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1. RESUMEN DEL PROYECTO

La quercetina se encuentra dentro del grupo de los poli fenoles con una actividad antioxidante
mayor que las moléculas antioxidantes tradicionales como el ascorbilo, ademas de ser un
potente eliminador tanto del oxigeno como del nitrégeno reactivo, al mismo tiempo que sirve
como un compuesto que puede unirse y secuestrar iones metalicos de transicion. Diverso
estudios se han demostrado su efecto neuroprotector para el estrés oxidativo en células PC12
un modelo para la sintesis de dopamina y la neurodegeneraciéon (1), gracias a esto la
quercetina ha demostrado ser un promisorio compuesto natural en la prevencion vy
tratamiento de enfermedades inducida por estrés oxidativo como el Alzheimer, problemas

cardiovasculares, prevencién del cancer, entre otros.

La quercetina al ser un poli fenol se caracteriza por una rapida degradacién, baja solubilidad
y su metabolismo se produce en un periodo de tiempo corto aun sin entrar en el torrente
sanguineo en medios acuoso, lo cual dificulta su administracion por via oral (2), (3) bajo este
panorama el uso de sistemas de nano encapsulacion es una alternativa para el desarrollo a

futuro de medicamentos con una mayor biodisponibilidad.

En los ultimos afios se han desarrollado estudios que han buscado encapsular la quercetina
dado su hidrofobicidad y caracteristicas fisicoquimicas mencionadas en sistemas de
liposomas especialmente utilizando diversas técnicas, dichos sistemas a escala industrial
presentan altos costos en sus procesos de fabricacion lo cual limita su uso en nuevos
medicamentos o suplementos dietarios, por ello se busca poder emplear otras técnicas

igualmente funcionales pero con mayor facilidad de fabricacion y menor costo.

Es asi como en las ultimas décadas, el ensamblaje dindmico capa a capa (LbL) de multicapa
delgada y especialmente la técnica de auto ensamblaje capa a capa con polielectrolitos ha
sido ampliamente reconocida como una alternativa exitosa y accesible de nano encapsulacién
de flavonoides como la curcuma, y se espera poder extrapolar este caso a otros flavonoides

como la quercetina para su uso a escala industrial.

Palabras Claves: Estrés oxidativo, Quercetina , nanoencapsulacion, Auto ensamblaje capa a
capa con polielectrolitos
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SUMMARY

Quercetin is in the group of polyphenols with a higher antioxidant activity than traditional
antioxidant molecules such as ascorbyl, in addition to being a potent eliminator of both
oxygen and reactive nitrogen, while serving as a compound that can be bound And
sequestering transition metal ions. Various studies have shown its neuroprotective effect for
oxidative stress in PC12 cells a model for the synthesis of dopamine and neurodegeneration
(1), thanks to this quercetin has been shown to be a promising natural compound in the
prevention and treatment of diseases induced by Oxidative stress such as Alzheimer's,

cardiovascular problems, cancer prevention, among others.

Quercetin being a polyphenol characterized by rapid degradation, low solubility and its
metabolism occurs in a short period of time even without entering the blood stream in
aqueous media, which makes it difficult to be administered orally (2), (3) under this scenario
the use of nano-encapsulation systems is an alternative for the future development of drugs
with a higher bioavailability.

In recent years studies have been developed that have sought to encapsulate quercetin given
their hydrophobicity and physicochemical characteristics mentioned in liposome systems
especially using various techniques, these systems on an industrial scale have high costs in
their manufacturing processes which limits their use in new Medications or dietary
supplements, so it is possible to use other techniques equally functional but with greater ease

of manufacture and lower cost.

Thus, in the last decades, the dynamic layer-to-layer (LbL) assembly of thin multilayer and
especially the layer-by-layer auto assembly technique with polyelectrolytes has been widely
recognized as a successful and accessible nano-encapsulation of flavonoids such as
curcumin, and it is hoped to extrapolate this case to other flavonoids such as quercetina for
use on an industrial scale.

Keywords: Alzheimer's, oxidative stress, Quercetin, nanoencapsulation, Auto-assembly

layer by layer with polyelectrolytes.
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2. INTRODUCCION

En los Gltimos afios se ha venido desarrollando estudios de los polifenoles en la prevencion
de enfermedades neurodegenerativas, donde se encuentra la quercetina por su potente efecto
antioxidante(4), convirtiéndose en una buena opcion como compuesto natural logrando

mejorar su biodisponibilidad mediante el uso de nano portadores biocomptibles.(5)

Sin embargo la quercetina presenta inestabilidad quimica a altas temperatura y presencia de
oxigeno, pobre solubilidad, lo cual genera baja biodisponibilidad por via oral (3) y por ello
se hace necesario desarrollar un sistema que pueda mantenerla solubilizada, protegida de
ambiente oxidantes y en nano portadores para una liberacién especifica en el organismo.(6).
Se ha evidenciado que requiere ser nano emulsionada en un sistema O/W, con ayuda de un
tenso activo o hidrocoloide con carga, que permita la posterior deposicion de lo
polielectrolitos. Los pardmetros de control dentro del proceso debe analizarse es la
concentracion, pH de soluciones, tiempos y velocidades de agitacién, en condiciones de alta

energia se obtienen sistemas mas estables y translucidos.

El objetivo del presente trabajo se centro en evidenciar el uso de la quercetina como sustrato
antioxidante con potencial aplicacién en la industria farmacéutica especialmente como
neuroprotector neuronal , ya que su estructura quimica le permite actia como protector frente
a las especies reactivas de oxigeno, mediante la neutralizacion de radicales libres como
aniones superéxido, 6xido nitrico y peroxinitritos entre otros, ademas que le permite inhibir
enzimas como la xantina oxidasa, lipooxigenasa y NADPH oxidasa, impidiendo la muerte

celular e incluso puede incrementar la produccion de antioxidantes enddgenos (7)

Con el fin de lograr este objetivo , el presente trabajo de investigacion desarrolla su marco
tedrico en 3 secciones donde se abordan: el potencial antioxidante de la quercetina y el usos
de sistemas de nano encapsulacion como el uso de polielectrolitos mediante la técnica de
Auto ensamblaje capa a capa (LBL), como una alternativa, de bajo costo respecto al uso de
liposomas ya reportado en la literatura y ofrece facilidad técnica (operaciones unitarias,
equipos, procesos de fabricacion y polielectrolitos como alginato , CMC-Na, goma guar ,

goma xantan entre otros) con miras a su uso a nivel industrial

10
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Este trabajo busca aportar conocimiento al marco de investigacion que ha iniciado la facultad

de ciencia farmacéutica de la Universidad Icesi, sobre alternativas de nanoencapsulacion en
quercetina, con miras de contribuir al desarrollo cientifico de opciones para la obtencion de
este flavonoide encapsulado con miras a su uso industrial en el campo farmacéutico y/o

alimentos .

11
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1 PLANTEAMIENTO DE LA PREGUNTA O DEL PROBLEMA DE
INVESTIGACION.

En los Gltimos afios los polifenoles como la quercetina tiene especial atencién de los
investigadores, debido a su potencial efecto neuroprotector-antioxidante y su efecto
en los principales marcadores de la enfermedad. La nanomedicina se ha enfocado en
buscar sistemas de nanoencapsulacion que permitan encapsular la quercetina,
permitiendo vehiculizarla, protegerla de la degradacion en su transito por el
organismo segun sea la via de administracién y se permita el efecto terapéutico a la

concentracion adecuada en el cerebro.

Es asi como se plantea una nueva alternativa a las investigaciones ya desarrolladas
para nanoencapsulacion de quercetina con el uso de matrices de polielectrolitos y
se plantea la siguiente pregunta: ¢ Es viable técnicamente la nanoencapsulacion de la
quercetina mediante el sistema de Auto ensamblaje capa a capa (LBL) con

polielectrolitos?

La solucion a esta pregunta se enmarca dentro de marco investigativo que viene
desarrollando el pais a través de su red de universidades como la Universidad
Nacional de Colombia (8) y la universidad Icesi (9) en el estudio de sistemas
formados a partir de complejos polielectrolito/farmaco en el desarrollo de farmacos
para enfermedades neurodegenerativas donde sin dudas la quercetina tiene muchas

ventajas sobre otros compuestos para el tratamiento de dichas enfermedades .

12
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3.2 OBJETIVOS

3.21 OBJETIVO GENERAL

a. Establecer la viabilidad técnica de desarrollar un vehiculo tipo nanocapsula
multicapa en suspension, mediante la técnica de ensamblaje capa a capa con
polielectrolitos poliméricos aniénicos y cationicos para encapsular

quercetina.

3.2.2 OBJETIVOS ESPECIICOS

a. Proponer un modelo experimental para futuros estudios empleado la técnica

de nano encapsulacion por Auto ensamblaje capa a capa (LBL).

3.3 HIPOTESIS DE INVETIGACION

Hipdtesis

La técnica de Auto ensamblaje capa a capa (LBL) con polielectrolitos es una
alternativa para la obtencién de las nano capsulas empleando el sistema quercetina,

carboximetil celulosa de sodio y quitosano.

13
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3.4 MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

QUERCETINA : POTENCIAL NEUORO PROTECTOR..

Més del 40% de las nuevas entidades quimicas descubiertas son poco solubles en
agua y sufren de baja biodisponibilidad oral como los compuesto potenciales para
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas o el cancer y que mejoran su
biodisponibilidad en nanoemulsiones O/W (10). Dentro de las ciencias farmacéuticas
y la medicina, la nanotecnologia en la Gltima década ha tenido un especial interés ,
en el desarrollo de técnicas de nanoencapsulacion, que buscan principalmente
proteger y aislar el contenido del entorno y ciertas condiciones que aceleran su
degradacion tales como el oxigeno, luz, pH, ademéas de mejorar los perfiles de
liberacion en el organismo(11).

El mecanismo exacto del desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas no esta
todavia claro a pesar del conocimiento actual creciente de su neurobiologia y su
crecimiento en los ultimos afios es alarmante. Sin embargo, hay consenso en
reconocer que el estrés oxidativo y el desequilibrio causado por una sobreproduccién
de radicales libres [especie de oxigeno reactivo (ROS)], esta estrechamente asociado
con el desarrollo de la enfermedad y conduce a dafio molecular severo en
componentes celulares tales como oxidacién de proteinas, oxidacién de lipidos,
oxidacion de ADN, Y glicoxidacion.(12). Por otra parte, el envejecimiento aumenta
el dafio neuronal mediado por el ROS debido a la disminucidn del estado antioxidante
en el cerebro, lo que lleva a la neurodegeneracion. Por lo tanto, la busqueda de una
herramienta eficaz para combatir el estrés oxidativo mediado dafio neuronal ha
conducido a la exploracion de antioxidantes moléculas como ROS scavenger que son
compuestos capaces de reaccionar con especies reactivas de oxigeno y otros radicales

libres reactivos. (13)

14
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Es asi como los investigadores han buscado alternativas para combatir este estrés

oxidativo en los poli fenoles de origen natural, suplementado por via oral en
combinacidn con las vitaminas C, E, como una terapia eficaz para mantener nuestra
salud contra los ROS vy estrategias antioxidantes para el tratamiento de las

enfermedades neurodegenerativas(14).

Dentro del grupo de los polifenoles se encuentran los flavonoides , los cuales se han
identificado como compuestos con potencial neuro proteccion, esta habilidad
parecen ser relacionados con su capacidad para interactuar con neuronas
intracelulares y Glial, influyendo asi en los procesos periféricos y vasculares,
protegiendo las neuronas vulnerables, mejorando funcion neuronal existente o

estimulacion de la regeneracion neuronal.(15)

Una gran cantidad de medicamentos potenciales se ha descubierto para tratar varios
trastornos neuronales, incluidos los polifenoles . Pero, el éxito terapéutico de estos
productos farmacéuticos sigue siendo limitado debido a que tiene que vencer la
barrera hematoencefélica y la barrera de sangre-liquido cefalorraquideo, ambas
actian como barreras dinamicas anatomicas y bioguimicas en el Cerebro. Hoy el
enfoque de la nanotecnologia es superar estos obstaculos para el tratamiento de
enfermedades del sistema nervioso central, mediante nano particulas que puedan
cruzar o liberar en la barrera hematoencefalica farmacos sin ayuda debido a su
pequefio tamaiio molecular (400-600 Dalton's), baja capacidad de enlace de

hidrogeno y lipofilia condiciones necesarias para cruzarla(16).

Dentro del grupo de los flavonoides se encuentran los poli fenoles con potencial en
la prevencion de enfermedades neurodegenerativas como la quercetina (3,5,7,30,40-
penta-hidroxiflavona) que es un compuesto con importantes propiedades
antioxidantes y anti-inflamatorias, abundante en la naturaleza y con una actividad
antioxidante 5 veces mayor que otras moléculas antioxidantes como el ascorbilo,

debido a la cantidad y posicién de los grupos hidroxilo(4), particularmente en la

15
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posicion C3 (anillo C) y C5 (anillo A) que son responsables de su potente efecto

antioxidante (13) , ver ilustracion No 1.

llustraciéon 1.Estructura quimica de la quercetina (13)

Varios estudios in vitro usando lineas celulares neuronales, de la corteza cerebral y
neuronas primarias mostraron que la quercetina aumenta la resistencia de las células
al estrés oxidativo inducido por oxidantes como el H2O», el hidroperdxidos y las
moléculas neurotéxicas como el péptido beta amiloide, 6-hidroxifopamina, atreves
de su actividad antioxidante indirecta o directa (17)(18). Incluso se ha demostrado
que a una concentracion de 0,2-1 mM, la quercetina limita los aniones super oxido,
el oxigeno singlete y los radicales peroxilo lipidico y al mismo tiempo suprime la
oxidacion catalizada por Cu y la citotoxicidad de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) in vitro. Ademas se ha descubierto que los flavonoides suprimen la expresién

de oxido nitrico sintasa inducible (NOS) sin suprimir su actividad(19).

Adicionalmente la quercetina tiene un marcado efecto en algunos tipos de
enfermedades diferentes a la neurodegenerativas, por ello se han realizado
experimentos en animales con suplementacién de quercetina (dosis de entre 100- 200
mg/kg/dia) donde se pudo relacionar mejoras en la salud. Se ha descrito una menor
incidencia de alergias, de cataratas, efecto analgésico, efecto antiviral, efecto
nefroprotector. En cuanto a la administracion de quercetina en pacientes (dosis entre
500-1500 mg/dia), se han observado diferentes efectos, como reduccion del dolor y

mejoras en patologias como prostatitis o cistitis intersticial.

A pesar de todos sus beneficios a la salud la principal desventaja farmacocinética de
la quercetina, es su baja biodisponibilidad. En los alimentos, la quercetina se puede
16
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encontrar en forma de aglicona, de glicésido o incluso en ambas formas. La

estructura mayoritaria en la que se presenta, es unida a un azucar, en forma de
glicdsido. De éste modo presenta una absorcion de 52% del total ingerido. El aztcar
unido a la quercetina hace que la molécula sea més hidrofilica y que tenga mayor
peso molecular. Por lo tanto, presenta menos capacidad de absorcion por difusién
pasiva y requiere transporte activo, a traves, por ejemplo, del transportador de
glucosa sodio dependiente (SGLT- 1) localizado en la pared del intestino delgado.
En cuanto a la absorcion en forma de aglicona (20%), ésta se puede transportar a

través de las membranas por difusion pasiva en el intestino grueso (7).

Realmente se absorbe una baja cantidad de quercetina, ya que una vez en el tracto
digestivo los microorganismos intestinales degradan la mayor parte, transformandola
en acido fenilacético y fenilpropionico y otros productos inertes. Una vez en la
circulacion sanguinea, la quercetina se une a la aloimina y es transportada hacia
diferentes Organos (intestino delgado, colon, higado y rifion) donde sufre
metabolismo en fase Il (metilaciones, sulfataciones o conjugaciones con
glucurdnico). Algunos de estos metabolitos son transportados otra vez al tracto
digestivo donde se reabsorben, entrando en un ciclo enterohepético que incrementa
la vida media de quercetina en la circulacién sanguinea. Otros metabolitos son
transportados hacia los diferentes tejidos donde podrian acumularse(20), por ello
muchos autores han indicado que dosis muy altas pueden llevar a efectos

secundarios.

A pesar de los efectos beneficiosos de la quercetina, su uso ha sido limitada debido
a su baja solubilidad acuosa, baja biodisponibilidad oral y vida media biolégica corta,
por lo cual recientemente, se han desarrollado diversos “nanocarriers” para mejorar
la solubilidad, la biodisponibilidad y su liberacion controlada(5).

Sin duda su pobre permeabilidad de la barrera hematoencefalica "Blood Brain
Barrier" (BBB) debido a su insolubilidad en agua, la baja biodisponibilidad oral actGa
como bloque insuperable en terapias en el sistema nervioso central. Varios informes

han demostrado que la nanoencapsulacion de quercetina con material biodegradable

17
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mejor0 su permeabilidad a la barrera hematoencefalica (BBB) y su eficacia

terapéutica (13) .

Adicionalmente a todas estas consideraciones con el fin de poder evitar la
degradacion de la quercetina, es conveniente enmarcar un sistema de administracion
no invasivo alterno, que pueda producir una biodisponibilidad mayor que la via oral
debido a la disminucion del metabolismo hepatico, distancia mas corta al objetivo
cerebral y facil penetracion a través del cerebro. La Universidad Khon Kaen de
Thailand en el 2010, desarrollo liposomas de quercetina, se usaron ratas a las que se
indujo estrés oxidativo, los animales fueron tratados con liposomas de quercetina,
mediante via intranasal , mediante dosis con una concentracion de 0,5 mg de
quercetina en 20 pL , como resultado se atenud la degeneracion de las neuronas que
se relaciono con la elevacion de las actividades enzima superdxido dismutasa (SOD),
Enzima catalaza (CAT) y enzima Glutation peroxidasa (GPX) y la reduccion De

MDA (producto de peroxidacién lipidica) en el hipocampo. (21).

Los estudios sobre la quercetina en la Gltima década se han enfocado principalmente
en los posibles efectos neuroprotectores, se han desarrollado estudio sobre los
mecanismos relacionados con su capacidad para contrarrestar la neurotoxicidad
mediada por el estrés oxidativo , donde se ha demostrado este efecto a
concentraciones de 0,5-50 mg / kg en roedores (22) . La tabla No 1 muestra algunos
de estos estudios que sustentan su accion neuroprotectora contra los marcadores de

patologias inducidas por stress oxidativo.

18
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2003 Estudio Inhibe la formacion de fibrillas de  CI: 50 de 0,72 (13)
con proteina B amiloide (AB). El grupo  y 0,73 mM (23)
celulasde 37, 4" dihidroxilo del anillo B o
ratones. mejor descrito el grupo catecol en el

anillo B y el grupo OH en la
posicion 3 de la quercetina, esta
configuracion  oOptima para la
captura de radicales libres juega un
papel clave en su efecto de anti
agregacion e inhibe la formacion de
fibrillas af y desestabiliza las
fibrillas maduras

2009 Estudio Efecto  neuroprotector de la Dosis de 5 uM (24).
con quercetina mediante la mitigacion y 10 uM
célulasde de las alteraciones morfoldgicas
ratones. inducidas por BA beta amiloide 1-42

2015 Estudio Disminuye la B-amiloidosis  Dosis 25 mg / (25).
con extracelular, tauopatia, astrogliosis kg
ratones, y microgliosis en el hipocampo y la
21-24 amigdala. Reduccién significativa
mesesde en el filamento  helicoidal
edad. emparejado Abeta 1-42

2017 Estudio Administrada por via intraperitoneal  Dosis 25 mg / (15)
con cada dos dias por 3 meses, revirtid kg
ratones. los signos histopatoldgicos del

Alzheimer, disminuyendo el

deterioro cognitivo y emocional.
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Tabla 1. Algunos estudios con guercetina que sustentan su efecto neuroprotector

NANO ENCAPSULACION, CASOS APLICADOS A QUERCETINA.

En los Gltimos afios han desarrollado investigaciones con el fin de lograr encapsular
la quercetina adecuadamente, donde se han aplicados técnicas como liposomas |,

nanoemulsiones, nano-geles, nano suspensiones , ciclo dextrinas , den trimeros .

En el afio 2012, el departamento de quimica fundamental de la universidad federal
de Pernambuco en Brasil, lograron la nano encapsulacion de quercetina y resveratrol
en liposomas SDC (desoxicolato de sodio)-eléstico con eficiencias de hasta 97%
(26).

En el afio 2013, la facultad de ciencias farmacéuticas de la universidad de Texas,
desarrollé una nanoestructura de matriz oleosa con eficiencia de encapsulacion del

95% utilizando un método basado en la inversion de fase (27).

En la india para el afio 2014 el Centro de nanociencia y tecnologia, logro obtener
eficiencias de nanoencapsulacion del 98% de quercetina depositada en quitosano-
NPS sintetizados por el método de gelificacion idnica y con tripolifosfato de sodio
como agente reticulante. Los datos in vitro mostraron que las nano particulas podian
ser efectivas para aplicaciones clinicas de dafio oxidativo inducido por pesticida
organofosfato(28).

En el afio 2015 el departamento de ciencias y tecnologia farmacéutica del instituto
Birla de tecnologia en la India, desarrollo nanoparticulas poliméricas biodegradables
por nanoprecipitacion con poly(3caprolactone), un poliéster biodegradable utilizado

ampliamente en administracién de farmacos, ingenieria de tejidos e implantes (5).

Dentro de este marco de investigacion la Universidad Icesi en el 2016, llevo a cabo
el desarrollo de nanocapsulas de quercetina, con dos diferentes polimeros (PVA 'y
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PCL), mediante el método de Nanoprecipitacion, donde se obtuvieron nanoparticulas

entre 100 y 500 nm, con valores de potencial zeta -30 Mv durante mas de 3 dias,
impidiendo asi la agregacion de las nanoparticulas. Adicionalmente, se encontrd que
todos los sistemas son capaces de encapsular el farmaco quercetina, con eficiencias

de aproximadamente 98%. (29)

A continuacién en la tabla No 1, se presentan otros estudios que implican la
formacion de capsulas por deposicion de polimeros y que cuentan con soporte de
liberacion in vitro en nano sistemas con quercetina. En todos los casos se presentd
una liberacion mayor al 40 % en los sistemas de simulacion gastrica con los que

fueron llevados a cabo.

Nano *Quercetin al 95%.  Eficiencia= 66.32 + 0.4% a 69.33+  Liberacion en 48h: (5)
precipitacion  PCL: Poly (3 1.0% 62.82 +0.85% a

caprolactona) IP=0.094 a 0.199 66.05 + 1.41%

(Mw, 14,000) ¢p=2159+29a2534+33

Acetona PZeta=-12.+0.42a-12.9+0.35

Pluronic F127
Evaporacion  Poly-d,l-lactide Eficiencia=96.7% Liberacion: 4
por solvente  (PLA) ¢$p =170 £ 25 nm a 130 + 30 nm 40-45% en 30 min

con MW = 75,000— 87,6%en 96 h

120,000

Quercetina

Diclorometano

Alcohol polivinilico

PVA

Tabla 2. Datos de liberacion de quercetina en sistemas de encapsulacion.
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A la fecha no se referencian estudios de quercetina empleando ensamblaje con

matrices poliméricas usando técnicas con absorcion capa a capa de polielectrolitos.

AUTO ENSAMBLAJE CAPA A CAPA (LBL) CON POLIELECTROLITOS

Las nanoparticulas se definen como particulas solidas submicronicas, que pueden
utilizarse para la nano-encapsulacion de compuestos bioactivos. Dependiendo del
método de preparacion, se pueden obtener nanoparticulas, nanoesferas o nano-
capsulas. Las nanocapsulas son sistemas vesiculares en los que los compuestos
bioactivos estan confinados a una cavidad constituida por un nucleo liquido rodeado
por una membrana polimérica.

Las nano particulas poliméricas biodegradables pueden producirse a partir de
proteinas (tales como gelatina y proteinas de leche), polisacéridos (tales como
quitosano, alginato de sodio y almidon), y polimeros sintéticos (tales como poli (d,
I-lactida), poli (acido lactico) PLA, poli (d, I-glicolida), PLG, poli (lactida-co-
glicolida), PLGA y poli (Cianoacrilato) PCA) (30)

Recientemente una nueva clase de estructuras portadoras o vehiculos, en multiples
capas denominadas microcapsulas de polielectrolitos (PMC) se han fabricado y
disefiado para encapsular varias clases de moléculas de farmacos, mediante el uso de
polimeros que son biodegradables o que puedan responder y liberar su carga util en

respuesta a estimulos bien definidos.(31)

La formacién de nanocépsulas en auto-ensamblaje de polielectrolitos mediante la
técnica capa por capa (LBL:layerbylayer) desarrollada por Sukhorukov en 1998, se
basa en principalmente en fuerzas de atraccion electrostaticas entre polimeros de
cargas opuestas, consta de la absorcion alternativa de polianiones (polimeros
ionizables de carga positiva) y policationes (polimeros ionizables de carga
negativa)(31)(32), sobre una superficie macroscopica con carga, generalmente sobre
una plantilla coloidal donde se encuentra el activo, en donde cada paso de adsorcion

conduce a la inversién de la carga superficial, y una serie de deposiciones

22



3.5

g
Al UNIVERSIDAD

%% ICESI

consecutivas conducen a un complejo estructurado en capas. El espesor de un sistema

multicapa de polielectrolitos y las propiedades fisicoquimicas de la pelicula se ven
influenciados por pardmetros como el pH, fuerza ionica, temperatura, polaridad del
disolvente, concentracion de polielectrolitos, los cuales pueden controlarse ajustando

las condiciones experimentales.

En la técnica LBL se debe tener en cuenta que las disoluciones de poli electrolitos
afadidas deben tener siempre la misma fuerza idnica y concentracion del
polielectrolito para que las capas formadas tengan un mismo patron. De hecho es
posible observar diferentes tipos de crecimientos de multicapas para un par de
polielectrolitos al cambiar la fuerza idnica. Es importante garantizar el control en la
adicién y homogenidad del compuesto a adsorber mediante agitacion y posterior
lavado para eliminar el polielectrolito no adsorbido y evitar formacién de complejos

inter-polielectrolitos(33).

METODOLOGIA

La presente investigacion se desarrolla teniendo en cuenta los siguientes aspectos

dentro del método cientifico:

Planteamiento del problema :

Se genera la Hipotesis (Ho): La técnica de Auto ensamblaje capa a capa (LBL) con
polielectrolitos es una alternativa para la obtencion de las nano capsulas empleando

el sistema quercetina , carboximetil celulosa y quitosano.

Recopilacion de informacion

La recopilacion de informacién se desarrolla en 4 secciones en el marco tedrico. El
primer capitulo, con base al conocimiento existente de la enfermedad permite
establecer la relacion entre la oxidacion y la aparicion de los marcadores bioldgicos
de la enfermedad. El segundo capitulo permite evidenciar el efecto neuroprotector de

la quercetina en células con patologias degenerativas, su efecto sobre la proteina beta
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amiloide A-beta y marcadores de la enfermedad. El tercer capitulo establece un

marco tedrico sobre estudios realizados para la nanoencapsulacion de la quercetina ,
de donde se establecen los principales factores que contribuyen al proceso. El cuarto
capitulo permite contextualizar la viabilidad de emplear la técnica (LBL) con
polielectrolitos base para propone algunas alternativas y poder abordar el disefio

experimental con un par no empleado para este activo.

Andlisis documental

Se compararan los diversos resultados o posiciones de los autores, analizando sus

resultados dentro de un esquema critico que lleve a comprobar la hipotesis planteada.

Propuesta
Se establece una propuesta de disefio experimental para la hipotesis planteada, de

acuerdo al andlisis y sintesis de datos de la revision bibliogréafica.

Conclusiones
Contiene las principales soluciones para resolver el problema en cuestion, base para

el desarrollo o continuacion de estudios al respecto.

3.6 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

A continuacion se presenta el cronograma de actividades para el afio 2017

Actividades Enero Febrero | Marzo Abril Mayo
Obijetivos e Hipotesis X

Planteamiento del X

problema

Recopilacion de X X X
informacion

Redaccion de maraco X X
tedrico

Analisis documental y X X
Sintesis de datos

Propuesta y concusiones X
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| Documento final | | | | x ]

Tabla 3. Cronograma.

4. RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

Para la administracion dirigida de nano particulas es necesaria su circulacién sistémica en el
cuerpo, pero las nanoparticulas convencionales con superficie hidrofoba son rapidamente
eliminadas por los macrofagos fijados de los 6rganos del sistema fagocitico mono nuclear.
Es asi como para aumentar el tiempo de circulacion y la concentracidn en sangre, la superficie
de las nanoparticulas convencionales se modifican con diferentes moléculas, como polimeros
tales como: PLGA, PLA, quitosano, gelatina, policaprolactona y poli-alquil-
cianoacrilatos(34) .

Las nanoparticulas poliméricas tienen muchas propiedades favorables tales como la
permeacion mejorada (quitosano y polimeros cargados positivamente), escape del
metabolismo hepético en su primer paso por liberacidn terapéutica a través de células M
(nanoparticulas PLGA) y proteccion contra pH elevado y enzimas (base en polimeros con
alginato y quitosano) en el intestino. Los polimeros naturales por ejemplo, el quitosano, y
alginato tienen ventajas sobre los polimeros sintéticos con respecto a accesibilidad,
inmunogenicidad, cumplimiento del paciente, biodegradabilidad y toxicidad (35) .

Sin duda el mayor reto para las nanoparticulas de farmacos son la encapsulacion con tamafios
polidispersos, liberacion prematura, mala permeabilidad a través de las uniones epiteliales,
la degradacion por enzimas digestivas e inestabilidad al pH variable que se encuentra a lo

largo de la zona gastrointestinal. Adicionalmente las nanoparticulas deben de tener la
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capacidad de vencer la barrera hematoencefalica , la cual es conocida como el mejor guardian

del cuerpo hacia sustancias exogenas Yy generalmente los productos farmacéuticos,
incluyendo la mayoria de las moléculas pequefias, no logran atravesarla, debido a que deben
tener cierta caracteristicas que permitan que ingresen directamente o atreves de

transportadores enddgenos de la barrera hematoencefalica. (36)

Es asi como el tamafio y distribucién de tamafio de las nanoparticulas son importantes para
determinar su interaccion con la membrana celular y su penetracion a través de las barreras
fisioldgicas (la barrera hematoencefalica y la barrera de sangre-liquido cefalorraquideo),
donde el tamafio de las nanoparticulas para cruzar diferentes barreras biologicas depende
del tejido, el sitio de accion vy la circulacion, adicionalmente a este parametro esta ligada la
necesidad de tener una buena homogenidad de tamafio, que debe ser controlado mediante el
indice de polidispersidad (PDI) el cual tiene un valor de 0 a 1. Valores cercanos a 0 indican

una dispersion homogénea mientras que aquellas superiores a 0,3, indican alta homogenidad

).

Otro parametro para tener en cuenta para la penetracion celular de las nano particulas, es la
carga superficial, y poder determinar si las nano particulas se agruparian en el flujo
sanguineo o se adheriria y/o interactuaran con células de carga opuesta en su membrana. La
carga cationica en la superficie es deseable, ya que promueve la interaccion de las nano

particulas con las células y, por tanto, aumenta la tasa y el grado de penetracion (34)

Dentro de los polimeros de origen natural con alto potencial de uso en nanoencapsulacion de
farmacos para aplicaciones en enfermedades neurodegenerativas encontramos al quitosano
que es polimero catiénico obtenido de la quitina por des acetilacién parcial, el cual se ha
investigado a fondo para su uso potencial en la industria farmacéutica debido a que es

mucoadhesivo, no inmunogénico, no toxico y biodegradable.

Cuando el quitosano se solubiliza en un &cido diluido, se convierte en un polimero cationico
con una alta carga positiva. Contribuye a la absorcion oral del farmaco encapsulado mediante
la interaccidn con la carga de carga negativa de las mucosas (37). Los estudios con células

en modelos con membrana se ha podido permitido inferir que las interacciones electrostaticas
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puede ser la caracteristica mas importante en la accion de quitosano en la mucoadhesividad

, pero no son los Unicos relevantes.(38).

NH,

> )\
o

L CH,

-0

y

llustracién 2. Estructura molecular de quitosano, donde "x" e "y"
representan respectivamente las fracciones molares de glucosaminay N-

acetilglucosamina.(39).

Otras caracteristicas del quitosano es su caracter hidrofilo e hidr6fobo, dado por los grupos
amino y acetilamino, respectivamente, hacen que este polimero tenga diversas caracteristicas
segun la proporcion de unidades acetiladas (A) y desacetiladas (D) que conformen el
copolimero. Posee un valor del pKa ~ 5.6, siendo soluble solo en soluciones &cidas con
valores de pH < 6 debido a la protonacidon de los grupos amino, por debajo de pH 6.5 presenta
una alta densidad de carga, se adhiere facilmente a las superficies negativamente cargadas y
puede formar quelatos con iones metélicos. El quitosano se caracteriza biolégicamente por
su biocompatibilidad (polimero natural no téxico, biodegradable a los componentes normales
del cuerpo) y por su bioactividad (aceleracion del curado de las heridas, disminucion del
colesterol, estimulante del sistema inmune), forma complejos polielectrolitos con la

carboximetilcelulosa, el alginato, la carragenina, las pectinas y el poli(acido acrilico)(39).

Segun el estudio desarrollado por Gilsah Erel y su equipo en el 2016 donde se uso la técnica
de gelificacién ionica, la cual se basa en la interacciones entre cargas negativas y positivas
para formar nanoparticulas , se empleo el sistema Quitosano/Tripolifosfato de sodio como
agente de reticulacion anionico /Insulina como activo. El estudio de liberacion in vitro a pH

2,5 revel6 que la liberacién de insulina aumento al aumentar la concentracidn de quitosano
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en el sistema. La formulacion éptima [ relacion insulina : quitosano (5:5 ) viv y

Tripolifosfato de sodio: Quitosano (1:6 ) viv] que mejoro la biodisponibilidad y absorcion
oral de insulina en el tracto gastrointestinal y el nivel de glucosa en plasma se redujo hasta
68.7% después de 3 h y termino en una reduccion de 66.4% después de 8 h, con pardmetros

de eficiencia de la gelificacion de 57,4 % y tamafio de particula de 814 nm(37).

Por lo anterior en la fabricacion de nano sistemas mediante matrices poliméricas con poli
electrolitos es conveniente que la ultima capa de la matriz sea de caracteristica cationico para
facilitar muco adherencia, en miras al desarrollo de formas farmacéuticas por via oral o nasal

y es alli donde el Quitosano es una buena alternativa.

En los dltimos afios se han desarrollado diferentes métodos para la fabricacion de nano
sistemas, entre los cuales la técnica de Capa por Capa (LBL o Layer by Layer ) es una de las
méas notable debido a su extraordinaria sencillez y versatilidad. Ha sido ampliamente
utilizado en una cantidad extremadamente grande de aspectos desde la energia 0 campos
fisicos hasta aspectos de la liberacion de farmacos como se ha estudiado para el caso de nano
encapsulacion de curcumina (11). Esta técnica permite realizar recubrimientos funcionales
sobre sustratos o matrices coloidales con ciertas caracteristicas, donde se agregan con

deposicion espontanea unos grupos de poli electrélito de carga opuesta. (40)

Mediante la LBL se puede formar un recubrimiento de poli electrolitos que son afiadidos en
las cantidades necesarias para invertir el potencial a un valor opuesto de hasta 20 mV,
permitiendo asi la formacion de una matriz de cargas opuestas sobre un sistema coloidal(41).
Algunos autores hablan de una condicién ideal de potencial zeta de +/- 30 mV y a un pH
entre menor de 4 y mayor 7.5 donde el sistema este alejado de su punto isoeléctrico donde la

emulsion es mas inestable y puede romperse .

Dentro de las principales ventajas de esta técnica, se encuentran su capacidad de carga del
farmaco de hasta un 70%, la facilidad para modificar su capa externa para mejorar las
propiedades de las nanoparticulas, la utilizacion de copolimeros y/o polisacaridos de bajo
peso molecular para preservar la estabilidad coloidal, especialmente por para administracion

via intravenosa donde debe ser estable a condiciones de tampén fisiol6gico con un tamafio
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<200 nm y por ultimo la posibilidad para formar varios pares de capas inicialmente a un pH

y cambiar el pH a otro valor para terminar el revestimiento (42). Ademas, la estructura y las
propiedades de estas nano estructuras pueden modularse mediante un simple ajuste de los
pardmetros, incluyendo el pH del ensamblaje, la concentracion de sal y el tipo de peso
molecular del material, las calidades del disolvente y la temperatura o la humedad
también.(40)

Aunque la técnica es relativamente sencilla, se hace necesaria una buena seleccion del o los
pares de electrolitos y el disolvente utilizado, debido a que estos algunos polimeros pueden
adoptar distintas conformaciones desde un ovillo aleatorio hasta cadena estirada,
dependiendo de la naturaleza quimica del sistema polimero-solvente, de la temperatura y de
la fuerza idnica de la solucion. Debido a que solubilidad de los polielectrolitos viene dada
por las interacciones con el disolvente, y por una ganancia muy grande de entropia cuando
se liberan los contra iones y se forman complejos cuando un polielectrolito se adsorbe sobre
otro de carga opuesta, esta formacién de complejos inter-polielectrolito es la base de la
técnica de adsorcion alternada capa a capa (LBL: layerbylayer) donde el complejo formado

es la situacion termodindmicamente mas estable (33).

El agua es una excelente disolvente o dispersante para la gran mayoria de polimeros naturales
del enfoque de esta monografia y que son usados en nanoencapsulacion tales como alginato,
carboximetilcelulosa de sodio, goma guar, goma xantana donde son dispensables en agua a
baja concentraciones, la cual mejora con solo agitacion mecanica. En el caso del quitosano
se requiere para su disolucion en agua un medio acido que permita su protonacion , para lo

cual generalmente se usa una solucion buffer de acetato con un pH de 4.5a5al 0.1M. (43)

Antes de revisar los pasos para la fabricacion de nanocéapsulas mediante LBL, es conveniente
revisar las caracteristicas y ventajas que deben de tener los polielectrolitos aniénicos donde
se deposita el poli electrolito cationico, asi como las caracteristicas del medio solvente del

activo.
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Los polielectrolitos anidnicos como la carragenina, carboximetilcelulosa de sodio y alginato

sodico se caracterizan por la existencia de grupos que permiten la adsorcion, y grupos
ionizados negativamente, cuyo papel consiste en aumentar la extension de las cadenas del
polimero. De este grupo la carboximetilcelulosa de sodio CMC-Na un polielectrolito natural
derivado de la celulosa introduciendo un grupo carboxilmetilo (-CH2COOQOH), ha atraido
mucha atencion en aplicaciones meédicas y farmacéuticas debido a su biodegradabilidad,

biocompatibilidad, no toxicidad, buenas propiedades filmégenas y sensibilidad al pH .(44)

Un primer acercamiento al mecanismo de peliculas auto ensamblada de carboximetilcelulosa
y quitosano lo realizo S. Zhang y su equipo de colaboradores en el 2013 mediante
microbalanza de cristal de cuarzo , dicho estudio revelo que el crecimiento de las peliculas
autoemsamblada presenta una fuerte dependencia del pH de las soluciones de los
polielectrolitos utilizados para el montaje de las diferentes capas. Esto se puede entender
considerando los cambios en la densidad de carga de las cadenas poliméricas con el pH, que
modifica asi las interacciones entre poli electrolitos en el proceso de ensamblaje. Se supone
que el ensamblaje LBL se construyé a traves de interacciones entre la carga negativa sobre
grupo carbonilo de la carboximetilcelulosa y el carga positiva sobre el amino del quitosano
(45).

De acuerdo con lo anterior la carboximetilcelulos sédica por su naturaleza anionica mas
fuerte que la CMC (pKa es aproximadamente 4.30) (46) , podra ofrecer una densidad de
carga mayor y menos dependiente del pH, a través de interacciones entre la carga negativa
sobre grupo carbonilo al liberar el Na de la carboximetilcelulosa y el carga positiva sobre el

amino del quitosano y formando soluciones mas estables.
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llustracién 3. Estructura de carboximetilcelulosa de sodio CMC-Na. (46)

La conformacion estructural que adquiere la carboximetilcelulosa de sodio en agua en la

ilustracién No 4.
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llustracion 4.Carboximetilcelulosa de sodio en agua .(47)

En el estudio realizado por Shabbar Abba en el 2015 donde la nanoemulsién de curcumina
se cubrié con quitosano y carboximetilcelulosa de sodio, las nanoparticulas obtenidas
exhibieron tamafio de 159 nm, PDI de 0.140 y potencial zeta negativo (17.2 mV) sin
agregacion después de ser almacenadas a 4 °C durante 4 semanas (11), lo cual muestra una

buena sinergia entre estos dos polimeros y la estabilidad de la nanocapsula .

Por otra parte revisemos el medio solvente de los activos pobremente solubles como la

quercetina, la cual requiere de una emulsion tipo O/W con ayuda de un agente tensoactivo o
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surfactante idnico que le permita reducir la tension superficial e interactuar con

polielectrolitos en medio acuoso.

La quercetina debido a su baja solubilidad debe de emulsionarse en una fase oleosa con un
HLB entre 10 y 12. En la tabla No 3 se hace referencia de algunos compuestos usados por en

para solubilizarla.

Miglyol 812 11 (29)
Aceite de castor 10.8 (28)
Soya o lecitina de soya hidrolizada puede actuar 10.8 (43)(26)
también como emulsificante

Tabla 4. Fase oleosa para Quercetina

En algunos sistemas dependiendo de la nano estructura se requiere el uso de un tenso activo,
para el caso de la técnica LBL, se requiere que la fase oleosa contenga un tenso activo iénico

que permita ser la plantilla sobre a cual se depositaran los polielectrolitos.

A la fecha no existen estudios de nano encapsulacién de quercetina mediante el uso estricto
de la técnica LBL, sin embargo existen algunos estudio realizado en la curcumina que nos
pueden ayudar a revisar la implementacion de la técnica LBL para flavonoides como la

quercetina.

En el estudio realizado, T.P. Saria y su grupo de investigadores llevaron a cabo la nano
emulsion de curcumina usando en la fase oleosa MCT (mezcla de triglicéridos de cadena
media) con HLB de 11, y como agente emulsificante una mezcla de Tween-80 (2 -10% w/w)
y concentrado de proteina de suero WPC-70 (0- 1% w/w), donde el WPC actua a la vez
como hidrocoloide que con un efecto estérico le da estabilidad a la emulsion, donde se
obtuvieron valores de potencial zeta de 6.9 = 0.2, tamafio de particula 141.6 + 15.4 e indice
de polideispersidad de 0.273 , donde solo se uso agitacion con mecanica de baja frecuencia

con ultraturas (48).

En el mismo afio en el 2015 Shabbar Abbas y su grupo de investigadores se realizé la

formacion de nano cépsulas de curcumina por la técnica LBL, usando en la fase oleosa el
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MCT (mezcla de triglicéridos de cadena media) con HLB de 11, y como agente

estabilizador/emulsionate se uso el almidon modificado con OSA, dicho almidon se obtiene
por adicion de una cadena de Octenil succinico con una carga anionica en medio acuoso que
le confiere estabilidad al pH y una fuerza ionica , que le permite actuar como un surfactante
ionico; la nano emulsion O/W obtenida obtuvo valores de potencial de 39.4 £ 1.84 mV y un
tamanio de particula 142.7 = 0.85 nm con un indice de polidispersidad de 0.141 + 0.01después

de pasar por ultraturas y sonificacion de alta frecuencia(11) .

Como se puede observar la diferencia en la obtencion de la nano emulsion entre los dos

estudios es el potencial zeta, asociado al surfactante usado y el método de agitacion.

La seleccion de un adecuado tenso activo se hace complejo en el sentido que no se deben de
seleccionar aquellos que no tengan restricciones de uso en medicamentos por via oral, nasal
o intramuscular, tales como el dodecil sulfato de sodio SDS, moestearato de PEG 400, tween
80, de origen natural como la lecitina hidrolizada y el almidén modificado, algunas proteinas
o fosfolipidos, los cuales pueden ayudan a la estabilizacién de la emulsion de la fase O/W, al
actuar como hidrocoloide con efecto estérico por su cadena alifatica y su posibilidad de
generar un ion . Sin duda se puede realizar una combinacion de ellos o estudiar su efecto
individual. La lecitina por ejemplo es uno de los emulsificantes mas versailes y usados en la
industria de alimentos , especialmente la lecitina hidrolizada que es obtenida por la hidrélisis
de los fosfolipidos por medio de enzimas (fosfolipasa A2) transformandolos en

lisofosfolipidos.

La lecitina hidrolizada posee una mayor solubilidad en agua que la lecitina standard y
produce emulsiones tipo aceite/agua mas estables. La caracteristica quimica méas importante
de la lecitina es su poder emulsionante. Las moléculas de fosfolipidos poseen una parte polar
hidrofilica y otra apolar lipofilica, responsable por el poder de reduccion de la tension
interfacial entre una mezcla aceite/agua por ejemplo. Ese poder emulsionante es utilizado en
aplicaciones como bebidas, margarinas, aderezos, etc.; permitiendo la obtencion de

emulsiones tipo aceite/agua o0 agua/aceite.
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llustracién 5. Estructura de la lecitina.(49)

Desde el punto de vista de su uso en sistemas de formacion de nanocapsula por ensamblaje
de capa de poli electrolitos LBL, tendria la ventaja que el nitrogeno de la colina posee carga
positiva y el fosfato, negativa, de modo que en solucidn, a casi todos los valores de pH, la
lecitina existe como sal interna o ion interno (zwitterion). En su estructura podemos ver la
parte hidrofébica de la molécula, constituida por los dos radicales acilo sustituyendo al
glicerol, y la parte polar de la misma, compuesta por el grupo fosfocolina. La polaridad de
este ultimo esta determinada por la carga electronegativa del fosfato y la carga electropositiva
del grupo trimetilamonio de la colina. Asi se convierte en una opcion para ser planilla

coloidal de polielectrolitos .

Veamos ahora la importancia de una buena homogenizacion mecanica como un pardmetro
importante al realizar las nano emulsiones y el uso de otras técnicas de homogenizacion
diferente al ultraturas entre la de las fases oleosa y acuosa.

Sin duda el camino més simple para la obtencion de una emulsion es proporcionar energia
mecénica al sistema. Este propdsito puede ser facilmente alcanzado usando agitadores
mecanicos, homogeneizadores o por efectos de cavitacion por ultrasonido. El proceso de
emulsificacion por ultrasonido, el cual usa la produccion subita y el consecuente colapso de
las gotas de aire en el liquido. Este colapso, que produce un gran incremento de la presion
local, es capaz de destruir la gota. La emulsion por sonicacion presenta el problema en
términos de reproducibilidad debido a la dificultad de controlar los nicleos de cavitacion
(dominios donde la presion del liquido es mayor que la presion de vapor). La ley de LaPlace

regula la forma de las gotas, permite calcular la presion necesaria para dividir una gota en
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dos mas pequefias a presiones mas altas que las iniciales y también permite demostrar que el

radio medio de la gota depende de la energia introducida por unidad de volumen. (50)

A pesar de sus limitaciones la sonificacion hoy cobra mas fuerza, debido a que el uso de
sistemas de ultrasonido con frecuencias (>20 kHz) permiten obtener tamafios de particula
de hasta 100 nm lo cual ofrece una mejor homogenizacion, ademas es una alternativa y
ventaja al ser mas pequefias su transporte por la barrera macro encefalica y sera cuestion de

identificar los rangos y tiempos de frecuencia a utilizar que eviten que se rompa la emulsion.

El estudio realizado por Zhiguo Zheng donde realizo la sintesis de nano particulas de
curcumina revestidas con poli electrolitos asistida por sonicacion, se pudo evidenciar que el
uso de ultrasonido favorece la formacion de diametros de particula de hasta 60 nm a 90 nm ,

que se combina con la alta carga superficial para aumenta la estabilidad coloidal (51)

5. DISCUSION Y ANALISIS

De acuerdo a la recopilacion de la informacidn a continuacion se propone una serie de

etapas para la fabricacion de nano capsulas de quercetina mediante auto ensamblaje (LBL):

I. MATERIALES A UTILIZAR:

e Quercetina.

e Fase oleosa: Miglyol 812 el cual es una de mezcla de triglicéridos de cadena media,
basado en los resultados obtenidos por Etcheverry Juan Diego en el 2016 donde
obtuvo buena solubilidad de quercetina en una relacion de 1:30 (v:w) en ml: mg.(29)

e Sistema de surfactantes: Lecitina hidrolizada y Tween 80. Donde la lecitina con un
HLB=10.8, actla adicionalmente como un estabilizante tipo hidrocoloide de la
emulsion gruesa O/W 'y el Tween 80 con HLB = 15 actuara como un surfactante entre
el sistema Miglyol - Lecitina que realizara un efecto de hidrocoloide generando una
plantilla coloidal con disponibilidad de liberar carga positiva que realizara la

interaccion carboxilicos de la carboximetil celulosa de sodio.
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Poli electrolitos: Se usara la carboximetil celulosa de sodio y el quitosano con el fin

de obtener una nano capsula con carga negativa, que como ya fue revisado tiene
mayor mucoadherencia, lo cual genera la ventaja de su uso por via intranasal donde

no tendria paso atreves del sistema digestivo.

FORMACION DE NANOEMULSION
A continuacidn se presentan un resumen de los pasos que deben de seguirse para la
obtencion de nanocépsulas mediante LBL.:

Formacion de fase dispersa o fase oleosa.
La tabla No 4 muestra las concentraciones preliminares a evaluar con base al trabajo
realizado con flavonoides de curcumina, ver las referencias bibliograficas(48) y (11)

de este documento.

X1 Activo: Quercetina 3 mg/ml 6 mg/ml 10 mg/ml

MCT MCT MCT

X2 Fase oleosa:

Miglyol (triglicéridos de cadena 0.05 %V/IV 0.1% VIV  02% VIV

media) con un HLB de 11. emulsion emulsion emulsion

Tabla 5.Concentraciones de fase oleosa.

La mezcla X1 méas X2 se realizara con agitacién mecanica con ultraturas Gnicamente
debido a la afinidad de las materias primas. Las variables de control se tendra en
cuenta es la concentracion de flavonoides en fase oleosa a landa de 371 por

espectrofotdmetro UV/Vis.

La matriz de combinacion para determinar el mejor nivel se presenta a continuacion

en la tabla 5.

I
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F1 -1 -1
F2 -1 0
F3 -1 1
F4 0 -1
FS 0 0
F6 0 1
F7 1 -1
F8 1 0
F9 1 1

Tabla 6. Combinatorios para fase dispersa

Formacion de emulsion gruesa.

Una vez determinada la concentracién optima de la fase dispersa se procede a la
inclusion de la fase continua para obtener una emulsion tipo O/W, donde se evaluaran
en tres niveles (-1, 0 y 1) para la concentracion del emulsificante que debe conservar
una naturaleza anionica y el agua des ionizada, determinando asi la concentracion
Optima para la emulsion gruesa.

La tabla No 6, describe las concentraciones propuestas de trabajo. Los valores fueron
tomados de los reportados en la aplicacion de la técnica en curcumina(48) y (11).

En la ilustracion No 4, se muestra una propuesta secuencial para la obtencién de la

emulsion gruesa.

Tween 80 0% de la emulsion 2% de la emulsion
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Lecitina de soya 0.5 % de la emulsion 0.9 % de la emulsion

X3 Agua des ionizada a cps 50 ml de emulsion

Tabla 7.Concentraciones sistema fase continua.

En la formacion de la emulsion gruesa se tomaran las condiciones entre 1000 -1400
rpm en ultra turras con un tiempo de 3 a 6 min a temperatura ambiente de acuerdo al
las condiciones reportadas por Shabbar en su estudio con curcumina (11) . Una vez
obtenida la emulsion gruesa debera realizar la caracterizacion, mediante las variables

de control (Y1, Y2, Y3) que se describen a continuacion en la tabla No 7.

Tamafio de particula (Y1)
indice de polidispersidad (Y2)
Potencial Zeta (Y3)

Eficiencia de encapsulacion (Y4)

Tabla 8.Variables de estudio para sistemas de nano emulsiones.

2. AGUA DESIOMIZADA GOTEQ LENTO Manoemulsion gruesa

]
VA
(“‘ VAW,

1. TENSOACTIVO

Agitacion Agitacion

ULTRA TURRAS

llustracion 6.Secuencia de obtencion de nano emulsion gruesa.

Formacién de nano emulsién en matriz polimérica.
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Una vez determinada la concentracion optima de la emulsidn gruesa se procede a la

etapa de formacion de la matriz polimérica con el ensamblaje de los poli electrolitos,
se estudiaran combinaciones de polimeros asi: Carboximetil celulosa sodica
(anionico) y Quitosano (cationico)

Durante la formacion de la nano emulsion en matriz polimérica, las variables de
control serdn Y1, Y2, Y3, Y4 que ya se describieron en la Tabla No 5 de variables de

estudio para sistemas de nanoemulsiones.

e Sistema Carboximetil celulosa sédica CMC-NA (anidnico): Quitosano
(cationico) :
Las concentraciones de evaluacion y los niveles se describen en la tabla No 8.

A continuacion se describe la preparacion de los polimeros y la nano emulsion

a. Dispersion de los polimeros idnicos:

La dispersion de la CMC-NA se puede realizar entre 0.1 a 0.7 mg/mL de agua
en agua des ionizada con agitacion manual (11). Las concentraciones de
CMC-Na a evaluar se describen en la tabla No 8.

El quitosano a utilizar debe ser parcialmente desacetilado, con un grado de
des acetilacion: 93.4 %, con un peso molecular promedio de 100 kDa o con
grado de des acetilacion: 85 %, con un peso molecular promedio de 200 kDa.
Se preparara una solucién buffer acetato (pH 4.5 y 0.1M) disolviendo 3.15
gramos de acetato de sodio anhidro en un matraz de 500 ml con agua, a
continuacion se adiciona 4.5 ml de &cido acético glacial y se completa con
agua hasta la marca del matraz, el pH de la solucién buffer debe estar en 4.5,
si necesita ajuste se adiciona una solucion de NaOH. La solucion de quitosano
puede prepararse variando la concentracion de dispersion de 0.25 a 2.25 mg
de polvo de quitosano/mL de solucion buffer(11) . Las concentraciones de

quitosano a evaluar se describen en la tabla No 8.
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b. Deposicion de poli electrolitos

A continuacion una propuesta para la adicion de la solucion de CMC-Na
(13.3 mL) gota a gota en el 40 mL de la nano emulsién con quitosano ,
mientras se realiza la homogeneizacion durante 5 min y 10 min a 8000 rpm
usando ultra turras (11). Despues de la adicion de cada polimero se le mide la
viscosidad y pH.

Después se agregaria la solucion de quitosano (20 mL) gota a gota en 40 mL

de la nana emulsion gruesa mientras se realiza la homogeneizacion durante

5 min y 10 min a 8000 rpm usando ultra turras.

el ot

X4  Carboximetil celulosade  0.lmg/mlde  0.25 mg/ml 0.7mg/ml de

sodio CMC-NA agua de agua agua
X5  Quitosano Parcialmente 0.25 mg/ml 0.75 mg/ml 1.3 mg/ml de
desacetilado de solucidn solucion solucion
buffer buffer buffer

Tabla 9. Concentracion poli electrolitos Sistema quitosano/CMC-Na.

c. Medicién en zeta sizer
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Las muestras se diluiran 200 veces con agua purificada agitando bien antes de

la medicion. El potencial zeta se determinara mediante la medicion de la

movilidad electroforética en 25 °C.

6. CONCLUSIONES

La quercetina es un compuesto natural con un alto poder antioxidante al contener 5
donantes de enlaces de hidrégeno y 7 aceptores de enlaces de hidrégeno ademaés de
tener el grupo catecol en el anillo B y el grupo OH en la posicion 3, donde el grupo
OH libre de la posicion 3 aparentemente incrementa la capacidad antioxidante porque
la forma libre es mas lipofilica que la glicosidica y un grupo OH en posicion 5 puede
aumentar la actividad antioxidante por incremento de la deslocalizacion electronica
que le permiten captura de radicales libres . Asi la quercetina actua como un ROS
scavenger capaz de reaccionar con especies reactivas de oxigeno y otros radicales
libres reactivos y se ha demostrado ser capaz ejercer un efecto de anti agregacion e
inhibicion en la formacion de fibrillas aff , desestabilizar incluso las fibrillas maduras
y aumentar la produccion de enzima superoxido dismutasa (SOD), Enzima catalaza
(CAT) y enzima Glutation peroxidasa (GPX) .

La nano encapsulacion de quercetina en sistemas poliméricos naturales en combinacion
con la ultrasonicacion u homogenizacion de alta frecuencia pueden permitir didmetros
menores de 100 nm , donde se mejora su penetracion a través de las barreras
fisiolégicas (la barrera hematoencefélica vy la barrera de sangre-liquido

cefalorraquideo), el cual es uno de los inconvenientes para muchos medicamentos.

Nanocapsula con carga superficial negativa en base a quitosano indica que contribuye
a la absorcion oral del farmaco encapsulado mediante la interaccion con la carga de

carga negativa de las mucosas. Los estudios con células en modelos con membrana se
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ha podido permitido inferir que las interacciones electrostaticas puede ser la

caracteristica mas importante en la accion de quitosano en la mucoadhesividad , pero

no son los Unicos relevantes.

La técnica LBL es una combinacion de nano emulsiones con los principios de las
fuerzas hidrofobicas y fuerzas electrostaticas, sumado al tratamiento ultrasénico para
su homogenizacién conduce al ensamblaje de envolturas de poli electrolito ultra finas
que pueden modularse para su liberacién atreves de estimulos como el pH, fuerzas

idnicas entre otras .
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