioxil-6 glicéridos), Gelot™ 64 (monoestearato de glicerilo y estearato de Peg-75),
Apifil® (cera de abejas Peg-8), Gelucire® 44/14 (lauroyl Peg-32 glicéridos) y
Suppocire® AP (glicéridos poliglicolizados saturados) de Gattefossé (Francia), fueron
donados por Lyontec (México). La lecitina de soya fue proporcionada por Reactivos
Meyer (México). El acido estedrico fue adquirido en Merck (EEUU). Los lipidos
liquidos: Labrafac™ Lipophile WL 1349 (triglicéridos de cadena media), Labrasol®
(caprilocaproil ~ polioxil-8 gliceridos), Lauroglycol™ FCC (monolaurato de
propilenglicol tipo I) y Capryol™ 90 (monocaprilato de propilenglicol tipo II) de
Gattefossé (Francia), fueron amablemente donados por Lyontec (México). El miristato
de isopropilo y los triglicéridos caprilico / cdprico se adquirieron en la Drogueria
Cosmopolita (México) y la glicerina fue proporcionada por la fabrica de jabéon La
Corona (México). Los tensoactivos Pluronic® F-68 (poloxamero 188) y Pluronic® F-127
(poloxamero 407) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (México) y el Tween 80 (Polisorbato
80) se adquiri6 de Hycel de México. Para la microscopia confocal se usaron los
siguientes materiales: Albumina de suero bovino pH 7.0 > 98% (Sigma-Aldrich,
Meéxico), Triton® X-100 (USB ™, EEUU), Glicerol anhidro (JT Baker, México), Hoechst
33,342 (Thermo Scientific, Alemania), In Vitrogen® molecular Probes® Rodamina
Faloidina TRITC (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y cloruro de sodio (Fermont,
México). El agua se obtuvo de un sistema Milli-Q® (Millipore® Corp., MA; EEUU).
Para la actividad antioxidante se usaron los siguientes materiales: ABTS (2,2'-azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)), sal de diamonio de 2,29-azinobis (4cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), comprada en Diagnostics Roche (Alemania); persulfato
de potasio, adquirido de Sigma-Aldrich (México) y fosfato de sodio monobaésico
299.0% de J. T. Baker (México). Todos los reactivos eran de grado analitico y se usaron
sin purificacién adicional.

Equipos

Parrilla con agitador magnético multiplazas RT15 (IKA®, USA), Ultra-Turrax® T18
basic (IKA®, Alemania), Balanza analitica ATX224 (Shimadzu corporation, Japén),
Parrillas con agitador magnético C-MAG HS 7 (IKA®, Alemania), Centrifuga Z326K
(HERMLE, Alemania), Espectrofotémetro U-5100 (Hitachi, Japén), Liofilizadora
(Labconco freeZone 2.5, USA), Zetasizer ZS90 (Malvern, USA), Microscopio electrénico
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de transmisién JEM-1010 (JEOL, USA), Agitador magnético RO-15 (IKA-WERKE,
Alemania), derrmatoma (Zimer 901, USA), Celdas de permeaciéon tipo Franz
modificadas, drea de exposicion 0.78 cm?, (fabricadas en el Taller de Vidrio Soplado de
la FESC/UNAM), centrifuga EBA 12 (Hettich Zentrifugen, Alemania), Incubadora
MRC (orbital shaker incubator, Alemania), Microscopio de laser confocal (Leica TCS
SP8, Alemania), cdmara de foto estabilidad (Binder, México), pH-metro 700 (Oakton
Instruments, Singapur) y Equipo Millipore para la filtracién y desionizacién de agua
(Millipore, USA).

Material biolégico

Orejas de cerdo obtenidas directamente del rastro antes de ser sometidas a tratamiento
con agua caliente o vapor.

Preparacion de acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC) cargados de
curcuminoides

La seleccion de lipidos es un punto critico para elaborar dispersiones de NLC, en
donde la combinacién de lipidos le proporciona al sistema, una alta solubilidad del
activo y estabilidad termodindamica. Se estudiaron los siguientes lipidos soélidos:
Apifil®, Compritol® 888 ATO, Precirol® ATO 5, Lecitina, Labrafil® M 2130 CS,
GelotTM 64, acido estearico, Gelucire® 44/14 y Suppocire® AP; lipidos liquidos:
Labrafac™ Lipophile WL 1349, Labrasol®, Glicerol, Miristato de isopropilo,
Triglicéridos caprilico/céprico, Lauroglycol™ FCC y Capryol™ 90). Las
determinaciones se llevaron a cabo, realizando pruebas de solubilidad de
curcuminoides en cada uno de los lipidos, con el fin de elegir aquellos en que los
curcuminoides fueran mds solubles. La determinacién se llevé a cabo de manera
cualitativa, observando si el activo se disolvia en el lipido fundido, considerando como
evidencia la presencia o ausencia de activo no disuelto a 75 °C con agitacién constante.

Después de realizar pruebas de solubilidad con cada uno de los lipidos, se realizaron
evaluaciones de compatibilidad con los lipidos que disolvieran en mayor cantidad a los
curcuminoides, preparando mezclas binarias del lipido sé6lido / lipido liquido en una
proporcion 85:15 respectivamente, para observar si se presentaba separacioén de fases.

Los componentes lipidicos de los NLC se eligieron de acuerdo con los resultados de las
pruebas de solubilidad y compatibilidad. Después de este cribado, a fin de encontrar
los materiales y condiciones 6ptimas de elaboraciéon de NLC, se prepararon una serie
de sistemas de NLC-Placebo mediante el método de homogenizaciéon de alto
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cizallamiento (método descrito en el siguiente parrafo) siguiendo un disefio factorial 23,
representado geométricamente como se muestra en la Figura 14. Los factores
estudiados fueron: tipo de lipido solido, tipo de tensoactivo y concentraciéon de
tensoactivo. El tamafio de particula (TP) y el indice de polidispersidad (PDI) se
midieron mediante dispersion dindmica de luz, utilizando un Zetasizer ZS90 (Malvern,
USA). Evaluando como respuesta el TP y el PDI, asi como la estabilidad de los
sistemas, eligiendo aquellos que mantuvieran sus propiedades originales y una
distribucional unimodal al menos durante una semana.

Las dispersiones se prepararon por el método de homogenizacion de alto
cizallamiento. Brevemente, el proceso consistié6 en preparar la fase oleosa y la fase
acuosa por separado. La fase oleosa estuvo conformada por una mezcla de lipido
solido:lipido liquido 85:15 y curcuminoides. Esta fase se calent6 a 75 °C en bafio de
agua durante 15 minutos con agitacién magnética. Al mismo tiempo se preparé una
soluciéon acuosa, disolviendo el surfactante en agua (1 y 3% p/v), bajo las mismas
condiciones de temperatura y agitacion que la fase lipidica. La dispersion coloidal se
produjo afiadiendo la solucién acuosa a la fase oleosa y agitando a 15,000 rpm durante
5 minutos a 75 °C, empleando un Ultra Turrax® T18 Basic (IKA®, Alemania),
calentando previamente el atil a 75 °C. Finalmente las nanoparticulas lipidicas
solidificaron enfriando la dispersién coloidal en bafio de agua a 2 °C durante 15
minutos. El volumen final de los sistemas fue de 50 mL.

a :Precirol® ATO 5, Tween 80 (1%)

b : Compritol® 888 ATO, Tween 80 (3%)

¢ : Compritol® 888 ATO, Poloxamero 407 (1%)
: Precirol® ATO 5, Tween 80 (3%)

bog abc (1) : Compritol® 388 ATO, Tween 50 (1%)
I
|
|
|
|
|
I
|
I

b

E C : Precirol® ATO 5, Poloxamero 407 (1%)
o ! : Compritol® 888 ATO, Poloxamero 407 (3%)
E ! : Precirol® ATO 5, Poloxamero 407 (3%)
I by — _ _
=S
*4] ~
g -
1] i g
= P

1 v

- -~

£ &

(1)
Compritol®--------- Precirol®
Lipido sélido

Figura 14. Representacién geométrica del disefio factorial 23
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5.5 Caracterizacion de nanoparticulas conteniendo curcuminoides

El tamafio de particula (TP), indice de polidispersion (PDI) y potencial zeta (PZ) de los
sistemas nanoparticulados, se determinaron mediante espectroscopia de correlaciéon de
fotones utilizando un analizador de particulas (Malvern, USA). Para el tamafio de
particula e indice de polidispersiéon las muestras se diluyeron con agua destilada,
agregando 145 pL de muestra a 1.2 mL de agua, el andlisis se realiz6 a 25 °C con un
angulo de deteccion de 90°. Para medir el potencial Z la muestra se diluy6 con agua
desionizada, agregando 145 pL de muestra a 1.2 mL de agua.

Se determiné el porcentaje de curcuminoides atrapado en la matriz de lipidos (%EE),
asi como los curcuminoides libres para cada uno de los sistemas de la siguiente forma:
Se colocaron en un tubo cénico, 10 mL de la dispersiéon de NLC y se centrifugé a 12,000
rpm (Centrifuga Z326K HERMLE, Alemania) durante 2 h a 10 °C para separar los
curcuminoides libres. Al término de la centrifugacién, el sobrenadante (conteniendo
los NLC) se extrajo con ayuda de una pipeta Pasteur. Tanto el sobrenadante como el
sedimento (conteniendo de curcuminoides libres), se disolvieron por separado en
alcohol etilico. En el caso del sobrenadante el alcohol etilico permitié solubilizar la
estructura lipidica. El sedimento por su parte, se agité en un vértex (IKA®, Alemania)
durante 10 minutos a 16,000 rpm para facilitar la disolucién de los curcuminoides en el
etanol. Las muestras se filtraron a través de membranas de 0.45 pm (Merck Millipore,
Ltd), tamafio de poro suficiente para retener los lipidos, analizando el contenido de
curcuminoides por espectrofotometria UV a 424.5 nm (Espectrofotémetro U-5100,
Hitachi, Japén).

La determinacién del porcentaje de eficiencia de proceso (%EP) se realiz6 empleando
placebos, siguiendo el procedimiento descrito para el %EE, descrito en el parrafo
anterior, hasta el punto en que se centrifugaron, extrayendo el sobrenadante y el
sedimento, los cuales se liofilizaron (Liofilizadora, labconco freeZone 2.5, USA) y se
pesaron por separado.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado a temperatura de
aproximadamente 25 °C. Los valores de porcentaje de eficiencia de encapsulacion
(%EE), porcentaje de la eficiencia de proceso (%EP) y capacidad de carga (LC), se
calcularon de acuerdo con las ecuaciones:

%EE= W Activo NLCs X100
W Activo Total
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%EP= W NLC Placebo X100
W sdélidos Totales

5.6

5.7

LC= W_Activo NLCs
(W solidos totales) (Xer )

Donde W Activo NLCs es la cantidad de curcuminoides cargados; W Activo Total es la
cantidad total de curcuminoides afiadida al momento de preparar los NLC; W NLC
Placebo es la cantidad de lipidos que formaron los NLCs; W sélidos Totales es la
cantidad de lipidos totales méas surfactante empleados en la preparaciéon de los NLC;
xepes la fraccién de la eficiencia del proceso.

Estas determinaciones se llevaron a cabo empleando placebos cargados, asegurando
con ello la cuantificacién del 100% de los curcuminoides y evitando la obtencién de

valores erréneos.

Todas las muestras fueron analizadas por triplicado, calculando el valor promedio *
S.D.

Morfologia de los sistemas mediante microscopia electronica de transmisiéon (TEM)

Las nanoparticulas preparadas para cada sistema se observaron utilizando un
microscopio electrénico de transmision (JEM-1010, JEOL, USA). Una gota de
nanoparticulas fue aplicada en una rejilla de cobre recubierta de Formvar durante 2
minutos para formar una pelicula delgada. Para mejorar el contraste se tifié con una
gota de 4cido fosfotungstico (1% p/v) y se eliminé el exceso con papel de filtro,
despusés la rejilla se dejé secar a temperatura ambiente para su analisis.

Liberacién in vitro de curcuminoides a partir de los NLC

El estudio de liberaciéon de curcuminoides se llevé a cabo durante 24 horas por el
método de didlisis, evaluando cuatro sistemas: CLT80-Cur, CLP407-Cur, PLT80-Cur,
PLP407-Cur (los cuales se describen mas adelante) y una solucién de curcuminoides en
etanol:agua (1:1 v/v). La determinacién se realizé colocando 1 mL de cada sistema en
bolsas de didlisis de 10 cm de largo con un corte de 6 - 8 kDa (tubo de didlisis
Spectrum Laboratories, Inc.). Las membranas contenian el equivalente a 50 pg de
curcuminoides. El medio receptor consistié en 25 mL de etanol-agua (1:1 v/v), el cual
se cubri6 con papel Parafilm® y se mantuvo a 37 °C en un bafio de agua, bajo agitacion
constante mediante una barra magnética, utilizando un agitador (IKA-WERKE modelo
RO-15, Alemania). A intervalos de tiempo definido (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 h) se tomaron
2 mL de muestra del medio receptor, reponiendo inmediatamente con nuevo medio,
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previamente calentado a 37 °C para mantener las mismas condiciones y el volumen
constante; después las muestras se filtraron usando filtros de 0.45 pm (Merck Millipore,
Ltd). La concentracion del farmaco se evalud por espectrofotometria (HITACHI, Japén
modelo U-5100) a 428 nm. La cantidad de curcuminoides liberada de los NLC se
calcul6 considerando la cantidad acumulada de curcuminoides por intervalo de
tiempo. El experimento se llevé a cabo por triplicado.

Para analizar la cinética de liberacion in vitro de los curcuminoides y examinar el
mecanismo que controla la liberacion en los NLC, se seleccionaron diferentes modelos
matematicos (orden cero, primer orden, Higuchi y Peppas-Korsmeyer), empleando el
software DDsolver.

Permeacion ex vivo con piel de cerdo

Para este estudio se utilizé piel de oreja porcina y celdas de difusién tipo Franz. La piel
de oreja de cerdo se retir6 del cartilago sin eliminar el pelo y se almacené a -20 °C hasta
su uso. El grosor de la piel de cerdo se uniformé a aproximadamente 750 pm, usando
un dermatoma (Zimer 901, USA). La piel se enjuagé con solucién salina fisiolégica y se
montd entre el compartimento donador y el compartimento receptor de celdas tipo
Franz, con el estrato corneo hacia el compartimento donador (Area de difusion 0.78
cm?). El medio receptor consistio de 2 mL de etanol-agua (1:1 v/v) a 37 °C en bafio de
agua y agitacion constante mediante una barra magnética, durante todo el
experimento, utilizando un agitador (IKA-WERKE modelo RO-15, Alemania). Después
de alcanzar la temperatura se colocaron en el compartimento donador 0.5 mL de cada
formulacién y se utiliz6 como referencia una solucién de curcuminoides (con una
concentraciéon de 100pg/mL de curcuminoides). A intervalos de tiempo regulares (1, 2,
3,4,5, 6,7, 8y 24 h) se tomaron muestras del medio receptor (2 mL) reemplazando
inmediatamente el volumen tomado con medio nuevo previamente calentado a 37 °C.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm durante 30 minutos
(Centrifuge EBA 12 Hettich Zentrifugen, Alemania) para su andlisis. La concentracién
del farmaco en el medio receptor se determind por espectrofotometria (HITACHI,
Japon modelo U-5100) a 428 nm. La cantidad permeada se calculé considerando la
cantidad acumulada de curcuminoides por intervalo de tiempo. A partir de los graficos
obtenidos de cantidad permeada / 4rea vs tiempo, se calcul6 el flujo y el coeficiente de
permeabilidad para los diferentes sistemas. El experimento se llevé a cabo por
sextuplicado.
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5.9 Profundidad de penetracion y distribucién ex vivo de curcuminoides en piel de

cerdo mediante microscopia de escaneo laser confocal

La determinacion se llevd a cabo después de realizar las pruebas de permeacion
durante 24 horas para cada formulaciéon y la solucién de referencia. Una vez
transcurrido ese tiempo, el exceso de formulacién se elimind de la superficie de la piel
y se enjuago tres veces con solucién salina al 0.9%. Enseguida las muestras de piel se
almacenaron en congelacioén para ser analizadas por microscopia de laser confocal.

El andlisis se llevo a cabo por la técnica de marcaje de fluorescencia especifica, es decir,
se corto el area permeada (0.78 cm?), se permeabilizé con una solucién de Tritén X-100
al 1% en solucién salina al 0.9% durante 20 minutos a 37 °C en una incubadora MRC
(orbital shaker incubator, Alemania) agitando a 50 rpm con movimiento oscilatorio.
Después se bloqued con una solucion de albamina al 1% en solucién salina al 0.9%
durante 90 minutos, bajo las mismas condiciones de incubacién. Transcurrido el
tiempo se marcé con DAPI-Faloidina-Rodamina durante 120 minutos en las
condiciones de incubacién ya mencionadas, y finalmente las muestras se montaron en
un portaobjetos, agregando una gota de glicerol - solucién salina 0.9% (1:1 v/v) como
hidratante, para después ser cubiertas con un cubreobjetos y ser analizadas en el
microscopio.

Una vez que la piel se monté entre el portaobjetos de vidrio y el cubreobjetos, se
obtuvieron imdgenes con un microscopio confocal de escaneo laser invertido (Leica
TCS SP8, Alemania), equipado con un laser de argén, sin ningin procesamiento
adicional de la piel o fijacién o seccionamiento mecanico. Las longitudes de onda de
excitacién y emision utilizadas fueron 488 nm y 550 nm, respectivamente. El examen
de la piel se realizé utilizando una apertura numérica de 20X/0.4, analizando las
imagenes con el software Leica Las X.

Las iméagenes resultantes fueron codificadas por colores. La fluorescencia de la piel
porcina tenia un color rojo, originado por el marcador faloidina-rodamina; azul
originado por Hoechst y de color verde originado por los curcuminoides. Cada
formulacién se analizé por triplicado con su respectivo placebo y como referencia una
solucién de curcuminoides.
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5.10 Métodos analiticos para la cuantificaciéon de curcuminoides

La cantidad de curcuminoides se determiné mediante un método espectrofotométrico
UV usando un espectrofotémetro Hitachi (modelo U-5100, Japén).

En todas las determinaciones, se prepararon curvas de calibracién, evaluando
especificidad, linealidad, repetibilidad y exactitud [”°l. Las condiciones en cada caso
fueron las siguientes:

(a) Determinacion de la cantidad cargada en el NLC. Disolvente: etanol; rango de
concentracion: 0.4 pg / mL - 2.0 pg / mL. La lectura se registr6 a 424.5 nm.

(b) Cuantificacion en los estudios de liberacion in vitro. Disolvente: etanol: agua (1: 1 v/v);
rango de concentracién: 0.4 pg / mL - 2.0 pg / mL. La lectura se registré a 428 nm.

(c) Cuantificacion en los estudios de permeacion ex vivo. Disolvente: etanol: agua (1:1 v/v),
en contacto con la piel de las orejas de cerdo durante 24 h, posteriormente se filtré a
través de una membrana de 0.45 pm. Rango de concentracién: 0.2 pg / mL - 1.6 pg /
mL. La lectura se registré a 430 nm.

5.11 Prueba de estabilidad

Se prepararon tres lotes distintos y se analizaron por triplicado. Las formulaciones se
almacenaron protegidas de la luz en frascos de vidrio &mbar (volumen 5 mL, 1.5 cm de
diametro) a 5 °C y 25 °C, por un periodo de 3 meses. La estabilidad fisicoquimica se
evalué un dia después de su fabricacién y 3 meses después, midiendo TP, PD],
potencial Z, porcentaje de la cantidad de curcuminoides y porcentaje de inhibicién. El
porcentaje de la cantidad de curcuminoides se determiné de acuerdo con la siguiente
formula:

% cantidad de curcuminoides = [Cf ] X100
Co

Donde C; = Cantidad final y Cp = Cantidad inicial. Ademéds, se realiz6 un estudio de
fotoestabilidad en donde las formulaciones de NLC que contenian curcuminoides se
almacenaron en frascos de vidrio (volumen de 5 ml, 1.5 cm de didmetro) a 25 °C. Se
probaron dos condiciones: con proteccion de luz (control oscuro) y sin proteccion,
exponiendo las muestras a una iluminacion global de no menos de 1.2 millones de lux-
hora y una energia ultravioleta integrada de no menos de 200 vatios hora / metro
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cuadrado durante 9 dias. Las determinaciones de TP, PDI, potencial Z, contenido de
curcuminoides y porcentaje de inhibicion se evaluaron un dia después de la
preparacién de los sistemas y después de haber sido expuestos a la radiacion. Las
mediciones se realizaron por triplicado para cada sistema.

5.12 Actividad antioxidante

Esta prueba se realiz6 mediante el método del radical catiénico ABTS*, método
propuesto por Re et al. 80 con algunas modificaciones, para esto, se hace reaccionar una
solucion de 7mM de 2,2'-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) con 5 mL de
persulfato de potasio 245 mM en agua destilada a temperatura ambiente en la
oscuridad durante 16 horas. Después de este tiempo, se toma 1 ml de la solucién y se
lleva a un volumen de 100 ml con solucién amortiguadora de fosfatos de pH 7.4
(solucion de ABTS*). La absorbancia de la soluciéon de ABTS* se determiné a 734 nm (la
lectura de esta solucién fue de aproximadamente 0.70 + 0.02, utilizando una celda vacia
para ajuste a cero). Los curcuminoides se extrajeron de las formulaciones lipidicas
utilizando una solucién de metanol:agua (1:1 v/v), centrifugando a 12,000 rpm durante
30 minutos a temperatura ambiente. Se tom6 un volumen de 100 pL de esta solucién y
se afladi6 a 1.9 mL de una soluciéon de ABTS*, agitando manualmente durante 7
minutos. La absorbancia se midié a 734 nm. La solucién sin muestra se utiliz6 como
control. El efecto antioxidante se expresé en términos de reduccién de la absorbancia
ABTS* referida como el porcentaje de inhibicién de acuerdo con la ecuacion.

% Inhibicién = [1 - (Ar/ Ao)] X 100

Donde Ar = es la absorbancia en presencia de la muestra y Ao = es la absorbancia de la
reaccion control. Se comparé el porcentaje de inhibicién de curcuminoides incluidos en
los NLC con el obtenido para una solucién de curcuminoides en metanol en las mismas
condiciones.

5.13 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como medias * desviacion estdndar. Los datos se
analizaron mediante ANOVA de una via y la prueba post-hoc de Tukey o la prueba t
de Student para evaluar las diferencias entre los grupos de datos. El nivel de
significancia se fijé en p < 0.05.
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VL. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1

Preparacion de acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC) cargados de
curcuminoides

De acuerdo con los resultados de solubilidad de curcuminoides (Tabla 2),
compatibilidad entre los lipidos y capacidad para disolver los curcuminoides (Tabla 3),
se encontré que Compritol® 888 ATO (s) Precirol® ATO 5 (s) y Labrasol® (l), muestran
mayor solubilidad y buena compatibilidad. Por lo tanto, estos lipidos son adecuados
para formar la matriz lipidica sélida-liquida y evaluar el tipo y concentraciéon de
surfactante a través del método de homogenizacién de alto cizallamiento previamente
reportado por Lopez G. et al. 811,

Solubilidad de curcuminoides en diferentes materiales

Tabla 2. Tabla general de lipidos sélidos y lipidos liquidos y su capacidad para disolver
curcuminoides a 75 °C durante 15 minutos; "+" = Soluble, "(+)" = Soluble en caliente pero

recristaliza a temperatura ambiente, "-" = No soluble.
Tipo de lipido Lipidos (240 mg) c?:z?::::r’::'lzla;:sc::z;)e r

Apifil ® -
Compritol® 888 ATO
Precirol® ATO 5
Lecitina -

Lipidos s6lidos Labrafil® M 2130 CS (+)
GelotTM 64 +
Acido estearico -
Gelucire® 44/14 +
Suppocire® AP -
Miristato de isopropilo (+)
Labrafac™ Lipophile WL 1349 +
Labrasol® +

Lipidos liquidos Glycerol =
Caprylic / Capric Triglycerides (+)
Lauroglycol™ FCC -
Capryol™ 90 -

Las pruebas de compatibilidad, se realizaron preparando mezclas binarias lipido
solido:lipido liquido en proporcién 85:15, con el fin de determinar si se producia
separacion de fases. Las mezclas de lipidos mostradas en la Tabla 3 no presentaron
separacion de fases. Posteriormente se evalué su capacidad para disolver los
curcuminoides.
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Tabla 3. Capacidad para disolver los curcuminoides a una temperatura de 75 °C durante 15

minutos; "+" =Soluble y "-" = No Soluble.
Lipidos sé6lidos (204 mg) Lipidos liquidos (36 mg) g?};:iﬁ?g:;;g: ?21 350111‘1,;
) Labrasol® i
Compritol® 888 ATO
Labrafac™ Lipophile WL 1349 -
Precirol® ATO 5 Labrasol® - - A
Labrafac™ Lipophile WL 1349 -
Labrasol® +
GelotTM 64
Labrafac™ Lipophile WL 1349 -
. Labrasol® +
Gelucire® 44/14 Labrafac™ Lipophile WL 1349 -

De acuerdo con los resultados anteriores se consideraron los siguientes materiales para
el disefio factorial 23: tipo de lipido sélido (Compritol® 888ATO y Precirol® ATO 5),
tipo de surfactante (Pluronic® F-127 y Tween® 80) y concentracién de surfactante (1 y
3% p/v).El Labrasol® fue seleccionado como el lipido liquido para todos los
sistemas. La tabla 4 muestra los resultados de tamafio de particula obtenidos para los
sistemas preparados de acuerdo al disefio de experimentos planteado. No se
encontraron diferencias significativas en los 3 factores de acuerdo con el diagrama de
Pareto, cajas y bigotes (Figura 15). Sin embargo, se observé que el tamafio de particula
depende de la concentracion de surfactante, causando distribuciones unimodales y
multimodales, por lo que solo se tomaron en cuenta las distribuciones unimodales que
se obtuvieron con la concentracién al 1%, descartando los sistemas con concentraciones
al 3% de tensoactivo que presentaron distribuciones multimodales.

Tabla 4. Matriz de resultados para un disefio factorial 23. No se incluye como factor el lipido
liquido, ya que el Labrasol® fue seleccionado como el lipido liquido para todos los sistemas. El
tamafio de particula corresponde al promedio de los resultados.

Tipo de lipido sélido Tipo de surfactante % surfactante nm
Precirol® ATO 5 Polysorbate 80 3 118
Precirol® ATO 5 Polysorbate 80 1 147
Compritol® 888 ATO | Polysorbate 80 3 244
Compritol® 888 ATO | Poloxamer 407 3 148
Compritol® 888 ATO | Poloxamer 407 1 164
Precirol® ATO 5 Poloxamer 407 1 116
Compritol® 888 ATO | Polysorbate 80 1 138
Precirol® ATO 5 Poloxamer 407 3 130
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Figura 15. Diagrama de Pareto y gréfico de efectos principales para tamafio de particula

Finalmente el método para preparar los NLC cargados de curcuminoides se optimizé
con los siguientes materiales y concentraciones: como lipidos sélidos al 85%
Compritol® 888 ATO (C) y Precirol® ATO 5 (P); lipido liquido al 15% Labrasol®;
Polisorbato 80 (T80) y Poloxdmero 407 (P407) como surfactantes a una concentraciéon
del 1% (Tabla 5). Esta nomenclatura se utilizard para referirse a los sistemas
preparados con estos componentes.

Tabla 5. Composicién y proporcién de los acarreadores lipidicos nanoestructurados cargados de

curcuminoides.
Lipidos sé6lidos Iflpl.do Surfactante
Activo liquido Agua
Formulacién (mg) Compritol | Precirol® Labrasol® Polisorbato Poloxamero | (mL)
® 888 ATO ATO5 (mg) 80 (mg) 407 (mg)
(mg) (mg) 5 5 5
1 5.0 0.850 - 0.150 0.5 - 50
2 5.0 0.850 - 0.150 - 0.5 50
3 5.0 - 0.850 0.150 0.5 - 50
4 5.0 - 0.850 0.150 - 0.5 50
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6.2 Caracterizacion de los acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC) cargados de

curcuminoides

Se caracterizaron los siguientes sistemas CLT80-Cur, CLP407-Cur, PLT80-Cur y
PLP407-Cur. Los parametros analizados fueron, Tamafio de particula, PDI, Potencial Z,
%EE, %EP, capacidad de carga y morfologia. La caracterizaciéon se realizé un dia
después de la elaboracién de los sistemas.

Tabla 6. Caracteristicas de los NLC preparados. Tamafio de particula (TP); Indice de
polidispersion (PDI); Potencial Z (PZ); Eficiencia de encapsulamiento (EE); Capacidad de carga
y Eficiencia de Proceso (EP). C (Compritol® 888 ATO); P (Precirol® A ATO 5); T80 (Tween 80),
P407 (Poloxamero 407), Cur (curcuminoides); todos los sistemas contienen Labrasol® (L).

. PARAMETROS
Formulaciones
TP (nm) PDI PZ (mV) EE (%) | Carga (ug/mg) | EP (%)
CLT80-Cur 213.9+8.1 0.20+0.02 | -155+06 | 79.70£1.0| 2.63+0.03 |929+2.1
CLP407-Cur 1499+ 15.1 | 0.24+0.04 -7.2+09 |8667+3.1| 3.18+0.11 91.7+3.3
PLT80-Cur 148.4 + 6.6 0.20+0.02 | -146+09 |90.36+15| 297+0.05 |90.4+3.2
PLP407-Cur 111.7+7.9 0.24 +0.02 -41+06 |96.89+0.3| 3.26+0.01 93.9+45

El tamafio de particula de las cuatro formulaciones estudiadas, cargadas de
curcuminoides, se encontré aproximadamente entre 111 y 214 nm (Tabla 6). Dado que
la formulacion esta destinada para uso topico, este tamafio de particula es adecuado,
ya que favorece su adhesividad, permitiendo un contacto prolongado con la superficie
de la piel [11.12,82, 8], Por otro lado, también debe considerarse la penetracion de los NLC
a través de los foliculos pilosos, lo que constituye otra forma de entrada. A partir de
estas dos rutas, es posible que se forme un depésito, desde el cual la sustancia activa se
puede liberar gradualmente para alcanzar capas mas profundas de la piel [24l. El indice
de polidispersion en todos los sistemas fue menor a 0.3, lo cual indica que hay
uniformidad en el tamafio de particula en la dispersién de NLC [11-84. En la Figura 16 y
Anexo 1. se muestran las distribuciones del tamafio de particula para los sistemas
CLT80-Cur, CLP407-Cur, PLT80-Cur y PLP407-Cur, observando una distribuciéon
unimodal para cada sistema.

El analisis de potencial Z permite predecir la estabilidad fisica de las particulas en
suspension a través de la repulsion electrostatica entre ellas. En teoria, las dispersiones
requieren como minimo un potencial Z + 30mV para la estabilizacion electrostética [1%
81, sin embargo, los sistemas presentaron cargas superficiales negativas mucho
menores de -4.1 a -15.5 mV (Tabla 6). Las dos formulaciones basadas en Tween 80
(CLT80-Cur y PLT80-Cur) (-155 y -146 mV,

tuvieron valores mas altos
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respectivamente) que las que contienen poloxdmero (-7.2 mV para CLP407-Cur y -4.1
mV para PLP407-Cur), que se puede atribuir a la presencia de algunas impurezas
anidnicas (e.g., acidos grasos libres) en el Tween como producto comercial 1. En
general, los valores de potencial Z encontrados estdn en concordancia con los
reportados por otros autores [¢7], ya que ambos son surfactantes no iénicos, cuyo efecto
estabilizador se atribuye principalmente al efecto estérico que imponen al ubicarse en
la interfase particula/agua, que previene su coalescencia [11.78 871,

Para evaluar la cantidad retenida de curcuminoides en la matriz lipidica, se estudi6 la
eficiencia de encapsulacion (EE), eficiencia de proceso (EP) y capacidad de carga (LC).
En general se obtuvo una EE alta para todos los sistemas (79.7 y 96.89%). Esto se
atribuye a varios factores: (i) Las caracteristicas hidrofébicas de los curcuminoides que
favorecen la afinidad con los componentes del NLC; (ii) la seleccién de lipidos liquidos
y solidos, realizada a través de estudios de solubilidad, eligiendo aquellos donde los
curcuminoides fueran mas solubles; y (iii) la estructura desorganizada de los NLC, que
permite una mayor incorporacién de curcuminoides en el sistema de nanoparticulas.
Como muestra la Tabla 6, la EE maés alta se obtuvieron con los sistemas basados en
Precirol (PLT80-Cur y PLP407-Cur). Con respecto a la LC, esta fue mayor para los
sistemas que contienen poloxdmero 407 como estabilizante (entre 3.18 y 3.26 ng/mg)
que para los sistemas con Tween 80 (entre 2.63 y 2.97 ng/mg). Finalmente, en todos los
casos se encontré un EP mayor al 90%.

Respecto a las micrografias obtenidas por TEM, las cuatro formulaciones (CLT80-Cur,
CLP407-Cur, PLT80-Cur y PLP407-Cur) mostraron estar conformadas por particulas
esféricas con tamafios nanométricos. La figura 16 muestra la distribucién del tamafio
de particula para el sistema CLT80-Cur, donde se observa una distribuciéon unimodal
que coincide con los resultados determinados mediante la técnica de dispersion
dindmica de luz. Se obtuvieron distribuciones similares para el resto de los sistemas
(Anexo I).
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6.3

Size (dnm): % Int. PkSD(d.nm): EstMW (kDa)  Start(mL)  End (mL)
Peak 1: 201.1 1000 1143 1.63e5 0.00 0.00

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Figura 16. Distribucién del tamafio de particula, asi como una imagen representativa obtenida
por TEM, de uno de los sistemas de NLC cargados con curcuminoides (CLT80-Cur). C
(Compritol® 888 ATO); L (Labrasol®); T80 (Tween® 80); Cur (curcuminoides).

Perfil de liberacién in vitro de NLC cargados de curcuminoides

Como se presenta en la figura 17, todas las formulaciones fueron capaces de liberar
gradualmente la carga de activo. Se puede observar que la mayor tasa de liberacién
correspondié a las formulaciones con poloxamero 407 (en promedio 73% para PLP407-
Cur y 89% para CLP407-Cur a las 9 h). La solucién de curcuminoides present6 un perfil
muy similar al del sistema PLP407-Cur. La tasa de liberacién para los sistemas con
Tween 80 fue mas baja y de acuerdo con los perfiles mostrados, se podria suponer una
liberacién prolongada (aproximadamente 38% liberado de CLT8-Cur y 43% de PLT80-
Cur alas 9 h).

100.0
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> g —@— PLT80 - Cur
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(& R vl
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Figura 17. Perfil de liberacion in vitro para las diferentes formulaciones cargadas de
curcuminoides, utilizando el método de didlisis y como medio receptor mezcla etanol - agua
(1:1) a 37 °C. C (Compritol® 888 ATO); P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween® 80);
P407 (Poloxdmero 407); Cur (curcuminoides); Sol. (Solucién). Los puntos corresponden al
promedio de los resultados y las barras de error representan la desviaciéon estandar (n=3)
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Para determinar el mecanismo predominante de liberacién, se recurrié a diferentes
modelos cinéticos, empleando el programa DDsolver. La seleccién del modelo se basé
en los siguientes criterios: el coeficiente de correlacion (R2), el criterio Akaike (AIC) y el
criterio de seleccion de modelo (MSC). La Tabla 7 muestra los pardmetros cinéticos,
obtenidos a partir de los perfiles de liberacion de cada formulacién.

Tabla 7. Coeficiente de correlacién (R?), Criterio Akaike (AIC) y criterio de seleccién de modelo

“u_

(MSC) para diferentes modelos matematicos y exponente de liberacién “n” para el modelo de

Peppas-Korsmeyer.

MODELOS

FORMULACIONES| Orden Cero | Primer Orden |  Higuchi Peppas - n
Korsmeyer

R? (AIC) (MSC)
CLT80 — Cur 0.9710 2G4 | 08470 ® @D | 9 7484 (D 12) 0.9816 G0 G 1.14
PLT80 — Cur 0.9765 ®9 G | 08578 (NN | 07799 (VA3 | 9780 2 C4 1.04
CLP407 — Cur 0.8527 ® @D | 09449 B9 @D | g 7634 210 0.9807 10 G4 1.04
PLP407 — Cur 0.7038 9D | 09348 @D | g 7659 @D (10 0.9874 19 GD 1.06

C (Compritol® 888 ATO); P (Precirol® ATO 5); T80 (Tween® 80), P407 (Poloxdmero 407), L
(Labrasol®), Cur (Curcuminoides).

AIC: Se considera que el modelo con un valor bajo es el apropiado
MSC: Se considera que el modelo con un valor alto es el apropiado (valores entre 2 y 3 indican
un buen ajuste).

Los resultados mostraron que los sistemas que contienen el tensoactivo polisorbato 80
(PLT80-Cur y CLT80-Cur), presentaron coeficientes de correlacién superiores a 0.97,
AIC ~ 50 y MSC ~ 3.5 para los modelos de orden cero y para Peppas-Korsmeyer. De
hecho, existe correlacion entre los dos modelos, es decir, en el caso del modelo de

“"__ 7

Peppas y Korsmeyer, se encontr6 un exponente “n” muy cercano a 1, que
corresponderia a un “transporte caso II”, referenciado como de orden cero, por lo
tanto, estas dos formulaciones presentan una velocidad de liberacién constante en
relacion al tiempo e independiente de la concentracién de soluto. En el caso de los
sistemas que contienen el tensoactivo poloxamero 407 (CLP407-Cur y PLP407-Cur), los
perfiles de liberacién mostraron un patrén bifasico; durante las primeras 4 horas
(primera fase) presentan un coeficiente de correlacién superior a 0.98, AIC ~ 16 y MSC

“__

~ 3.5 y un exponente “n” cercano a 1, también ajustdndose al modelo de Peppas-
Korsmeyer, correspondiendo a un “transporte caso II”; no obstante, a partir de la
quinta hora (segunda fase) se observa una disminucién en la cantidad liberada por
unidad de tiempo para ambas formulaciones, por lo que al analizar el perfil de

liberacién, integrado por las dos tendencias, de acuerdo a las condiciones de cada
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modelo, se ajusta predominantemente al modelo de un primer orden con un coeficiente
de correlaciéon por arriba de 0.93, AIC ~ 55 y MSC ~ 2.7, demostrando que son
dependientes de la concentracién. Esto concuerda con lo informado por otros autores
[11], que encuentran una liberacién inicial rdpida (incluso con un efecto “burst”) debido
a la presencia del farmaco en la superficie del NLC, seguido de una liberaciéon
prolongada del farmaco que se encuentra dentro de las particulas. La liberacién puede
controlarse mediante la difusion del f&rmaco y / o la erosion de la matriz lipidica,
dependiendo de la composiciéon de los lipidos. El tipo de estabilizante también es
importante, ya que puede influir en la accién de las enzimas sobre las particulas. En el
caso de los estabilizantes estéricos como los utilizados en este trabajo, se esperaria una
degradacion mas lenta debido al efecto estérico que funciona como una especie de
escudo 11,

Permeabilidad ex vivo de curcuminoides a través de piel de cerdo

En las formulaciones de aplicacién tépica, es importante estudiar su capacidad de
permeacion hacia y a través de la piel. Para esto se analizaron las siguientes
formulaciones CLT80-Cur, CLP407-Cur, PLT80-Cur, PLP407-Cur y como referencia
una solucion de curcuminoides.

De manera general, se ha reportado que los NLC pueden funcionar como
potenciadores de la permeacion. Esto se atribuye a varios factores [12 80, 88, 891: (i) Los
NLC pueden establecer una interaccion cercana con la superficie de la piel, formando
una pelicula hidréfoba. Esto causa un efecto oclusivo que previene la pérdida de agua
trans-epidérmica y aumenta la hidrataciéon de la piel, generando defectos en el
empaquetamiento tanto de los corneocitos (con la apertura de espacios entre
corneocitos), como de los lipidos (aumentando su fluidez). (ii) Los tensoactivos
utilizados como estabilizantes de los NLC también pueden interactuar con los
componentes de la piel (es decir, lipidos y proteinas) provocando la disrupcion de la
estructura de la piel. (iii) Los NLC son capaces de formar un reservorio al penetrar en
los intersticios de la piel (por ejemplo, arrugas) o foliculos pilosos, liberando el farmaco
desde estos sitios. Esto promueve la penetraciéon de farmacos al formar un gradiente de
alta concentracion en la piel.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio (Figura 18), La cantidad
maxima de curcuminoides permeada fue de aproximadamente 2.0 pg (4.0%) en el
transcurso de 8 horas, de un total de 50 pug. De los componentes para elaborar los NLC,
se puede observar que el material que modula la permeabilidad de los curcuminoides
a través de la piel, fue el estabilizante, mas que el material lipidico. En este sentido, se
observé que la cantidad acumulada de curcuminoides en el medio receptor fue mayor
para las formulaciones con polisorbato 80 (T80) que para las que contienen poloxdmero
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407 (P407), no importando el tipo de lipido. La razén del resultado se atribuye al hecho
de que el polisorbato 80 (monooleato de polioxietileno (20) sorbitano) tiene una cadena
de 18 carbonos con una insaturacién cis en la posicién 9-10, que puede intercalarse
entre las cadenas lipidicas del estrato cérneo, provocando la "fluidizacién" de la matriz
lipidica, lo que implica un aumento en el desorden lipidico. Esto significa que estaria
actuando como un potenciador de la permeacién, favoreciendo el transporte de
curcuminoides a través de la piel. Debido a que su estructura es muy similar a la del
acido oléico, se esperaria que su mecanismo como potenciador fuera muy similar [$9].

Los valores de flujo, coeficiente de permeabilidad y la cantidad total en el medio
receptor fueron més altos para los sistemas con Tween 80 (Tabla 8). De hecho, el factor
de promocién (ER = coeficiente de permeabilidad de las formulaciones/coeficiente de
permeabilidad de la solucién), presentado en la Tabla 8, muestra valores de 1.60 para el
CLT80-Cur y 1.16 para el PLT80-Cur. Por el contrario, los sistemas a base de
poloxdmero presentaron valores de ER inferiores a 1, lo que implica que hubo una
inhibicién en la permeacién con este surfactante, especialmente para la formulacién
con Precirol (PLP407-Cur) con un ER = 0.63. En cuanto a la solucién de curcuminoides,
no hubo una mejoria en el perfil de permeacion con respecto a las formulaciones que
contienen polisorbato 80; el hecho de que la solucién estuviera constituida por una
mezcla agua:etanol (1:1 v/v) no promovié la permeacion, a pesar de las bien conocidas
propiedades del etanol como promotor de permeacion [0,
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Figura 18. Perfil de permeaciéon in vitro para las diferentes formulaciones conteniendo
curcuminoides, utilizando piel de oreja de cerdo y como medio receptor mezcla etanol-agua
(1:1) a 37 °C durante 8 horas. C (Compritol ATO 888®); P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®);
T80 (Tween® 80); P407 (Poloxamero 407); Cur (curcuminoides); Sol. (Solucién). Los puntos
corresponden al promedio de los resultados y las barras de error representan la desviacién
estandar (n = 6)
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Tabla 8. Valores de Flujo y coeficientes de permeabilidad obtenidos a partir de los datos de

permeacion de las diferentes formulaciones. Los resultados se muestran como media + S.D.

RESULTADQOS Y DISCUSION

(n=16)
Coeficiente de Cantidad
Sistemas permeabilidad (cm/h) total
-3 permeada
(1X10) (o)
CLT80-Cur 1.95 +0.62 48+15 1.98 1.60
CLP407-Cur 1.20+£0.41 26+0.8 1.23 0.87
PLT80-Cur 1.65+0.31 3.5+0.6 1.98 1.16
PLP407-Cur 0.92 £0.47 1.9+0.9 1.18 0.63
Sol. Cur 1.33+0.35 3.0+0.8 1.40 ---

6.5

C (Compritol® 888 ATO); P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween® 80); P407
(Poloxamero 407); Cur (curcuminoides); Sol. (Solucién). ER, por sus siglas en inglés,
Enhancement Ratio (Factor de promocién) = Coeficiente de permeabilidad de formulacién /
Coeficiente de permeabilidad de solucién.

Profundidad de penetracion y perfil de distribucion de curcuminoides en piel de
cerdo ex vivo mediante microscopia de escaneo laser confocal

Se conoce que el estrés oxidativo influye en numerosas enfermedades cuténeas, por lo
que se espera que la administraciéon de antioxidantes exdégenos pueda ayudar a
combatir estas enfermedades. Como se producen especies reactivas de oxigeno por los
queratinocitos y por practicamente todo tipo de células de la piel en respuesta a
diferentes sefiales 1, la penetraciéon de antioxidantes a través del estrato cérneo y su
retencion en las capas internas de la piel, es deseable para que estos agentes alcancen el
tejido blanco. Por ello, en este trabajo se determiné la capacidad de penetracién y el
patron de distribucién de los curcuminoides en la piel, a través de imagenes por
microscopia de escaneo laser confocal, aprovechando la capacidad de fluorescer de los
curcuminoides. Con esto en mente, la piel se traté6 previamente con las cuatro
formulaciones de NLC conteniendo curcuminoides, para examinarla posteriormente
mediante microscopia confocal, realizando cortes 6pticos de determinada profundidad,
como se explica en la Secciéon 5.9.

Aunque se han utilizado otras técnicas para estudiar la penetraciéon de la curcumina en
la piel, como el tape-stripping 1], seguido de la separacion de la epidermis viable de la
dermis por un método térmico 7], la microscopia de barrido ldser confocal brindé
informacion valiosa, permitiendo comparar la influencia de las formulaciones en el
grado de penetracién de los curcuminoides, a través de imdgenes como las que se
muestran en la Figuras 19, 20 y 21:La proyecciéon de fluorescencia méxima, que
representa la suma de la fluorescencia de las 36 laminas obtenidas (Figura 19);la
proyeccion ortogonal (Figura 20), que permite localizar &reas de penetraciéon del
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principio activo;y finalmente, la reconstruccion 3D de la imagen que muestra la
distribucién del farmaco en el espesor total escaneado de la piel (Figura 21).

Sol.-Cur

CLT80-Cur

CLP407-Cur ' PLP407-Cur

Figura 19. Imagenes obtenidas por microscopia de barrido laser confocal para cada uno de los
sistemas preparados, donde se muestra la proyecciéon maxima de fluorescencia emitida por 36
laminas. C (Compritol ATO 888®); P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween® 80); P407
(Poloxdmero 407 (Poloxdmero 407); Cur (curcuminoides); Sol. (Solucién).
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Figura 20. Imégenes obtenidas por microscopia de barrido laser confocal que muestran la
imagen ortogonal de un solo corte, sefialando la ubicacién y distribucién de los curcuminoides.

C (Compritol ATO 888®); P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween® 80); P407
(Poloxdmero 407); Cur (curcuminoides); Sol. (Solucién).
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Figura 21. Imagenes 3D obtenidas por microscopia de barrido laser confocal, donde se visualiza la
distancia de penetraciéon de los curcuminoides. C (Compritol ATO 888®); P (Precirol® ATO 5); L
(Labrasol®); T80 (Tween® 80); P407 (Poloxamero 407); Cur (curcuminoides); Sol. (Solucién).
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Se realiz6 un escaneo desde la superficie de la piel (profundidad de 0 pm) hasta
alcanzar una profundidad de piel de 108 pm, analizando la fluorescencia de 36
imagenes, con incrementos de 3 pm. Con los valores de intensidad de fluorescencia
determinados para cada imagen, fue posible construir un perfil de penetracion, como el
presentado en la Figura 22, donde se puede comparar cuantitativamente el grado de
penetraciéon de cada formulacién, tomando como referencia el de una solucién de
curcuminoides(curcuminoides libres).
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Figura 22. Perfil de penetracién cutanea de curcuminoides formulados en NLC. La grafica representa la fluorescencia de
los curcuminoides detectada en cada corte 6ptico mediante microscopia de barrido laser confocal vs la profundidad de
penetracion en la piel. Se incluye como referencia la solucion de curcuminoides en etanol:agua (1:1 v/v). Una alta
fluorescencia (Unidades arbitrarias de fluorescencia, AFU, més altas) indica la presencia de cantidades mas altas de
curcuminoides. CLP407-Cur; CLT80; PLP407; PLT80 y e) Solucién de curcuminoides. C (Compritol® 888 ATO); P
(Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween® 80); P407 (Poloxdmero 407); Cur (curcuminoides).

Las imagenes muestran una fuerte fluorescencia para los curcuminoides formulados en
los NLC a diferentes profundidades de la piel, lo que coincide con los resultados de
Mao et al. 921y Abdel-Hafez et al. [3], quienes visualizaron la penetraciéon y distribuciéon
de la curcumina en la piel de ratones mediante microscopia confocal, confirmando que
es capaz de cruzar el estrato cérneo, alcanzando la epidermis y la dermis cuando se
incluye en nanoparticulas poliméricas. Una observaciéon importante es que los
curcuminoides no cubrieron la piel de manera homogénea, es decir, se detectaron en
diferentes regiones de la misma imagen (ciertas areas de la piel o en los foliculos
pilosos), como se muestra en la Figura 20. En este sentido, diferentes autores coinciden
en que las nanoparticulas pueden infiltrarse en las capas mas externas del estrato
cérneo o acumularse en los foliculos pilosos, formando un reservorio desde el que
pueden liberar el farmaco 93 94. Al determinar la fluorescencia total para cada imagen y
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construir el perfil presentado en la Figura 22, se observé que la mayor deposicion se
logré con los sistemas CLP407-Cur, CLT80-Cur y PLT80-Cur que mostraron una
acumulacién maxima entre 60 y 90 pm, mientras que para el PLP407-Cur el maximo
fue de alrededor de 51-63 pm y para la solucién entre 57 y 63 pm. Estos mismos
sistemas tenian altos valores de fluorescencia total acumulada (suma de la
fluorescencia de todas las imégenes) de 17,526, 14,700 y 12,821 unidades de
fluorescencia arbitraria (AFU), para los sistemas CLP407-Cur, CLT80-Cur y PLT80-Cur,
respectivamente (Tabla 9), en comparacion con el sistema PLP407-Cur con un total
fluorescencia de 7,993 AFU vy la de la solucién de 5,843 AFU. Este comportamiento se
atribuye a la diferente composicion de los sistemas que favorece en mayor o menor
medida la permeacién de los curcuminoides. En el caso de sistemas con Tween 80
(PLT80-Cur y CLT80-Cur), la distribucién mostrada por microscopia confocal coincide
con los resultados de los estudios de permeacién, donde estos dos sistemas no solo
permitieron que una gran cantidad de curcuminoides pudieran penetrar y retenerse en
la piel, sino que también alcanzaron el medio receptor.

Tabla 9. Intensidades de fluorescencia acumulada de los 36 cortes para cada uno de los
diferentes sistemas nanoparticulados cargados de curcuminoides obtenidos por microscopia de
laser confocal.

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA ACUMULADA (UAF)

CLP407-Cur | CLT80-Cur | PLP407-Cur | PLT80-Cur | Sol.Cur
17,382.89 13,203.38 7,985.89 12,816.50 |5,855.79

C (Compritol® 888 ATO); P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®), T80 (Tween® 80); P407
(Poloxdmero 407); Cur (curcuminoides); Sol. (Solucién); UAF (unidades arbitrarias de
fluorescencia).

Para el sistema CLP407-Cur, aunque la cantidad que alcanzé la solucién receptora fue
menor que con los sistemas con polisorbato, esta formulacion permitié retener una
gran cantidad de curcuminoides a lo largo del grosor total de la piel analizada (Figura
22). Los curcuminoides en solucién mostraron la menor intensidad de fluorescencia en
la piel, a pesar de ser una solucién hidroalcohélica (etanol: agua 1: 1 v/v), siendo bien
conocidas las propiedades promotoras del etanol [0

Los resultados confirman lo reportado por otros autores, en el hecho de que la
penetraciéon y retencién de curcuminoides dentro de la piel se puede favorecer
encapsulandolos en nanoacarreadores, tales como nanoparticulas poliméricas [°0 9 94,
nanogeles %], liposomas deformables [ 97, NLC y nanoemulsiones [%]; y coincidiendo
con los resultados obtenidos en este trabajo, donde la formulacién farmaco en NLC
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6.6

favoreci6 su penetracion dentro y a través de la piel 82 8l. Sin embargo, es importante
considerar que la capacidad de penetracién del farmaco depende de las caracteristicas
de liberacion del sistema acarreador en el que se incluye, como lo demuestran Friedrich
et al. 71 quienes encuentran una menor cantidad de curcumina en todas las capas de la
piel cuando se formula en nanocapsulas de poli (e-caprolactona) con ntucleo lipidico, en
comparacién con una solucion hidroalcohélica de curcumina. En este caso, los autores
atribuyen esto a la muy baja difusiéon de curcumina de las nanocapsulas (en 24 h solo
se habia liberado alrededor del 10% de la carga). Pero incluso si la curcumina no esta
incluida en un nanoacarreador, su penetracion en la piel se ve favorecida cuando esta
en forma de nanocristales. Al igual que con los nanoacarreadores, Vidlarova et al. [
encontraron que debido a su tamafio (menos de 200 nm), los nanocristales basicamente
penetran y se acumulan en los foliculos pilosos, formando un depésito, con un
gradiente de concentracién alto entre el foliculo piloso (con un volumen de agua /
humedad muy limitado) y las células circundantes. La difusién de curcumina ocurre
hasta que los nanocristales se disuelven por completo, lo que permite una liberaciéon
prolongada.

Algo importante a tomar en consideracioén es que la piel tiene una carga neta negativa,
por lo tanto, seria de esperarse que los NLC preparados en este trabajo, al tener un
potencial Z negativo, no penetraran en la piel tan facilmente. En general, la piel es
"permselectiva", es decir, aquellas especies catiénicas o nanoparticulas con carga
positiva difunden mads facilmente que las neutras o aniénicas [¥2l. Sin embargo, existen
estudios en donde los resultados son contradictorios, encontrando que las
nanoparticulas aniénicas también pueden penetrar en la piel debido a la repulsién que
se genera entre las nanoparticulas aniénicas y los lipidos de la piel con carga negativa,
lo que facilita su entrada a regiones mas profundas de la piel [1%0. Asi mismo, algunos
estudios sugieren la internalizaciéon de los NLC con carga negativa en los foliculos
pilosos [821 liberando el farmaco a partir de este sitio, como ya se menciond
anteriormente.

Estabilidad y actividad antioxidante

La curcumina puede verse afectada por maltiples factores, como el pH, la temperatura
y la exposiciéon a la luz, por lo que es importante preservar su estabilidad durante el
almacenamiento. Se realizaron pruebas de estabilidad para las cuatro formulaciones
estudiadas, bajo dos condiciones diferentes: protegidas de la luz, a dos temperaturas
de almacenamiento (5 °C y 25 °C durante 3 meses) y expuestas a iluminacién total
(estudio de fotoestabilidad) de acuerdo a lo descrito en metodologia (5.11 Prueba de
estabilidad). Los valores de TP, PDI, PZ y el porcentaje del contenido de
curcuminoides se determinaron en el tiempo cero y al final de la prueba. Asi mismo, se
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evalu6 la actividad antioxidante, expresada como el porcentaje de inhibicién de la
respuesta obtenida con el reactivo ABTS*.

Los resultados de TP para las dos condiciones mencionadas anteriormente se presentan
en las Figuras 23 y 24. Respecto a la condiciéon protegida de la luz en la Figura 23, se
observa una disminucién en el tamafio después de 3 meses para los sistemas que
contienen poloxamero 407 (CLP407-Cur y PLP407-Cur), particularmente a 25 °C, lo que
puede atribuirse a la erosion de los sistemas o degradacién de los lipidos I71. Algo que
llama la atencion fue que el sistema PLT80-Cur mostré un aumento en su tamafio,
especialmente a 25 °C (Figura 23). En este sentido, algunos autores como Li et al. 101],
atribuyen este aumento a la mayor energia cinética a 25 °C que puede acelerar la
colisiéon de las particulas y por tanto la posibilidad de agregacion. Para los sistemas
expuestos a iluminacién completa (segunda condicién), no hubo cambios significativos
en el tamafio de ninguno de los sistemas (Figura 24) después de los 9 dias de esta

prueba.
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Figura 23. Resultados de la prueba de estabilidad a 5 °C y 25 °C. Para los NLC conteniendo curcuminoides. Se muestran los
valores de tamafio de particula para los sistemas recién preparados (inicial) y después de un tiempo de almacenamiento de
3 meses protegidas de la luz. C (Compritol® 888 ATO); P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween® 80); P407
(Poloxdmero 407); Cur (curcuminoides). “ *” p < 0.05 representa una diferencia significativa.
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Figura 24. Resultados de la prueba de fotoestabilidad de los NLC conteniendo curcuminoides. Se muestran los valores de
tamarfio de particula para los sistemas recién preparados (inicial) y después de estar expuestos a 1.2 millones de lux-hora y
una energia ultravioleta cercano de 200 vatios /metro cuadrado, con proteccion y sin proteccién. C (Compritol® 888 ATO);
P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween® 80); P407 (Poloxdmero 407); Cur (curcuminoides). “ *” p < 0.05 representa
una diferencia significativa.

Una de las principales caracteristicas de las nanoparticulas es la carga superficial, ya
que este parametro permite predecir la estabilidad fisica de los NLC. Por ello, se
determiné el potencial Z, observando que existe una diferencia significativa entre el
valor promedio inicial y después de tres meses para ambos estudios de estabilidad
(Tabla 10), lo que puede atribuirse a un cambio en la composiciéon de los NLC durante
el almacenamiento, por ejemplo, desorcion de tensoactivos de la superficie del NLC,
disminucién del contenido de curcuminoides con la formacién de productos de
degradacion, erosién de los sistemas, etc. [11,102],

Tabla 10. Resultados de potencial Z para los NLC sometidos a distintas condiciones de
almacenamiento durante 3 meses (5 °Cy 25 °C) y durante el estudio de fotoestabilidad. (n=3)

_ o Eotoestabilidad 25 °C Condiciones _almacenamiento/
Formulaciones | Iniciales protegido /3 meses
Protegido Expuesto 5°C 25°C
CLT80 - Cur -1565+0.6 | -149+0.7 | -152+04 | -20.0+2.4 -16.5+ 34
CLP407-Cur | -7.2+0.9 -6.1+0.6 -5.9+0.7 | -135+2.2 -9.1+26
PLT80 - Cur -146+09 | -175+0.9 | -142+05 | -227+15 -21.0+3.2
PLP40Q7 - Cur -41+0.6 -56+0.6 -4.4+0.3 175+ 1.7 -13.5+29

En cuanto al contenido de curcuminoides, en condiciones de almacenamiento
protegidos de la luz, éste se redujo significativamente en el caso de la soluciéon y
especialmente a 25 °C después de 3 meses (Figura 25); mientras que en los NLC el
contenido fue superior al 84 %. Esto se atribuye a la cubierta de lipidos de los sistemas
que brinda proteccién a los curcuminoides. Estos resultados concuerdan con los
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valores de porcentaje de inhibicién obtenidos (Figura 27), donde los curcuminoides en
soluciéon mostraron una disminucion significativa. Diferentes autores han reportado
que la inclusién de curcumina en un acarreador contribuye a mejorar su estabilidad, asi
como a preservar su actividad antioxidante en relacién con la curcumina en su forma
libre, por ejemplo, estudios donde los NLC se han cargado con extracto de ctircuma
[103]; incorporacién de curcumina en emulsiones [1%4; complejo de curcumina-huevo
ovoalbtmina [1%5]; complejos de curcumina con fibrillas de proteina de suero con y sin
quitosan [1%]; curcumina encapsulada en perlas de hidrogel 107 y curcumina en
nanoparticulas de fosfato de calcio [0l Nikolic et al. [ reportaron una mayor
estabilidad y actividad antioxidante para curcumina incluida en una nanoemulsién, en
relacién con una solucién de curcumina en etanol.

Por otro lado, Chen et al. 1101 observaron una mayor capacidad de captaciéon de
radicales DPPH al conjugar curcumina con almidén hidroxietil hidréfilo, formando
luego nanoparticulas micelares, al igual que Mohammadian et al. [l al encapsular
curcumina en conjugados de a-lactoalbamina y a-lactoalbamina-dextrano, en relaciéon
con la curcumina libre en agua. Los dos autores atribuyeron el hecho a la formacion de
grandes agregados de curcumina, debido a su baja solubilidad en agua, provocando
una disminucién en la cantidad de curcumina disponible para interactuar con los
radicales libres.

En el estudio de fotoestabilidad, condicién sin protecciéon contra luz, la reduccion en el
porcentaje de contenido de curcuminoides (Figura 26) fue dramética para todos los
sistemas expuestos a la radiacién. Esto no es sorprendente, ya que los curcuminoides se
degradan rapidamente en presencia de luz [112 113], principalmente bajo las condiciones
de esta prueba, donde la alta intensidad de la luz incidente aceler6 atin mas la
degradacion. En el caso de los sistemas con proteccion a la luz, se observé una
disminucién significativa sélo para la solucién de curcuminoides (en promedio 79%),
mientras que el contenido de curcuminoides en los NLC se mantuvo por encima del
91%.

En relacion a la solucién de curcuminoides en el estudio de porcentaje de inhibicién
con proteccién de la luz, se observé una disminucién significativa tanto a 5 °C como a
25 °C (Figura 27), contrario a lo obtenido en condiciones de exposicion a la luz
(fotoestabilidad) en donde la actividad antioxidante no se vi6é disminuida (Figura 28).
Esto es particularmente importante cuando los curcuminoides se aplican en piel, y en
donde a pesar de estar expuestos a la radiacién solar, su actividad antioxidante no se
veria disminuida.
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Figura 25. Resultados de la prueba de estabilidad para los NLC conteniendo curcuminoides a 5 °C y 25 °C. Se muestran los
valores del porcentaje de curcuminoides para los sistemas recién preparados (inicial) y después de un tiempo de
almacenamiento de 3 meses protegidos de la luz. C (Compritol® 888 ATO); P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80
(Tween® 80); P407 (Poloxamero 407); Cur (curcuminoides). “ *” p < 0.05 representa una diferencia significativa.
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Figura 26. Resultados de la prueba de fotoestabilidad de los NLC conteniendo curcuminoides. Se muestran los valores
del porcentajes de curcuminoides para los sistemas recién preparados (inicial) y después de estar expuestos a 1.2
millones de lux-hora y una energia ultravioleta cercano de 200 vatios /metro cuadrado, con proteccién y sin
proteccion. C (Compritol® 888 ATO); P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween® 80); P407 (Poloxamero 407);

o

Cur (curcuminoides). p < 0.05 representa una diferencia significativa.
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Una observacion interesante de los estudios de fotoestabilidad fue que aun cuando el
porcentaje de inhibicién se vio reducido entre un 16.3% a un 21.4% (Figura 28, con
exposicion a la luz), el contenido de curcuminoides se redujo en un 93% (sin protecciéon
a la luz), en relacion al valor inicial (Figura 26). Esto se puede explicar porque los
principales productos de degradacion de los curcuminoides (e.g., vainillina, 4cido
ferdlico, aldehido ferdlico, feruloil metano) tienen grupos OH y grupos metoxi en la
posicion 3 y 3', los cuales también presentan propiedades antioxidantes (la actividad
antioxidante de los curcuminoides resulta del grupo hidroxilo del anillo de fenol) 11+
1151, De hecho, algunos estudios sugieren una actividad superior para algunos
metabolitos de los curcuminoides o productos de degradacion [112 116, 117],

Respecto a la solucién de curcuminoides que se utilizé6 como solucién de referencia
(Figura 28), se observé un aumento del 9% en la inhibicién para muestras sin
proteccién, comportamiento que se relaciona con los resultados obtenidos por Chang et
al. 115], quienes explican que la actividad antioxidante de los curcuminoides, proviene
de la formacion de diferentes productos de degradacion, que también tienen actividad
antioxidante, como el compuesto parental. Sin embargo, los autores mencionan que la
intensidad de la actividad antioxidante depende de la naturaleza del medio de
disolucion. Esto ha sido confirmado por Suwannateep et al. [13], quien calcul6 el Factor
de Proteccion Radical para la curcumina encapsulada en nanoesferas poliméricas y la
curcumina libre en forma de locién. Concluyendo que no existian diferencias
estadisticas en la actividad antioxidante de la curcumina encapsulada y la curcumina
libre, lo que concuerda con esta investigacién, en relacién con el hecho de que la
actividad antioxidante parece provenir tanto de los productos de degradacién como
del compuesto original. Por otro lado, autores como Chen et al. 110 , Hu et al. [100]
y Mohammadian et al. 1) han encontrado una mayor actividad antioxidante para la
curcumina incluida en nanoparticulas que en su forma libre (dispersa en agua),
atribuyendo esto a la baja solubilidad acuosa de la curcumina. Por tanto, de acuerdo a
estos autores, su inclusién en nanoparticulas aumenta la cantidad de curcumina
disponible para interactuar con los radicales libres.
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Figura 27. Resultados de la prueba de estabilidad para los NLC conteniendo curcuminoides a 5 °C y 25 °C. Se muestran los
valores del porcentaje de inhibicién de los curcuminoides para los sistemas recién preparados (inicial) y después de un
tiempo de almacenamiento de 3 meses protegidos de la luz. C (Compritol® 888 ATO); P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®);
T80 (Tween® 80); P407 (Poloxamero 407); Cur (curcuminoides). “ *” p < 0.05 representa una diferencia significativa.
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Figura 28. Resultados de la prueba de fotoestabilidad de los NLC cargados con curcuminoides. Se muestran los valores del
porcentaje de inhibicion de los curcuminoides para los sistemas recién preparados (inicial) y después de estar expuestos a
1.2 millones de lux-hora y una energia de ultravioleta cercano de 200 vatios /metro cuadrado, con protecciéon y sin
proteccion. C (Compritol® 888 ATO); P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween® 80); P407 (Poloxamero 407); Cur

(curcuminoides). “ *” p < 0.05 representa una diferencia significativa.
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VII.

CONCLUSIONES

Se prepararon y caracterizaron cuatro sistemas nanoparticulados conteniendo
curcuminoides para ser administrados en la piel. Los componentes de las
formulaciones influyeron tanto en el tamafio de particula, cinética de liberacion,
capacidad de permeacion y estabilidad de los NLC, asi como también en la distancia de
penetracién, mostrando claramente que los curcuminoides atraviesan el estrato corneo
y se localizan aproximadamente entre los 60 a 80 micrémetros de profundidad,
alcanzando capas mas profundas que la solucién de curcuminoides.

Las pruebas de estabilidad mostraron que la incorporaciéon de curcuminoides en NLC
los protege de la degradacion, especialmente a una temperatura de 5 °C durante 3
meses de almacenamiento, en contenedores de color &mbar. La exposicion a luz intensa
degradé los curcuminoides atin encapsulados en los NLC, aunque la degradacién no
estd relacionada con su actividad antioxidante, pues los sistemas degradados
conservan gran parte de su actividad antioxidante.

La actividad antioxidante de los NLC conteniendo curcuminoides confirmé que la
capacidad de inhibiciéon de los radicales libres (ABTS*), estd dada tanto por los
curcuminoides como por sus productos de degradacion, no existiendo una correlacién
directa entre la cantidad de curcuminoides y su actividad antioxidante.

Los NLC preparados en este trabajo, pueden ser utilizados como sistemas de liberaciéon
para la administracion en piel de curcuminoides, mostrando una liberacion prolongada
y la capacidad para alcanzar capas profundas de la piel, lo que los convierte en
acarreadores con potencial para la prevencion y tratamiento de afecciones relacionadas
con el estrés oxidativo.
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ANEXOS

IX. ANEXOS
Anexo I. Caracterizacion de las formulaciones
Tabla 11. Resultados de tamafio de particula, PDI y potencial Z (n=3) para cada
formulacién.
CLT80-Cur CLP407 -Cur PLT80-Cur PLP407-Cur
Sistema | Tamafo PZ Tamano PZ Tamano PZ Tamano Pz
oam) | " Te@y) [ em | @y T em | T Tewv [ em | Ty
201.10 | 0.203 154 191.0 0.255 7.0 143.40 0.191 14.7 119.9 0.247 3.1
20310 | 0.210 -16.2 1413 0.225 6.3 155.00 0.193 -14.9 103.8 0.258 3.6
20220 | 0212 17.0 148.7 0.240 65 132.80 0.229 142 117.6 0.250 37
214.00 | 0.210 -15.0 147.5 0.236 6.1 148.10 0.178 142 9.0 0.249 5.1
1 203.80 | 0.226 15.0 169.1 0.245 65 146.60 0.206 15.3 106.0 0.248 49
209.90 | 0.222 -16.3 154.1 0.237 74 151.10 0.195 -14.8 101.0 0.247 46
205.70 | 0.207 154 169.2 0.224 6.9 139.50 0.194 144 9.3 0.253 338
21380 | 0.235 153 1614 0.242 7.2 147.70 0.210 145 111.7 0.241 40
212.60 | 0215 15.7 1493 0.218 6.8 150.10 0.199 144 1148 0.245 44
22340 | 0.182 -14.8 136.3 0.189 8.2 141.60 0.193 152 105.8 0.203 43
22570 | 0.182 15.7 1286 0.208 82 152.40 0.194 16.8 1126 0.224 3.9
233.00 | 0.206 -15.6 133.0 0.186 93 142.00 0.221 -16.8 1139 0.226 44
21810 | 0.173 147 1212 0.162 6.9 161.70 0.219 15.1 1324 0.268 34
2 21750 | 0.178 16,5 129.1 0.157 6.8 152.60 0.212 152 1133 0.275 3.7
21810 | 0.168 15.6 131.1 0.181 6.9 156.60 0.205 15.1 1181 0.255 41
22510 | 0.186 -15.8 1445 0.259 8.1 140.20 0.236 -13.6 1147 0.230 4.0
22380 | 0.188 14.9 147.6 0.262 8.8 147.70 0.237 144 106.8 0.241 4.0
21950 | 0.161 16.1 146.8 0.268 71 160.20 0.219 15.0 111.9 0.236 3.7
213.00 | 0.205 -15.0 167.7 0.280 6.0 152.10 0.176 141 117.3 0.241 38
209.90 | 0.191 15.1 157.6 0.275 5.8 149.50 0.172 14.8 109.4 0.243 46
213.70 | 0.203 153 1615 0.269 74 149.60 0.174 155 1184 0.256 5.1
21720 | 0.201 15.0 145.7 0.252 6.6 150.80 0.175 13.6 113.9 0.259 6.1
3 212.60 | 0.201 141 154.0 0.266 6.9 153.70 0.188 135 106.7 0.258 3.6
203.70 | 0.220 15.9 149.6 0.267 8.1 146.20 0.177 13.7 1144 0.260 338
21850 | 0.216 -15.6 159.8 0.255 6.8 142.00 0.196 135 109.4 0.234 3.7
208.80 | 0.199 16.0 149.3 0.263 72 142.10 0.183 145 106.1 0.212 4.0
208.00 | 0.189 -15.2 152.5 0.261 7.9 152.80 0.179 -13.6 1225 0.242 35
Media 2139 0.20 155 149.9 0.24 72 1484 0.20 14.6 1117 0.24 41
S.D. 8.1 0.02 0.6 15.1 0.04 0.9 6.6 0.02 0.9 7.9 0.02 0.6
S.D.: Desviacién estandar
PZ: Potencial Z
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Tabla 12. Resultados de eficiencia de encapsulamiento, capacidad de carga y eficiencia del

proceso (n=3) para cada formulacién

ANEXOS

. EE Media Carga . EP Media
Formulaciéon (%) (%) S.D. (1g/me) Media | S.D. (%) (%) S.D.
79.07 2.61 95.2
CLT80-Cur 79.19 | 79.70 1.0 2.61 2.63 0.03 91.1 92.9 21
80.84 2.67 923
83.07 3.05 92.5
CLP407-Cur 88.25 | 86.67 3.1 3.24 3.18 0.11 94.6 91.7 3.3
88.70 3.25 88.1
88.68 2.91 93.8
PLT80-Cur 91.17 | 90.36 15 2.99 2.97 0.05 90.1 90.4 3.2
91.23 3.00 87.4
97.11 3.27 923
PLPAO7-Cur P96 5571 96.89 | 03 3.25 326 | 001 | 904 | 939 | 45
97.05 3.27 98.9
S.D.: Desviacion estandar
Size (dnm): %Int. PkSD(dnm): EstMW(kDa)  Start(mL)  End(mL)
Peak 1: 149.3 1000  79.11 8.12e4 0.00 0.00
e
» iy
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Figura 29. Distribucién del tamafio de particula y micrografia obtenida por TEM para
el sistema CLP407-Cur. C (Compritol® 888 ATO); L (Labrasol®); P407 (Poloxamero

407); Cur (curcuminoides).
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Size (dnm): %Int. PkSD(dnm): EstMW(kDa)  Start(mL)  End(mL)
Peak 1: 148.1 1000 6522 7.97e4 0.00 0.00
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Figura 30. Distribucion del tamafio de particula y micrografia obtenida por TEM para el
sistema PLT80-Cur. P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween 80); Cur
(curcuminoides).

Size (d.nm): % Int. PkSD(dnm): EstMW(kDa)  Start(mL)  End(mL)
Peak 1: 111.9 100.0 4936 4.13e4 0.00 0.00
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Figura 31. Distribucion del tamafio de particula y micrografia obtenida por TEM para el
sistema PLP407-Cur. P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); P407 (Poloxdmero 407); Cur
(curcuminoides).
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Anexo II. Perfiles de Liberacién y ajuste a modelos

Tabla 13. Perfil de liberacién de nanoparticulas del sistema CLT80-Cur

Sistema CLT80-Cur

Tiempo - Absorlzaanma . Culrcumlnmdezs liberados (3ug) - % Curcu;mnmdes . Media SD.
1 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.1459 0.1459 0.1459 0.2939 0.2939 0.2939 0.2939 0.0
2 0.0097 | 0.0101 | 0.0151 | 2.0293 2.1066 3.0718 4.0873 4.2428 6.1869 4.8390 1.2
3 0.0226 | 0.0234 | 0.0332 | 4.6803 4.8409 6.8100 9.4266 9.7501 13.7161 10.9643 24
4 0.0365 | 0.0355 | 0.0477 | 7.7236 7.5490 10.1328 15.5560 15.2045 20.4085 17.0563 29
5 0.0443 | 0.0442 | 0.0554 | 9.8039 9.7876 12.3668 19.7459 19.7133 24.9079 21.4557 3.0
6 0.0522 | 0.0506 | 0.0630 | 12.0239 11.7166 14.7004 24.2174 23.5984 29.6080 25.8079 3.3
7 0.0574 | 0.0641 | 0.0695 | 13.8448 15.1151 16.9390 27.8848 30.4432 34.1168 30.8149 31
8 0.0623 | 0.0672 | 0.0712 | 15.6880 16.7143 18.3514 31.5972 33.6642 36.9614 34.0743 2.7
9 0.0662 | 0.0721 | 0.0736 | 17.4139 18.7089 19.9251 35.0733 37.6815 40.1311 37.6287 2.5

S.D.: Desviacion estandar
C (Compritol® 888 ATO); L (Labrasol®); T80 (Tween 80); Cur (curcuminoides).
Tabla 14. Perfil de liberacion de nanoparticulas del sistema CLP407-Cur
Sistema CLP407-Cur
. Absorbancia Curcuminoides liberados % Curcuminoides .

Tiempo 1 ) 3 1 2 gug) 1 2 3 Media S.D.
1 0.0331 | 0.0262 | 0.0117 | 7.0147 5.5961 2.7768 14.6444 11.6830 5.7971 10.7082 45
2 0.0679 | 0.0812 | 0.0676 | 14.2548 16.6293 13.7598 29.7596 34.7168 28.7262 31.0675 32
3 0.0914 | 0.1217 | 0.1034 | 19.8510 25.7127 21.7259 41.4425 53.6800 45.3567 46.8264 6.2
4 0.1098 | 0.1505 | 0.1215 | 24.8255 33.1629 26.8278 51.8277 69.2337 56.0079 59.0231 9.1
5 0.1219 | 0.1648 | 0.1331 | 28.8680 38.2587 30.9544 60.2671 79.8720 64.6230 68.2541 10.3
6 0.1264 | 0.1686 | 0.1437 | 31.6301 41.5483 35.0672 66.0336 86.7396 73.2091 75.3275 10.5
7 01299 | 0.1703 | 0.1452 | 34.2687 | 44.4911 37.5869 71.5422 92.8833 78.4695 80.9650 10.9
8 01294 | 0.1672 | 0.1450 | 36.1892 | 46.5336 39.8015 75.5515 97.1474 83.0930 85.2640 11.0
9 0.1291 | 0.1609 | 0.1426 | 38.1405 47.9100 41.5884 79.6253 | 100.0209 | 86.8234 88.8232 10.3

S.D.: Desviacion estandar
C (Compritol® 888 ATO); L (Labrasol®); P407 (Poloxamero 407); Cur (curcuminoides).
Tabla 15. Perfil de liberacién de nanoparticulas del sistema PLT80-Cur
Sistema PLT80-Cur
. Absorbancia Curcuminoides liberados (u % Curcuminoides .

Tiempo 1 > 3 1 2 é 8) I 2 3 Media S.D.
1 0.0141 | 0.0078 | 0.0021 | 2.8680 1.6656 0.5560 5.6904 3.3048 1.1031 3.3661 2.3
2 0.0170 | 0.0182 | 0.0136 | 3.6564 3.8046 2.8193 7.2547 7.5489 5.5939 6.7991 1.1
3 0.0301 | 0.0323 | 0.0288 | 6.4587 6.8185 5.9745 12.8149 13.5288 11.8542 12.7326 0.8
4 0.0439 | 0.0480 | 0.0440 | 9.5985 10.3591 9.3645 19.0446 20.5537 18.5803 19.3929 1.0
5 0.0598 | 0.0647 | 0.0577 | 13.3568 14.3351 12.6996 26.5015 28.4427 25.1976 26.7140 1.6
6 0.0710 | 0.0764 | 0.0666 | 16.4533 17.6039 15.3197 32.6454 34.9283 30.3962 32.6566 2.3
7 0.0742 | 0.0802 | 0.0712 | 18.1784 19.5282 17.2471 36.0682 38.7464 34.2204 36.3450 2.3
8 0.0760 | 0.0820 | 0.0750 | 19.6826 21.1251 19.0911 39.0528 41.9149 37.8792 39.6156 21
9 0.0792 | 0.0818 | 0.0770 | 21.4849 22.3637 20.6463 42.6289 44.3724 40.9649 42,6554 1.7

S.D.: Desviacién estandar
P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween 80); Cur (curcuminoides).
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Tabla 16. Perfil de liberacion de nanoparticulas del sistema PLP407-Cur

Sistema PLP407-Cur
. Absorbancia Curcuminoides liberados % Curcuminoides .

Tiempo 1 ) 3 1 > (sug) 1 2 3 Media S.D.
1 0.0335 | 0.0264 | 0.0245 6.7413 5.4371 4.8448 13.7578 11.0961 9.8873 11.5804 2.0
2 0.0814 | 0.0707 | 0.0561 | 16.5166 14.4077 11.3344 33.7074 29.4035 23.1314 28.7474 53
3 0.1093 | 0.1015 | 0.0861 | 23.1707 21.4564 18.0031 47.2871 43.7885 36.7410 42.6055 54
4 0.1257 | 0.1198 | 0.1227 | 28.0355 26.5676 27.3015 57.2153 54.2195 55.7174 55.7174 1.5
5 0.1338 | 0.1282 | 0.1310 | 31.5514 30.0502 30.8008 64.3905 61.3269 62.8587 62.8587 1.5
6 0.1363 | 0.1340 | 0.1376 | 34.1112 33.1606 29.3073 69.6147 67.6747 59.8109 65.7001 52
7 0.1365 | 0.1344 | 0.1240 | 36.2656 35.3181 28.8178 74.0115 72.0779 58.8118 68.3004 8.3
8 0.1316 | 0.1321 | 0.1209 | 37.4386 36.9606 30.1452 76.4053 75.4298 61.5208 71.1186 8.3
9 0.1257 | 0.1338 | 0.1158 | 38.3429 39.3398 31.0386 78.2507 80.2852 63.3441 73.9600 9.2

S.D.: Desviacion estandar
P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); P407 (Poloxamero 407); Cur (curcuminoides).
Tabla 17. Tabla: Perfil de liberacion de solucién de Curcuminoides
Sistema solucion de Curcuminoides
. Absorbancia Curcuminoides (u % Curcuminoides .

Tiempo 1 2 3 1 2 (ug) 3 I 2 Media S.D.
1 0.0250 | 0.0297 | 0.0346 5.0556 6.0000 6.9104 10.1825 12.0846 13.9183 12.0618 1.9
2 0.0701 | 0.0711 | 0.0735 | 14.1591 14.4618 14.9653 28.5178 29.1274 30.1415 29.2622 0.8
3 0.0891 | 0.0995 | 0.1105 | 18.9205 21.0533 23.2541 38.1077 42.4034 46.8360 42.4490 4.4
4 0.1057 | 0.1153 | 0.1265 | 23.5120 25.6510 28.0602 47.3554 51.6636 56.5161 51.8450 4.6
5 0.1060 | 0.1189 | 0.1318 | 25.2131 28.1375 31.0479 50.7817 56.6716 62.5335 56.6623 59
6 0.1100 | 0.1212 | 0.1320 | 27.6332 30.4286 33.1328 55.6560 61.2861 66.7328 61.2250 5.5
7 0.1154 | 0.1218 | 0.1278 | 30.3853 32.4270 34.3714 61.1990 65.3112 69.2274 65.2459 4.0
8 0.1140 | 0.1219 | 0.1285 | 31.9081 34.3382 36.4911 64.2661 69.1606 73.4967 68.9745 4.6
9 0.1230 | 0.1231 | 0.1236 | 35.4170 36.4633 37.5405 71.3333 73.4407 75.6104 73.4615 2.1

S.D.: Desviacion estandar

Tabla 18. Ajuste a modelos Orden cero, Primer orden, Higuchi y Peppas - Korsmeyer

CLT80-Cur Orden cero Primer orden Higuchi Peppas-Korsmeyer
Rsqr 0.9724 | 0.9683 0.9723 0.8439 | 0.8302 | 0.8668 | 0.7417 0.7227 0.7807 | 0.9831 | 0.9889 | 0.9727
AIC 52 53 52 68 69 66 72 73 71 50 46 54
MSC 3.4 3.4 34 1.6 1.6 1.8 1.1 1.1 1.3 3.6 41 3.2
CLP407-Cur Orden cero Primer orden Higuchi Peppas-Korsmeyer
Rsqr 0.8364 | 0.8371 0.8846 0.9664 | 0.9388 | 0.9295 | 0.8516 0.7421 0.6964 | 0.9961 | 0.9873 | 0.9585
AIC 64 66 63 50 57 59 23 27 27 10 17 21
MSC 1.6 1.6 1.9 3.2 2.6 24 14 0.9 0.7 4.6 34 22
PLT80-Cur Orden cero Primer orden Higuchi Peppas-Korsmeyer
Rsqr 0.9808 | 0.9753 0.9735 0.8655 | 0.8576 | 0.8504 | 0.7953 0.7841 0.7605 | 0.9808 | 0.9756 | 0.9775
AIC 48 51 52 65 67 68 69 71 72 50 53 53
MSC 3.7 3.5 34 1.8 1.7 1.7 14 1.3 1.2 35 3.3 3.3
PLP407-cur Orden cero Primer orden Higuchi Peppas-Korsmeyer
Rsqr 0.6987 | 0.8250 0.5878 0.9647 | 0.9595 | 0.8803 | 0.8201 0.7809 0.6968 | 0.9805 | 0.9841 | 0.9976
AIC 69.9 65.5 74.7 50.6 52.3 63.6 25.0 25.5 29.1 18.1 17.0 11.8
MSC 1.0 15 0.7 3.1 3.0 1.9 1.2 1.0 0.7 29 3.1 5.0
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Anexo III. Perfiles de Permeacion

Tabla 19. Perfil de permeacién de nanoparticulas del sistema CLT80-Cur

CLT80-Cur | Absorbancias Curcuminoides (pg) Media | SD.
No 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
1 0.036 0.077 0.047 0.017 0.082 0.076 0.456 1.054 0.616 0.187 1.136 1.046 0.749 0.4
2 0.050 | 0.003 | 0.004 | 0.012 | 0.038 | 0.000 1.118 1.040 0.619 0.304 | 1.627 | 0.980 0.948 0.5
3 0.012 | 0.009 | 0.024 | 0.027 | 0.001 0.009 1.232 | 1.105 0.909 0.630 | 1.582 | 1.046 1.084 0.3
4 0.021 -0.011 0.002 0.096 0.012 0.034 1.474 0.892 0.877 1.965 1.691 1.474 1.396 0.4
5 -0.001 | 0.003 | 0.019 | -0.015 | -0.006 | 0.003 1.396 0.879 1.095 1.680 | 1.542 | 1.454 1.341 0.3
6 0.003 | 0.035 | 0.031 0.018 | -0.001 | -0.019 | 1.380 1.330 1.484 1.877 | 1467 | 1117 1.443 0.3
7 0.048 0.048 0.060 0.029 | -0.005 | 0.005 2.010 1.971 2.288 2.241 1.330 1.123 1.827 0.5
8 0.056 | 0.007 | 0.012 | 0.010 | 0.005 | -0.002 | 2.758 2.015 2.405 2.328 | 1.345 | 1.033 1.981 0.7
S.D.: Desviacién estandar
C (Compritol® 888 ATO); L (Labrasol®); T80 (Tween 80); Cur (curcuminoides).
Tabla 20. Perfil de permeacién de nanoparticulas del sistema CLP407-Cur
CLP407-Cur | Absorbancias Curcuminoides (pg) Media | SD.
No 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4
1 0.016 | 0.024 | 0.011 | 0.022 | 0.007 | 0.023 | 0.166 | 0.289 | 0.105 | 0.264 | 0.046 | 0.266 0.189 0.1
2 0.012 | 0.035 | 0.015 | 0.013 | 0.005 | 0.005 | 0.276 | 0.732 | 0.254 | 0.394 | 0.054 | 0.280 0.332 0.2
3 0.013 | 0.002 | 0.011 | 0.002 | 0.022 | 0.008 | 0.408 | 0.704 | 0.356 | 0.367 | 0.318 | 0.340 0.416 0.1
4 0.003 | -0.002 | -0.003 | 0.011 0.037 | 0.013 | 0.385 | 0.620 | 0.254 | 0.463 | 0.790 | 0.473 0.498 0.2
5 0.020 | 0.037 | 0.010 | 0.021 0.007 | 0.038 | 0.611 1.089 | 0.343 | 0.710 | 0.835 | 0.963 0.759 0.3
6 0.021 | 0.014 | 0.032 | 0.004 | 0.005 | -0.001 | 0.858 | 1.227 | 0.752 | 0.702 | 0.853 | 0.892 0.881 0.2
7 0.039 | 0.013 | 0.013 | 0.010 | 0.009 | 0.048 | 1.359 | 1.361 0.882 | 0.779 | 0.925 | 1.529 1.139 0.3
8 0.008 0.011 -0.003 | 0.002 0.027 | 0.016 1.419 1.457 0.779 0.744 1.261 1.704 1.227 0.4
S.D.: Desviacién estandar
C (Compritol® 888 ATO); L (Labrasol®); P407 (Poloxdamero 407); Cur (curcuminoides).
Tabla 21. Perfil de permeacién de nanoparticulas del sistema PLT80-Cur
CLT80-Cur | Absorbancias Curcuminoides (pg) Media | SD.
No 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
1 0.042 | 0.057 | 0.039 | 0.028 | 0.019 | 0.021 | 0.542 | 0.760 | 0.498 | 0.347 | 0.216 | 0.238 0.434 | 0.207
2 0.019 | 0.016 | 0.011 | 0.019 | 0.017 | 0.017 | 0.755 | 0.928 | 0.598 | 0.565 | 0.398 | 0.421 0.611 | 0.203
3 0.019 | 0.024 | 0.034 | 0.025 | 0.023 | 0.026 | 0.970 | 1.221 1.036 | 0.861 0.670 | 0.738 0.916 | 0.203
4 0.006 | 0.011 0.014 | 0.014 | 0.017 | 0.015 | 0.991 1316 | 1.172 | 0.998 | 0.850 | 0.887 1.036 | 0.177
5 0.026 | 0.022 | 0.022 | 0.012 | 0.006 | 0.035 | 1.312 | 1.570 | 1425 | 1.114 | 0.877 | 1.333 1.272 | 0.244
6 0.017 | 0.011 0.009 | 0.008 | 0.012 | 0.015 | 1.499 | 1.663 | 1.500 | 1.163 | 0.995 | 1.489 1.385 | 0.251
7 0.024 | 0.029 | 0.020 | 0.023 | 0.020 | 0.031 | 1.786 | 2.025 | 1.736 | 1.431 1.227 | 1.871 1.679 | 0.296
8 0.016 | 0.027 | 0.027 | 0.023 | 0.027 | 0.028 | 1.961 2359 | 2.060 | 1.699 | 1.558 | 2.221 1.976 | 0.305
S.D.: Desviacion estandar
P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween 80); Cur (curcuminoides).
Tabla 22. Perfil de permeacion de nanoparticulas del sistema PLP407-Cur
PLP407-Cur l Absorbancias Curcuminoides (pg) Media | SD.
No 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
1 0.029 | 0.049 0.019 | -0.010 0.019 0.007 | 0.366 0.649 0.208 | -0.211 0.212 0.041 0.211 | 0.291
2 0.021 0.026 0.031 0.036 0.033 | -0.026 0.607 | 0.960 0.591 0.254 0.635 | -0.399 0.441 | 0.469
3 0.031 | 0.007 | 0.022 | 0.044 | 0.003 | 0.016 | 1.002 | 1.001 0.842 | 0.831 0.617 | -0.235 0.676 | 0.468
4 0.004 | 0.005 0.028 0.001 0.002 0.050 1.004 1.009 1.190 0.787 0.590 0.436 0.836 | 0.285
5 0.032 | 0.002 | -0.003 0.005 0.012 0.004 1.400 0.983 1.085 0.792 0.704 0.428 0.899 | 0.336
6 0.007 | -0.018 | -0.010 | -0.007 | -0.014 | 0.001 1.442 | 0.661 0.879 | 0.633 | 0.440 | 0.385 0.740 | 0.386
7 0.004 | 0.059 0.009 0.022 0.003 0.041 1.441 1.452 0.948 0.890 0.428 0.918 1.013 | 0.386
8 0.004 | 0.009 0.028 0.002 0.024 0.029 1.436 1.518 1.287 0.855 0.718 1.271 1.181 | 0.322
S.D.: Desviacién estandar
P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); P407 (Poloxadmero 407); Cur (curcuminoides).
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Tabla 23. Perfil de permeacién de solucién de Curcuminoides

PLP407-Cur | Absorbancias Curcuminoides (pg) Media | SD.

No 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
1 0.000 | 0.000 | 0.029 | 0.000 | 0.000 | 0.025 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 | 0.0
2 0.012 | 0.089 | 0.024 | 0.093 | 0.039 | 0.020 | 0.118 | 1.227 | 0.292 | 1.285 | 0.501 | 0.227 0.608 | 0.5
3 0.000 | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.057 | 1.166 0.231 1.224 0.440 0.166 0547 | 0.5
4 0.026 | 0.009 | 0.029 | 0.028 | 0.038 | 0.029 | 0.381 | 1.239 | 0.585 | 1.563 | 0.934 | 0.526 0.871 | 05
5 0.028 | 0.015 | 0.021 | 0.006 | 0.002 | 0.000 | 0.736 | 1.396 | 0.822 | 1.589 | 0.902 | 0.465 0.985 | 04
6 0.019 | 0.000 0.002 0.000 0.000 0.030 0.960 1.335 0.790 1.528 0.841 0.835 1.048 0.3
7 0.000 | 0.025 | 0.000 | 0.043 | 0.000 | 0.021 | 0.899 | 1.640 | 0.733 | 2.089 | 0.780 | 1.076 1.203 | 05
8 0.026 | 0.002 | 0.043 | 0.005 | 0.004 | 0.025 | 1.221 | 1.601 | 1.303 | 2.094 | 0.776 | 1.380 1.39 | 04

S.D.: Desviacién estandar

Anexo IV. Intensidad de fluorescencia acumulada

Tabla 24. Intensidad de fluorescencia acumulada para todos los sistemas

Profundidad Intensidad de fluorescencia acumulada
en piel CLP407-Cur CLT80-Cur PLP407-Cur PLT80-Cur Sol.Cur

3 415.79 227.22 220.10 153.92 121.08

6 413.47 253.13 188.12 149.11 120.67

9 379.64 245.91 170.46 14412 121.06
12 364.69 349.80 163.68 142.31 121.50
15 361.81 328.93 164.89 142.37 121.57
18 371.67 359.48 157.70 143.86 121.18
21 388.80 285.92 168.55 146.02 121.72
24 415.56 275.62 182.84 149.43 121.19
27 441.85 279.94 191.24 154.68 121.78
30 44253 302.56 217.44 164.93 121.71
33 459.01 398.33 243.51 189.05 123.20
36 491.67 412.85 254.27 254.05 124.40
39 524.83 405.79 266.77 311.13 128.40
42 539.14 380.70 331.24 309.32 131.86
45 571.73 357.88 376.33 332.92 136.27
48 590.42 350.18 395.93 377.47 146.01
51 609.13 379.53 414.72 458.01 184.40
54 593.34 406.14 377.44 546.19 291.73
57 606.29 421.84 311.86 592.67 332.48
60 636.53 480.66 273.33 602.32 321.93
63 683.13 539.84 257.31 599.63 283.68
66 737.60 646.00 247.35 629.65 264.53
69 774.40 694.73 236.40 719.14 221.49
72 788.42 674.15 228.51 717.95 187.43
75 787.40 662.30 221.87 711.87 177.82
78 705.41 583.82 206.39 632.66 163.71
81 594.23 452.37 197.99 583.53 158.25
84 531.29 316.63 188.96 503.63 159.76
87 436.68 292.36 187.62 476.92 153.99
90 358.33 260.80 168.95 458.07 151.20
93 295.95 214.94 133.47 329.02 151.22
96 231.79 214.94 133.47 230.44 136.48
99 231.79 211.26 129.41 230.44 136.48
102 214.21 194.26 127.17 186.46 125.81
105 202.49 177.84 125.41 156.75 123.99
108 191.87 164.73 125.19 186.46 125.81

Suma 17,382.89 13,203.38 7,985.89 12,816.50 5,855.79
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Anexo V. Estabilidad: Resultados de TP, PDI, potencial Z, % cantidad de
curcuminoides y % inhibicién

Tabla 25. Estabilidad: tamafio de particula, muestras protegidas de la iluminacién (5 °Cy
25 °C, durante 3 meses) n=3

Sistema CLT80-Cur CLP407 -Cur PLT80-Cur PLP407-Cur
Inicial 5°C 25°C Inicial 5°C 25°C Inicial 5°C 25°C Inicial 5°C 25°C
201.10 222.30 248.30 191.00 141.20 160.10 143.40 158.50 155.20 119.90 107.30 95.83
203.10 225.70 207.90 141.30 161.30 133.50 155.00 147.30 155.70 103.80 105.10 92.39
202.20 194.70 267.30 148.70 137.10 133.60 132.80 166.60 162.10 117.60 107.90 91.70
214.00 217.90 201.70 147.50 140.20 126.00 148.10 149.70 146.70 96.01 107.00 92.84
1 203.80 227.10 194.10 169.10 141.50 135.10 146.60 156.80 146.30 106.00 103.20 87.33
209.90 220.40 242.30 154.10 158.70 137.90 151.10 166.10 161.30 101.00 110.70 95.68
205.70 202.40 230.50 169.20 133.70 151.60 139.50 162.80 147.90 96.27 107.50 98.18
213.80 243.70 256.10 161.40 150.30 143.00 147.70 169.20 160.00 111.70 108.00 96.75
212.60 236.50 192.30 149.30 163.50 137.80 150.10 158.60 157.30 114.80 105.00 86.49
223.40 228.20 220.20 136.30 138.70 130.10 141.60 165.80 153.40 105.80 112.40 104.60
225.70 218.70 213.30 128.60 136.80 120.60 152.40 147.50 150.60 112.60 97.88 103.30
233.00 225.90 213.00 133.00 129.30 117.30 142.00 165.20 155.80 113.90 110.90 96.43
218.10 227.30 212.90 121.20 133.80 110.45 161.70 172.10 143.40 132.40 99.61 100.20
2 217.50 219.10 210.20 129.10 147.10 114.20 152.60 160.70 157.50 113.30 102.10 104.60
218.10 221.10 217.70 131.10 136.40 132.80 156.60 162.80 169.90 118.10 109.40 100.00
225.10 217.30 215.60 144.50 135.00 116.20 140.20 189.70 157.40 114.70 106.10 102.70
223.80 207.30 209.80 147.60 133.80 128.00 147.70 170.80 151.50 106.80 106.50 103.40
219.50 213.20 213.10 146.80 131.60 119.90 160.20 166.10 167.10 111.90 110.60 104.80
213.00 218.30 207.10 167.70 128.60 137.50 152.10 155.20 190.10 117.30 118.10 9291
209.90 212.20 214.00 157.60 136.00 126.70 149.50 149.70 210.30 109.40 117.20 106.60
213.70 216.10 206.70 161.50 144.30 132.60 149.60 152.00 196.10 118.40 121.80 107.00
217.20 220.30 213.10 145.70 137.20 128.50 150.80 159.00 182.70 113.90 115.60 102.40
3 212.60 217.50 193.20 154.00 135.70 125.70 153.70 151.10 193.30 106.70 113.40 99.63
203.70 215.80 208.00 149.60 144.00 131.70 146.20 150.90 209.40 114.40 114.50 107.60
218.50 218.50 215.10 159.80 153.70 126.30 142.00 150.60 190.00 109.40 114.20 114.30
208.80 214.80 206.40 149.30 136.10 116.30 142.10 141.90 187.40 106.10 138.30 103.90
208.00 197.10 205.60 152.50 137.70 127.30 152.80 143.80 191.60 122.50 124.20 105.40
Media 213.9 218.5 216.1 149.9 140.9 129.7 148.4 158.9 168.5 111.7 110.9 99.9
S.D. 8.1 10.5 18.2 15.1 9.3 11.1 6.6 10.5 20.3 7.9 8.3 6.6

S.D.: Desviacion estandar

POSGRADO
CIENCIAS
QUIMICAS
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Tabla 26. Estabilidad: tamafio de particula, muestras expuestas a la iluminacién total
(Fotoestabilidad) n=3

CLT80-Cur CLP407 -Cur PLT80-Cur PLP407-Cur
Sistema .. Con Sin .. Con Sin .. Con Sin .. Con Sin
Inicial ‘s i Inicial ‘s . Inicial . s Inicial . .
proteccion | proteccion proteccion | proteccion proteccion | proteccion proteccion | proteccion
201.10 177.70 184.30 191.00 133.10 148.50 143.40 147.10 150.20 119.90 100.10 94.62
203.10 183.10 189.10 141.30 144.00 136.20 155.00 141.10 153.50 103.80 94.97 113.10
202.20 177.50 196.50 148.70 113.80 120.60 132.80 147.50 154.50 117.60 104.60 115.80
214.00 179.60 166.50 147.50 148.50 142.30 148.10 149.60 151.20 96.01 108.20 90.99
1 203.80 162.00 184.70 169.10 152.30 146.00 146.60 149.00 154.60 106.00 114.50 104.50
209.90 176.00 167.40 154.10 141.40 136.50 151.10 152.50 149.70 101.00 100.40 103.30
205.70 169.40 187.90 169.20 145.90 134.10 139.50 142.30 158.40 96.27 99.74 100.80
213.80 181.30 181.60 161.40 148.70 123.50 147.70 155.30 146.90 111.70 95.20 95.60
212.60 173.30 177.90 149.30 134.10 132.90 150.10 147.10 154.10 114.80 102.20 98.24
223.40 205.80 220.20 136.30 117.50 122.70 141.60 155.00 143.90 105.80 128.80 100.30
225.70 211.50 213.30 128.60 131.90 125.20 152.40 153.00 152.30 112.60 121.90 107.60
233.00 200.20 213.00 133.00 129.50 118.10 142.00 148.20 159.90 113.90 106.60 114.60
218.10 213.50 212.90 121.20 121.30 121.80 161.70 156.50 157.70 132.40 102.70 110.30
2 217.50 211.70 210.20 129.10 124.40 135.60 152.60 151.60 147.10 113.30 113.30 107.00
218.10 211.80 217.70 131.10 124.40 124.70 156.60 148.00 148.60 118.10 125.40 110.30
225.10 208.80 215.60 144.50 129.40 118.40 140.20 155.50 161.00 114.70 113.70 111.10
223.80 209.50 209.80 147.60 125.00 111.40 147.70 152.90 146.70 106.80 107.40 112.80
219.50 205.80 213.10 146.80 125.80 126.90 160.20 150.30 147.80 111.90 98.67 106.30
213.00 204.20 202.20 167.70 113.90 122.90 152.10 141.70 137.10 117.30 95.65 96.13
209.90 200.70 200.20 157.60 122.60 132.40 149.50 142.90 151.20 109.40 102.50 103.70
213.70 201.20 205.10 161.50 130.60 134.80 149.60 154.00 149.50 118.40 118.60 136.00
217.20 210.80 213.00 145.70 138.70 131.80 150.80 142.00 155.10 113.90 121.20 143.20
3 212.60 194.50 198.40 154.00 128.40 132.60 153.70 146.90 145.80 106.70 120.70 95.36
203.70 204.90 206.70 149.60 128.90 126.00 146.20 142.70 150.90 114.40 132.60 131.90
218.50 203.00 203.50 159.80 117.30 129.60 142.00 146.60 143.80 109.40 112.30 143.40
208.80 205.20 201.90 149.30 131.80 128.30 142.10 148.50 150.10 106.10 121.20 144.50
208.00 200.80 185.20 152.50 135.10 129.70 152.80 148.10 151.50 122.50 116.75 166.40
Media 213.9 195.7 199.2 149.9 131.0 129.4 148.4 148.7 150.9 111.7 110.4 113.3
S.D. 8.1 15.5 15.3 15.1 10.7 8.6 6.6 4.6 5.3 7.9 10.9 18.8
S.D.: Desviacion estandar
POSGRADO
CIENCIAS
QUIMICAS
I
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Tabla 27. Estabilidad: potencial Z, muestras protegidas de la iluminacién (5 °C y 25 °C
durante 3 meses) n=3

Sistema CLT80-Cur CLP407 -Cur PLT80-Cur PLP407-Cur
Inicial 5°C 25°C Inicial 5°C 25°C Inicial 5°C 25 °C Inicial 5°C 25 °C
-15.4 -18.4 -14.0 -7.0 -15.0 -8.2 -14.7 -22.5 -24.8 -3.1 -16.7 -12.9
-16.2 -17.1 -13.9 -6.3 -15.4 9.7 -14.9 -23.6 -25.4 -3.6 -17.0 -11.4
-17.0 -16.9 -14.0 -6.5 -14.1 9.6 -14.2 -21.0 -25.5 -3.7 -17.2 -12.4
-15.0 -16.4 -23.0 -6.1 -17.2 9.6 -14.2 -24.2 -26.2 -5.1 -16.8 -11.8
1 -15.0 -18.4 -22.0 -6.5 -14.8 9.1 -15.3 214 -24.3 -49 -17.5 -10.5
-16.3 -16.6 -18.0 -7.4 -15.4 9.6 -14.8 -22.7 -25.1 -4.6 -18.5 -10.2
-15.4 -20.8 -14.2 -6.9 -14.3 9.5 -14.4 -23.2 -25.9 -3.8 -16.8 -10.1
-15.3 -16.1 -13.0 -7.2 -16.9 -11.1 -14.5 -23.9 -25.4 -4.0 -19.2 -10.9
-15.7 -16.2 -14.0 -6.8 -14.6 -8.6 -14.4 -23.6 -24.8 -4.4 -19.4 -11.6
-14.8 -19.3 -13.1 -8.2 -15.1 -10.2 -15.2 -19.3 -18.6 -4.3 -16.1 -11.6
-15.7 -19.9 -13.0 -8.2 -12.9 -8.8 -16.8 -21.7 -20.7 -3.9 -16.8 -10.2
-15.6 -19.5 -13.7 9.3 -13.2 9.7 -16.8 -23.6 -19.0 4.4 -18.7 -10.9
-14.7 211 -13.7 -6.9 -14.4 -12.0 -15.1 -22.0 -19.0 3.4 -15.9 -16.2
2 -16.5 -19.6 -13.2 -6.8 -13.6 -15.7 -15.2 -22.2 -17.9 -3.7 -17.4 -20.9
-15.6 -194 -14.3 -6.9 -15.2 -11.8 -15.1 -234 -20.2 -4.1 -16.2 -13.8
-15.8 -19.2 -13.3 -8.1 -14.7 -14.8 -13.6 -21.5 -19.9 -4.0 -16.9 -15.9
-14.9 -20.7 -12.6 -8.8 -14.3 -8.4 -14.4 -22.8 -19.2 -4.0 -16.4 -19.0
-16.1 -19.8 -13.5 -7.1 -15.5 9.3 -15.0 -24.2 -19.5 -3.7 -16.7 -15.1
-15.0 -22.5 -19.3 -6.0 -10.4 -6.9 -14.1 -21.2 -18.0 -3.8 -19.1 -13.7
-15.1 -22.1 -19.7 -5.8 -10.9 -5.5 -14.8 -20.5 -17.4 -4.6 -20.9 -15.4
-15.3 -22.2 -19.2 -7.4 -11.1 -5.1 -15.5 -23.5 -18.3 -5.1 -18.8 -14.8
-15.0 -22.5 -19.7 -6.6 -11.8 -5.9 -13.6 -23.1 -18.0 -6.1 -18.9 -12.4
3 -14.1 -23.7 -19.0 -6.9 -10.7 -5.2 -13.5 -24.2 -18.6 -3.6 -20.7 -13.2
-15.9 -22.4 -19.9 -8.1 -12.1 -6.0 -13.7 -25.9 -19.9 -3.8 -19.7 -12.1
-15.6 -22.4 -20.7 -6.8 9.9 -8.6 -13.5 -25.1 -18.4 -3.7 -14.2 -11.9
-16.0 -23.0 -20.1 -7.2 9.4 -8.6 -14.5 -21.8 -18.2 -4.0 -14.2 -17.4
-15.2 -22.6 -20.3 -7.9 -10.5 9.0 -13.6 -20.1 -18.5 -3.5 -16.9 -17.0
Media -15.5 -20.0 -16.5 7.2 -13.5 9.1 -14.6 -22.7 -21.0 -4.1 -17.5 -13.5
S.D. 0.6 24 3.4 0.9 2.2 2.6 0.9 1.5 3.2 0.6 1.7 2.9

S.D.: Desviacion estandar

POSGRADO
CIENCIAS
QUIMICAS
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Tabla 28. Estabilidad: potencial Z, muestras expuestas a la iluminacion Total
(Fotoestabilidad) n=3

CLT80-Cur CLP407 -Cur PLT80-Cur PLP407-Cur

Sistema . Con Sin . Con Sin L. Con Sin L. Con Sin

Inicial ) .z Inicial . Ll Inicial ‘s iz Inicial .l .
proteccion | proteccion proteccion | proteccion proteccion | proteccion proteccion | proteccion

-15.4 -14.7 -15.5 -7.0 -6.3 -7.4 -14.7 -16.7 -13.6 -3.1 -5.5 -3.7

-16.2 -15.6 -14.9 -6.3 -5.7 -6.2 -14.9 -15.7 -13.1 -3.6 -6.7 -4.5

-17.0 -15.7 -15.3 -6.5 -6.4 -6.0 -14.2 -16.0 -14.1 -3.7 -6.2 -4.2

-15.0 -15.0 -14.8 -6.1 -6.0 -6.6 -14.2 -17.3 -13.5 -5.1 -6.5 -4.4

1 -15.0 -15.8 -15.2 -6.5 -6.3 -4.2 -15.3 -17.1 -14.1 -4.9 -5.9 -4.0

-16.3 -14.9 -15.6 -7.4 -6.7 -6.2 -14.8 -16.3 -14.2 -4.6 -6.2 -4.3

-15.4 -15.3 -15.0 -6.9 -6.2 -5.9 -14.4 -17.9 -13.4 -3.8 -5.4 -4.2

-15.3 -15.4 -15.4 -7.2 -6.9 -5.9 -14.5 -17.2 -13.9 -4.0 -4.9 -4.1

-15.7 -15.6 -16.3 -6.8 -5.7 -5.6 -14.4 -17.8 -13.9 -4.4 -5.9 -3.7

-14.8 -14.5 -15.3 -8.2 -6.2 54 -15.2 -17.2 -13.9 -4.3 -6.6 -4.7

-15.7 -14.8 -14.9 -8.2 -6.1 -6.4 -16.8 -16.8 -15.1 -3.9 -6.5 -4.3

-15.6 -15.3 -15.3 -9.3 -6.2 -6.0 -16.8 -17.6 -14.4 -4.4 -6.2 -4.5

-14.7 -14.8 -15.1 -6.9 -5.7 -5.9 -15.1 -17.3 -13.6 -3.4 -5.8 -4.4

2 -16.5 -15.1 -15.4 -6.8 -5.6 -6.9 -15.2 -17.7 -13.9 -3.7 -5.9 -5.1

-15.6 -15.1 -15.6 -6.9 -5.7 -5.9 -15.1 -18.1 -14.9 -4.1 -5.2 -5.3

-15.8 -15.2 -15.6 -8.1 -6.4 -6.1 -13.6 -18.9 -14.0 -4.0 -5.4 -4.7

-14.9 -15.0 -14.8 -8.8 -6.0 -5.9 -14.4 -19.2 -14.0 -4.0 -5.6 -4.4

-16.1 -14.8 -15.6 -7.1 -6.4 -5.2 -15.0 -19.8 -14.5 -3.7 -5.3 -4.3

-15.0 -14.3 -15.6 -6.0 -7.9 -6.6 -14.1 -17.1 -14.6 -3.8 -5.7 -4.8

-15.1 -16.3 -15.3 -5.8 -6.6 -4.9 -14.8 -17.8 -14.8 -4.6 -4.7 -4.4

-15.3 -13.8 -14.9 -7.4 -6.0 -4.6 -15.5 -17.4 -14.2 -5.1 -5.8 -4.3

-15.0 -14.1 -14.4 -6.6 -5.6 -5.8 -13.6 -17.7 -14.2 -6.1 -5.2 -4.4

3 -14.1 -14.7 -14.9 -6.9 -6.5 -6.3 -13.5 -17.0 -14.9 -3.6 -5.1 -4.6

-15.9 -14.9 -15.0 -8.1 -4.8 -6.9 -13.7 -17.0 -14.7 -3.8 -5.2 -4.4

-15.6 -12.5 -14.6 -6.8 -5.7 -5.9 -13.5 -18.0 -14.7 -3.7 -4.8 -4.6

-16.0 -14.7 -14.6 -7.2 -6.1 -6.0 -14.5 -17.7 -14.2 -4.0 -5.0 -4.6

-15.2 -15.1 -15.5 -7.9 -6.3 -5.8 -13.6 -18.1 -14.4 -3.5 -5.3 -4.2

Media -15.5 -14.9 -15.2 -7.2 -6.1 -5.9 -14.6 -17.5 -14.2 -4.1 -5.6 -4.4

S.D. 0.6 0.7 0.4 0.9 0.6 0.7 0.9 0.9 0.5 0.6 0.6 0.3

S.D.: Desviacion estandar

POSGRADO
CIENCIAS
QUIMICAS
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Tabla 29. Estabilidad: porcentaje de la cantidad de curcuminoides, muestras protegidas de

la iluminacién (5 °Cy 25 °C durante 3 meses) n=3

CLT80-Cur CLP407 -Cur PLT80-Cur PLP407-Cur
Sistema | Inicial 5°C 25 °C Inicial 5°C 25 °C Inicial 5°C 25 °C Inicial 5°C 25°C
(1g) (%) (%) (ug) (%) (%) (ug) (%) (%) (ug) (%) (%)
1 1.92 90.12 85.55 1.81 103.35 99.49 1.85 103.11 100.80 1.98 93.01 101.16
2 1.59 83.11 91.86 1.85 103.63 100.58 1.84 101.22 91.14 2.02 96.07 97.61
3 1.64 83.96 76.01 1.85 96.49 96.42 1.85 102.55 99.56 2.00 95.58 97.72
Media 1.72 85.7 84.5 1.84 101.2 98.8 1.85 102.3 97.2 2.00 94.9 98.8
S.D. 0.18 3.8 8.0 0.02 4.0 2.2 0.01 1.0 5.3 0.02 1.6 2.0
Solucién de curcuminoides
Sistema | Inicial 5°C 25°C
(ug) (%) (%)
1 1.97 82.03 46.70
2 2.01 85.95 45.47
3 1.94 86.14 50.27
Media 1.97 84.7 47.5
S.D. 0.04 2.3 2.5
S.D.: Desviacion estandar
Tabla 30. Estabilidad: porcentaje de la cantidad de curcuminoides, muestras expuestas a la
iluminacion Total (Fotoestabilidad) n=3
CLT80-Cur CLP407 -Cur PLT80-Cur PLP407-Cur
Sistema | Inicial Con S| nicial Con Sin | Inicial Con Sin_ | Inicial Con Sin
protecciéon | proteccion proteccion | proteccion proteccion | proteccion proteccion | proteccion
©8) (%) (%) ©8) %) %) ©8) (%) (%) ©8) (%) (%)
1 1.92 97.15 4.14 1.81 100.60 6.90 1.85 98.87 5.61 1.98 95.61 6.33
2 1.59 89.34 5.02 1.85 100.30 5.66 1.84 98.53 4.38 2.02 94.96 7.32
3 1.64 86.87 5.79 1.85 98.15 4.61 1.85 97.38 5.97 2.00 97.21 6.14
Media 1.72 91.1 5.0 1.84 99.7 5.7 1.85 98.3 5.3 2.00 95.9 6.6
S.D. 0.18 5.4 0.8 0.02 1.3 1.1 0.01 0.8 0.8 0.02 1.2 0.6
Solucién de curcuminoides
Sistema | Inicial Con. . Sin .
proteccion | proteccion
(ug) (%) (%)
1 1.97 74.71 12.00
2 2.01 80.65 16.66
3 1.94 83.06 22.25
Media 1.97 79.5 17.0
S.D. 0.04 4.3 5.1
S.D.: Desviacién estandar
POSGRADO
CIENCIAS
QUIMICAS
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Tabla 31. Estabilidad: porcentaje de inhibicién, muestras protegidas de la iluminacion
(5°Cy 25°C durante 3 meses) n=3

CLT80-Cur CLP407 -Cur PLT80-Cur PLP407-Cur
Sistema | Inicial 5°C 25°C Inicial 5°C 25°C Inicial 5°C 25 °C Inicial 5°C 25 °C
(ug) (%) (%) (1g) (%) (%) (ug) (%) (%) (ug) (%) (%)
58.97 85.4 86.1 58.47 96.1 90.8 55.10 90.7 96.8 55.7 101.6 99.0
1 57.51 98.2 85.6 59.30 94.7 82.1 57.64 89.1 98.2 53.1 98.3 92.0
59.36 93.5 85.2 60.04 96.3 86.6 60.35 89.0 95.6 58.8 95.6 88.5
60.32 102.9 93.3 62.79 101.5 87.3 60.43 96.0 102.4 58.8 102.1 107.0
2 60.16 97.7 93.7 62.08 96.6 90.4 61.99 93.3 98.2 60.6 106.4 109.9
64.88 99.3 93.6 55.47 100.1 88.0 62.85 97.2 92.1 60.8 107.8 108.4
64.89 103.6 95.6 62.18 94.2 99.0 60.47 97.2 85.8 60.2 102.5 118.6
3 62.66 98.4 95.9 61.63 93.5 101.3 61.87 97.4 76.9 61.4 107.0 106.8
62.97 93.6 98.7 63.60 104.7 98.7 60.42 96.9 77.0 56.7 108.8 107.4
Media 61.3 97.0 92.0 60.6 97.5 91.6 60.1 94.1 91.5 58.4 103.3 104.2
S.D. 2.6 5.5 5.0 2.6 3.8 6.6 24 3.6 94 2.8 4.5 9.4

S.D.: Desviacion estandar

Tabla 32. Estabilidad: porcentaje de inhibicién, muestras expuestas a la iluminacién Total
(Fotoestabilidad) n=3

CLT80-Cur CLP407 -Cur PLT80-Cur PLP407-Cur
Si .. Con Sin .. Con Sin .. Con Sin .. Con Sin
istema Inicial .. ., Inicial .. L. Inicial .. L. Inicial L. )
proteccion proteccion proteccion proteccion proteccion proteccion proteccion proteccion
(ug) (%) (%) (1g) (%) (%) (vg) (%) (%) (vg) (%) (%)
58.97 87.1 75.2 58.5 87.6 88.0 55.1 94.3 73.5 55.7 96.1 74.7
1 57.51 88.3 77.5 59.3 90.0 80.8 57.6 101.6 76.1 53.1 94.2 61.2
59.36 93.8 76.6 60.0 86.7 74.9 60.3 94.9 78.7 58.8 94.9 76.1
60.32 106.2 85.5 62.8 92.1 71.8 60.4 97.2 83.0 58.8 95.7 80.9
2 60.16 97.7 83.3 62.1 92.7 73.4 62.0 97.2 86.7 60.6 97.5 81.0
64.88 105.0 88.1 55.5 94.3 74.2 62.9 94.9 88.9 60.8 98.4 83.9
64.89 103.6 84.5 62.2 104.1 91.2 60.5 98.9 90.0 60.2 100.5 74.7
3 62.66 106.8 83.0 61.6 106.2 87.1 61.9 101.0 89.1 61.4 104.9 87.5
62.97 108.9 85.0 63.6 107.2 98.4 60.4 103.8 87.8 56.7 104.9 86.7
Media 61.3 99.7 82.1 60.6 95.7 82.2 60.1 98.2 83.8 58.4 98.6 78.5
S.D. 2.6 8.3 4.5 2.6 8.0 9.4 24 3.4 6.2 2.8 4.1 8.1
S.D.: Desviacion estandar
Tabla 33. Estabilidad: porcentaje de inhibicién, solucién de curcuminoides protegidos de
la iluminacién (5 °C y 25 °C durante 3 meses) y expuestos a la iluminacién Total
(Fotoestabilidad) n=3
.. .. Con . ..
. Inicial 5°C 25°C Inicial . Sin proteccién
Sistema proteccién
(ug) (%) (%) (ug) (%) (%)
61.0 60.2 58.0 61.0 96.0 99.9
1 58.5 57.5 51.3 58.5 90.6 105.1
59.7 59.2 59.1 59.7 94.8 108.1
58.3 61.5 57.9 58.3 102.0 105.2
2 59.5 63.9 52.0 59.5 102.5 109.3
62.4 67.5 57.9 62.4 102.2 113.3
57.8 66.8 52.0 57.8 101.6 122.0
3 63.5 64.9 58.9 63.5 99.6 113.0
59.3 68.1 56.8 59.3 103.5 109.2
Media 60.0 63.3 56.0 60.0 99.2 109.5
S.D. 1.9 3.9 3.3 1.9 4.4 6.3
S.D.: Desviacion estandar
POSGRADO
CIENCIAS
QUIMICAS
I
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Anexo VI. Curvas de calibraciéon
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Figura 32. Curva analitica de calibracion de curcuminoides, usando como medio de
disolucion etanol. La lectura se registr6 a 424.5 nm. Intervalo de concentraciéon de 0.4
ng/mL a 2.0 ng/mL, por triplicado a partir de una solucién stock.

0.30

0.25

y=0.1371x - 0.0054

0.20
R?=0.9936

0.15

Absorbancia

0.10
0.05

0.00
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Concentracion (pg/mL)

Figura 33. Curva analitica de calibracion de curcuminoides, usando como medio
disolucion Etanol:Agua (1:1 v/v). La lectura se registr6 a 428 nm. Intervalo de
cuantificacion de 0.4 pg/mL a 2.0 pg/mL, por triplicado a partir de una solucion

stock.
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Figura 34. Curva analitica de calibracién de curcuminoides, usando como medio
disolucién Etanol:Agua (1:1: v/v) en contacto con piel de oreja de cerdo durante 24
horas, transcurrido el tiempo se filtr6 (0.45 pm). La lectura se registr6 a 430 nm.
Intervalo de cuantificacion de 0.2 pg/mL a 1.6 pg/mL, por triplicado a partir de una

solucién stock.

Tabla 34. Pardmetros de las curvas de calibraciéon de curcuminoides

Pardmetros Especificacién Solucién Solucién Solucién
P Etanol Etanol - Agua | Etanol - Agua - Piel
Linealidad r2 > 0.9800 0.9997 0.9936 0.9998
. RT=97-103 %; o . Ve o. V= %. CV=
Exactitud CV<3% 99%; CV=12.2 98%; CV=1.2 101%; CV=10.7
CvV , =188 CV =261 CV ,=3.05
Repetibilidad CV<3% CV,=130 CV,=1.66 CV,=243
CvV,=133 CVv,=0.89 CV,=0.35
Limite
Cuantificacion 0.04 pg / mL 0.01pg / mL 0.05 pg / mL
Limite Deteccién 0.01 pg / mL 0.004 pg / mL 0.02 pg / mL

El limite de cuantificacion (LC) y el limite de deteccién (LD) se determinaron por

medio de las siguientes formulas:

(Desv. est.)*10 (Desv. est.)*3.3
= = LD = ——~ -~

LC G ; :
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Four formulations of nanostructured lipid carriers (NLC) loaded with curcuminoids where prepared, testing two
types of solid lipids (Compritol® 888 ATO and Precirol® ATO 5) and two kinds of stabilizers (poloxamer 407 and
polysorbate 80). Particle size values between 111 and 214 nm and polydispersity indices < 0.3 were registered,
with low Z potential values due to the nonionic character of the stabilizers. The results showed that the type of
surfactant had an impact on the in vitro release rate and on the ex vivo skin permeation capability of curcumi-
noids. Polysorbate 80 delayed the release, but favors the transport of a higher amount of curcuminoids to the
receptor solution during the ex vivo permeation studies than the systems with poloxamer 407. Confocal mi-
croscopy confirmed that all systems favored the penetration of curcuminoids to deeper layers of the skin and in a
greater amount than curcuminoids in solution. Exposure of the systems to intense radiation caused the de-
gradation of curcuminoids, without loss of antioxidant activity, confirming that the degradation products also
function as antioxidants. The NLC prepared can be valuable carriers to enhance the penetration of curcuminoids
into the skin, to treat different disorders and skin diseases.

Keywords:

Curcuminoids

Antioxidant activity
Nanostructured lipid carriers
Skin penetration

Stability

In the case of skin, numerous efforts have been made to prevent or
treat various conditions (e.g., skin tumors, skin aging, and different
cutaneous diseases) that result from the presence of free radicals
(Baek and Lee, 2016; Hussain et al., 2017a; Thangapazham et al., 2007;
Abrahams et al., 2019). Topical delivery is the method of choice to treat

1. Introduction

A large number of diseases are attributed to oxidative stress
(Baek and Lee, 2016). However, the generation of free radicals occurs
not only by exposure to various environmental factors but also as a

result of the body's own metabolic processes (Edwin, 2016; Lu et al.,
2019; Giraud et al., 2019). In recent years, food, nutritional supple-
ments. and medications with antioxidant activitv have eained ereatr
relevance, among them curcuminoids, because of their recognized an-
tioxidant and anti-inflammatory activities (Hussain et al., 2017b;
Jordan et al., 2016). These compounds act primarily by trapping free
radicals (reactive oxygen and nitrogen species), improving the perfor-
mance of enzymes with free radicals scavenging activity (e.g., glu-
tathione peroxidase), and inhibiting the effect of enzymes capable of
generating free radicals (e.g., xanthine oxidase/hydrogenase)
(Rafiee et al., 2019).

= Corresponding author.
E-mail address: ganemq@hotmail.com (A. Ganem-Rondero).

https://doi.org/10.1016/j.ejps.2020.105533

skin diseases because of the possibility of circumventing the first-pass
metabolism, maintaining a concentration of drug at the site of action for

lone nerinds. and reducine the svstemic side effects (as comnared to
oral and parenteral administration) (Khosa et al., 2018). However, the

direct application of curcuminoids to the skin is restricted by various
factors such as their low water solubility, instability (e.g., photo-de-
gradation and chemical instability), and the natural barrier that re-
presents the stratum corneum. Therefore, to improve their penetration
into the skin, both physical and chemical absorption enhancers have
been used, as well as the formulation in nanocarriers (Hussain et al.,
2017b; Rafiee et al., 2019; Chen et al., 2016). Among them, solid lipid
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nanoparticles (SLN) and nanostructured lipid carriers (NLC) have been
developed as alternative release systems to emulsions, liposomes and
polymeric nanoparticles, attracting the attention of various research
groups because of the biocompatibility, ease of preparation, cost-ben-
efit, and the possibility of being produced on a large scale. NLC have
shown better characteristics than SLN due to their less organized
structure, composed of a mixture of solid and liquid lipids, which allows
enhancing drug loading and prevents drug leaching out during storage
(Khosa et al., 2018). Furthermore, NLC have received particular at-
tention due to the possibility of achieving prolonged release and be-
cause they can act as absorption enhancers (Pardeike et al., 2009).
Several authors have formulated curcuminoids in NLC, finding pro-
mising results in relation to free drug. For example, Chen et al. (2016),
formulated and characterized NLC and NLC-gel loaded with curcumin,
demonstrating a significant anti-inflammatory effect in mice auricle
edema; Aditya et al. (2013) formulated curcumin and/or genistein in
NLC, improving the stability in simulated gastric and intestinal media
and increasing the growth inhibition of prostate cancer cells and
Rashidzadeh et al. (2019) reported promising results with curcumin-
loaded NLC for the treatment of malaria. With this in mind, this work
focuses on the preparation and characterization of NLC loaded with
curcuminoids, with the aim of promoting their penetration and en-
suring their antioxidant action when administered to the skin, thereby
helping to counteract the problems that result from the presence of free
radicals.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Curcuminoids were purchased from Sigma-Aldrich as curcumin
from Curcuma longa (Tumeric) with a purity of 81% (St. Louis, MO,
USA). Solid lipids: Compritol®* 888 ATO (Glyceryl dibehenate),
Precirol® ATO 5 (Glyceryl distearate), Labrafil® M 2130 CS (Lauroyl
polyoxyl-6 glycerides), Gelot™ 64 (Mono and Diglycerides and Polyoxyl
stearate), Apifil® (Peg-8 beeswax), Gelucire® 44/14 (Lauroyl Polyoxyl-
32 glycerides) and Suppocire® AP (Saturated polyglycolysed glycerides)
from Gattefossé (France) were kindly donated by Lyontec (Mexico).
Soya lecithin was provided by Reactivos Quimica Meyer (Mexico), and
stearic acid by Merck (USA). Liquid lipids: Labrafac™ Lipophile WL
1349 (Medium chain triglycerides), Labrasol® (Caprylocaproyl
Polyoxyl-8 glycerides), Lauroglycol™ FCC (Propylene glycol mono-
laurate, type I) and Capryol™ 90 (Propylene glycol monocaprylate, type
IT) from Gattefossé (France) were provided by Lyontec (Mexico).
Isopropyl myristate and caprylic/capric triglycerides were purchased in
Drogueria Cosmopolita (Mexico), and glycerin was provided by La
Corona Soap Factory (Mexico). Surfactants: Pluronic® F-68 (Poloxamer
188) and Pluronic® F-127 (Poloxamer 407) were obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) and Tween® 80 (Polysorbate 80) was
Corona Soap Factory (Mexico). Surfactants: Pluronic® F-68 (Poloxamer
188) and Pluronic® F-127 (Poloxamer 407) were obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) and Tween® 80 (Polysorbate 80) was
purchased from Hycel de México. For confocal microscopy the fol-
lowing materials were used: Bovine serum albumin pH 7.0 = 98%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), Triten® X-100 (USB™, USA), an-
hydrous glycerol (J.T. Baker, Mexico), Hoechst 33,342 (Thermo
Scientific, Germany), In vitrogen® molecular Probes® Rhodamine
Phalloidin TRITC (Thermo Fisher Scientific, USA) and sodium chloride
(Fermont, Mexico). Water was obtained from a Milli-Q® system
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2.2. Preparation of nanostructured lipid carriers (NLC) containing
curcuminoids

To select the lipids used in the preparation of the NLC, the solubility
of the curcuminoids was tested in each of the solid lipids and liquid
lipids mentioned in the list of materials, at 75 °C, under constant stir-
ring. This test was qualitative, observing the presence or absence of the
undissolved drug. With the lipids in which the curcuminoids were so-
luble, binary mixtures of solid lipid:liquid lipid in proportion 85:15
were prepared (this proportion was chosen according to previous ex-
periences) (Lopez and Ganem, 2015), determining the solubility of
curcuminoids. The results of the solubility tests are shown in the sup-
plementary material of this article.

After this screening, a serie of NLC systems were prepared according
to a 27 factorial design, by the high shear homogenization method.
Briefly, the process consisted in preparing an oil phase (the mixture of
solid lipid:liquid lipid 85:15 and curcuminoids), and an aqueous phase
(surfactant in water 1% w/V). Each phase was heated at 75 °C in a water
bath, under magnetic stirring for 15 min. The colloidal dispersion was
produced by pouring the aqueous solution into the oil phase, stirring at
15,000 rpm for 5 min at 75 °C using an Ultra Turrax® T18 Basic (IKA®,
Germany), pre-heating the tool to 75 °C. Finally, the NLC solidified by
cooling the colloidal dispersion in a water bath at 2 °C for 15 min.

The following factors were considered for the experimental design:
type of solid lipid (Compritol® 888ATO and Precirol® ATO 5), type of
surfactant (Pluronic® F-127 and Tween® 80), and surfactant con-
centration (1 and 3% w/v). Labrasol® was selected as the liquid lipid for
all systems. The particle size (PS) and the polydispersity index (PI) of
these systems were determined using a Zetasizer Nano-ZS90, Malvern
Instruments (Worcestershire, West Midlands, United Kingdom). The
systems with the lowest PS and PI, as well as those remaining stable for
at least one week (without significant changes in PS and PI), were se-
lected for subsequent studies.

2.3. Characterization of NLC containing curcuminoids

The percentage of curcuminoids trapped into the lipid matrix (en-
trapment efficiency, EE) was determined as follows: a volume of 10 mL
of the NLC dispersion was placed in a conical tube and was centrifuged
at 12,000 rpm (Centrifuge Z326K, HERMLE, Germany) for 2 h at 10 °C.
The supernatant (containing the NLC) and the sediment (free curcu-
minoids), were extracted separately and dissolved in ethyl alcohol. In
both cases, the systems were vortexed (IKA®, Germany) for 10 min at
16,000 rpm to facilitate dissolution of curcuminoids and were filtered
through a 0.45 pm membrane (Merck Millipore, Ltd). The content of
curcuminoids was analyzed by UV spectrophotometry at 424.5 nm
(Spectrophotometer U-5100, Hitachi, Japan).

The process efficiency (PE) was performed using placebos, following
the method for EE until the point of centrifugation and separation of
supernatant and sediment. Both fractions were lyophilized (Lyophilizer,

The process efficiency (PE) was performed using placebos, following
the method for EE until the point of centrifugation and separation of
supernatant and sediment. Both fractions were lyophilized (Lyophilizer,
Labconco freeZone 2.5, United States) and weighed separately.

All determinations were carried out in triplicate at 25 °C. The per-
centage of entrapment efficiency (%EE), process efficiency (%PE) and
loading capacity (LC) were calculated using Eqs. (1), (2) and (3), re-
spectively:

w NLC
%EE:[ V drug LC]

(Millipore® Corp., MA; USA). For antioxidant activity the following Wiotal drug 1)

materials were used: ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonate)) ammonium salt, was purchased from Roche diagnostic PE = (W NLC Plﬂ('t’boj

(Germany); potassium persulfate, adquired from Sigma-Aldrich (St W total solids 2)

Louis, MO, USA) and sodium phosphate monobasic =99.0% from J.T. . .

Baker (Mexico). All the reagents were of analytical grade and were used — W drug NLC

without further purification. (W total solids)(xPE) (3)
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where W drug NLC is the amount of curcuminoids loaded in the NLC; W
total drug is the amount of curcuminoids originally added to prepare de
NLC; W NLC placebo is the amount of lipids transformed into NLC; W
total solids is the amount of total lipid plus surfactant added to prepare
the NLC; yp is the fraction of process efficiency. To ensure that 100%
of curcuminoids were recovered, the same quantification method was
performed using loaded placebos.

The particle size (PS), polydispersity index (PI) and zeta potential
(Z) of the nanoparticle systems were determined using a Zetasizer
Nano-ZS90, Malvern Instruments (Worcestershire, West Midlands,
United Kingdom) at 25 “C with a detection angle of 90 “C. The analysis
was carried out by diluting 145 pL of the sample with 1.2 mL of distilled
water. All samples were analyzed in triplicate, calculating the average
value = SD.

NLC were examined using a transmission electron microscope (JEM-
1010, JEOL, USA). A drop of the NLC dispersion was applied over a
copper grid, and was coated with Formvar for 2 min to form a thin film.
To improve the contrast, the film was stained with a drop of phos-
photungstic acid (1% w/v) removing the excess with a filter paper,
allowing the grid to dry at room temperature for analysis.

2.4. In vitro release of curcuminoids from NLC

The in vitro release rate of curcuminoids from NLC was followed for
24 h by the dialysis method, evaluating the four systems shown in
Table 1: CLT80-Cur, CLP407-Cur, PLT80-Cur, PLP407-Cur, and a cur-
cuminoid solution in ethanol: water (1:1 v/v) as a reference. The de-
termination was carried out using a dialysis membrane 10 cm long with
a MW cutoff of 6-8 kDa (dialysis tube Spectrum Laboratories, Inc.,
Switzerland). In all cases, either for NLC or for the solution, an amount
equivalent to 50 pg of curcuminoids was placed in the dialysis bags. The
dialysis bags were immersed in closed containers with the release
medium consisting of 25 mL of ethanol-water (1:1), which was main-
tained at 37 °C in a water bath, under constant stirring, using a multi-
stirrer IKA-WERKE (model RO-15, Germany). At defined time intervals,
2 mL of the receptor medium were withdrawn, replacing them im-
mediately with an equal volume of fresh medium at 37 “C. The samples
taken were filtered through 0.45 pm membranes (Merck Millipore, Ltd,
USA). The concentration of drug was determined by spectro-
photometry, using a spectrophotometer HITACHI (model U-5100,
Japan) at 428 nm. The experiment was carried out in triplicate. The in
vitro release data were fitted to different mathematical models such as
zero order, first order, Higuchi, and Korsmeyer-Peppas. For this,
DDsolver software was used, which provides a series of statistical cri-
teria to evaluate the goodness of the fit to the models such as correla-
tion coefficient (R?), Akaike criterion (AIC), and the model selection
criterion (MSC).

2.5. Ex vivo permeation of curcuminoids through pigskin
Porcine ear skin and Franz diffusion cells were used for this study.

Table 1

Composition of nanostructured lipid carriers (NLC) loaded with curcuminoids (Cur).

tests. All systems contain Labrasol® (L).
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The pig's ear skin was removed from the cartilage without removing the
hair and was stored at —20 °C until its use.

The thickness of the skin was made uniform to approximately
750 pum, using a dermatome (Zimmer 901, USA). Once the skin was
rinsed with physiological saline solution, it was clamped between the
donor and the receptor compartment of the Franz cells, with the
stratum corneum towards the donor compartment (diffusion area 0.78
cm?). The receiving medium was 2 mL of ethanol-water (1:1) main-
tained at 37 °C in a water bath, and under constant stirring during the
whole experiment using a multi-stirrer IKA-WERKE (model RO-15,
Germany). After reaching the bath temperature, 0.5 mL of curcumi-
noids formulated in the NLC dispersion at a concentration of 100 pg/ml
were placed into the donor compartment. The same volume of a solu-
tion of curcuminoids in ethanol:water (1:1 v/v) containing 100 pg/mL
was used as a reference. At regular time intervals (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8
and 24 h) samples of the receptor medium (2 mL) were taken, replacing
immediately the volume with fresh medium, previously heated at 37 “C.
The samples were centrifuged at 12,000 rpm for 30 min (Centrifuge
EBA 12 Hettich Zentrifugen, Germany) and the amount of curcuminoids
in the receptor solution was determined by spectrophotometry, using a
spectrophotometer HITACHI (model U-5100, Japan) at 430 nm. The
experiment was carried out in sextuplicate. The flux and the perme-
ability coefficient were calculated for all formulations and for the
curcuminoid solution.

2.6. Penetration depth and distribution profile of curcuminoids in ex vivo
skin by confocal laser scanning microscopy

The distribution pattern of curcuminoids in the skin was determined
by confocal laser scanning microscopy. Once the permeation studies
were completed, the excess of formulation was removed from the sur-
face of the skin, rinsing the skin three times with 0.9% saline solution.
Then, the skin samples were frozen and stored until analysis by confocal
laser microscopy.

The analysis was carried out by the technique of specific fluores-
cence labeling. For this, the permeated area (0.78 cm?) was permea-
bilized with a 1% Triton X-100 solution in 0.9% saline solution for
20 min, at 37 °C in an MRC incubator (orbital shaker incubator,
Germany) at 50 rpm with oscillatory movement. Then, it was blocked
with a 1% albumin solution in 0.9% saline for 90 min, under the same
incubation conditions. In order to establish the top and the bottom of
the skin, the samples were incubated with a mixture of a solution of
10 pg/ml of rhodamine-conjugated phalloidin and a solution 1:1000 of
Hoechst in PBS. Finally, the samples were placed on a slide, adding one
drop of glycerol - 0.9% saline solution (1:1 v/v) as a moisturizer, cov-
ering with a coverslip. Once the skin was sandwiched between the glass
slide and the cover slip, images were obtained with an inverted laser
scanning confocal microscope (Leica TCS SP8, Germany), equipped
with an argon laser, without any additional skin processing, fixation, or
mechanical sectioning. The excitation and emission wavelengths used
were 488 nm and 550 nm, respectively. Examination of the skin was

The four formulations shown are those that were selected from the optimization

Formulation Drug (mg) Solid lipids Liquid lipid Surfactant Water (mL)
Compritol® 888 ATO (g) Precirol® ATO 5 (g) Labrasol® (g) Tween 80 (g) Poloxamer 407 (g)

CLT80-Cur 5.0 0.850 - 0.150 0.5 - 50

CLP407-Cur 5.0 0.850 - 0.150 - 0.5 50

PLT80-Cur 5.0 - 0.850 0.150 0.5 - 50

PLP407-Cur 5.0 - 0.850 0.150 - 0.5 50

Tween 80 = Polysorbate 80, Pluronic F-127 = Poloxamer 407.

CLT80 = Compritol/Labrasol/Tween 80; CLP407 = Compritol/Labrasol/Poloxamer 407.
PLT80 = Precirol/Labrasol/Tween 80; PLP407 = Precirol/Labrasol/Poloxamer 407.
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carried out using a numerical aperture of 20X/0.4, analyzing the
images with the Leica Las X software. Each formulation was analyzed in
triplicate with its respective placebo, and as a control, the curcuminoid
solution.

2.7. Analytical methods for the quantification of curcuminoids

The amount of curcuminoids was determined by a UV spectro-
photometric method using a Hitachi spectrophotometer (model U-
5100, Japan). In all cases, calibration curves were prepared evaluating
specificity, linearity, repeatability, and accuracy (Rapalli et al., 2020).
The conditions in each case were the following:

(a) Determination of the amount loaded in the NLC. Solvent: ethanol;
concentration range: 0.4 pg/mL - 2.0 pg/mL. The reading was re-
corded at 424.5 nm.

(b) Quantification in the in vitro release studies. Solvent: Ethanol:water
(1:1); concentration range: 0.4 pg/mL - 2.0 pg/mL. The reading was
recorded at 428 nm.

(c) Quantification in the ex vivo permeation studies. Solvent:
Ethanol:water (1:1), in contact with pig's ear skin for 24 h, filtering
subsequently through a 0.45 pm membrane. Concentration range:
0.2 pg/mL - 1.6 pg/mL. The reading was recorded at 430 nm.

The curcumin spectra in each of the media are included in the
Supplementary material.

2.8. Stability test

Three different batches were prepared for this evaluation, analyzing
each one in triplicate. The formulations were stored protected from
light in amber glass containers (5 ml volume, 1.5 cm in diameter) at
5 °C and 25 °C, for a period of 3 months. The physicochemical stability
was evaluated one day after its manufacture and three months later,
measuring PS, PI, Z potential, curcuminoid content and antioxidant
activity. The percentage of curcuminoids was calculated according to
Eq. (4):

% curcuminoids = (QJIOO
Co 4
where ¢f = Amount at time t and Co = Initial amount.

Additionally, a photostability study was carried out where the NLC
formulations containing curcuminoids were stored in glass containers
(5 ml volume, 1.5 cm in diameter) at 25 “C. Two conditions were tested:
with light protection (dark control) and without protection, exposing
the samples to a global illumination of no less than 1.2 million lux-hour
and an integrated near ultraviolet energy of not less than 200 W hour/
m? during nine days. The determinations of PS, P, Z potential, curcu-
minoid content and antioxidant activity were evaluated one day after
the preparation of the systems and after being exposed to radiation. The
measurements were made in triplicate for each system.

2.9. Antioxidant activity

This test was performed using the ABTS™ colored test, a method
proposed by Re et al. (1999) with some modifications. Briefly, 7 mM
ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)) were reacted
with 5 ml of an aqueous solution of potassium persulfate 2.45 mM, for
16 h, at room temperature, protected from light. After this time, ap-
proximately 1 mL of the colorful assay was diluted with 100 ml of a pH
7.4 buffer solution. The absorbance of ABTS™ diluted in the buffer
solution was determined at 734 nm (the reading of this solution was
approximately 0.70 = 0.02, using an empty cell for zero adjustment).
The curcuminoids were extracted from the lipid formulations using a
methanol:water solution (1:1 v/v), centrifuging at 12,000 rpm for
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30 min at room temperature. A volume of 100 pL of this solution was
taken and added to 1.9 mL of a diluted ABTS" solution, stirring
manually for 7 min. The absorbance was measured at 734 nm. The
solution without any sample was used as the control. The antioxidant
effect was expressed in terms of the reduction of the ABTS* absorbance
referred to as the percentage of inhibition according to Eq. (5).

% inhibition = [1 — (if) l 100

Ao (5)

where Ay is the absorbance in the presence of the sample and A, is

the absorbance of the control reaction. The% inhibition of curcumi-

noids included in the NLC was compared with that obtained for a so-
lution of curcuminoids in methanol under the same conditions.

2.10. Statistical analysis

The results were expressed as the mean = standard deviation. Data
were analysed using one-way ANOVA and the Tukey post-hoc test or
the Student's t-test to evaluate differences between groups of data. The
level of significance was fixed at p < 0.05.

3. Results and discussion
3.1. Preparation of NLC loaded with curcuminoids

The preparation of NLC loaded with curcuminoids was based on a
method previously reported (Rapalli et al., 2020). This method was
optimized, studying the influence of the following factors: type of solid
lipid (regarding the liquid lipids tested, only Labrasol gave good solu-
bility results), type of surfactant, and concentration of surfactant. The
proper selection of these parameters had an important impact on par-
ticle size and polydispersity index (Salvi and Pawar, 2019).

Those lipids that gave better results in terms of high curcuminoid
solubility and good NLC characteristics, such as PS and PIL were
Compritol® 888 ATO and Precirol® ATO 5 as solid lipids and Labrasol®
as a liquid lipid. This was done, taking into account that a greater so-
lubility of the drug in the lipid mixture results in a higher entrapment
efficiency and a lower leakage of the drug from the lipid matrix
(Salvi and Pawar, 2019). Regarding the type of surfactant, poloxamer
407 (Pluronic® F127) and polysorbate 80 (Tween® 80), both at 1% (w/
v) allowed to obtain NLC with a unimodal particle size distribution.
These two surfactants were selected, because in addition to obtaining
NLC with adequate characteristics in terms of PS and PI, there is enough
evidence of their safety (Doktorovova et al., 2016). These surfactants
were also tested at 3% (w/v), but the distributions were multimodal, so
the following studies were conducted using a surfactant concentration
of 1%. Then, tests were performed with the four formulations shown in
Table 1. In summary, the following materials were used to prepare NLC
loaded with curcuminoids: 85% solid lipids [Compritol® 888 ATO (C) or
Precirol® ATO 5 (P)]; 15% liquid lipid [Labrasol® (L)]; polysorbate 80
(T80), and poloxamer 407 (P407) as surfactants at a concentration of
1% (w/v).

3.2. Characterization of NLC loaded with curcuminoids

Table 2 shows the results of the characterization of the four for-
mulations. The parameters measured were: Particle size (PS), poly-
dispersity index (PI), Z Potential (Z), entrapment efficiency (EE), pro-
cess efficiency (PE), and loading capacity (LC). Likewise, morphology
was visualized by transmission electron microscopy.

The average particle size of the four formulations loaded with cur-
cuminoids was between 111 and 214 nm (Table 2). According to var-
ious reports (Khosa et al., 2018; Chen et al, 2016; Salvi and
Pawar, 2019; Doktorovova et al., 2016), this particle size is suitable for
topical application, as it allows contact with the skin surface and favors
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Table 2

pean Journal of Phar ical Sciences 155 (2020) 105533

Characteristics of the prepared NLC. Particle size (PS); Polydispersity Index (PI); Z Potential (Z); Entrapment Efficiency (EE); Loading capacity (LC) and Process
Efficiency (PE). All systems contain Labrasol® (L). Results are displayed as mean = SD (n = 3).

Formulations Parameters
PS (nm) PI Z (mV) EE (%) LC (pg/mg) PE (%)
CLT80-Cur 2139 = 8.1 0.20 = 0.02 —155 * 0.6 79.70 = 1.0 263 = 003 929 = 21
CLP407-Cur 1409 = 151 0.24 = 0.04 -7.2 = 0.9 B86.67 = 3.1 318 = 011 91.7 = 33
PLT80-Cur 1484 = 6.6 0.20 = 0.02 146 + 09 90.36 = 1.5 297 + 0.05 90.4 = 3.2
PLP407-Cur 111.7 = 7.9 0.24 = 0.02 —41 = 0.6 96.89 = 0.3 3.26 = 0.01 939 = 45
Cur = curcuminoids; Tween 80 = Polysorbate 80; Pluronic F-127 = Poloxamer 407.
CLT80 = Compritol/Labrasol/Tween 80; CLP407 = Compritol/Labrasol/Poloxamer 407.
PLT80 = Precirol/Labrasol/Tween 80; PLP407 = Precirol/Labrasol/Poloxamer 407.
Size (dnm): %Int. PKSD(dnm): EstMW(kDa)  Start(mL)  End(mL)
Peak1: 201.1 1000 1143 1.63e5 0.00 0.00
Size Distribution by Intensity
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Fig. 1. Particle size distribution, as well as a representative image obtained by TEM, of one of the curcuminoid-loaded NLC systems (CLT80-Cur). C (Compritol® 888

ATO); L (Labrasol®); T80 (Tween® 80); Cur (curcuminoids).

its adhesiveness, prolonging contact. On the other hand, the penetra-
tion of NLC through the hair follicles should also be considered, con-
stituting another route of entry. From these two routes, it is possible for
a deposit to form, from which the active substance can be gradually
released to reach deep layers of the skin (Garces et al., 2018). The
polydispersity index for all systems was less than 0.3, which is in-
dicative of uniformity in the particle size of the NLC suspension
(Khosa et al., 2018). As a representative example, Fig. 1 shows the
particle size distribution for the CLT80-Cur system, where a unimodal
distribution is observed. Similar distributions were obtained for the rest
of the systems.

The Z potential analysis contributes to understand the stability of
the suspended particles through electrostatic repulsion between them.
Although in theory the dispersions require at least a Z potential
of + 30 mV for electrostatic stabilization (Khosa et al., 2018;
Thatipamula et al., 2011), as shown in Table 2, the systems presented
much smaller Z potentials. The two formulations based on Tween 80
(CLT80-Cur and PLT80-Cur) had higher values (—15.5 and —14.6 mV,
respectively) than those containing poloxamer (—7.2 mV for CLP407-
Cur, and —4.1 mV for PLP407-Cur), which can be attributed to the
presence of some anionic impurities (e.g., free fatty acids) in Tween as a

commercial product (Kharat et al., 2018). In general, the Z potential
values found are in agreement with those reported by other authors
(Friedrich et al., 2015), since both are non-ionic surfactants, whose
stabilizing effect is attributed mainly to the steric effect they impose
when located at the particle/water interface, which prevents their ag-
glomeration (Khosa et al., 2018; Friedrich et al., 2015; Som et al.,
2012). To assess the amount of curcuminoids retained in the lipid
matrix, entrapment efficiency (EE), process efficiency (PE), and loading
capacity (LC) were determined. In general, a high EE was obtained for
all systems (between 79.7 and 96.89%). This can be attributed to sev-
eral factors: (i) The hydrophobic characteristics of curcuminoids that
favor affinity with the components of the NLC, (ii) the selection of li-
quid and solid lipids, which was carried out through solubility studies,
choosing those where the curcuminoids were most soluble, and (iii) the
disorganized structure of the NLC, which allows a high incorporation of
curcuminoids into the nanoparticle system. As Table 2 shows, the
highest EE was obtained with Precirol-based systems (PLT80-Cur and
PLP407-Cur). Regarding the LC, this was higher for systems containing
poloxamer 407 as stabilizer (3.18 and 3.26 pg/mg) than for systems
with Tween 80 (2.63 and 2.97 pg/mg). Finally, a PE greater than 90%
was found in all cases. A micrograph obtained by TEM, representative
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of one of the four formulations (CLT80-Cur) appears in Fig. 1. In gen-
eral, the observed sizes were consistent with those determined by dy-
namic light scattering.

3.3. In vitro release profile of curcuminoids from NLC

As presented in Fig. 2, the highest amount released and the highest
release rate corresponded to the formulations with poloxamer 407 (on
average 73% for PLP407 and 89% for CLP407 at 9 h). The curcuminoid
solution presented a profile very similar to that of the PLP407 system.
The release rate for systems with Tween 80 was slower and according to
the profiles shown, a prolonged release could be assumed (about 38%
released from CLT80 and 43% from PLT80 at 9 h).

In order to understand the predominant mechanism of release, the
choice of a suitable mathematical model, to which the data obtained fit,
allows to predict what happens in the release process. For this, the
DDsolver program provides a series of statistical criteria to assess the
goodness of the fit such as the correlation coefficient (R?), the Akaike
criterion (AIC), and the model selection criterion (MSC). Table 3 shows
the kinetic parameters obtained from the release profiles of each for-
mulation.

To better understand the release profile of each system, it was
decided to separate the analysis into two groups. The first one con-
sisting of the systems containing polysorbate 80 (PLT80-Cur and
CLT80-Cur), finding that they had high correlation coefficients of 0.97,
AIC = 50 and MSC = 3.5 for zero order models and for Peppas-
Korsmeyer. In fact, there is a correlation between the two models, that
is, in the case of the Peppas and Korsmeyer model, an exponent “n” very
close to 1 was found, which would correspond to a “transport case 117,
referenced as a zero order release. Therefore, these two formulations
had a constant release rate in relation to time, independent of the solute
concentration. In the case of the second group, formed by the systems
containing poloxamer 407 (CLP407-Cur and PLP407-Cur), the release

Table 3
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Fig. 2. The in vitro release profile of different
formulations loaded with curcuminoids, using
the dialysis method and as receptor medium an
ethanol-water solution (1:1) at 37 °C. C
(Compritol® 888 ATO); P (Precirol® ATO 5); L
(Labrasol®); T80 (Tween® 80); P407
(Poloxamer 407); CUR (curcuminoids); Sol.

—8—PLT80 - Cur

—8—CLT80 - Cur

(Solution). The points correspond to the

PLP407 - Cur average of the results and the error bars re-
present the standard deviation (n = 3). (For

CLPA407 - Cur interpretation of the references to color in this

e— Sol. Cur figure legend, the reader is referred to the web

version of this article.)

profiles conformed to a first-order kinetics, with a correlation coeffi-
cient above 0.93, AIC = 55 and MSC = 2.7, demonstrating that they
are concentration dependent. This agrees with what has been reported
by other authors (Khosa et al., 2018) who found a rapid initial release
(even with burst effect) due to the presence of drug on the surface of the
NLC, followed by a prolonged release of the drug that is inside the
particles. The release may be controlled by the diffusion of the drug
and/or the erosion of the lipid matrix, depending on the composition of
the lipids. The type of stabilizer is also important, as it can influence the
action of enzymes on the particles. In the case of steric stabilizers such
as those used in this work, a slower degradation would be expected due
to the steric effect that could work as a kind of shield (Khosa et al.,
2018).

3.4. Ex vivo permeation of curcuminoids through pigskin

In general, it has been reported that NLC can function as permeation
enhancers. This is attributed to several factors (Chen et al., 2016;
Re et al., 1999; Beloqui et al., 2016; Carter et al., 2019): (i) NLC are able
to establish a close interaction with the skin surface forming a hydro-
phobic film. This causes an occlusive effect that prevents the loss of
transepidermal water and increases skin hydration, generating a more
loose packing on both corneocytes (with inter-corneocyte gaps opening)
and lipids (increasing their fluidity). (ii) The surfactants used as stabi-
lizers of the NLC are also able to interact with the components of the
skin (i.e., lipids and proteins) causing the disruption of the skin struc-
ture. (iii) NLC are capable of forming a reservoir by entering the in-
terstices of the skin (e.g., wrinkles) or hair follicles, releasing the drug
from that site. This promotes the penetration of drugs by forming a high
concentration gradient in the skin.

According to the results obtained in this work, the systems with
which a greater amount of curcuminoids reached the receptor medium
were those containing polysorbate 80 (Fig. 3). The reason for the result

Correlation coefficient (Rz), Akaike Criteria (AIC) and model selection criteria (MSC) for different mathematical models and “n” release exponent for the Peppas-

Korsmeyer model.

Formulations Models n
Zero Order First order Higuchi Peppas - Korsmeyer
RZ CAIC) (MSC)
CLTS80 - Cur 0.971p 62 B4 0.8470 &9 00 0.7484 72 012) 0.9816 50 28 1.14
PLT80 - Cur 0.9765 {50} (3.5) 0.8578 67) (1.7) 0.7799 7n .3 0.9780 (52) (3.6) 1.04
CLP407 - Cur 0.8527 (65) (1.7 0.9449 (58) (2.7) 0.7634 26) (1.0Y 0.9807 (16) (3.4 1.04
PLP407 - Cur 0.7038 @O (1.1 0.9348 58 27N 0.7659 @7 0.0 0.9874 16 &7 1.06

Cur = Curcuminoids; Tween 80 = Polysorbate 80; Pluronic F-127 = Poloxamer 407.

CLT80 = Compritol/Labrasol/Tween 80; CLP407 = Compritol/Labrasol/Poloxamer 407.

PLT80 = Precirol/Labrasol/Tween 80; PLP407 = Precirol/Labrasol/Poloxamer 407.

AIC: The model with a low value is considered appropriate; MSC: The model with a high value is considered appropriate (values between 2 and 3 mean a good fit).
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Table 4
Flux values and permeability coefficients obtained from the permeation data of
the different formulations. Results are displayed as mean + SD (n = 6).

Formulation  Flux Permeability Total amount ER'

(ugem 2h™ 1) coefficient permeated (ug)

(1 x10h (emh™1)

1 =107
CLT80-Cur 1.95 = 0.62 48 = 15 1.98 1.60
CLP407-Cur  1.20 + 0.41 26 = 08 1.23 0.87
PLT80-Cur 1.65 = 031 3.5 = 06 1.98 116
PLP407-Cur 0.92 + 0.47 1.9 £ 09 118 0.62
Sol. Cur 1.33 = 035 30 £ 08 1.40 —
Cur = curcuminoids; Tween 80 = Polysorbate 80; Pluronic F-

127 = Poloxamer 407.
CLT80 = Compritol/Labrasol/Tween 80; CLP407 =
Pluronic F127.
PLT80 = Precirol/Labrasol/Tween 80; PLP407 = Precirol/Labrasol/Pluronic
F127; Sol. (Solution).

1 ER (Enhancement ratio) =
Permeability coefficient of solution.

Compritol/Labrasol/

Permeability coefficient of formulation/

is attributed to the fact that polysorbate 80 (polyoxyethylene mono-
oleate (20) sorbitan) has a chain of 18 carbons with a ¢is unsaturation in
position 9-10, which is able to intercalate between the lipid chains of
the stratum corneum, causing a "fluidization” of the lipid matrix, which
implies an increase in lipid disorder. This means that it would be acting
as a permeation enhancer, favoring the transport of curcuminoids
through the skin. Because its structure is very similar to that of oleic
acid, it would be expected that its mechanism as enhancer will be very
similar (Silva Favacho et al., 2020). The flux value, permeability coef-
ficient, and the total amount in the receptor medium, were higher for
systems with polysorbate 80 (Table 4). In fact, the enhancement ratio
(ER = permeability coefficient of the formulation/permeability coef-
ficient of solution), presented in Table 4, shows values of 1.60 for the
CLT80-Cur and 1.16 for the PLT80-Cur. On the contrary, the poloxamer
systems had ER values lower than 1, which implies that there was a
delay in permeation with this surfactant, especially for the formulation
with Precirol (PLP407-Cur) with an ER = 0.63. Regarding the solution,
the fact of containing water:ethanol (1:1 v/v) did not promote more
permeation than polysorbate systems, despite the well-known enhan-
cing properties of ethanol.

3.5. Penetration depth and distribution profile of curcuminoids in ex vivo
skin by confocal laser scanning microscopy

It is well-known that oxidative stress influences numerous cuta-
neous diseases, therefore, it is expected that the administration of
exogenous antioxidants may help to fight these diseases. As reactive

European Journal of Pharmaceutical Sciences 155 (2020) 105533

Fig. 3. Ex vive permeation of different for-
mulations loaded with curcuminoids through
full pig's ear skin and as a receptor medium an
ethanol-water solution (1:1) at 37 °C, over 8 h.
C (Compritol ATO 888%); P (Precirol® ATO 5);
L (Labrasol®); T80 (Tween® 80); P407
(Poloxamer 407); CUR (curcuminoids); Sol.

—&—PLT80 - CUR

—&— CLT80 - CUR

PLPA07 - CUR (Solution). The points correspond to the
average of the results and the error bars re-

CLP407 - CUR present the standard deviation (n = 6). (For
interpretation of the references to color in this

—8— Sol. Cur figure legend, the reader is referred to the web

version of this article.)

oxygen species are produced by keratinocytes and by practically all
types of skin cells in response to different signals (Back and Lee, 2016),
penetration of antioxidants through the stratum corneum and their
retention in the inner layers of the skin, is desirable for these agents to
reach the target. Therefore, in this work, the penetration capacity and
distribution pattern of curcuminoids in the skin, were determined
through images of the skin previously treated with the four NLC for-
mulations containing curcuminoids, using confocal laser scanning mi-
croscopy, taking advantage of the fact that curcuminoids are fluor-
escent. Then, once the permeation studies were completed, the skin was
examined by confocal microscopy, at various depths up and step size,
for axial scanning, as explained in Section 2.6.

Although other techniques have been used to study the penetration
of curcumin into the skin, such as tape-stripping (Vater et al., 2020),
followed by the separation of the viable epidermis from the dermis by a
thermal method (Friedrich et al.,, 2015), confocal laser scanning mi-
croscopy provided valuable information, making possible to compare
the influence of the formulations on the degree of penetration of cur-
cuminoids, through images like those shown in Fig. 4: The maximum
fluorescence projection, representing the sum of the fluorescence of the
36 slides obtained (Fig. 4a); orthogonal projection (Fig. 4b), which al-
lows to locate areas of penetration of the drug; and finally, the 3D re-
construction of the image showing the distribution of the drug in the
total thickness of scanned skin (Fig. 4c). A scan was made from the
surface of the skin (0 pm depth) until reaching a skin depth of 108 pum,
analyzing the fluorescence of 36 slides, with 3 um increments. With the
fluorescence intensity values determined for each slide, it was possible
to build a penetration profile, like the one presented in Fig. 5, where the
degree of penetration of each formulation can be compared quantita-
tively, taking as a reference that of a solution of curcuminoids (free
curcuminoids).

A strong fluorescence distribution of curcuminoids from the NLC
was observed at different depths of the skin, which coincides with the
results of other authors such as Mao et al. (2017) and Abdel-Hafez et al.
(2018b), who visualized the penetration and distribution of curcumin
in mice skin by confocal microscopy, confirming that it is capable of
crossing the stratum corneum, reaching the epidermis and dermis when
it is included in polymeric nanoparticles. An important observation is
that curcumineids did not homogeneously cover the skin, i.e., clusters
were detected in different regions of the same slide (certain areas of the
skin or in hair follicles), as shown in Fig. 4b. In this sense, different
authors agree that nanoparticles can infiltrate the outermost layers of
the stratum corneum or accumulate in the hair follicles, forming a re-
servoir from which they can release the drug (Abdel-Hafez et al.,
2018b; Sun et al., 2017). When determining the total fluorescence for
each slide in order to construct the profile presented in Fig. 5, it was
observed that the greatest deposition was achieved with the CLP407,
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CLT80 and PLT80 systems, that showed a maximum accumulation be-
tween 60 and 90 um, while for the PLP407 the maximum was around
51-63 um and for the solution between 57 and 63 um. These same
systems had high total accumulated fluorescence values (sum of the
fluorescence from all slides) of 17,526, 14,700 and 12,821 arbitrary
fluorescence units (AFU) for the CLP407, CLT80 and PLT80 systems,
respectively, in relation to the PLP407 system with a total fluorescence
of 7993 AFU and that of the solution of 5843 AFU. This behavior is
attributed to the different composition of the systems that has an in-
fluence on the extent of penetration of curcuminoids. In the case of
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Fig. 4. Representative images of the fluores-
cence emitted by one of the nanoparticulate
systems loaded with curcuminoids (CLT80-
Cur) obtained by confocal laser scanning mi-
croscopy. a) Image of the maximum fluores-
cence projection of 36 slides, b) Orthogonal
image of a single cut that shows the location
and distribution of curcuminoids, ¢) 3D image
where the penetration distance of curcumi-
noids is visualized. C (Compritol ATO 888°%); P
(Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween®
80); P407 (Poloxamer 407); CUR (curcumi-
noids); Sol. (Solution). (For interpretation of
the references to color in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this
article.)
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systems with polysorbate 80 (PLT80-Cur and CLT80-Cur) the distribu-
tion shown by the confocal microscope coincides with the results of the
permeation studies, where these two systems not only allowed a high
amount of curcuminoids to penetrate and be retained in the skin, but
also to reach the receiving medium. In the case of the CLP407-Cur
system, although the amount that reached the receiving solution was
less than with the polysorbate systems, this formulation allowed a high
amount of curcuminoids to be retained along the total thickness of the
analyzed skin. Curcuminoids in solution showed the lowest fluores-
cence intensity in the skin, in spite of being a hydroalcoholic solution

Fig. 5. Skin penetration profile of curcumi-
noids formulated in NLC. The fluorescence of
curcuminoids detected in each slide by con-
focal laser scanning microscopy is plotted vs
the skin depth. The solution of curcuminoids in
ethanol: water (1:1 v/v) is included as a re-
ference. Higher arbitrary fluorescence units
(AFU) indicate the presence of higher amounts
of curcuminoids.
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(ethanol:water 1:1 v/v), the promoting properties of ethanol being well
known (Williams and Barry, 2012). This confirms what was reported by
other authors, that penetration and retention of curcuminoids within
the skin can be favored by encapsulating them in nanocarriers, such as
polymeric nanoparticles (Mao et al., 2017; Abdel-Hafez et al., 2018b;
Sun et al., 2017), nanogels (Priya et al., 2017), deformable liposomes
(Ternullo et al., 2019; Abdel-Hafez et al., 2018a), NLC, and nanoe-
mulsions (Wolf et al., 2018) and agrees with the results obtained in this
worlk, where the formulation of the drug in NLC favored its penetration
into the skin (Salvi and Pawar, 2019; Beloqui et al., 2016). However, it
is important to consider that the penetration capacity of the drug de-
pends on the release characteristics of the carrier system in which it is
included, as demonstrated by Friedrich et al. (2015) who find a lower
amount of curcumin in all skin layers when formulated in lipid-core
poly (e-caprolactone) nanocapsules, compared to a hydroalcoholic so-
lution of curcumin. In this case, the authors attribute this to the very
low diffusion of curcumin from the nanocapsules (in 24 h only about
10% of the charge had been released). But even if curcumin is not in-
cluded in a nanocarrier, its penetration into skin is favored when it is in
the form of nanocrystals. As with nanocarriers, Vidlarova et al. (2016)
found that due to their size (less than 200 nm), nanocrystals basically
penetrate and accumulate in hair follicles, forming a depot, with a high
concentration gradient between the hair follicle (with a volume of
water/moisture very limited) and the surrounding cells. Curcumin
diffusion occurs until the nanocrystals are completely dissolved, al-
lowing for prolonged release.

Something important to keep in mind is that the skin has a net
negative charge and therefore, it would be expected that the NLC pre-
pared in this work, having a negative Z potential, would not penetrate
the skin so easily. In general, the skin is "permselective", that is, those
cationic species or nanoparticles with positive charge diffuse more ea-
sily than neutral or anionic ones (Mao et al., 2017). However, there are
studies where the results are contradictory, finding that the anionic
nanoparticles are also able to penetrate into the skin due to the repul-
sion that is generated between anionic nanoparticles and the lipids of
the skin with negative charge, which facilitates their entrance to deep
regions of the skin (Carter et al., 2019). Likewise, some studies suggest
the internalization of negatively charged NLC in the hair follicles
(Salvi and Pawar, 2019) releasing the drug from this site, as previously
mentioned.

3.6. Stability and antioxidant activity

Curcumin can be affected by multiple factors, including pH, tem-
perature and light exposure, so it is important to preserve its stability
both during storage and in the biological medium. Therefore, in this
paper, stability tests were performed for the four formulations studied,
under two different conditions: protected from light, at two storage
temperatures (5 °C and 25 °C) and exposed to full illumination (pho-
tostability study) as explained in methodology (2.8 Stability test). PS,
PI, Z potential and curcuminoid content were determined at time zero
and at the end of the test. Likewise, the antioxidant activity, expressed
as the percentage of inhibition of the response obtained with the ABTS *
reagent, was evaluated. The statistical analysis was performed through
an ANOVA with a level of significance of 95%, considering significant
differences with a value of p < 0.05.

The results of PS at the two conditions previously exposed are
presented in Fig. 6a and b. A decrease in the size was observed after 3
months for systems containing poloxamer 407 (CLP407-Cur and
PLP407-Cur), particularly at 25 °C which can be attributed to the ero-
sion of the systems or degradation of the lipids (Ganesan and
Narayanasamy, 2017). Something that attracted our attention was that
the PLT80-Cur system showed an increase in its size, especially at 25 °C
(Fig. 6a). In this sense, some authors such as Li et al. (2008), attribute
this increase to the higher kinetic energy at 25 °C that can accelerate the
collision of the particles and therefore the possibility of aggregation.

European Journal of Pharmaceutical Sciences 155 (2020) 105533

For systems exposed to full illumination, there was no significant
change in the size of any of the systems (Fig. 6b) after the 9 days of this
test.

Regarding the content of curcuminoids, this was significantly re-
duced in the case of the solution and especially at 25 °C after three
months (Fig. 6¢), while for NLC it was always higher than 84%. It can
be assumed that the lipid cover of the systems provides protection to
the drug and these results coincide with those obtained in the percen-
tage of inhibition (Fig. 6e) where curcuminoids in solution showed a
significant decrease. This has been extensively reported by other au-
thors who have found that the inclusion of curcumin in a carrier,
contributes to improving its stability, as well as preserving its anti-
oxidant activity in relation to curcumin in its free form, e.g., Turmeric
extract-loaded NLC (Karimi et al., 2018); incorporation of curcumin in
emulsions (Leiva-Vega et al., 2020); curcumin-egg ovalbumin complex
(Liu et al., 2017); curcumin complexes with whey protein fibrils with
and without chitosan (Hu et al., 2020); eurcumin encapsulated in hy-
drogel beads (Wang et al., 2019); and eurcumin in calcium phosphate
nanoparticles (Guo et al., 2018). Greater stability and antioxidant ac-
tivity were reported by Nikolic et al. (2020) for curcumin included in a
nanoemulsion, in relation to a solution of curcumin in ethanol. Im-
proved DPPH radical scavenging activity was observed by conjugating
curcumin with hydrophilie hydroxyethyl starch, forming then micellar
nanoparticles (Chen et al., 2020), or by encapsulating curcumin in a-
lactalbumin and a-lactalbumin-dextran conjugates
(Mohammadian et al., 2019), in relation to free curcumin in water
(with less radical DPPH scavenging activity). The two authors attrib-
uted the fact to the formation of large curcumin aggregates, due to its
low water solubility, causing a decrease in the amount of curcumin
available for interacting with free radicals.

In the photostability study, the reduction in curcuminoid content
(Fig. 6d) was dramatic for all systems exposed to radiation (no light
protection). This is not surprising, as curcuminoids degrade rapidly in
the presence of light (Mehanny et al., 2016; Suwannateep et al., 2012),
mainly under the conditions of this test, where the high intensity of the
incident light further accelerated the degradation. In the case of systems
with light protection, a significant decrease was observed only for the
curcuminoid solution (on average 79%), while the content of curcu-
minoids in the NLC remained above 91%. This is particularly important
when curcuminoids are applied to the skin, where they can be exposed
to solar radiation. As already mentioned, the percentage of inhibition
decreased significantly for the solution at both 5 °C and 25 °C (Fig. 6e),
although curiously, when conducting the photostability study, all sys-
tems showed a decrease in inhibition when exposed to radiation (no
light protection), which did not occur in the case of the solution
(Fig. 6f). On the other hand, with light protection, the % inhibition
remained unchanged for all systems, including the solution.

An interesting observation of the photostability studies was that the
percentage of inhibition was only decreased from 16.3 to 21.4%, while
the content of curcuminoids was reduced by 93% (with no light pro-
tection), in relation to the initial value. This can be explained because
the main degradation products of curcuminoids (e.g., vanillin, ferulic
acid, ferulic aldehyde, feruloyl methane), have OH groups and methoxy
groups at position 3 and 3° with antioxidant properties (the antioxidant
activity of curcuminoids result from the hydroxyl group of the phenol
ring) (Tai et al., 2011; Chang et al., 2019). In fact, some studies suggest
superior activity for some curcuminoid metabolites or degradation
products (Mehanny et al., 2016; Shen and Ji, 2012; Jankun et al.,
2016). The curcuminoid solution showed a 9% increase in inhibition for
unprotected samples, behavior that is related to the results obtained by
Chang et al. (2019), who explain that the antioxidant activity of cur-
cuminoids, also comes from the formation of different degradation
products, which also have antioxidant activity, like the parent com-
pound. However, the authors mention that the intensity of the anti-
oxidant activity depends on the nature of the dissolution medium. This
has been confirmed by Suwannateep et al. (2012), who calculated the
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Fig. 6. The results of particle size, curcuminoid content, and% inhibition are shown for the stability tests, under the following conditions: at 5 °C and 25 °C for 3
months, protected from light (a, ¢ and e); at 25 °C with light protection and without protection (exposed to a global illumination, as described in Section 2.8) for 9
days (b, d and f). C (Compritol ATO 888%); P (Precirol® ATO 5); L (Labrasol®); T80 (Tween® 80); P407 (Poloxamer 407); CUR (curcuminoids); Sol. (Solution).

Significant differences were found between the systems, as indicated in the graphs (*p < 0.05).

Radical Protection Factor for curcumin encapsulated in polymeric na-
nospheres and free curcumin in the form of lotion, and concluded that
there were no statistical differences in the antioxidant activity of en-
capsulated curcumin and free curcumin, which is in agreement with
what was found in this article, in relation to the fact that the anti-
oxidant activity seems to come from both the degradation products and
the parent compound. Authors like Chen et al. (2020) have found a
greater antioxidant activity for curcumin included in nanoparticles than
in its free form (dispersed in water), and in the same way as other
authors (e.g., Hu et al., 2020; Mohammadian et al., 2019) this was
attributed to the low aqueous solubility of curcumin. Then, its inclusion
in nanoparticles increases the amount of curcumin available for inter-
acting with free radicals. In our case, free curcumin was completely
dissolved in ethanol and therefore available.

Regarding the results of Z potential, which allow to predict the
physical stability of NLC, a significant difference was found between the
initial average value and after three months for both stability studies
(data shown as Supplementary material), which can be attributed to a
change in NLC composition during storage, e.g., desorption of surfac-
tants from the surface of the NLC, decrease in curcuminoid content with
the formation of degradation products, erosion of systems, etc.
(Khosa et al., 2018; Mehnert and Méder, 2001).

In summary, the photostability study allows us to deduce that both
curcuminoids and their degradation products possess antioxidant ac-
tivity, since as it was shown there is no direct relationship between the
reduction in curcuminoid content and its antioxidant activity (Fig. 6),
and as already mentioned, the antioxidant activity will depend on the
type and abundance of the degradation products, as well as on the
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dissolution medium in which they are found. However, according to the
results of percentage of inhibition (Fig. 6e), in storage, especially at
5 °C, the NLC retained the antioxidant activity of curcuminoids (which
was drastically reduced in the case of the solution). Therefore, pre-
servation of NLC under these conditions, maintains the antioxidant
activity.

Finally, since both eurcumin and its degradation products have si-
milar biological and antioxidant activities (Shen and Ji, 2012;
Jankun et al., 2016), therefore, whether the low stability of curcumin is
a disadvantage or an advantage is not yet clear.

4. Conclusions

The NLC prepared possess particle sizes and polydispersity indices
suitable for topical administration. All NLC prepared allowed a greater
amount of curcuminoids to penetrate the skin, in relation to the solu-
tion and all, with the exception of the PLP407-Cur system, reached
deeper layers of the skin than the solution. Stability tests showed that
the incorporation of curcuminoids in NLC protects them from de-
gradation, especially at a storage temperature of 5 °C, in amber con-
tainers, as shown by the results of curcuminoid content and% inhibi-
tion. Exposure to intense light degraded the curcuminoids still
encapsulated in the NLC, although degradation was not related to its
antioxidant activity, which in spite of this was preserved. This is in
accordance with the reports of other authors in relation to the fact that
degradation products are active antioxidants.

The above studies provided evidence that NLC are able to achieve a
prolonged release and can be valuable carriers to enhance the pene-
tration of curcuminoids into the skin.
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