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Resumen

La quercetina es un flavonoide con interesantes propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, Gtil para la prevencion y tratamiento de diversas afecciones cutaneas.
Sin embargo, su baja solubilidad e inestabilidad dificultan su formulacién Por ello, el
objetivo de este trabajo fue desarrollar, caracterizar y comparar nanoformulaciones y una
formulacién convencional de quercetina para su administracion en la piel. Se elaboraron
liposomas (F1, F2) y chitosomas (F3, F4) con fosfatidilcolina y diferentes
concentraciones de tensioactivo (Tween 20). Para la preparacion de las
nanoformulaciones se utiliz6 el método de hidratacion, se homogenizaron mediante
sonicacién y extrusion (100 nm) y se purificaron mediante didlisis. La quercetina
encapsulada se cuantific6 mediante HPLC y se caracterizaron tamafio de particula y
potencial zeta por dispersion de luz dindmica. Se realizaron estudios in vitro de liberacion
en medio fisioldgico, estabilidad frente a la luz, elasticidad y accion antioxidante. El
tamafo de las vesiculas obtenidas con menor y mayor proporcion de Tween 20 fue
respectivamente de 184 nm, 120 nm para los liposomas y 342,7 nm y 213,5 nm para los
chitosomas. El potencial Zeta fue negativo para los liposomas y positivo para los
chitosomas. El porcentaje de encapsulacion fue significativamente mayor para los
chitosomas y no se vio afectado por la proporcion de Tween. La quercetina encapsulada
en las vesiculas mantuvo su actividad antioxidante que fue superior para los chitosomas
debido a la accién sinérgica del chitosan. Los perfiles de liberacion mostraron la

liberacion controlada de la quercetina en relacién con la solucion.

Se han desarrollado formulaciones con las caracteristicas adecuadas para la
administracion de quercetina por via dérmica, si bien la realizacion de estudios in vitro
con piel permitird confirmar su capacidad de incrementar la penetracion de quercetina a

través del estrato corneo.



Abstract

Quercetin is a flavonoid with interesting antioxidant and anti-inflammatory properties,
useful for the prevention and treatment of various skin conditions. However, its low
solubility and instability difficults its formulation. Therefore, the objective of this work
was to develop, characterize and compare nanoformulations and a conventional
formulation of quercetin for dermal administration. Liposomes (F1, F2) and chitosomes
(F3, F4) were studied with different concentrations of surfactant (Tween 20), using the
hydration method for its preparation, sonication and extrusion (100 nm) for its
homogenization and dialysis for its purification. The encapsulated quercetin was
quantified by HPLC and particle size and zeta potential were characterized by dynamic
light scattering. In vitro release studies, light stability, elasticity and antioxidant action
were made. Vesicle sizes for lower and higher proportions of Tween were 184 nm and
120 nm for liposomes and 342.7 nm and 213.5 nm for chitosomes respectively. The zeta
potential was negative for liposomes and turned positive for chitosomes. The percentage
of encapsulation was significantly higher for the chitosomes and was not affected by the
proportion of Tween. Quercetin encapsulated in the vesicles maintained its antioxidant
activity, which was superior for chitosomes due to the synergistic action of chitosan. The
release profiles showed the controlled release of quercetin in comparison with a quercetin
solution. Formulations with adequate characteristics for the administration of quercetin
by dermal route have been developed, although in vitro studies with skin will confirm its
ability to increase the penetration of quercetin through the stratum corneum.



Resumo

A quercetina é um flavondide com interessantes propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, Gtil para a prevencao e tratamento de varias condi¢des da pele. Entretanto,
sua baixa solubilidade e instabilidade dificultam a sua formulag&o. E por isto que, 0
objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e comparar nano-formulagdes e uma
formulacdo convencional de quercetina para sua administracdo a pele. Os Lipossomas
(F1, F2) e quitossomas (F3, F4) foram preparados com fosfatidilcolina e diferentes
concentracdes de surfactante (Tween 20). Para a preparacdo das nanoformulacdes foi
utilizado o método de hidratacdo, homogeneizado por um processo de sonicacdo e
extrusdo (100 nm) e purificado por diélise. A quercetina encapsulada foi quantificada por
HPLC e o tamanho das particulas e o potencial zeta foram caracterizados por
espalhamento dindmico de luz. Foram realizados estudos in vitro de liberacdo em meio
fisioldgico, estabilidade contra luz, elasticidade e atividade antioxidante. O tamanho das
vesiculas obtidas com a menor e maior proporcao de Tween 20 foi respectivamente 184
nm, 120 nm para lipossomas e 342,7 nm e 213,5 nm para quitossomas. A medi¢do do
potencial Zeta deu valores negativos para os lipossomas e positivos para 0s quitossomas.
A porcentagem de encapsulacao foi significativamente maior nos quitossomas e ndo foi
afetada pela proporcgdo de Tween no caso dos liposomas. A quercetina encapsulada nas
vesiculas manteve sua atividade antioxidante, com valores superiores para 0s quitossomas
devido a acdo sinérgica da quitosana. Os perfis da liberacdo mostraram que existe uma

liberacdo controlada de quercetina em relagao a solugao.

Todas as formulagGes foram desenvolvidas com as caracteristicas 6timas para a
administracdo de quercetina por via dérmica, embora a realizacdo de estudos in vitro com
pele confirme sua capacidade de aumentar a penetracdo de quercetina através do estrato

cérneo.



1. INTRODUCCION

1.1 La piel y el envejecimiento

La piel esta formada por dos partes: la epidermis y la dermis. La dermis es la responsable
de mantener la resistencia estructural de los tejidos y lo hace a partir de la produccion de
colageno, su principal compuesto, aunque también intervienen en menor proporcion la
elastina y fibras reticulares. La epidermis, por el contrario, es el estrato superior, no es
tan espesa como la dermis y no tiene vasos sanguineos, siendo alimentada por difusion a
partir de los vasos provenientes de la dermis (Seeley et al., 2003). En la parte mas
superficial se encuentra el estrato corneo, constituido por células epidérmicas muertas
aplanadas, también llamadas corneocitos, incrustadas en una matriz rica en lipidos. La
humedad de este estrato dependera de varios factores como: su estructura y composicion,
la humedad externa, las funciones de barrera que ejercen los compuestos lipofilicos y la
biosintesis de sustancias enddgenas de la piel (Hara y Verkman, 2003). La piel esta en
constante renovacion por medio de un proceso que lleva el nombre de queratinizacion, el
cual consiste en la renovacion y reposicion de la matriz extracelular a partir de nuevas
células formadas en la capa basal. De esta manera se mantienen estables las funciones de

barrera, impermeabilizacion y resistencia del estrato corneo (Seeley et al., 2003).

Este 6rgano, el mas extenso del cuerpo humano, cumple una serie de funciones de vital
importancia para asegurar la homeostasis del organismo. Es la barrera que aisla a los
tejidos internos del medio exterior, protegiéndolos de agentes exdgenos contaminantes u
oxidantes (Hatahet et al., 2016a). Previene la perdida de fluidos percutaneos, electrolitos
y proteinas, mantiene el control de la temperatura promoviendo el flujo sanguineo y por
la actividad de las glandulas sudoriparas, tiene funciones de percepcion sensorial y de
alerta al sistema inmune y, ante todo, protege contra la abrasion y la luz ultravioleta (UV)
(Diembeck et al., 1999). Sin embargo, en caso de un stress oxidativo extremo, superior a
los mecanismos de defensa, puede ocurrir un dafio de la piel y comprometerse 6rganos

internos y el metabolismo.

La teoria de los radicales libres del envejecimiento, formulada en 1956 por Denham
Harman, ha sido fundamental para entender y estudiar el proceso de envejecimiento. Esta

sugiere que el dafio acumulado por los radicales libres sobrepasa la capacidad de



autoreparacion de la célula, causando su muerte y finalmente la del organismo (Velarde
etal., 2016).

El envejecimiento puede evidenciarse en el deterioro de la piel. Una piel envejecida es
susceptible de sequedad, picor, escozor, infecciones y desdrdenes autoinmunes
(Diembeck et al., 1999) ya que su funcidn de barrera esta alterada, ha perdido elasticidad,
se ha reducido la vasculatura de la dermis y el colageno que se produce es atrofico
(Hatahet et al., 2016a). Los responsables del proceso de envejecimiento son diversos
factores, tanto extrinsecos como intrinsecos, desde cambios fisioldgicos que devienen con
la edad, la exposicion a la radiacion solar (fotoenvejecimiento) y la polucién hasta el
estilo de vida del individuo. Incluso, el tabaquismo es uno de aquellos factores que mas
condicionan la salud de la piel, disminuyendo la cantidad de nutrientes y oxigeno a los
tejidos cutaneos, volviendo la piel mas dura y menos elastica (Leow, Maibach, 1998).
Mientras los factores intrinsecos son inevitables, los factores extrinsecos, en diferentes
grados, pueden ser controlados (Hara et al., 2003). Retardar el envejecimiento y la
aparicion de arrugas es uno de los objetivos de la investigacién y desarrollo de
cosmeceuticos. Para esto se busca la implementacién a nivel tépico de agentes
antioxidantes y antiinflamatorios que cuiden la piel de esos desencadenantes ex6genos
(Hatahet et al., 2016a).

Para poder hacer frente al estrés oxidativo, tanto del metabolismo enddgeno como de
factores extrinsecos, la piel cuenta con mecanismos de defensa enzimaticos y no
enzimaticos para protegerse (Diembeck et al., 1999). Algunas de las enzimas enddgenas
que previenen los radicales libres son; la superdxido dismutasa (SOD), catalasas y
glutation peroxidasa y, entre los antioxidantes enddgenos no enzimaticos la coenzima
Q10.

El fotoenvejecimiento, causado por la exposicion frecuente a la radiacién ultravioleta, es
quizas el aspecto mas relevante, ya que consiste en un factor exdgeno sobre el que, en
menor 0 mayor medida, se puede influir para retardar o mitigar el proceso de
envejecimiento, al igual que prevenir patologias asociadas. La exposicion repetitiva a la
radiacion ultravioleta favorece la formacion de coldgeno severamente dafiado y en dltima
instancia la aparicién de arrugas en una piel con reducida elasticidad (Casagrande et al.,
2007).

Son tres los tipos de radiacion ultravioleta: UVC (100-290 nm), UVB (290-320 nm) y
UVA (320-400 nm). Las radiaciones UVB logran penetrar la epidermis y estan asociadas
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con problemas de quemaduras o eritemas de piel. Las radiaciones UVC tienen poco
impacto debido a que son bloqueadas por la capa de ozono, pero los rayos UVA, son muy
problemaéticas, porque logran penetrar hasta la dermis y son responsables de los dafios
cronicos asociados al fotoenvejecimiento (Diembeck et al., 1999), principalmente porque
favorecen la disminucion de la produccién de colageno en la dermis y la formacion de

coladgeno imperfecto (Shindo et al., 1994).

1.2 Los flavonoides como antioxidantes

Para prevenir o tratar el envejecimiento cutaneo se utilizan agentes antioxidantes. Para
que una molécula pueda actuar como antioxidante debe pasar a las capas vivas, es decir
atravesar el estrato cérneo. Entre los antioxidantes mas prometedores estan la coenzima
Q10, la vitamina C, los polifenoles y la vitamina E (Hatahet et al., 2016a). En la piel, la
coenzima Q10 actlia como antioxidante, presentandose diez veces en mayor cantidad en
la epidermis que en la dermis. Se ha demostrado que esta molécula actla protegiendo a
los queratinocitos y fibroblastos (Diembeck et al., 1999). El &cido ascérbico es un potente
antioxidante, actia como coenzima de las enzimas hidroxilasa y oxigenasa, implicadas
en la biosintesis de procolageno, carnitina y los neurotransmisores (Chen et al., 2015). La
carencia de esta vitamina origina alteraciones en la cicatrizacion de heridas, hemorragias
cutaneas e incluso lleva asociada una enfermedad a su deficit: el escorbuto. La vitamina
E también es un buen antioxidante que protege a los lipidos y otros componentes de las
ceélulas del dafio oxidativo, interviniendo en el mantenimiento de la estructura de las

membranas celulares (Carbajal, 2018).

Entre los compuestos naturales, los polifenoles presentan gran actividad antioxidante,
principalmente el grupo de los flavonoides. Estos compuestos forman parte de los
metabolitos secundarios de las plantas, de los cuales existen seis clases: flavonas,
flavonoles, flavanonas, catequinas, antocianidinas e isoflavonas, cuya estructura se ilustra
en la Figura 1 (Hollman, 2004).



Flavonas Flavonoles Flavanonas

R R HO
OH OH
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Catequinas Antocianidinas Isoflavonas

Figura 1: Diferentes clases de flavonoides (Hollman, 2004)

Los flavonoides constituyen una clase muy abundante de metabolitos secundarios
presentes en practicamente la totalidad de las plantas superiores y de los helechos. Son
responsables de la mayoria de la pigmentacion azul, amarilla y roja que se observa en las
flores. Su sistema estructural se basa en un heterociclo denominado flavano, como se
recoge en la Figura 2 (2-fenilbenzopirano o también 2-fenilcromano) en diferentes niveles
de oxidacién, lo que permite obtener estructuras diversas (Marco, 2006). Estos sistemas
heterociclicos estan siempre sustituidos por una cantidad variable de grupos hidroxilo,
algunos de los cuales pueden estar metilados, prenilados y glicosados. Lo mas comun es

encontrar hidroxilos en las posiciones 5, 7 y 4" (Marco, 2006).

Figura 2: Estructura del Flavano (Marco, 2006)



A excepcion de las catequinas, los flavonoides suelen encontrarse en la naturaleza
formando glicésidos con la rhamnosa, glucosa y arabinosa. Las estructuras agliconas de
flavonoides son demasiado hidrofilas, por lo que su absorcion es muy limitada. Mientras
que los glucosidos y las agliconas pueden ser absorbidos en el intestino delgado por el
ileon y rapidamente metilados, glucuronizados o sulfatados por el higado, el resto de los
flavonoides deben llegar hasta el colon, para que las bacterias probioticas se encarguen
de su metabolismo y de su absorcién. La capacidad de metabolizar y absorber ciertos
flavonoides dependera de la flora microbidtica de cada persona, aunque se han
descubierto otros mecanismos de transporte especiales que llevan a los flavonoides desde

el intestino a la sangre (Yuan et al., 2007).

Los efectos bioldgicos de los flavonoides en el hombre son particularmente beneficiosos,
actuando tanto como antioxidantes como protectores contra las enfermedades
cardiovasculares, ciertas formas de cancer y contra la degeneracion de los componentes
celulares asociados con la edad (Dewick, 2009). Logran absorber la radiacién ultravioleta
evitando que se inicie la formacion de especies reactivas de oxigeno dentro de las células
(Diembeck et al., 1999) y tienen la capacidad de reducir el dafio oxidativo causado por
longitudes de onda solares cortas y el riesgo de generacion de radicales de oxigeno debido
a la radiacion UVB (Roberto et al., 2014).

1.3 La Quercetina

La quercetina es el flavonol mas comun. Se encuentra en diversos alimentos: manzanas,
bayas, diversas variedades de col, semillas, frutos secos, flores, cortezas y hojas, uvas
negras, frambuesas, té verde, ajo y principalmente en las cebollas. Muchas propiedades
de las plantas medicinales se han atribuido a una alta concentracion de quercetina presente
(Hollman, 2004). Esta molécula pertenece al grupo de los flavonoles (Figura 3) y se ha
convertido en un compuesto de gran interés cientifico en la actualidad debido a sus
multiples propiedades terapéuticas (Rothwell et al., 2005). Destaca su capacidad
preventiva contra factores de envejecimiento contra la radiacién ultravioleta y contra la
deshidratacién de la piel al inhibir la peroxidacién lipidica. Su valor radica principalmente
es ser un gran antioxidante y antiinflamatorio, demostrandose in vitro e in vivo, que es
una molécula protectora, tanto de los queratinocitos como de los fibroblastos (Hatahet et
al., 2016a).



En un estudio realizado mediante inflamacion inducida con radiacion UV en ratones sin
pelo, se encontrd que la quercetina disminuia significativamente el aumento de la enzima
mieloperoxidasa, que es un marcador de la presencia de neutréfilos y, por ende, de
inflamacion. La quercetina logra inhibir la actividad de las enzimas proteoliticas en los
queratinocitos y fibroblastos epidérmicos, las cuales estan estrechamente relacionadas
con el envejecimiento (Casagrande et al., 2006). Todos estos estudios avalan a este
flavonoide como una molécula prometedora como factor exdgeno de proteccién para la

piel.

OH v" R=glucosa-rhamnosa, = Ri=H:
OH quercetina-3-rhamnoglucosido.

T 2.
© © v" R=glucosa, Ri=H: Quercetina-

| 3-glucosido.
o) :
I | v" R=SO4, Ri=H: Quercetina-3-
OH R
sulfato.

v" Ri=H, R=H: Quercetina.
v R=H, R1=SOs4": Quercetina 7-
sulfato.

Figura 3: Los diferentes derivados de la quercetina segun los sustituyentes

(Hatahet et al., 2016a)

1.4 Retos en la administracion tépica de quercetina

La piel es una barrera compleja y muy resistente a la penetracion de principios activos
siendo el estrato corneo el paso limitante en el transporte de sustancias a través de la piel
y, por lo tanto, el principal reto en la administracion topica. El lugar de acceso de un
principio activo depende fundamentalmente de la lipofilia y la hidrofilia que rigen las
interacciones de membrana. La lipofilia puede expresarse como un coeficiente de
particion: un parametro que relaciona la forma en que un soluto se divide entre las fases

polares y no polares (Rothwell et al., 2005).
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Para una adecuada penetracion a traves de la piel tras la administracion topica, los
farmacos o productos activos deben tener un peso molecular bajo (< 500 Da), con cierta
solubilidad en aceite y en agua presentando un coeficiente de reparto intermedio entre 1
y 4 (Henrigues, Rijo, Molpeceres y Pinto, 2017). Solo las moléculas con una adecuada
lipofilia pueden difundirse a través de la membrana de fosfolipidos.

Como se ha mencionado anteriormente, la administracion tdpica de antioxidantes,
naturales o sintéticos representa una estrategia exitosa para prevenir o reducir la gravedad
de los efectos nocivos de la radiacion ultravioleta (Saija et al. 2003) y se ha presentado a
los flavonoides, en particular la quercetina, como un gran candidato para retrasar la lesion
oxidante y la muerte celular mediante la captacion de radicales libres. Sus resultados
probados para secuestrar radicales del tipo Oz, oxigeno singlete (O2) y radicales OH,
inhibir las enzimas ciclooxigenasa y lipooxigenasa y demas propiedades, la convierten en

una potente molécula antioxidante y antiinflamatoria (Saija et al., 2003).

En el caso de la quercetina, su peso molecular es de 302,2 g/mol y su coeficiente de
reparto es de 1,82 (Tabla 1). Este coeficiente indica que la quercetina tiene cierto caracter
lipofilico, pero no es un valor suficiente para garantizar la penetraciéon en los estratos
cutaneos ya que también tiene cierto caracter hidrofilico dado por los grupos hidroxilo
presentes (Hatahet et al., 2016a). La solubilidad es el factor principal que limita su
incorporacion en distintos vehiculos y su liberacion y penetracién en la piel. Su
solubilidad mejora si se emplean solventes organicos, por ejemplo, en etanol puede
solubilizarse hasta 2 mg/ml (Hatahet et al., 2016a). En relacion a la solubilidad de
quercetina en agua y distintos medios, hay disparidad en los resultados que aparecen en
la bibliografia, como se observa en la Tabla 3, en la que se recogen valores publicados

por distintos autores para la solubilidad de la quercetina en agua.
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Formula molecular C15H1007

Peso molecular 302.2 g/mol
Solubilidad en agua MiliQ 0.48+0,1
ug/ml
Solubilidad en Etanol 2 mg/mi

Coeficiente de particion Log P 1.82 +0.3

2-(3,4-
dihydroxyphe
nyl)-3,5,7-
Nombre IUPAC trihydroxy-
4H-chromen-

4-one

Figura 4: Quercetina y sus principales propiedades (Hatahet et al., 2016a).

En relacion con el resveratrol, un estilbeno con propiedades similares, (Caddeo et al.,
2016), la quercetina presenta una solubilidad en agua mayor pero un coeficiente de

reparto menor. Otros flavonoides presentan coeficientes de reparto mas altos (Tabla 1)

Las formulaciones topicas no deben alcanzar la circulacion sistémica. Sin embargo, en
funcion de la actividad deseada se requerirad un nivel de penetracion (Figura 5). Asi, basta
con que permanezca en la superficie de la epidermis para actuar como pantalla solar, pero
deberd penetrar hasta el estrato espinoso y el estrato basal para poder actuar como
protector sobre los queratinocitos, y si se pretende que ejerza una accion antiinflamatoria
0 sobre una quemadura o herida debera alcanzar capas mas profundas para actuar sobre
los fibroblastos (Hatahet et al., 2016a).
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Tabla 1: Coeficientes de particion de algunos flavonoides y el resveratrol (Robinson et al.,

2015)
FLAVONOIDE Log P

Kaempferol 3.11 £0.54
Genisteina 3.04+0.02
Apigenina 2.92+0.06
Quercetina 1.82+0.32
Quercetina-3-glucosido 0.76+£0.01
Quercetina-7-sulfato 0.74+0.02
Quercetina-3-rhamnoglucosido -0.64+0.05
Quercetina-3-sulfato -1.11+0.01
Naringenina 2.60+0.03

Resveratrol 3,1

El desarrollo de una formulacion adecuada para la administracion tdpica requiere tener
en cuenta el lugar de accion y las caracteristicas de la molécula a emplear. Hay que
considerar las condiciones del medio a ser liberado, la solubilidad del compuesto activo,

los coeficientes de particion y el tiempo de liberacion deseado (Hatahet 2016).

El desarrollo de formulaciones no convencionales se ha propuesto para poder resolver los
problemas de solubilidad, incorporacion y liberacion de algunas moléculas. Para mejorar
la eficacia de la quercetina se requiere utilizar diversos enfoques nanotecnologicos que
mejoren su solubilidad, la velocidad de disolucion y, por lo tanto, su biodisponibilidad.
Entre estos recursos se incluyen dispersiones sélidas, nanosuspensiones,
microemulsiones, nanoparticulas lipidicas sélidas y profarmacos. Existe una necesidad
critica de desarrollar estrategias alternativas para superar las deficiencias de la quercetina

y mejorar su biodisponibilidad (Caddeo et al., 2015).
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Figura 5: Grados de penetracion de la quercetina en la piel segin su accidn terapéutica (Hatahet
etal., 2016a)

1.5 Emulsiones O/W

Una emulsion es una dispersion termodinamicamente inestable entre dos liquidos
inmiscibles, en la que uno de ellos forma pequefas gotas dispersas en el otro. Debe existir
un tercer elemento, un emulsionante, de naturaleza anfifilica que facilita la formacion de
la emulsién disminuyendo la tension interfacial entre las fases, aportando estabilidad
durante un tiempo (Mufioz et al., 2007). En el caso de las emulsiones O/W la fase dispersa
estd compuesta por sustancias apolares y la fase continua es el agua y sustancias de

naturaleza polar.

Cuando las gotas formadas son extremadamente pequefias, con un tamafio en el rango de
20-200 nm, se habla de nanoemulsiones. Estas pueden Ilegar a ser mucho mas estables y
a garantizar niveles mas profundos de penetracion de farmacos, aunque ambos sistemas,

son superponibles en términos de toxicidad (Musazzi et al., 2018).

Musazzi et al., (2018) sostienen que las nanoemulsiones O/W pueden mejorar los perfiles
de permeacion de moléculas en funcidn de sus propiedades fisicoquimicas, en particular
de moléculas activas apolares si se compara con las emulsiones convencionales. Sin

embargo, no existe evidencia para garantizar lo mismo con las moléculas polares. Como
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la elaboracion de emulsiones es sencilla y econdmica, es siempre una opcion a considerar
para la formulacion de moléculas que son apolares. La quercetina, como se ha mostrado,
tiene un coeficiente de particion intermedio y una solubilidad que la descarta como una
sustancia polar. Por esta razon, la incorporacion en una emulsion convencional es una
alternativa, si bien es importante la seleccion de los componentes para conseguir una

elevada capacidad de incorporacion y adecuado perfil de liberacion.

El uso de una emulsion rica en acidos grasos de cadena media, como los que provienen
de la leche de cabra y el aceite de coco pueden ser una alternativa para lograr esas

caracteristicas.

Los &cidos grasos son moléculas anfipaticas, que en solucion acuosa forman micelas y
pueden incorporarse facilmente en las membranas lipidicas, aumentando la tension en las
bicapas (Arouri y Mouritsen, 2013; Hayrup et al., 2001). Los &cidos grasos desestabilizan
la membrana lipidica y aumentan su permeabilidad (Jespersen et al., 2012) Esta alteracion
de la membrana depende de la concentracion, la longitud de la cadena y el grado de

insaturacion (Aurori et al., 2016).

Aurori et al., (2016) demostraron que acidos grasos como el caprico (C10), caprilico (C8)
y laurico (C12), logran perturbar un modelo de membrana, aunque estos resultados no
fueran totalmente transferibles a las membranas bioldgicas dada la complejidad y la
inestabilidad de estas en comparacién con un modelo in vitro. Tomando este hecho, el
uso de estos acidos grasos en una emulsion convencional puede favorecer la penetracion

de la quercetina.

1.6 Liposomas y otras vesiculas lipidicas

Las nanoparticulas presentan un gran interés en la administracion topica de agentes
terapéuticos. Dos ventajas importantes que presentan son: conseguir un control de su
liberacion y aumentar la penetracion de los principios activos a través de la piel en
comparacion con otros vehiculos. Varios estudios han demostrado que las particulas
nanométricas tienden a residir en las capas externas del estrato cérneo y en la epidermis,
con una penetracién insignificante en la dermis (Qi et al. 2011), lo que garantizaria que

no llegan a la circulacion sistémica y que su accion quedaria restringida a la piel.
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Entre estos sistemas nanoparticulares destacan los liposomas, vesiculas constituidas por
una o varias bicapas de fosfolipidos que engloban uno o varios compartimentos acuosos
(liposomas unilaminares o multilaminares, respectivamente).Se forman espontaneamente
cuando se dispersan fosfolipidos en un medio acuoso y fueron sintetizados por primera
vez por Bangham et al. en 1965 (Garg et al., 2017). Los liposomas unilaminares se
denominan de acuerdo con su tamafio; vesiculas pequefias (SUV) para vesiculas desde 40
hasta 100 nm, grandes (LUV) cuando alcanzan hasta 500 nm o gigantes (GUV) con un
tamafio mayor a 1um. En el caso de los liposomas multilaminares suelen presentar
tamafos mayores a 500 nm (MLV), aunque también pueden estar en el rango de 100 nm
hasta 1um, denominandose en este caso vesiculas oligomelares (OLV). Se puede ver en

la Figura 6 diferentes tamafios de liposomas.

1:4’3&,»;,}\

i
L2 R

Figura 6: Liposomas multilaminares y unilaminares (Gubernator, 2014)

Presentan la ventaja de ser biocompatibles, versatiles y faciles de preparar. Ademas,
pueden incorporar moléculas de naturaleza lipofilica, hidrofilica o anfifilica. Entre sus

desventajas destaca su inestabilidad en suspension (Clares, 2003).

Sus propiedades dependen de su composicion, carga superficial, tamafio y método de
preparacion. ElI componente fundamental de los liposomas es la fosfatidilcolina de huevo
0 de soja, acompafiada en muchos casos por colesterol, que confiere una mayor

estabilidad a las vesiculas.

Los liposomas se pueden preparar por distintos métodos como el de hidratacion,
inyeccion de etanol o el de evaporacion de fase reversa (Henriques et al., 2017). En el

método de hidratacién, muy utilizado, se evapora primero el solvente organico utilizado
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para solubilizar los lipidos a vacio en un rotavapor. En una segunda etapa se hidrata la
pelicula lipidica formada, con una solucidn tampon, siempre por encima de la temperatura
de transicion del lipido con agitacion. Los liposomas obtenidos son multilaminares, no
homogéneos y de gran tamafio. En el método de inyeccion de etanol, la fase lipidica
disuelta en este solvente se inyecta en una solucién acuosa a 50 °C con agitacion. Después
el solvente se evapora en condiciones de vacio (Charcosset et al., 2015). En el método de
evaporacion de fase reversa, se disuelve la fase lipidica en un solvente orgénico, se
emulsiona con la fase acuosa y después se elimina el solvente en condiciones de vacio
(Henriques et al., 2017).

Los liposomas de fosfatidilcolina presentan carga eléctrica negativa, si bien se pueden
incluir en su composicion lipidos que les confieran carga positiva como la estearilamina,
que se sabe ayuda en la penetracion de la piel, debido a la carga negativa de las
membranas celulares (Zhanga, 2016). Cuando los lipidos empleados en la formacion de
los liposomas multilaminares tienen carga, la distancia entre las bicapas aumenta y es
mayor la cantidad de sustancia hidrosoluble encapsulada, debido al incremento en el
volumen acuoso. Desde el punto de vista termodinamico, los liposomas son sistemas
inestables y tienden de forma natural a agregarse o fusionarse. La estabilidad depende de
la existencia de un mecanismo de repulsion electrostatico o impedimentos estéricos, por

lo que es mayor para liposomas cargados (Ruano, 2013).

También pueden modificarse con otros compuestos que les confieran carga superficial
positiva. Asi se han desarrollado los chitosomas, por interaccién del chitosan con la
fosfatidilcolina. El chitosan es un polimero catiénico derivado de la chitina compuesto
principalmente de unidades de glucosamina: es un derivado N-desacetilado de la quitina.
Este polimero tiene propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, asi como muchas otras
propiedades  biofarmacéuticas  atractivas, que incluyen biocompatibilidad,
biodegradabilidad, bioadhesion, potenciacion de la penetracion y actividad
antimicrobiana. Debido a su fuerte carga positiva se une fuertemente a la piel de los
mamiferos, la cual presenta una ligera carga negativa, favoreciendo la captacion de
farmacos a través de la piel. Una ventaja que presentan este tipo de vesiculas es su

estabilidad debido a la repulsion electrostatica.

Los liposomas se han estudiado ampliamente y se ha demostrado que poseen un alto
potencial en la administracion tépica. Se adhieren a la piel, donde desestabilizan, se
fusionan o mezclan con la matriz lipidica. Pueden actuar también modificando la
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estructura del estrato corneo, promoviendo la penetracion de los principios activos
(Prasanthi and Lakshmi, 2012). Se ha visto que las caracteristicas de los liposomas
condicionan su disposicién en la piel, pero esto también estd condicionado con la
integridad de la barrera cutdnea. De hecho, no es igual la difusion a traves del estrato
corneo de una piel saludable a la difusion en un estrato corneo roto, caracteristico de
pieles con trastornos cutdneos (Caddeo et al., 2016). Aunque se ha descrito que los
liposomas mejoran la penetracion de los farmacos o principios activos en la piel
(epidermis y dermis) (Nounou et al., 2008). Para lograr superar las limitaciones que tienen
los liposomas convencionales para difundirse a traves de la piel, se han desarrollado
nuevos tipos de vesiculas més flexibles que garanticen una mejor penetracion del estrato
corneo y una mayor estabilidad, como los transfersomas y etosomas (Ascencio et al.,
2015).

La principal diferencia entre liposomas convencionales y deformables (elasticos) es la
alta adaptabilidad de éstos ultimos, dependiente de la presion, lo que les permite

deslizarse entre las células aun cuando se trate de vesiculas de gran tamafio.

Los transfersomas son liposomas elasticas o flexibles (vesiculas ultradeformables, UDV)
que se obtienen al modificar la estructura liposomal por medio de tensoactivos o sales
biliares (Cevc, et al. 1994). Los componentes de los tranfersomas son: etanol (hasta 10%),
lipidos (5-10% fosfatidilcolina) y surfactantes (10-25%) (Choi and Maibach, 2005). Los
tensioactivos son moléculas con alto radio de curvatura que desestabilizan la bicapa de
las vesiculas aumentando su deformabilidad facilitando la penetracion del estrato corneo,
ya que pueden comprimirse hasta diez veces su diametro (Gupta et al., 2012). En su
preparacion se han utilizado colato sodico, deoxicolato sodico, Span 60, Span 65, Span
80, Tween 20, Tween 60, Tween 80, acido oleico y glicirrricinato potasico (Duangjit et
al., 2011). Estos surfactantes generalmente se incorporan dentro de las membranas
vesiculares (Ascenso et al., 2015; Choi et al., 2015; Choi and Maibach, 2005)

Los transfersomas fueron elaborados por primera vez por Cevc et al. en 1992 y son
capaces de penetrar en la piel intacta (Henriques et al., 2017). Pueden prepararse por el
método de hidratacion y permiten obtener elevados porcentajes de encapsulacion (Choi
and Maibach, 2005)

Cuando son aplicados, los transfersomas pueden deshidratarse en la superficie de la piel

por evaporacion y aumentar la hidratacion de esta (Cevc et al. 2002). Se origina una
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presion osmotica entre las regiones altamente hidratadas de la piel y la superficie
deshidratada de los transfersomas, permitiéndose la entrada de estos a traves del estrato
corneo hacia la piel més profunda (Cevc et al., 2002).

Otro tipo de vesiculas deformables son los etosomas, que incluyen en su composicion
fosfolipidos (20-45%), agua y altas concentraciones de etanol (entre 20-45%) (Ainbinder
et al., 2010). EIl etanol es un buen promotor de la absorcién y en combinacién con los
fosfolipidos parece afectar a la region intercelular del estrato corneo. Ademas, sus
propiedades de deformabilidad contribuyen también a su buena penetracion en la piel
(Henriques, 2017). Se ha sugerido que existe un efecto sinérgico entre el etanol, las
vesiculas formadas y los lipidos de la piel. Este tipo de sistema fue descubierto por
Touitou in 1996 y tiene capacidad para la administracién dérmica y transdérmica de
principios activos. El tamafio de los etosomas es mayor cuando aumenta la proporcion de
lipidos utilizada y es inversamente proporcional a la cantidad de etanol (Ainbinder et al.,
2010). Aunque el efecto irritante del etanol cuando esta incluido en las vesiculas es
inferior al que produciria en solucidn, altas concentraciones de etanol pueden producir
dermatitis por contacto (Akhtar y Pathak, 2012).

Los etosomas se pueden preparar mediante el método de hidratacion o bien mediante la
adicion a velocidad controlada de fase acuosa sobre la solucion alcoholica que contiene

los fosfolipidos entre otros métodos (Henriques, 2017).

La caracterizacion de estas vesiculas lipidicas tiene como fin determinar el tamafio, el
tipo de estructura, su composicion, homogeneidad, estabilidad, volumen y rendimiento
final de encapsulacion. Los métodos empleados para caracterizarlos son multiples, entre
ellos esta la microscopia electrénica de transmision, espectroscopia de dispersion laser
para conocer la forma y el tamafio, técnicas de fluorescencia para determinar la
localizacion de los componentes en la estructura del liposoma, microscopia de fuerzas
para obtener datos sobre la morfologia, entre otras (Clares, 2003). La elasticidad de los
transfersomas y etosomas es otro pardmetro importante que condiciona su

comportamiento.

Se han preparado liposomas elasticos con resveratrol y quercetina con &cido oleico para
mejorar la fluidez de las bicapas y conseguir la formacion de vesiculas pequefias y
dispersas. La relacion de fosfolipidos/polifenoles es directamente proporcional a la

capacidad de encapsulacion de quercetina y resveratrol. Por lo tanto, el uso de menores
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proporciones de fosfolipidos/polifenoles origina vesiculas méas grandes, con menor
capacidad de carga y un precipitado de las moléculas no encapsuladas. Tanto para la
quercetina como para el resveratrol, los liposomas obtenidos fueron pequefios (50-100
nm) con una capacidad de carga aproximada del 70% (Caddeo et al., 2015). En otro
estudio se consiguieron porcentajes de encapsulacion de mas del 90% para estos dos
flavonoides en liposomas con deoxicolato sédico de tamafio aproximado de 149 nm
(Cadena et al. 2012).

Se ha evaluado tambien el efecto de los tensioactivos en las caracteristicas de liposomas
elasticos formulados con fosfatidilcolina y colesterol, encontrandose que el polisorbato
80 permite obtener el mejor valor de encapsulacion entre los tensoactivos ensayados (Liu
et al., 2013). Estos liposomas fueron preparados con el método de inyeccion de etanol.
En este estudio se encontrd que el uso de polisorbato 80 en la composicion liposomal
favorece en los tres sentidos evaluados: se obtiene el mayor valor de encapsulacion de
quercetina, el menor tamafio de liposomas y un valor de elasticidad, que sin ser el méas

alto, es diez veces mayor que en los liposomas con ausencia de tensoactivos.

Qi et al., (2011) demostraron que la incorporacion de quercetina a nanoparticulas de
quitosano-lecitina para administracién topica daban como resultado una mayor eficacia
de carga. Encontraron que la morfologia del estrato corneo se modificaba en presencia de
chitosano, por lo que las NPs podrian mejorar notablemente la penetracién y la retencién

en la epidermis de la quercetina in vitro e in vivo (Qi et al. 2011).

Los liposomas, transfersomas y etosomas se utilizan habitualmente para la administracion
topica de productos derivados de las plantas y por lo tanto, constituyen una alternativa de
interés para la encapsulacion de quercetina. El uso de liposomas como vehiculos puede
mejorar la penetracion en la piel de las moléculas caracterizadas por una baja solubilidad

en medios acuosos (Bonechi et al., 2017).
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2. OBJETIVOS

La quercetina es un flavonoide con una excelente actividad antioxidante y
antiinflamatoria. Su administracion topica tiene un gran interés para la prevencion del
envejecimiento de la piel y la proteccion de esta frente a la fotooxidacién. Sin embargo,
sus propiedades dificultan su penetracion a través del estrato corneo: su solubilidad
acuosa es muy baja, siendo més soluble en solventes como el etanol y el dimetilsulféxido.
Su coeficiente de reparto (1,82 £ 0,32) y su estabilidad frente a iones metalicos, otros
antioxidantes, la temperatura, la exposicion al oxigeno y la luz son factores que

determinan el interés en el desarrollo de formulaciones para su administracion topica.

Se han desarrollado formulaciones de liposomas elasticos para la quercetina destinados a
su administracion a través de la piel, pero hasta donde llega nuestro conocimiento, no se
han preparado liposomas y chitosomas de quercetina con Tween 20 como surfactante, ni
se han comparado directamente ambos tipos de formulaciones.

Por este motivo, el objetivo general de este trabajo es desarrollar, caracterizar y comparar
dos tipos de formulaciones de quercetina para su administracion topica: una emulsion

clasica y dos formulaciones de liposomas y chitosomas.
Para su consecucion es necesario plantear otros objetivos secundarios
-. Estudio de la solubilidad de la quercetina en agua y diferentes medios

-. Optimizar un método in vitro que permita cuantificar la liberacion o cesion de la

quercetina
-. Optimizacion y caracterizacion de liposomas elasticos y chitosomas de quercetina
-. Preparacion y caracterizacion de una emulsion conteniendo quercetina.

-. Estudio de la estabilidad de la quercetina en las formulaciones seleccionadas
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos

Quercetina (3,3',4',5,6-Pentahidroxiflavone, Sigma-Aldrich, >95% HPLC), Tween 80
(Polisorbato 80, Acofarma), Tween 20 (Polisorbato 80, Acofarma), fosfato
monopotasico, fosfato disddico, &cido acético, chitosdn (bajo peso molecular,
desacetilado de la quitina, poli-D-glucosamina, Sigma-Aldrich,), fosfatidilcolina de
huevo (PC, L-a-Phosphatidylcholine, Sigma-Aldrich CAS ), agua MiliQ, etanol (96%
viv, USP, AppliChem), metanol (grado HPLC, Fischer Scientific).

3.2 Instrumentacion

Rotavapor Heidolph Hei-VAP Advantage, bomba de vacio (vacuubrand rotary vane
pumps RZ6), microscopio éptico (Motic B3 profesional series), Centrifuga (MPW-65R),
bafio de ultrasonido (Fisher Scientific FB15061), Equipo de cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) (Waters 2998), bafio de incubacion con agitacion (Unitronic-VaivenC),
bomba inyeccion de microdialisis (CMA/100), extrusor (mini-extruser assembly, Avanti
Polar Lipids), espectrofotometro (Thermoscientific, UV1), Zetasizer Nano-ZS90
(Malvern), viscosimetro rotacional analégico (Nahita 801), pH-metro (WTW 526).

3.3 Otros materiales
Membranas de didlisis (acetato de celulosa, 12000 Da, Sigma-Aldrich), filtros de
policarbonato (Nucleopore Track-Etch membrane, Whatman).

3.4 PREPARACION DE LAS FORMULACIONES

3.4.1 Preparacién de liposomas elasticos

Se prepararon liposomas elasticos con quercetina mediante el método de hidratacion con
distintas proporciones de tensoactivo, como se ilustra en la Figura 7. Para ello, se disolvio
la fosfatidilcolina y el Tween 20 en 2 ml de etanol conteniendo la quercetina.
Posteriormente se evaporo el solvente en el rotavapor (30 min, 60 rpm, 30 °C). La pelicula
formada se hidraté con 5 ml de tampdn fosfato pH 7,4 (30 min, 100 rpm, 30 °C).

Se dejo reposar la muestra 2 horas para permitir la estabilizacién del sistema. Luego se

sometio a sonicacion a 40 °C durante un periodo de 15 min para reducir el tamafio de

22



particula. La suspension obtenida se extruyo 6 veces a traves de un filtro de policarbonato,

con un tamafo de poro de 100 nm, para homogenizar la muestra.

Los lotes se almacenaron a 4 °C.

Rotovaporacion

Lipidos y surfactante en etanol Hidratacion

Pelicula seca de

lipidos 2

=\
©
S |
O

/
\\
\

P\ © ) O
e Sonicacion

Extrusion (100nm)
Homogenizacion

Figura 7. llustracion de la preparacion de los liposomas y chitosomas

3.4.2 Preparacion de los chitosomas

Los chitosomas se prepararon siguiendo el mismo procedimiento, pero la hidratacion se
llevo a cabo con 5 ml de tampon fosfato pH 5,5 (30 min, 100 rpm, 30 °C).

Se dej6 reposar la muestra durante 2 horas y se sonico en las mismas condiciones que los
liposomas. Para formar los chitosomas se adicionaron 2,5 ml de disolucion de chitoséan al

0,5% en acido acético 0,5 %, a las vesiculas extruidas y se agitd 2 minutos en un vortex.
Los lotes se almacenaron igualmente a 4 °C.

En la tabla 2 se muestra la composicién de las formulaciones de liposomas elasticos y
chitosomas-estudiadas.
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Tabla 2. Composicion de las formulaciones preparadas

Tipo de vesicula PC de huevo | Tween 20 | Quercetina | Chitosano
(mg) (mg) (mg) (mg)
Liposomas elasticos (F1) 40 0,3 1
Liposomas elasticos (F2) 40 2 i
Chitosomas (F3) 40 0,3 1 1,25
Chitosomas (F4) 40 2 1 1,25

3.4.3 Preparacion de la emulsién

Se trabaj6 con una emulsion existente en el mercado cosmético colombiano cuyo nombre
comercial es “Caprri”. Su composicion en codigo INCI es Aqua, Cetearyl Alcohol,
Ceteareth 20, Cetyl Alcohol, Stearyl Alcohol, Coco-Caprylate Qil, Stearate Lanolin,
Cocos Nucifera (Coconut) Oil, Acrylates C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer, Glycerin,
Triethanolamine, Cyclopentasiloxane, Caprae lac, Phenoxyethanol/Ethylhexylglycerin y
Calendula Officinalis Flower. A esta emulsion se le incorpor6 200 pg de quercetina por

gramo de emulsién con la ayuda de Tween 80 para solubilizarla.

Para su elaboracion se sigue el siguiente protocolo: Los componentes lipofilos, a
excepcion del extracto de leche de cabra, se mezclan y se calientan hasta 70°C (Mezcla
A): alcohol cetearilico, ceteareth 20, alcohol cetilico, alcohol estearilico, estearatos de
lanolina, aceite de coco, acrilatos C10-30, alquil acrilatos. Por otro lado, se calienta el
agua hasta 40°C y se adicionan crosspolimero, glicerina, ciclopentasiloxano,

fenoxietanol, etilhexilglicerina y extracto de flor de calendula Officinalis (Mezcla B).

Cuando la Mezcla A esta a una temperatura de 40°C, se adiciona lentamente la Mezcla B
con agitacion constante. En este mismo paso se agrega el extracto de leche de cabra y

trietanolamina hasta conseguir un pH de 6,4.

3.5 CARACTERIZACION DE LOS LIPOSOMAS/CHITOSOMAS
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3.5.1 Determinacion del tamafio y potencial zeta por dispersion de luz
dinamica (DLS)

Se midié el diametro medio, el indice de dispersion y el potencial Zeta de las particulas

de cada formulacion mediante un equipo Zetasizer Nano-ZS90 de Malvern.

Los valores de potencial zeta se obtienen a partir de medidas de la movilidad
electroforética. Esta magnitud se define como la velocidad con la que migran las
particulas al aplicar una diferencia de potencial a los electrodos de la célula que contiene

la suspension de las mismas.

Por otro lado, el fundamento teorico de la técnica “dispersion dinamica de luz” se basa
en las fluctuaciones de la intensidad de la luz dispersada por las particulas con respecto
al tiempo al ser iluminadas con un laser. Dichas fluctuaciones resultan del movimiento
browniano de las propias particulas en el seno del liquido y pueden correlacionarse con
el coeficiente de difusion translacional y con el tamafio de las particulas.

3.5.2 Determinacion del porcentaje encapsulado y del contenido de principio
activo

La quercetina no encapsulada se separé de la suspension de liposomas o chitosomas
mediante dialisis. Para ello 0,5 ml de la suspension se colocaron en una membrana de
acetato de celulosa (1.0 in, 12000 Da, Sigma-Aldrich) y se sometieron a un proceso de

dialisis con 1 litro de agua durante 1 hora.

Una vez terminado este proceso, se tratd una alicuota de cada lote con metanol en
proporcién 1:4, se agitd y se centrifugd durante 10 minutos (14000 rpm, -1°C). Las

concentraciones de quercetina se determinaron mediante una técnica de HPLC.

El porcentaje encapsulado se determin6 con la férmula:
(%E) = (@) %100
Qr

El contenido en principio activo se establecio a partir de la siguiente ecuacion:

(Q) =2%100

t

Donde
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%E Porcentaje de quercetina encapsulada (%)
Q, Cantidad encapsulada de quercetina (uQ)
Q; Cantidad de quercetina incorporada en la preparacion (ug)

m; Cantidad total de fosfolipidos empleados (lg)

3.5.3 Meétodo de cuantificacidén de quercetina

Las concentraciones de quercetina se determinaron mediante una técnica de HPLC con
deteccion de UV a una longitud de onda de 371 nm. Se utilizé una columna Purospher 18
con tamafo de particula de 3 um, con una fase movil formada por un 28% de acetonitrilo
y 72% de acido ortofosforico al 0,2% en agua a un flujo de 1 ml/min. El tiempo de

retencion de la quercetina fue de 2,59 minutos.

BE | |
- S .-
| 3:.
e —
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Figura 8. Cromatogramas obtenidos con el método de HPLC utilizado.
*Blanco (A), Patrén de 250 pg/ml (B), Muestra encapsulacion quercetina (C)

3.5.4 Ensayo de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las vesiculas preparadas se evalué mediante la reaccion con
el radical DPPH*. Para ello, a partir de una solucion etandlica del compuesto 2,2-difenil-
1- picrilhidrazilo (DPPH*) en concentracion 1 mM, se prepararon mezclas en relacion
volumétrica 1:10 (formulacidn:reactivo). Las muestras se incubaron con agitacion a 37
°C en oscuridad durante una hora. Inmediatamente trascurrido el tiempo se midieron las

absorbancias (Amuestra) €n el espectrofotometro a una longitud de onda de 517 nm. Se tomo
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como blanco las preparaciones liposomales sin quercetina y la absorbancia del reactivo

DPPH* (ApprrH) se midid previamente al ensayo. Los ensayos se hicieron por triplicado.

La tasa de eliminacion de radicales se calculé mediante la ecuacion siguiente:

ADPPH - AMUESTRA

% Captacién de radicales libres (C) = ( ) * 100

ADDPH

3.5.5 Elasticidad

El ensayo de elasticidad se llevé a cabo haciendo pasar un volumen predeterminado de
muestra a un flujo conocido por un filtro de un tamafio de poro menor al didmetro
promedio de. Para ello, se adaptd el extrusor (mini-extruser assembly, Avanti Polar
Lipids) a una bomba de microdialisis (CMA/100) y se utilizé un filtro de policarbonato
con un tamafio de poro de 50 nm a presién constante. Se calculé el flujo (F) con el que
las vesiculas pasan a través del filtro y el didmetro inicial (dv) mediante DLS (Zetasizer
Nano-ZS90 de Malvern).

La elasticidad de las vesiculas se calcul6 de la siguiente manera:

r 2
Elasticidad (E) = F (%)

F flujo a través del filtro de membrana (ul/s)
rv tamafo de las vesiculas (um).

rp tamafio de poro del filtro de membrana (nm)

3.5.6 Estudio de estabilidad

Para llevar a cabo este estudio se mantuvo una alicuota de 200 pL de cada formulacion
expuesta a la luz durante una semana, tomando como referencia una soluciéon de
quercetina sometida a las mismas condiciones. Una vez transcurrido dicho tiempo, las
muestras se trataron con metanol en proporcion 1:4 y se cuantificé la cantidad de

quercetina por HPLC. Los ensayos se hicieron por triplicado.

27



3.5.7 Ensayo de solubilidad

La quercetina tiene una solubilidad muy baja y en la bibliografia no existe un consenso
sobre la solubilidad de la quercetina en agua (ver Tabla 3) y en otros medios, lo que puede
deberse a la baja solubilidad de quercetina y las distintas condiciones empleadas en los
estudios. (Hatahet et al., 2016a 1, Robinson et al., 2015, Saija et al., 2003). (Ver Tabla 3)

Tabla 3 : Diferentes valores de solubilidad en agua para la quercetina

Solubilidad Referencia

0,48 pg/ml Hatahet et al., 2016a 1
2 pug/ml Robinson et al., 2015

0,514 pg/mi Saija et al. 2003

Por ello, y con el fin de encontrar un medio para los estudios de liberacion, se estudid la
solubilidad de la quercetina a temperatura ambiente en los siguientes medios: agua MiliQ;
tampén fosfato pH 5,5; tampon fosfato pH 7,4; tampon fosfato pH 5,5/etanol (90:10);
tampén fosfato pH 7,4/etanol (90:10); tampdn fosfato pH 5,5/etanol (80:20); tampon
fosfato pH 7,4/etanol (80:20); tampdn fosfato pH 5,5/Tween 20 (0,5%); tampodn fosfato
pH 7,4/Tween 20 (0,5%)

Para ello, se prepararon disoluciones sobresaturadas de quercetina en los mismos y
posteriormente se centrifugaron 10 minutos (14000 rpm, -1°C). Se retir6 una alicuota del
sobrenadante y se cuantifico la cantidad disuelta mediante espectrofotometria a una
longitud de onda de 371 nm. Como blanco se utiliz6 cada uno de los medios. Se prepard

una recta patron en etanol/agua de concentraciones entre 2,5y 500 pg/ml.

3.5.8 Estudios de liberacion

Para el estudio de la liberacion in vitro se colocé un volumen de 0,5 ml de preparacion
liposomal en una bolsa de dilisis (10 cm de longitud). El tubo de dialisis consistié en
celulosa regenerada, un material quimica y fisicamente tratado para aumentar su
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resistencia (MWCO 12000-14000 Da, diametro de poro de 25 A). Se ataron los extremos
y la bolsa de dialisis se suspendi6 en 10 ml de tampén fosfato pH 5,5/Tween 20 (0,5%).
La dispersion se incubd con agitacion constante a una temperatura de 37 £ 0,5 °C. Se
tomaron muestras de 200 pL a los intervalos de tiempo predeterminados: 20 y 30 minutos,
1,5, 3, 6, 10 y 24 horas que se repusieron con el mismo volumen del medio de liberacion.
Las concentraciones de quercetina se cuantificaron usando el método de HPLC
anteriormente descrito. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

El porcentaje total de quercetina liberado a cada tiempo se calcul6 mediante la siguiente

ecuacion:

= (&
(%L) = (Q) £ 100
%L porcentaje de quercetina liberado en el tiempo t
Q; cantidad total de quercetina liberada en el tiempo t (ug)

Qo cantidad de quercetina inicial (pg)

Para el estudio de la liberacion in vitro desde la formulacion convencional se colocé 1
gramo de emulsion en una bolsa de dialisis (10 cm de longitud). El tubo de dialisis fue
del mismo tipo que el utilizado para las liberaciones de los liposomas, al igual que el

procedimiento a seguir y las condiciones del ensayo.

3.5.9 Anadlisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realizd con el programa SPSS
utilizando un test t y un nivel de significacion de 0,05 y los ajustes de los perfiles de

liberacion con R-Commander.

29



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Disefio y caracterizacion de las formulaciones desarrolladas

La quercetina es un flavonoide con potente actividad antioxidante y antiinflamatoria. A
pesar de su peso molecular inferior a 500 kDa y su coeficiente de reparto de 1,84, su baja
solubilidad acuosa inestabilidad, dificultan su penetracion a través de la piel. Por ello, en
el presente estudio nos propusimos desarrollar y caracterizar formulaciones de liposomas
flexibles y chitosomas, adecuados para la administracion de la quercetina por via topica

a traveés de la piel.

Para encontrar una formulacion adecuada para la quercetina, se realizaron estudios de
preformulacion con distintas proporciones de fosfatidilcolina y quercetina, con el fin de
encontrar aquella que evitara su precipitacion. Para esto, se prepararon vesiculas por el
método de hidratacion. En este caso, las preparaciones no fueron ni sonicadas ni
extruidas, obteniéndose vesiculas de gran tamafio, de modo que se podia observar en el
microscopio optico la densidad de vesiculas formadas y la presencia de cristales. En la
Figura (9) se muestra una imagen de una preparacion de liposomas con una relacion de
fosfatidilcolina y quercetina 1:20, en la cual hay presencia de cristales de quercetina no

solubilizada, los cuales no se distinguen facilmente de las aglomeraciones presentes.

Se establecié una relacion de fosfatidilcolina/quercetina (40:1) para las formulaciones
para evitar la formacion de cristales, es decir, que la quercetina se encuentre incorporada
en su totalidad o parcialmente solubilizada, pero no precipitada en el medio (ver Figura
9).
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Figura 9. Ensayos previos para determinar la relacion de fosfatidilcolina/quercetina en las
formulaciones ™.
*Cristales quercetina solucidn sobresaturada (A), Chitosomas relacién 1:20 (B), Liposomas
y chitosomas relacion 1:40 (C, D)

Los liposomas y chitosomas preparados mediante el método de hidratacion resultaron
tener tamafos de 963 nm y 819 nm respectivamente, con un elevado indice de
polidispersion de 1 en ambos casos. Para disminuir su tamafio y dispersion, se optimizo

el proceso incluyendo las etapas de sonicacion y extrusion descritas.
El diametro y el potencial Zeta de las vesiculas preparadas esta recogido en la Tabla 4.

Tabla 4. Diametro promedio y potencial Zeta para las formulaciones ensayadas

Formulacion Didmetro medio/nm(Pdl) | Potencial zeta/mV
F1 184 (0,3) -23,846,2
F2 120,3 (0,27) -23,646,1
F3 342,7 (0,27) 39,1+7,3
F4 213,5(0,32) 33,617,6

El tamafio y la naturaleza de las vesiculas son un indicador de la posibilidad de penetrar

la barrera cutdnea. La entrada de cualquier compuesto desde el exterior a las capas
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internas de la piel estd limitada principalmente por la capa coOrnea, el estrato mas
superficial de la piel. La absorcion puede producirse a través de los corneocitos o de la
matriz lipidica de los espacios intercelulares Otras alternativas para penetrar la barrera
cornea, son los foliculos capilares y las glandulas sudoriparas, que representan el 0,1%

de la superficie total de la piel (Henriques, 2017).

Se han descrito varios posibles mecanismos por los cuales las vesiculas deformables
pueden incrementar la penetracion de farmacos a traves de la piel (EI Maghraby et al.,
2005). En primer lugar, el farmaco puede atravesar la piel de forma independiente una
vez que se libera desde las vesiculas. En segundo lugar, las vesiculas podrian adherirse o
fusionarse con el estrato corneo incrementando el reparto del farmaco en la piel (Bouwstra
y Honeywell-Nguyen 2002). También se ha propuesto que los fosfolipidos y otros
componentes de las vesiculas pueden actuar como promotores, modificando la estructura
del estrato corneo e incrementando el paso del farmaco a través de la piel (Mohammed et
al., 2017). Otra opcion seria la penetracion de las vesiculas intactas, especialmente en el
caso de liposomas ultradeformables, transfersomas o etosomas (Cevc et al., 1998). El
paso a través de los apéndices, aunque tradicionalmente ha sido menospreciado en la
ultima década ha recibido atencién como una via importante de penetracion en la piel
(Lauer, 2001; EI Maghraby et al., 2005). Parece que la carga, especialmente si es positiva,

favorece el transporte transfolicular (Shah et al, 2015)

En el caso de los transfersomas, su flexibilidad les permite adaptarse a espacios con
tamafio menor a su didmetro. Ademas, la funcion promotora de los tensioactivos, capaces
de incrementar el tamafio de estos poros, facilita su penetracion en la piel. Habitualmente
se buscan tamafios de 100 nm, lo que supondria que tendrian que reducir su tamafio hasta
5 veces para poder atravesar intactos el estrato corneo a través de poros de unos 40 nm
(Cevcetal., 2004; Yuan et al., 2017).

Entre las formulaciones preparadas, se asocia una disminucion del didmetro de la vesicula
con el incremento en la proporcion de tensioactivo. Por otro lado, el tamafio de particula
de las vesiculas aumenta cuando se cubren con chitosan. Este incremento se puede
explicar por la adhesién del chitosan a la superficie del liposoma cargado negativamente

mediante interacciones electrostaticas formando una capa superficial).

Los liposomas con un 5% de Tween 20 (F2) son los que mas se acercan al didmetro de

100 nm, por lo tanto, podrian atravesar el estrato cdrneo. Sin embargo, las vesiculas
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pueden promover la penetracion de quercetina en la piel por los otros mecanismos
mencionados. De hecho, no solo el tamafio, sino también la carga de las vesiculas e

incluso el tipo de fArmaco pueden condicionar la penetracién en la piel (Shah et al., 2015).

En cuanto al potencial zeta, es indicador de la estabilidad de las dispersiones, indicando
el grado de repulsion entre particulas adyacentes y, por tanto, de la resistencia a la
agregacion (Batalla et al., 2014). Para la estabilizacidn electrostatica se requiere un valor
de potencial Zeta absoluto minimo de 30 mV (Starkloff el tal., 2014).

Los liposomas preparados presentan carga negativa debido a los grupos carboxilo de los
fosfolipidos (Mura et al., 2007) Los valores del potencial Zeta para las dos formulaciones
de liposomas son similares, por lo que parece que, en las proporciones y condiciones
utilizadas, el Tween 20 no ejerce ninguna influencia en este pardmetro, debido a su
naturaleza eléctricamente neutra. Los chitosomas presentan carga positiva y un potencial
Zeta superior a 30mV, que se debe al chitosan, lo que a priori los hace més estables en

suspension.

La carga superficial de las nanoparticulas también afecta a su interaccion con las
membranas celulares (Uchechi et al., 2014). La superficie de las células presenta carga
negativa debido a las moléculas de proteoglicanos, de modo que las nanoparticulas con
carga positiva tienen gran afinidad por las membranas celulares debido a interacciones
electrostaticas. Por ello, la interaccion entre NPs cargadas positivamente y las células es
mas probable, promoviéndose la penetracion a través de la piel. No obstante, no se debe
descartar totalmente la penetracion de las formulaciones cargadas negativamente, ya que
hay estudios en los que también se ha observado la interaccién de las membranas
celulares con vesiculas con carga negativa debido a procesos de adsorcion no especificos
(Uchechi et al., 2014).

Los resultados obtenidos para la encapsulacion de quercetina en las diferentes
formulaciones y la cantidad de principio activo en relacion al total de lipidos se presentan
en la Tabla 5.
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Tabla 5. Porcentaje encapsulado y contenido de principio activo

Formulacion %E SD Q (%) SD
F1 79,862 1,125 1,997 0,028
F2 78,007 0,662 1,950 0,017
F3 91,939 2,067 2,293 0,056
F4 81,673 1,934 2,049 0,030

E (porcentaje de quercetina encapsulada) Q (porcentaje de principio activo)
El andlisis estadistico de los resultados de encapsulacion reveld que la concentracion de
Tween 20 no modifica significativamente el porcentaje de encapsulacion en las
formulaciones de liposomas F1 y F2 (p>0,05) pero si en las de chitosomas F3 y F4
(p<0,001), con aproximadamente un 10 % mas de quercetina encapsulada en las vesiculas
con menor proporcion de tensoactivo, las cuales presentan un porcentaje de encapsulacion
del 92%.

En general se acepta que las moléculas altamente hidrofobicas se incluyen en el interior
de la bicapa de fosfolipidos mediante interacciones hidrofobicas (Tan et al., 2016). Los
surfactantes se insertan en la membrana de las vesiculas produciendo defectos en el
empaquetado que proporcionarian espacio donde puede integrarse la molécula del
flavonoide. Para los polifenoles, también se ha descrito su absorcion en la superficie de
las vesiculas (Kedong et al., 2017). En el caso de la quercetina su escasa solubilidad
debera favorecer a la incorporacion en las bicapas. El uso de un medio de hidratacién con
concentraciones mas altas de tensioactivo, por encima de la CMC, en el que la quercetina
es mas soluble, no se traduce en diferencias estadisticamente significativas en el

porcentaje de encapsulacion.

Es posible que la presencia de tensioactivo, por su caradcter neutro, disminuya la
interaccidn con el chitosan. De hecho, el incremento de tamarfio de las vesiculas cuando
se les adiciona chitosan es superior para aquellas que tienen el porcentaje méas bajo de
tensioactivo, lo que podria indicar un mayor depdsito del polimero sobre los liposomas.
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4.2 Ensayo de la actividad antioxidante
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Figura 10. Capacidad de inhibicién del radical DPPH*

La molécula DPPH* es un radical orgénico libre y estable en ausencia de luz que se utiliza
en estudios de evaluacion de la capacidad antioxidante de compuestos. EI método es
rapido, facil, preciso, sensible, econdmico y sencillo y solo involucra en su reaccion al
radical y a los antioxidantes presentes. Consiste en evaluar la neutralizacion del radical al
captar &tomos de hidrogeno de los compuestos antioxidantes que se encuentren presentes,
en este caso de la quercetina principalmente. Esta reaccion puede seguirse midiendo los

cambios en la absorbancia del DPPH* a 516 nm.

No obstante, este método posee bastantes limitaciones. Entre ellas, destaca que no existe
un protocolo estandarizado y por lo tanto hay modificaciones segun los diferentes autores
(Oliveira, 2015) que impiden la comparacion de resultados. Por lo tanto, los resultados
de la actividad antioxidante de un componente estudiado, solo podran compararse con
datos obtenidos siguiendo el mismo procedimiento, las mismas condiciones de medida y
el mismo solvente empleado para solubilizar el reactivo y las misma concentracion de
DPPH* utilizada (Pérez-Jiménez, 2006). Por lo tanto los porcentajes que se presentaran
como capacidad de captacidn de radicales libres deben entenderse como indicativos de si
la quercetina encapsulada conserva su capacidad antioxidante y se encuentra disponible
para reaccionar, o por el contrario no se difunde facilmente desde las vesiculas y se

mantiene encapsulada.
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Al comparar los resultados (Figura 10) entre el mismo tipo de formulacion y diferente
concentracion de tensoactivo se encuentra que no existe diferencias significativas
(p>0,05). Por otro lado, los porcentajes obtenidos en los chitosomas son mayores que en
los liposomas (p<0,0001), esto se debe tanto a una mejor encapsulacion de la quercetina
como a la actividad antioxidante que ejerce el chitosan, valor que puede verificarse al

compararse los resultados de los chitosomas y liposomas vacios.

La fosfatidilcolina presente en las formulaciones también presenta un ligero efecto
antioxidante, pero su actividad es comparativamente menor frente a la quercetina y se
encuentra en la misma proporcion en todas las formulaciones estudiadas, por lo que no
actia como factor de confusion en el andlisis de los resultados. Segun estos, podemos
afirmar que la quercetina encapsulada en las diferentes vesiculas liposomales esta
disponible para actuar frente a agentes oxidantes, si bien en el caso de los chitosomas
debe considerarse también la contribucion del propio chitosan a la accion antioxidante
observada para dichas formulaciones.

4.3 Elasticidad

La elasticidad de las vesiculas es un parametro fundamental que condiciona el paso a
través de la piel. Se ha postulado que los surfactantes como el Tween 20 se incorporan en
los lugares de mayor estrés y es en ellos donde se produce una mayor deformacion de las
vesiculas y en consecuencia, los transfersomas experimentan cambios de forma cuando
se imponen resistencias o existe estrés circundante, como el confinamiento del espacio.
De esta manera pueden penetrar con mayor facilidad a través de espacios mas pequefios
que su propio diametro, y se convierten en una manera eficaz de transporte para

moléculas que no tienen facil el acceso a la piel (Garg et al., 2017).

En este estudio evaluamos la elasticidad relativa de las formulaciones preparadas,

obteniéndose los resultados reflejados en la Tabla 6.
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Tabla 6. Resultados del ensayo de elasticidad

Eormulacion Elastici_dad SD
(UL/min)

F1 1,36 0,07

F2 3,35 0,12

F3 0,38 0,01

Fa 0,99 0,03

La cantidad de tensoactivo modifica la capacidad de deformacién de las vesiculas,
volviéndolas mas flexibles. Por esta razon las formulaciones F2 y F4, aquellas con mayor
proporcién de Tween 20, poseen mayor elasticidad comparativamente con el mismo tipo
de vesicula con menos tensioactivo. Por otro lado, el chitosan al ser un polimero rigido,
hace a los chitosomas menos elasticos que los liposomas. Esto dificulta su penetracion a
través de la piel.

4.4 Estabilidad

En la Figura 11 se recogen los porcentajes remanente de quercetina transcurrida una

semana de exposicion a la luz.
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Figura 11. Resultados de la cantidad de quercetina remanente tras la exposicion continuada de

las formulaciones a la luz durante ocho dias

La formulacion que presentd menor estabilidad fue F2 (liposomas con mayor proporcion
de Tween) lo que podria atribuirse a una menor retencion de la quercetina en estas
vesiculas. La emulsion presentd también una capacidad moderada de proteccion de

quercetina frente a la luz. Por otra parte, con los chitosomas se obtienen las mayores
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proporciones de cantidad remanente, lo que indicaria una mayor proteccion de la
quercetina cuando es incluida en este tipo de formulacidon. Por lo tanto, el chitosan ejerce
una accién estabilizadora de las vesiculas, siendo la formulacion F4 la mas estable con

un porcentaje remanente de quercetina del 78+2,9%.

4.5 Estudios de liberacion
45.1 Estudio de solubilidad de la quercetina

En la figura 12 se recogen los resultados obtenidos en el estudio de solubilidad para la

quercetina en distintos medios.
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Figura 12. Solubilidad de la quercetina en diferentes medios

Se puede observar que el valor mas alto de solubilidad de la quercetina se obtiene en el
medio con Tween al 5%, y el mas bajo en agua. La solubilidad se incrementa a medida

que se aumenta la relacion de etanol/agua y es mayor a pH 7,4.

A partir de estos resultados se establecié el medio para los ensayos de liberacion: pH
5,5/Tween 20 (0,5%), ya que la solubilidad de la quercetina en este medio nos permitiria
conseguir concentraciones cuantificables y mantener las condiciones sink en el ensayo

que realizamos a pH 5,5 (pH de la piel en condiciones fisioldgicas).
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Por otro lado, las suspensiones liposomales desarrolladas tienen respectivamente 200
pg/mly 133 pg/ml de quercetina, incrementandose la solubilidad en agua hasta 16 veces

mas para los liposomas y 13 veces més en el caso de los chitosomas.

45.2 Perfiles de liberacion

Los resultados obtenidos para los ensayos de liberacion de las diferentes formulaciones
liposomales y la emulsion se recogen en las siguientes figuras. Como control, se realizd

un ensayo de liberacion de quercetina desde una solucion de quercetina de 200 pg/ml.

Desde las formulaciones de liposomas se produce una liberacion lenta de la quercetina
con un incremento de la velocidad de liberacion para las vesiculas con mayor proporcion
de tensioactivo, siendo la cantidad liberada aproximadamente el doble a los 30 minutos.

Este mismo efecto del tensoactivo se produce también para los chitosomas.

Una de las principales funciones de este tipo de vehiculos de administracion es evitar una
liberacion inmediata. Se puede observar que todas las formulaciones propuestas, incluida
la emulsion, se comportan como vehiculos de liberacion controlada, en comparacion con
lo que sucede en la solucién de quercetina, donde el 70 % es liberado en menos de una
hora y media y un 90 % a las tres horas. Los perfiles de liberacién se presentan en la

Figura 13.

Se han desarrollado liposomas y chitosomas de quercetina con fosfatidilcolina con dos
concentraciones de Tween 20 diferentes, mediante el método de hidratacion, seguida de
sonicacién y extrusion con tamafios entre 120 y 342 nm. La funcidn principal del Tween
20 es proporcionar a los liposomas una mayor capacidad de deformaciéon y flexibilidad
que les permita atravesar la barrera cutanea y penetrar hasta estratos profundos de la piel.
La formulacién F2 con un tamafio proximo a 100 nm seria el tipo de vesicula 6ptima
para lograr una mayor penetracion de las capas epidérmicas, sin destruirse y adaptandose
a la deformacidn que se requiere para atravesar los intersticios intercelulares, y alcanzar
estratos profundos de la piel como los fibroblastos. Sin embargo, también se han descrito
otros mecanismos de penetracion de los farmacos a través de la piel desde nanosistemas.
En este sentido, es importante resaltar que, en el caso de los chitosomas, no solamente el
Tween sino también el chitosan, tiene propiedades como promotor de la absorcion y que,

ademas la carga positiva de las vesiculas favoreceria su interaccion con las membranas
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celulares. Hay que tener en cuenta asimismo, que la quercetina presenta distintas acciones

sobre la piel y no en todas es necesario que acceda a las capas mas profundas.

Finalmente fue posible la incorporacion de la quercetina en una emulsion que contiene
acidos grasos de cadena media, también con actividad promotora de la absorcion. La
emulsion logré encapsular una cantidad similar a la que poseen los liposomas y liberarla
a un medio de condiciones fisioldgicas, pero quizas su accion esté restringida para

penetrar estratos de la piel y limite su accion a la capa superficial.

Las formulaciones desarrolladas presentan caracteristicas adecuadas para la
administracion de quercetina por via dérmica. La realizacion de estudios in vitro con piel
permitira confirmar su capacidad de incrementar la penetracion de quercetina a través del
estrato corneo y verificar hasta qué profundidad en los diferentes estratos puede
garantizarse su accion.

10 13 20 5 0 5 10 15

tiempo (horas) tiempo (horas)

%liberado

10 15

tiempo (horas)

Figura 13. Perfiles de liberacion de las formulaciones y una solucion de quercetina (200ug/ml);
tiempo (horas) vs Porcentaje liberado (%)*

*solucion quercetina (A), F2 (B), F1 (C), F4 (D), F3 (E) F5 (F)
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5. CONCLUSIONES

Elaboracion de liposomas y chitosomas: Se logré estandarizar un método de
elaboracion de liposomas elasticos y chitosomas con Tween 20 y fosfatidilcolina,
obteniendo vesiculas de tamafio entre 120 y 340 nm de didmetro. EI método empleado
fue de hidratacion seguido por procesos de sonicacion y extrusion para homogenizar

las muestras.

Caracterizacion del tamafio de particula y estabilidad de las vesiculas: mediante
el método de dispersion de luz dinamica encontramos que el potencial Zeta de las
formulaciones no se modificé con el porcentaje de tensoactivo. Estos valores fueron
negativos para los liposomas, mientras que los chitosomas presentaron un potencial

Zeta positivo, superior a 30mV, lo que favorece su estabilidad en suspension.

Capacidad de encapsulacion de la quercetina: en todas las formulaciones se logré
encapsular més del 70% de quercetina, siendo superior en los chitosomas.No hbo

diferencias como consecuencia de la proporcion de tensoactivo para los liposomas.

Solubilidad de la quercetina en las vesiculas: Se increment6 el valor de la
solubilidad de la quercetina en agua al lograr incorporar 200 pg/ml y 133 pg/ml de en
los liposomas y chitosomas respectivamente. Esto demuestra que se pudo
incrementandose la solubilidad en agua hasta 16 veces mas para los liposomas y 13

veces mas en el caso de los chitosomas.

Elasticidad: Las vesiculas mas elasticas fueron los liposomas con mayor proporcién
de tensoactivo, esto les permite tener mayor capacidad para penetrar estratos
pequefios de la piel. Los chitosomas por el contrario demostraron tener una escasa
capacidad de flexionarse, son vesiculas rigidas.

Actividad antioxidante: la quercetina mantiene su actividad antioxidante tras su
incorporacion en las vesiculas, siendo mayor en los chitosomas debido a la accion

sinérgica con el chitosan.

Remanente de quercetina luego de la exposicion a la luz: Las formulaciones
basadas en chitosomas revelaron una mayor proteccion de la quercetina frente a la

luz, con cantidades remanentes a los ocho dias de exposicion de 67% y 78%,
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Perfiles de liberacion: todas las formulaciones son vehiculos de liberacion
prolongada, en comparacion con una solucion de quercetina, cuyo perfil muestra una

liberacion casi completa de la quercetina en menos de 3 horas.

Optimizacion del método de cuantificacion de quercetina: la medicion de la
quercetina se logro hacer bajo un método de HPLC con condiciones establecidas.
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