Secretaria de Educacion Publica

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO
Instituto Tecnoldgico de Veracruz

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de curcumina acarreada en
dos vehiculos (organogel y nanogel) sobre el proceso inflamatorio en

un modelo murino con edema auricular
Tesis
Que para obtener el grado de:
Maestro en Ciencias en Ingenieria Bioquimica
Presenta:
Luis Alberto Gonzélez Ortega
Asesores:
Dr. Hugo Sergio Garcia Galindo
Dra. Cynthia Cano Sarmiento

Dra. Carolina Palmeros Exsome

H. Veracruz Ver. México Diciembre 2017



DEDICATORIA



RECONOCIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por el apoyo
economico recibido durante mis estudios de Maestria, haciendo posible el

desarrollo de este trabajo.

Al Dr. Hugo Sergio Garcia Galindo, la Dra. Cynthia Cano Sarmiento y la Dra.
Carolina Palmeros Exsome por permitirme formar parte de su grupo de trabajo,
confiar en mi, brindarme siempre su apoyo, paciencia y disposicion, gracias por

contribuir durante este tiempo a mi desarrollo personal, profesional y académico.

A la Dra. Rosa Maria Oliart Ros y al Dr. Gerardo Valerio Alfaro por contribuir en

la revision de este trabajo y por siempre brindarme consejos muy valiosos.

Al Dr. Peter Grube Pagola gracias por recibirme y orientarme en el andlisis
histolégico, el apoyo que me proporciono fue indispensable para culminar este

proyecto.

Al Dr. Andrés Acosta Osorio por todo el apoyo brindado a lo largo de toda mi

maestria, por las charlas y las palabras de animo.



RESUMEN

Luis Alberto Gonzalez Ortega. M. en C. Unidad de Investigacion y Desarrollo en
Alimentos. Diciembre del 2017. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de
curcumina acarreada en dos vehiculos (organogel y nanogel) sobre el
proceso inflamatorio en un modelo murino con edema auricular. Asesores,
Dr. Hugo Sergio Garcia Galindo, Dra. Cynthia Cano Sarmiento y Dra. Carolina

Palmeros Exsome.

La curcumina es un compuesto bioactivo que ha mostrado tener actividad
antiinflamatoria; entre sus mecanismos de accion estd el inhibir a la enzima
ciclooxigenasa, que produce sustancias pro-inflamatorias pero también puede
actuar como antioxidante. Sin embargo, la curcumina cuenta con una baja
solubilidad y absorcion en el organismo, lo que lleva a la necesidad de la
implementacion de sistemas acarreadores como los organogeles y nanogeles, los
cuales mejoran la absorcion en la piel y logran actuar de manera localizada en el
sitio dafiado. El proceso inflamatorio se considera como la respuesta biolégica del
organismo ante un dafio inducido por diversos estimulos. Si este proceso no logra
controlarse, se convierte en un dafio potencial para el organismo. Con base a lo
anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antiinflamatoria de la
curcumina administrada mediante dos vehiculos topicos (organogel y nanogel) en
un modelo murino con edema auricular inducido por la aplicacion repetida de TPA
(12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate). Para lograr dicho objetivo se formularon
organogeles y nanogeles utilizando como gelificantes Fosfolipon 90H® y Carbopol
940®, respectivamente. Posteriormente, se caracterizaron mediante calorimetria
diferencial de barrido, reologia y microscopia electrénica de barrido. A
continuacion, se evaluo la actividad antiinflamatoria de los distintos tratamientos.
Finalmente se realizdé un analisis histopatoldgico de las porciones de orejas de

ratones que recibieron los distintos sistemas (nanogel y organogel). Como



resultado se obtuvo la concentracién critica gelante y fue posible desarrollar los
dos geles. Los termogramas mostraron que en los organogeles la entalpia tuvo un
crecimiento lineal respecto a la concentracion del gelificante usado, lo que indica
gue el aumento del gelificante dio una mayor estabilidad al sistema (se requiere
mAas energia para causar un cambio de fase). Los barridos de deformacion
confirmaron un comportamiento tanto viscoso como elastico en ambos sistemas.
Durante la evaluacién de la actividad antiinflamatoria, el nanogel tuvo una mayor
actividad (61.8%) respecto al organogel (45.9%), la curcumina libre (33.2%) y el
hidrogel (28.1%). El diclofenaco, usado como farmaco antiinflamatorio logré la
mayor inhibicion (85.4%) sin embargo, causo la muerte del 30% de los sujetos de
estudio debido a efectos secundarios adversos. El posterior andlisis

histopatolégico corroboro los resultados obtenidos.



ABSTRACT

Luis Alberto Gonzalez Ortega. MSc. Unidad de Investigacion y Desarrollo en
Alimentos. December 2017. Evaluation of the antiinflammatory activity of
curcumin carried in two vehicles (organogel and nanogel) on the
inflammatory process in a murine model with atrial edema. Advisors: Dr. Hugo
Sergio Garcia Galindo, Dr. Cynthia Cano Sarmiento, Dr. Carolina Palmeros

Exsome.

Curcumin is a bioactive compound with proven anti-inflammatory activity; One of its
mechanisms of action is inhibiting the enzyme cyclo-oxygenase, which produces
pro-inflammatory substances but can also act as an antioxidant. However,
curcumin has a low solubility and absorption in the body, which leads to the need
for the implementation of compatible systems such as organs and nanogels, that
improve skin absorption and reach the damaged site in a localized manner. The
inflammatory process is considered as the biological response of the organism to
damage induced by various stimuli. If this process fails to control itself, it becomes
a potential damage to the organism. Based on this information, the objective of this
work was to evaluate the ant-inflammatory activity of curcumin administered by two
topical vehicles (organogel and nanogel) in a murine model with atrial edema
induced by the repeated application of TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate). To achieve the goal, organogels and nanogels were formed using
Fosfolipon 90H® and Carbopol 940® as gelling agents, respectively.
Subsequently, they were characterized by differential scanning calorimetry,
rheology and scanning electron microscopy. Next, the anti-inflammatory activity of
the different treatments was evaluated. Histopathological analysis of the portions of
mouse ear extracts that received the different systems (nanogel and organogel)
was performed. As a result, the critical concentration was obtained and the two
gels could be developed. Data from thermal analysis suggested that in the

organogels, the enthalpy had a linear growth with respect to the concentration of



the gelling agent used, which indicates that increasing the gelling agent provided
greater stability to the system. The deformation sweeps confirmed a viscoelastic
behavior in both systems. During the evaluation of the anti-inflammatory activity,
the nanogel had a greater activity (61.8%) respect to the organogel (45.9%), the
free curcumin (33.2%) and the hydrogel (28.1%). Diclofenac achieved the highest
inhibition (85.4%); however, it caused the death of 30% of the study subjects by
secondary adverse events. The subsequent histopathological analysis confirmed

the results.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La inflamacion es definida como la respuesta biolégica del organismo ante un dafio
inducido por diferentes estimulos; ésta es esencial para la homeostasis del cuerpo y
a pesar de que normalmente se regula, en algunas ocasiones esto no se logra
(inflamacién aguda) y se convierte en un dafio potencial para el organismo. Los
estados iniciales de la inflamacion son mediados por la activacion del sistema
inmunitario, tiene una duracién corta de horas o dias. Sin embargo, si la respuesta
inflamatoria persiste, se da la aparicion de una inflamacién crénica, la cual
predispone a varias patologias crénicas, como es el caso de artritis, enfermedades
cardiovasculares y cancer. Esto hace muy importante la blusqueda de tratamientos

antiinflamatorios.

El uso de plantas medicinales como tratamiento contra la inflamacién existe desde
tiempos ancestrales observando buenos resultados. Ahora se sabe que son los
compuestos bioactivos los que le dan a las plantas estas propiedades; un compuesto
bioactivo es un producto que, mas alla de aportar energia al organismo proporciona
beneficios tales como proteccién biolégica, prevencion y recuperacién de alguna

enfermedad.

En la actualidad existe una gran variedad de vias de administracion de farmacos
antiinflamatorios; entre ellos se puede mencionar las vias orales, nasales,
intravenosas y topicas. Estas ultimas, han tomado gran importancia en la pasada
década debido a que no son invasivas y evitan el tracto gastrointestinal. Dentro de
este tipo de vehiculos, los organogeles y nanogeles mejoran la penetracion de los
farmacos en la piel, su produccion es de bajo costo, pueden acarrear una gran

cantidad de compuestos, y son biodegradables.



ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

2.1 Proceso inflamatorio

La inflamacién es un conjunto complejo de interacciones entre factores y células que
pueden surgir en cualquier tejido en respuesta a una lesidén traumatica, infecciosa,

post-isquémica, toxica o autoinmune (Nathan, 2002).

La terminacion de la respuesta inflamatoria y la transicion al estado homeostético es
un proceso activo y altamente regulado. El proceso normalmente lleva a la
recuperacion de la infeccion y una curacion del organismo, sin embargo, si el
proceso inflamatorio no se elimina por la respuesta inflamatoria aguda o persiste por
cualquier otra razén, puede conllevar a un estado inflamatorio crénico. Este estado
puede ser causado por infecciones crénicas, dafios en los tejidos no reparados o

alérgenos persistentes (Medzhitov, 2008; Meng et al., 2015).

2.1.1 Mediadores inflamatorios

El reconocimiento inicial de la infeccion es mediada por macrofagos residentes en
tejidos, lo que lleva a la produccién de una variedad de mediadores inflamatorios. El
efecto principal y mas inmediato de estos mediadores es obtener un exudado
inflamatorio a nivel local, las proteinas del plasma y los leucocitos (principalmente
neutréfilos) que normalmente estéan restringidos a los vasos sanguineos se mueven a
través de las vénulas postcapilares, a los tejidos extravasculares en la zona dafiada
(Medzhitov, 2008).

Los mediadores celulares pueden ser producidos por los leucocitos o por las células
presentes en los tejidos locales. Algunos mediadores (tales como la histamina y
serotonina) se preforman y almacenan en los granulos de mastocitos, basofilos y
plaquetas. Otros estan preformados y circulan como precursores inactivos en el
plasma. La concentracion plasmatica de estos mediadores puede crecer

notablemente como resultado del aumento de la secrecion de los precursores
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ANTECEDENTES

durante la respuesta de fase aguda (Medzhitov, 2008). Ademas de los mediadores
inflamatorios antes mencionados, también participan enzimas como la fosfolipasa A2
(PLA2), la cual escinde acidos grasos en la posicion sn-2 de los fosfolipidos de
glicerol para liberar lisofosfolipidos y acidos grasos, como el acido araquidonico, que
se encuentra esterificado en los fosfolipidos de membrana y triglicéridos en todos los
tejidos de los mamiferos, los cuales sirven de sustrato para la sintesis de
eicosanoides proinflamatorios por dos vias enzimaticas diferentes, la via ciclica
mediante la enzima ciclooxigenasa (COX) que conduce a la sintesis de
prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos, y por medio de la lipooxigenasa
(LOX) para sintetizar leucotrienos (Meng et al., 2015). En la Tabla 1 se encuentran

compilados los tipos de mediadores inflamatorios.

TABLA 1. Clasificacion de mediadores inflamatorios producidos después de la
identificacion de una lesion

Aminas La histamina y la serotonina tienen efectos complejos sobre la
vasoactivas vasculatura, causando aumento de la permeabilidad vascular y

vasodilatacién o vasoconstriccion, dependiendo del contexto.

Lipoxinas Activan el reclutamiento de leucocitos, la vasodilatacion,

vasoconstriccion y el aumento de la permeabilidad vascular.

Péptidos Se pueden almacenar en una forma activa en vesiculas secretoras
vasoactivos 0 ser generados por el procesamiento proteolitico de precursores

inactivos en el liquido extracelular.

Citocinas Las citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6) se producen por

muchos tipos de células como macréfagos o mastocitos y causan

la induccion de la respuesta de fase aguda.

Fuente: Medzhitov (2008).
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2.1.2 Inflamacion crénicay el cancer

La respuesta inflamatoria cronica generalmente se localiza en el sitio donde el
inductor inflamatorio est4 presente y persiste o no logra repararse el dafio y a
menudo resulta en diferentes tipos de remodelacion del tejido local. La inflamacion
cronica esta involucrada en la etiologia del cancer (puede oxidar el ADN lo suficiente
como para promover la transformacion neoplasica) y puede causar un dafio en el
endotelio, lo que promueve un ambiente proinflamatorio. Dicha disfuncién del
endotelio es un determinante temprano en el desarrollo de la hipertension, dando una
idea de la relacién entre la inflamacion y los problemas cardiovasculares. Todos
estos procesos son regulados por mediadores inflamatorios (Rapaport et al., 2015;
Siti et al., 2015). El presente estudio se centra en la inflamacion causada por lesiones

en la piel.

2.2 Lapiel

La piel es una parte vital del cuerpo humano, es el 6rgano mas largo con un
promedio de 1.5 a 2 m? y tiene una funcién protectora, ademas mantiene numerosos
vasos sanguineos los cuales hacen posible la absorcién de farmacos a través de
aplicaciones topicas (Raut et al., 2012; Sreedevi et al., 2012). La piel se usa como un
puerto para administrar diversos medicamentos, pero también actia como una
barrera para la entrada de algunos materiales, ya que sélo permite penetrar en la
circulaciéon sistémica a materiales pequefios en un cierto periodo de tiempo. Una de
las maneras de suministrar una cantidad suficiente de farmaco por via transdérmica
es mediante la incorporacion del farmaco en un gel, de forma que se suministra en
un mecanismo de difusion controlada. Para la mayoria de las moléculas el estrato
coérneo es la barrera que deben pasar para lograr la liberacién, mientras que para
algunos farmacos lipéfilos la principal barrera para una buena permeacién puede

residir en la membrana de la epidermis esencialmente acuosa (Kaur & Singh, 2015).
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2.2.1 Rutas de liberacién a través de la piel

2.2.1.1 Ruta através de los apéndices

Los apéndices (foliculos pilosos, conductos sudoriparos) ofrecen poros que pasan a
través del estrato corneo. La apertura del poro folicular de la superficie de la piel es
mayor que el de las glandulas ecrinas, aunque son menos numerosos. Las posibles
rutas de penetracion a través de los foliculos pilosos podrian implicar la propia fibra
capilar, a través de la vaina radicular externa del cabello en las células viables de los
foliculos, o a través del canal de aire por el que se introducen en la glandula
sebacea. Ademas, la liberacion de sebo por las glandulas sebaceas puede
proporcionar una via lipoidal que puede influir en la absorcion. Redes capilares
densas envuelven estrechamente las bases tanto de los foliculos pilosos como de los
conductos de sudor, proporcionando acceso a la circulacion para la mayoria de las

moléculas que llegan a estas regiones (Kaur & Singh, 2015).

2.2.1.2 Ruta transcelular

La via transcelular es a menudo considerada como una ruta polar a través de la
membrana. Los componentes celulares que el soluto difunde (queratina),
proporcionan un entorno esencialmente acuoso, y por lo tanto la difusion de
moléculas hidréfilas a través de estos queratinocitos es rapida. Sin embargo, no
existen las células llenas de queratina de forma aislada, estas estan unidas a una
envoltura lipidica que se conecta a unos dominios intercelulares lipidicos de
multicapa, por lo tanto, la molécula que usa esta ruta se enfrenta a numerosos
obstaculos. En primer lugar, existe la particibn en el queratinocito, seguido por
difusion a través de la queratina hidratada. Con el fin de salir de la célula, la molécula
debe repartirse en los lipidos de la bicapa antes de la difusién a través de la bicapa

de queratinocitos (Kaur & Singh, 2015).
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2.2.1.3 Ruta intercelular

Los espacios intercelulares del estrato corneo fueron usados inicialmente como una
via de liberacion potencialmente significativa debido al pequefio volumen que
ocupan. Sin embargo, la estructura fisica de los lipidos intercelulares es un factor
significativo en las propiedades de barrera de la piel. Los principales lipidos de la piel
son ceramidas, colesterol y acidos grasos libres (Kaur & Singh, 2015). En la Tabla 2
se muestran los distintos factores que afectan la permeabilidad de los farmacos en la

piel.

TABLA 2. Factores que afectan la permeabilidad de farmacos en la piel.

Factor Caracteristicas

Formulacién | Formulaciones basadas en lipidos son mas eficientes para la
penetracion de farmacos a través de la piel, pero alteran el estado
de hidratacion, lo que puede causar dermatitis. Las formulaciones
a base de agua mantienen en buen estado la piel pero pueden
presentar bajas penetraciones.

Tamairio La difusién del farmaco a través de la piel es un mecanismo
molecular pasivo, pequefias moléculas atraviesan la piel con mayor rapidez
gue las moléculas méas grandes.

Solubilidad/ | Los materiales organicos con puntos de fusion altos tienen
DUU'EO de | solubilidades acuosas relativamente bajas. Moléculas lipdfilas
fusion tienden a penetrar a través de la piel con mayor rapidez que las
moléculas hidrofilas.

Fuente: (Kaur & Singh, 2015).

Con base a lo anterior, se han buscado diversos tratamientos para detener el
proceso inflamatorio, entre los cuales el uso de compuestos bioactivos de forma

topica (a través de la piel) ha mostrado tener un mayor efecto benéfico.
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2.3 Compuestos bioactivos

En la actualidad existe un gran interés sobre el papel que juegan los compuestos
bioactivos en relacién a la mejora del estado de salud de las personas. Se ha
definido a los compuestos bioactivos como “constituyentes de los alimentos y
suplementos, distintos de los necesarios para satisfacer las necesidades
nutricionales humanas basicas, que son responsables de cambios en el estado de
salud”. Por otra parte, se define a los alimentos funcionales como "alimentos que, en
virtud de la presencia de compuestos fisiolégicamente activos, proporcionan un

beneficio para la salud mas alla de la nutricion basica (Wallace et al., 2015).

Entre los beneficios que aportan los compuestos bioactivos estan el control de peso y
la prevencion de problemas cardiovasculares, entre otros (Wallace et al., 2015). A
pesar de esto, no son necesariamente tan activos en nuestro organismo como se
podria pensar, debido a su bajo nivel de absorcion en el intestino, su alto
metabolismo y su rapida eliminacion (Xu, 2014). EI compuesto bioactivo de interés

para este trabajo es la curcumina.

2.3.1 Curcumina

La planta Cdrcuma longa es una planta usada en la medicina tradicional china que
posee propiedades para prevenir y curar diversos padecimientos. De esta planta se
deriva la clircuma, la que después de secarse se usa en forma de polvo como el
ingrediente principal del curry en la india, ademas debido a su alta efectividad como
colorante también se usa para tefiir ropa (Aggarwal et al., 2007; Epstein et al., 2010).
Su férmula molecular es C21H200s, tiene un peso molecular (MW) de 368.38 g/mol, y
un punto de fusion de 179-183 °C. La curcumina es mas soluble en etanol,
dimetilsulféxido (DMSO), metanol y acetona que en agua (Tiwari et al., 2017). Los
compuestos bioactivos presentes en la carcuma llevan por nombre curcuminoides,
de los cuales el mas importante es la curcumina, cuyo ingrediente activo es el

diferuloilmetano, un polifenol hidrofébico con un caracteristico color amarillo (1,7-bis
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(4-hidroxi-3 metioxifenil) 1-6-hepadieno-3,5 dion), en la Figura 1 se puede observar

su estructura quimica (Epstein et al., 2010; Shanmugam et al., 2015).

FIGURA 1. Estructura quimica de la curcumina (Shanmugam et al., 2015).

2.3.2 Propiedades bioldgicas

La curcumina es conocida como “el oro indio”. Ha sido utilizada como ayuda en el
tratamiento de diversas enfermedades entra las que se encuentran el Alzheimer,
asma, enfermedades del higado, puede actuar como antioxidante, ademas posee
efectos antiinflamatorios, cardioprotectores, antiartriticos, anticarcinogénicos vy
guimiopreventivos (Chen et al., 2011; Shanmugam et al., 2015; Tiwari et al., 2017). A
continuacibn se muestra como actla la curcumina en algunos de estos

padecimientos.

2.3.2.1 Efectos anticancerigenos

La curcumina suprime la angiogénesis de tumores a través de la supresion de
citosinas angiogénicas, muestra ademas efecto antitumoral debido a sus

propiedades antiinflamatorias (Aggarwal et al., 2007).

Por otra parte, se ha encontrado que la curcumina actia en las células madre del
glioblastoma a través de la induccion de las especies reactivas de oxigeno (ROS),
potencialmente a través de la regulacion negativa de la actividad del transductor de
sefal y activador de la transcripcion 3 (STAT 3) (Gersey et al., 2017). El STAT 3 es
un activador transcripcional con un rol ubicuo en la tumorigénesis. Esta involucrado

en la desregulacion del crecimiento de células, angiogénesis, metastasis y

8



ANTECEDENTES

resistencia a la apoptosis, como demostraron Shanmugam et al. (2015). Asi mismo,
se encontrd que las dosis bajas de curcumina inhiben las propiedades de auto-
renovacion de las células madre de gioblastoma (GSC), una caracteristica importante
gue controla la recaida de gioblastoma (GBM) y que disminuye la viabilidad de GSC

de una manera dependiente de la dosis (Gersey et al., 2017).

2.3.2.2 Actividad hipolipidémica

En un estudio realizado por Mohamadi et al. (2011); se evalu6 el efecto de la
curcumina en el perfil de lipidos de individuos obesos que presentaban dislipidemias.
El estudio concluyé que hubo una disminucion significativa en los niveles de
triglicéridos séricos, encontrando también un aumento en los niveles de lipoproteinas
de alta densidad (HDL), lo que llevé a pensar que la curcumina puede movilizar el
colesterol de tejidos extrahepaticos al higado donde es catabolizado (Soudamini et
al., 1992).

2.3.2.3 Actividad antiinflamatoria

La curcumina tiene diversos mecanismos para controlar el proceso inflamatorio
(Figura 2) entre los cuales se encuentran: La modulacion del metabolismo del acido
araquidonico (Huguet et al., 2000), inhibiendo las actividades de la COX-2 y la LOX,
dos enzimas involucradas en la inflamacion. La enzima COX-2 es inducida por
citocinas que transforman el acido araquidonico en prostaglandinas y tromboxanos
durante los episodios de inflamacion y la agregacion plaquetaria, mientras que la
LOX transforma el acido araquidénico en leucotrienos, los cuales tienen un papel en
el reclutamiento de leucocitos por las células endoteliales y su movilizacion de la
vasculatura a los tejidos dafiados (Mesa, 2000; Duvoix et al., 2005; Shanmugam et
al., 2015). Otra via de este compuesto bioactivo para inhibir la actividad de la COX es
suprimiendo la activacion del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa

de las células B activadas (NF-KB) e inhibiendo la expresion de la enzima pro-
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inflamatoria LOX-5, quimiocinas y 6xido nitrico sintasa, ademas reduce la produccion
de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa, el cual regula la
expresion de genes proinflamatorios (Duvoix et al., 2005). Por otra parte regula la
expresion de varias citocinas inflamatorias como IL-1, IL6, citocinas multifuncionales
involucradas en la respuesta inflamatoria y su progresiéon hacia el cancer (Sordillo et
al., 2015). Se ha observado ademas que es un potente inhibidor de la produccion de

radicales libres de oxigeno, lo que disminuye la inflamacion (Vijaykumar et al., 2004).
Glutation
transferasa

Fosfolipasa A2

Especies
reactivas

FIGURA 2. Mecanismos antiinflamatorios de la curcumina (Naksuriya et al.,
2014).

Pese a todas estas propiedades reportadas, la curcumina tiene una baja solubilidad
en medios acuosos de solo 0.6 pg/mL, de manera que 10 o 12 g/mL de curcumina
administrada por via oral en seres humanos conduce a un nivel de curcumina sérica
de 50 ng/mL, lo cual esta por debajo del valor minimo para alcanzar los efectos
terapéuticos de la curcumina (Nazari-Vanani et al., 2017). Por otra parte, es
susceptible a la degradacién bajo medios alcalinos y tiene una rapida degradacion
biolégica. Estas caracteristicas son causa de su baja biodisponibilidad, lo que resulta
en una concentracién sub-6ptima en sangre al liberar sus efectos terapéuticos
(Naksuriya et al., 2014). Debido a esta limitacion, se han buscado transportadores
gue puedan proteger este material hidrofébico (Tuttle et al., 2014) con el fin de lograr
un efecto benéfico. De manera que en este trabajo se desarrollaron geles

(organogeles y nanogeles) como sistemas acarreadores de curcumina.
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2.4 Geles

Los geles han sido definidos por la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) como
suspensiones de particulas semisdlidas interpenetrados con un liquido. Los
principales componentes de un gel son el solvente y un gelificante; su apariencia
solida se debe a la inmovilizacion de las moléculas del solvente en una red continua
tridimensional formada por las moléculas del gelificante, la cual evita que la fase
acuosa fluya. Una mejor definicion seria que un gel es un material semisolido
compuesto de un agente gelificante que, en la presencia del solvente adecuado se
ensamblan mediante interacciones fisicas 0 quimicas en una red tridimensional y
forma una tension superficial la cual limitara el fluido entrelazando e inmovilizando las

moléculas del solvente (Vintiloiu & Leroux, 2008; Debnath et al., 2014).

2.4.1 Tipos de estructuras en un gel

Para entender mejor el mecanismo de formacion de un gel se ha fragmentado la red
tridimensional en estructura primaria, secundaria y terciaria. La estructura primaria
(en la escala de A a nm) esta determinada por el reconocimiento a nivel molecular,
en esta, los gelificantes se agregan unidimensionalmente. La estructura secundaria
(en la escala de nm a mm), se encuentra directamente influenciada por la estructura
molecular y el solvente, esta definida por la morfologia de los agregados: micelas,
vesiculas, fibras, o laminas. Finalmente, la estructura terciaria del gel (escala de nm
a mm) implica la interacciéon de los agregados individuales y determina, en ultima
instancia, si efectivamente se forma el gel o los agregados precipitan de la solucion

en lugar de atrapar el solvente (Skilling et al., 2014).

2.4.2 Clasificacion de geles

La clasificacion de los geles (Figura 3) puede darse de acuerdo a su naturaleza, es

decir, si su sintesis se da artificialmente o naturalmente, segin su constitucion en

11
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macromoléculas (constituidos por macromoléculas) o supramoleculares (formados
por el auto-ensamblaje de moléculas de bajo peso molecular), y con base al tipo de
entrecruzamiento (geles fisicos y quimicos). En los geles supramoleculares solo
existen entrecruzamientos fisicos, estos se mantienen unidos por fuerzas no
covalentes; ademas, son termorreversibles, mientras que los quimicos tienen enlaces
covalentes y no son termorreversibles. Otra forma de clasificarlos es segun el medio
en el que se forman; de esta manera se llama organogel, si el disolvente usado es de
naturaleza organica, o hidrogel si el disolvente es agua (Oteo, 2013; Gupta et al.,
2014). En este trabajo se desarrollaron geles de aplicacién tépica por que se liberan

por ruta transdérmica.

v ' v

Organogel (OG) ‘ Hidrogel ’

Tamafio de
particula

Agente gelificante ‘ Nanoaeles (NG) ’

Agente gelificante

FIGURA 3. Clasificacién de geles de acuerdo al medio en el que se forman
(Vintiloiu & Leroux, 2008).

2.4.3 Geles transdérmicos

La definicién de sistemas de administracion transdérmica de farmacos fue propuesto
por Alejandro Zaffaroni a principios de la década de los 1970°s (Chaudhary et al.,
2011). Este tipo de geles son preferibles cuando los medicamentos tienen una baja

biodisponibilidad oral debido a que es rapidamente metabolizada en el higado y/o

12



ANTECEDENTES

una vida media corta, 0 si los medicamentos producen algunos efectos secundarios
adversos tras la administracion oral (Kaur & Singh, 2015). El objetivo final de la
administracion transdérmica de los farmacos es asegurar que los compuestos se
administren a una velocidad especifica a la circulacion sistémica, a pesar del estrato
coérneo. La curcumina tiene una biodisponibilidad oral deficiente y una vida media
biolégica corta (1.7 + 0.5 h). Se ha administrado con dosis orales que varian de 3.6 a
12 g por dia, después de una administracion oral de hasta 8 g por dia; es
pobremente absorbida y solo trazas del compuesto aparecen en sangre; por lo tanto,
es un candidato adecuado para la formulacién transdérmica (Chaudhary et al., 2011).
Para lograr liberar el farmaco o compuesto bioactivo exitosamente, se debe buscar
un soporte que interactie con la piel humana y permita la permeacion en la piel.
Estos dos requisitos son cumplidos por los organogeles y nanogeles (De Vargas et
al., 2012).

2.5 Organogeles

Un organogel es una preparacion semisolida y termorreversible que incluye una
molécula gelificante, una fase organica y un solvente polar (Gupta et al., 2014). La
formacién de un organogel se basa en el auto-ensamblaje de moléculas de bajo peso
molecular (< 3000 Da) en una fase apolar, las cuales se auto-organizan en polimeros
supramoleculares de naturaleza fibrilar, cuya estructura se mantiene debido a
interacciones no covalentes, tales como enlaces de hidrégeno o fuerzas de Van der
Waals (Debnath et al., 2014).

Las aplicaciones topicas de diversos farmacos contenidos en organogeles han
demostrado mejorar significativamente la permeacioén de la piel y la absorcion de
sustancias tanto lipdfilas e hidréfilas. Esto se observo en un estudio donde las tasas
de permeacion fueron mas altas después de incorporar nicardipina en la matriz de un

organogel (Aboofazeli et al., 2002; Murashova & Yurtov, 2015).
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2.5.1 Preparacién de organogeles

Los organogeles se preparan disolviendo las moléculas gelificantes en el aceite
liguido a una temperatura ligeramente superior a los puntos de fusiéon de los
componentes para favorecer la dispersion de todo el sistema. Posteriormente, las
soluciones calentadas se enfrian a temperatura ambiente y se almacenan en
camaras de refrigeracion para inducir la gelificacion (Kodali et al., 2009; Septiembre
etal., 2011).

2.5.2 Moléculas gelificantes

Entre los gelificantes usados para elaborar organogeles se pueden mencionar
derivados de acidos grasos, derivados de carbohidratos, derivados de sorbitan, urea,
derivados de aminoacidos y derivados de lipidos (fosfolipidos). En general las
moléculas organicas biocompatibles y biodegradables como los fosfolipidos son
preferibles debido a que su empleo es seguro (Arellano, 2008; Alvarez et al., 2012,
Sreedevi et al., 2012).

2.5.2.1 Fosfolipidos

Los fosfolipidos (PL) son los principales componentes estructurales de las
membranas biolégicas y desempefian un papel crucial en la bioquimica y la fisiologia
de la célula. Son utlizados como emulsionantes en los alimentos, productos
farmacéuticos, y en la preparacion de liposomas para los cosméticos (Reddy et al.,
2005). Estas moléculas estan constituidas por una parte apolar y otra polar donde se
encuentran el grupo fosfato y el sustituyente X. En el organismo estan presentes
como parte de la membrana celular y diversos organelos. La naturaleza del acilo y el
tipo de sustituyente X determinan no solo su clasificacion, sino también sus

propiedades y funciones biolégicas (Ochoa et al., 2013).

Su naturaleza anfifilica (debido a la presencia de grupos alquilo o acilo hidréfobo y

grupos hidrofilos polares) les permite formar agregados con el agua, tales como

14



ANTECEDENTES

micelas, micelas inversas o vesiculas de doble capa. Los fosfolipidos han mostrado

efectos benéficos a la salud, tales como reducir el colesterol y triacilglicéridos en la

sangre. También han sido considerados efectivos sistemas acarreadores de

compuestos y han demostrado poseer propiedades para mejorar la permeacion y la

hidratacion de la piel (Chavez, 2015). La variacion en el grupo polar en las cadenas

alifaticas y alcoholes conduce a una amplia variedad de fosfolipidos, como se

muestra en la Tabla 3.

TABLA 3. Clasificaciéon de fosfolipidos.

Tipo

Estructura

Fosfolipidos

Fosfatidilcolina

Fosfatidiletanolamina

Fosfatidilserina

Acido fosfatidico

Fosfatidilglicerol

Cardiolipina

Fuente: (Li et al., 2014).
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2.5.2.2 Fosfolipon 90H®

El Fosfolipon 90H® es el nombre comercial que recibe la lecitina modificada
compuesta por 85% de &cido estearico y 15% de &cido palmitico. La molécula de
lecitina, como se puede observar en la Figura 4, incluye residuos de colina, acido
fosforico, glicerol y dos acidos grasos, la parte no polar esta formada por las cadenas
de hidrocarburos de los residuos de acidos grasos, el resto de los residuos
constituyen la region polar. La molécula de lecitina es un ion hibrido por tener una
carga positiva en la colina y una negativa en el grupo fosfato. Generalmente se
observa un residuo de acido graso saturado en la posicion sn-1 y residuos de acidos

grasos insaturados en la posicion sn-2 (Shchipunov, 2001).

: Residuc :
] el de 1 -
Fosfatidil colina Il gliceral 1 Residuos de

: l/’ acidos grasos
ﬁ._ H : 1 J—
N -
" ~cfi, N
n»ﬁ-.n

Regidén apolar

Regidn palar

FIGURA 4. Estructura de la lecitina (Joshi et al., 2006).

Los acidos grasos saturados mejoran la estabilidad oxidativa de los fosfolipidos, en
un estudio (Reddy et al., 2005) se enriquecié la fosfatidilcolina (PC) con &cidos
palmitico y estedrico usando una transesterificacion catalizada por una lipasa
(Novozym 435 y Lipozyme TL IM) de PC aislada de lecitina huevo y soya. Los
métodos enzimaticos para incorporar acidos grasos saturados e insaturados hacen
uso de lipasas y fosfolipasas. El acido estearico es un miembro de los acidos
carboxilicos saturados y es conocido por penetrar en las capas internas lipidicas del
estrato corneo, en la Figura 5 se muestra su estructura quimica. Es usado como

aditivo para cremas y aceites de uso tépico en los que ha mostrado un efecto
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protector de compuestos bioactivos, ademas de propiedades hidratantes (Lohan et
al., 2016).

O

/\/\/\/\/\/\/\/\)\OH

FIGURA 5. Estructura del 4cido estearico (Lohan et al., 2016).

La principal fuente de lecitina es la soya y la yema de huevo; ambas han sido usadas
para la formacion de organogeles. Debido a sus propiedades anfifilicas logra reducir
la tensién interfacial, lo que lleva a la homogeneizacion de dos liquidos inmiscibles
como agua y aceite. Asi mismo, posee un gran potencial como acarreador de
compuestos bioactivos a través de un organogel (Singh et al., 2015). Dado que esta
molécula es un zwitterion, el pH de la fase acuosa influye en el proceso de

gelificacion (Murashova & Yurtov, 2015).

Al usar lecitina como gelificante, se obtiene un mejoramiento en el transporte que
puede ser atribuido a que tiene una zona lipofilica y otra hidrofilica, lo que permite
una alta capacidad de solubilizacion, y a la capacidad para hacer fluir los lipidos de
las membranas de la piel. Ademas, estudios histolégicos no han mostrado signos de

toxicidad incluso con el uso prolongado de la lecitina (Hoare & Kohane, 2008)

2.5.3 Propiedades de los organogeles

Los organogeles pueden incorporar una amplia gama de sustancias con diversas
caracteristicas fisicoquimicas (naturaleza quimica, solubilidad, peso molecular y
tamafo). Ademas al ser termodinamicamente estables, la integridad estructural se
mantiene durante largos periodos de tiempo. Por otra parte, por su caracter lipofilico,
pueden dispersarse de manera eficiente en la piel y mejorar la penetracion y el

transporte de las moléculas. Finalmente, son biocompatibles y biodegradables, lo
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gue los hace seguros para aplicaciones a largo plazo. Las propiedades de los

organogeles se describen en la Tabla 4 (Kumar & Katare, 2005).

TABLA 4. Propiedades de los organogeles.

Caracteristica

Funcionalidad

Viscoelasticidad

Los organogeles se comportan como un solido a velocidades
de corte bajas mostrando una propiedad elastica. A medida
gue aumenta la tension de corte, los puntos que interactidan
fisicamente entre las fibras comienzan a debilitarse hasta
gue la tension de corte es lo suficientemente alta para
romper las interacciones entre las estructuras de fibra y el
organogel comienza a fluir.

No birrefringente

Cuando se observan bajo luz polarizada dan la apariencia de
una matriz oscura. La naturaleza isotropica de los
organogeles no permite que la luz polarizada pase a través
de la matriz.

Termorreversibilidad

A medida que los organogeles se calientan por encima de
una temperatura critica, pierden su estructura y empiezan a
fluir. Esto se ha atribuido a la interrupcibn en las
interacciones fisicas entre las moléculas gelificantes debido
al incremento en la energia térmica dentro de los
organogeles. Pero, a medida que se enfrian, la interaccion
fisica entre los gelificantes prevalecera y volveran a ser
estables.

Termoestabilidad

Mientras que los gelificantes experimentan el auto-
ensamblaje, existe una disminucion de la energia libre total
del sistema por la cual permanecen en un estado de baja
energia. Debido a esto son un vehiculo termoestable para
los agentes bioactivos y para aplicaciones cosmeéticas,
donde se desea una vida util mas larga.

Fuente: (Sreedevi et al., 2012; Mujawar et al., 2014).
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2.5.4 Interaccion entre la piel y los organogeles

La estructura regular del estrato corneo consta de varias capas hechas de lipidos;
esto hace suponer que los lipidos pueden interactuar con los fosfolipidos de la
lecitina en el organogel. Dicha interaccion puede aumentar la permeabilidad de la piel
para los compuestos bioactivos (Murashova & Yurtov, 2015). También se ha
sugerido que las micelas que son de tamafio pequefio y que cuentan con una
envoltura de hidrocarburos podrian ser recibidas por la piel como entidades
hidrofobas, lo cual permite una interaccion estrecha con la barrera de la piel que
conduce al aumento de permeabilidad de las moléculas del farmaco o mediante la
penetracion de las fracciones de acidos grasos en la bicapa del estrato cérneo y la
consecuente creacién de regiones altamente permeables (Debnath et al., 2014;
Kumar & Katare, 2005).

2.6 Nanogeles

Los Nanogeles pueden definirse como hidrogeles de tamafio nanométrico
compuestos de co-polimeros 0 mondémeros que pueden ser iGnicos 0 no iodnicos. El
tamafio de los nanogeles oscila entre 20-200 nm. Otra definicion es que los
nanogeles son redes hidrofilicas tridimensionales de tamafio nanométrico que tienen
la tendencia a embeber agua o un fluido fisiolégico en gran cantidad, sin cambiar en
la estructura interna de la red (Yadav et al., 2017). Esta composicion conlleva un

modulo elastico en el intervalo de 0.1-100 kPa (Buwalda et al., 2017).

2.6.1 Preparacion de nanogeles

Para preparar un nanogel a partir de una nanoemulsién, se debe dispersar la
cantidad apropiada de Carbopol 940® en la nanoemulsién y mantener en agitacion
constante (mediante un agitador magnético), teniendo cuidado de evitar la formacién
de grumos; finalmente se deja hidratar durante 4 a 5 horas (Figura 6). Pasado este

tiempo la dispersion se neutraliza con trietanolamina para ajustar el pH a 7, el cual es

19



ANTECEDENTES

cercano al pH de la piel y no causa irritacion (Arora et al., 2014). Incorporar la
nanoemulsiéon dentro de nanogeles, puede reducir la coalescencia entre las
particulas durante el proceso de emulsificacion, debido al incremento en la
viscosidad de la fase acuosa (Restrepo et al., 2016). En otro estudio, se mostré que
la concentracion del agente gelificante (Carbopol 940%) en intervalos de 0.5 a 2.0
afectan ligeramente la velocidad de liberacidon de los farmacos (Altunbas et al., 2011).
El agregar Carbopol 940® a una nanoemulsién ayuda a que las gotas se distribuyan
en la red del gel, lo que puede contribuir a mejorar la estabilidad de las gotas en la
nanoemulsién, ademas de lograr restringir el movimiento browniano. Finalmente, se
han reportado recientemente que los nanogeles cambian las propiedades reolégicas
de las nanoemulsiones para su administracion topica (Mou et al., 2008; Arora et al.,
2014). Es importante mencionar que en un sistema de nanogeles con
nanoemulsiones contenidas, la estabilidad realmente depende de |las
nanoemulsiones. La inestabilidad de las gotas en la nanoemulsion se origina a partir
de la coalescencia y la maduracion de Ostwald, de estas dos, la coalescencia es a
menudo considerada como el mas importante mecanismo de desestabilizacion de las

nanoemulsiones (Mou et al., 2008).

. &
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FIGURA 6. Desarrollo de nanogeles a partir de una nanoemulsion.

Los nanogeles se han utilizado ampliamente para el tratamiento topico en los ultimos
afos; esto por que poseen caracteristicas favorables para utilizarlos como vehiculos
para la liberacion controlada y selectiva de farmacos en el organismo: a) poseen una

estructura tridimensional que permite almacenar moléculas pequefas, b) pueden ser
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biocompatibles debido al gran contenido de agua que poseen en su estructura, C)
reducen de esta forma la irritacion producida por la friccion de los tejidos con los que
entran en contacto, y d) logran disminuir la desnaturalizacion de proteinas (Ramirez
& Astudillo, 2016). Para preparar el nanogel se pueden utilizar diversos polimeros
basados en polisacaridos. Los polisacaridos son todos los polimeros de
carbohidratos que contienen al menos veinte residuos de monosacaridos (Yadav et
al., 2017). Dentro de las redes del nanogel pueden quedar atrapadas las gotas de
una nanoemulsion, para proporcionar una liberacion prolongada de un compuesto
bioactivo. Asi mismo, una nanoemulsion se puede convertir en un gel con el fin de
ser mas adecuada para aplicaciones dérmicas; esto se logra mediante la adicion de
diferentes polimeros solubles en agua o matrices de nanogel tales como carbémero,
Carbopol 940® y carragenina, de manera que sélo la fase de agua externa se gelifica,
mientras que las gotas de la nanoemulsion internas permanecen liquidas (Hoare &
Kohane, 2008). En la Tabla 5 se mencionan distintas caracteristicas de estos

sistemas.

TABLA 5. Caracteristicas de los nanogeles.

Caracteristica Descripcion

Biocompatibilidad | Son altamente biocompatibles y biodegradables evitando asi su
y degradabilidad | acumulacién en el organismo.

Mayor capacidad | Debido a la propiedad de hinchamiento que permite que la
de carga de | formulacidon absorba gran cantidad de agua y asi proporcionara

farmacos. espacio de carga suficiente para contener biomateriales.

Facilidad en su | No requiere reactivos toxicos ni catalizadores y no genera

preparacion subproductos, lo que lo hace favorable para aplicaciones
biomédicas.

Fuente: (Shen et al., 2016).
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2.6.2 Ventajas de los nanogeles

Los nanogeles poseen muchas ventajas en la administracion de farmacos via tépica.
Pueden ayudar en la creacién de una dispersion uniforme y aumentar el tiempo de
contacto, que se traducen en una mayor penetracion en la piel de los compuestos
bioactivos acarreados; ademas, su tamafio nanométrico y la formaciéon de una red
donde se pueden incorporar diversas biomoléculas, las hacen mas ventajosas que

las micelas, vesiculas, liposomas, y otras.

Para aplicaciones biomédicas (Sabitha et al., 2013). Sin embargo, se ha observado
gue debido a que las moléculas del compuesto bioactivo se adsorben fisicamente en
la superficie del nanogel y quedan atrapadas dentro del portador, el tamafio de
particula es un poco mas grande que nanogeles testigos sin compuesto bioactivo.
Esto se confirmo en un estudio mediante un analisis en un microscopio electrénico
de barrido, el cual también mostré la forma esférica de las nanoparticulas (Sabitha et
al., 2013). Los nanogeles poseen una combinacion Unica de las propiedades
potenciales de hidrogeles (hidrofilicidad, flexibilidad, versatilidad y alta absorcién de
agua) y las ventajas dimensionales de las nanoparticulas (Peng et al., 2012). Una
investigacion realizada en 2009 por Raemdonck et al., demostré que los farmacos
hidrdéfilos y lipofilos de bajo peso molecular y agentes terapéuticos macromoleculares
pueden incorporarse a la red de un nanogel. Esto se da por: a) atrapamiento fisico
y/o b) interacciones no covalentes. El atrapamiento de los agentes terapéuticos
dentro de la red del nanogel implica, en la mayoria de los casos, que los compuestos
estan presentes en la solucion del polimero durante el proceso de gelificacion. Gong
et al. (2013) demostraron que se puede usar un nanogel para el tratamiento de
lesiones y que puede liberar los farmacos de manera sostenida. Otra ventaja
observada fue que los copolimeros usados pueden ser biodegradables (Gong et al.,
2013).
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2.6.3 Componentes de los nanogeles

2.6.3.1 Nanoemulsion

La nanoemulsion es un sistema prometedor para la administracion transdérmica de
farmacos y se define como una solucién liquida termodinamicamente estable con un
didmetro de gota por lo general en el intervalo de 10- 200 nm, que consiste en aceite,
un agente tensioactivo y una fase acuosa. Las nanoemulsiones son interesantes
como vehiculo para productos topicos, ya que tienen particulas muy pequefias que
causan la reduccion de la fuerza gravitatoria y evita que se produzca la
sedimentacién, ademas de que impide el proceso de floculaciébn y coalescencia.
También cabe destacar su baja tension interfacial que aumenta la humectabilidad, la
propagacion y las propiedades de penetracion (Oliveira et al., 2011). Ademas, tienen
otras ventajas significativas incluyendo poca irritacién de la piel, poderosa capacidad
de permeacion y alta capacidad para acarrear farmacos para el suministro topico, en
comparacién con microemulsiones o liposomas. Cuando se utiliza para el suministro
topico de farmacos, posee otras ventajas. En primer lugar, los ingredientes pueden
reducir la barrera de difusibn de la capa cérnea y aumentar la velocidad de
permeacion del farmaco a través de la piel al actuar como mejoradores de la
permeacion, y hay una mayor concentracion del farmaco que entrara en contacto con
la piel. Sin embargo, su baja viscosidad limita su administracion transdérmica. La
incorporacion de una nanoemulsion en la matriz de un gel puede ser mas relevante
para la aplicacion transdérmica en comparacion con la nanoemulsion sola (De
Vargas et al., 2012; Arora et al,. 2014).

En un estudio llevado a cabo por Arora et al. (2014) se prepararon diversas
formulaciones de nanoemulsiones que tuvieron bajas viscosidades y fueron
inapropiadas para su uso dérmico. Con el fin de conferirle aplicabilidad a las
nanoemulsiones, se incorpord en el sistema el carbomero 940 y se observo un
aumento en la viscosidad, lo que mejoré su aplicacién tépica. Una nanoemulsion
hecha gel es preferible debido al efecto prolongado y una mayor viscosidad que

mejora la aplicabilidad en la piel. En otro estudio (Oliveira et al., 2011) se desarroll6
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un nanogel a partir de nanoemulsiones con vitamina A; dichos sistemas mostraron
buena estabilidad, tamafio de gota pequefio y un aumento en la viscosidad, siendo

posible utilizarlo como un sistema de administracion para aplicacion topica.

2.6.3.1.1 Medicion del tamafio de particula de la nanoemulsién

Mientras que en el organogel el tamafio de particula no es importante, en el caso del
nanogel es indispensable corroborar que el tamafio de la particula contenida en el
sistema se encuentre dentro de los intervalos establecidos (10 — 200 nm). El tamafio
de particula de los nanogeles que estabilizan la emulsion. No se pueden medir
empleando métodos tradicionales de dispersion de luz o por medio de microscopio
optico, debido a que la fase acuosa se encuentra gelificada y el tamafio de particula
es demasiado pequefio. Pequefios tamafios de gotas son requisito previo para la
administracion de farmacos en la piel, ya que las gotas de aceite tienden a fusionarse
con la piel, proporcionando asi un canal para la administracion de farmacos. Esto se
puede determinar usando microscopia con el fin de confirmar el tamafio de particula

obtenido mediante la espectroscopia de dispersion de laser (Modi & Patel, 2011).

2.6.3.1.2 Medicion de la estabilidad de la nanoemulsién

Mediante el uso del equipo Turbiscan Lab® Expert es posible medir la estabilidad de
nanoemulsiones y detectar los fendmenos de inestabilidad mas temprano de lo que
normalmente es posible a simple vista. El Turbiscan Lab® Expert basa su
funcionamiento en la incidencia de un haz de luz sobre la muestra, la cual recibe dos
sefales: una de transmision y otra de retrodispersion (Celia et al., 2009). Entre las
ventajas de este equipo esta el que la muestra no necesita ser procesada, no altera
al sistema y la deteccion del mismo es 50 veces mas rapido que el ojo humano
(Lecmarchan et al., 2003).
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La modificacién de una sefial de retrodispersion puede producirse en funcién del
tiempo y la migracion de particulas, esto se representa en una grafica en forma de
picos positivos (aumento de retrodispersibn) o negativos (disminucion de
retrodispersion). Concretamente, la migracion de particulas de la parte inferior a la
parte superior de una muestra conduce a una disminucién progresiva de la
concentracion en el fondo de la muestra y como consecuencia una disminucion en la
sefial de retrodispersién (pico negativo) y un aumento en la intensidad de la
transmision (pico positivo). Ademas, proporciona informacion sobre el tipo de
proceso de desestabilizacion que tiene lugar, pudiendo discriminar entre la migracion
de particulas (cremado o sedimentacion), que es un proceso reversible, y la variacion
del tamafo de las particulas (coalescencia), que a menudo es irreversible. De hecho,
para particulas mas pequefias que la longitud de onda incidente un aumento en el

tamafio conduce a una disminucion en el perfil de retrodispersién (Celia et al., 2009).

2.6.3.2 Carbopol 940°®

El Carbopol 940® es un derivado poliacrilico aniénico en el que el grado de ionizacién
depende significativamente del pH del medio. Es uno de los excipientes mas
ampliamente utilizados para el espesamiento de sistemas topicos como lociones,
cremas y geles, y pueden formar un nanogel en agua o solucion alcalina debido a la
ionizacion de los grupos carboxilicos. El Carbopol 940®posee propiedades deseables
como gelificacion, alta viscosidad a baja concentracion y es estable al calor con una
variabilidad insignificante de lote a lote, en la Figura 7 se puede observar su
estructura. Ademéas aumenta la estabilidad de la formulacién, y no es compatible con
el crecimiento bacteriano o fungico, y la formulacidon resultante tiene una textura
agradable y no es irritante (Oliveira et al., 2011; De Vargas et al., 2012). Kumar et al.,
(2015) encontraron que los geles que contienen Carbopol 940® son adecuados para
gelificar nanoemulsiones debido a su consistencia, sensacién y alta capacidad de

extension. La estructura de los geles de Carbopol 940® puede ser determinada por el
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nivel en el que las macromoléculas se conectan y forman los entrecruzamientos
(Alves et al., 2005).

OH *0:

FIGURA 7. Estructura del Carbopol 940°.

2.6.4 Interaccion entre la piel y los nanogeles

La entrega transdérmica de farmacos a través de nanogeles mejora el potencial de
permeabilidad de los diferentes componentes del sistema. Entre los mecanismos que
ayudan a mejorar la capacidad de penetraciéon de nanogeles por via topica, diversos
autores han afirmado que las gotas con una carga modificada tienen influencia
significativa en la afinidad y uniébn a la piel, lo que podria promover la
biodisponibilidad y actuar como depdésitos de farmacos, donde el compuesto se libera
de la fase interna a la fase externa y luego sobre la piel. Debido a los pequefios
didmetros de las gotas en las nanoemulsiones, éstas pueden incrustarse en el
estrato corneo y las moléculas del compuesto bioactivo podrian ser liberadas
directamente a través de la fase hidroéfila de las nanoemulsiones. Ademas, el numero
de gotas que puede interactuar en el area fija del estrato corneo aumenta a medida
que disminuye el tamafo de gota (Mou et al., 2008; Arora et al.,, 2014). Por otra
parte, los nanogeles se han utlizado para crear depdésitos que suministren los
agentes bioactivos y lograr con esto aumentar la biodisponibilidad del farmaco,
reducir los efectos secundarios, aumentar la facilidad de su uso y reducir el dolor de

la administracion (Altunbas et al., 2011). El uso de nanoacarreadores en el suministro

26



ANTECEDENTES

de curcumina puede mejorar su biodisponibilidad y la administracion dirigida. En otro
estudio se observé que los nanogeles cargados con curcumina eran mas rigidos que
los nanogeles sin curcumina, lo que mejoraria la aplicacion topica, esto podria ser
debido a que la curcumina que reside en el nucleo hidrofébico de las fibrillas causa el
endurecimiento de los puentes presentes entre diferentes fibrillas y de este modo se
producen mas entrecruzamientos en la red, asi mismo se observé que la curcumina
también puede ser atrapada dentro de la red de fibrillas autoensambladas (Altunbas
et al., 2011). La liberacién controlada de curcumina también dio como resultado la

biodisponibilidad y estabilidad mejoradas (Lelli et al., 2017).

Asi, se puede observar que los dispositivos nanomeétricos son cada vez mas
importantes, ya que ofrecen la oportunidad de aumentar el efecto bioldgico de la
curcumina por el aumento de su vida media in vivo en un grupo de ratones logrando
reducir su liberacion a los tejidos no dafiados (Serri et al., 2017). En otro estudio, los
investigadores evaluaron la eficacia de curacion de heridas in vitro e in vivo de un
nanogel de curcumina. Los resultados demostraron que los grupos de ratones
tratados con el nanogel expusieron una mayor cicatrizacion durante el tratamiento,
en comparacion con el grupo testigo que fue tratado con solucion salina (Hussain et
al.,, 2017). En otro estudio, la velocidad de permeacion de un nanogel con
nanoemulsiones contenidas fue dos veces mayor que la de la solucién del farmaco
libre; por otra parte, el contacto del nanogel con nanoemulsiones contenidas con la
piel mejord y actué como clave para la permeacion del farmaco a través de piel. La
formulacion optimizada se compard con una formulacion comercializada y mostro
significativamente un mayor perfil de permeacién que justificaba el uso de este
sistema para su uso en la administracion transdérmica de ketoprofeno (Arora et al.,
2014).

2.7 Prueba de tubo invertido

El método mas simple para establecer la formacién de un gel es llevar a cabo la

prueba de tubo invertido. Después de homogeneizar la muestra, se invierte el tubo
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de ensayo; si el contenido del tubo de ensayo fluye, el sistema se considera como sol
(o tal vez un gel débil), lo que indica que la composicidén particular ha fallado para
inducir la gelificacion, por lo que el sistema se considerard como gel si el contenido
del tubo de ensayo no fluye (Sagiri et al., 2014).

La cantidad minima de gelificante que se requiere antes de que pueda inducir la
gelificacion a temperatura ambiente se conoce como la concentracién critica
gelificante. Si la concentraciéon del gelificante est4 por debajo de esta concentracion,
el gelificante fallara al inducir la gelificacién y el sistema permanecera en la fase
liqguida. En el gel existe un limite critico superior de acomodamiento en la fase
acuosa, si este limite es superado, la gelificacion no se da o se puede producir un
sistema bifasico, donde el exceso de agua no es retenido dentro de la estructura en
red (Kumar & Katare, 2005).

2.8 Caracterizacion de geles

2.8.1 Anélisis térmico por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Mediante la calorimetria diferencial de barrido (DSC) se pueden determinar las
temperaturas a las que se producen cambios de estado, estructurales o procesos
degradativos en los organogeles. El instrumento opera con nitrdgeno y consta de dos
celdas. Una céapsula es la referencia, la cual es de aluminio y esta cerrada sin
contener ningun material en su interior, la otra contiene el material que se analiza. La
temperatura se varia a una velocidad determinada junto con el flujo de calor, se debe
mantener la igualdad de temperaturas entre la celda con la muestra y la referencial.
Cuando la muestra experimenta una transicion, los calefactores suministran la
energia adicional al material para mantener el equilibrio térmico entre la muestra y la
referencia. De esta manera, el termograma obtenido muestra el flujo de calor o
entalpia con respecto al tiempo. Como la velocidad de calentamiento o enfriamiento
es constante, el termograma equivale a una representacion del flujo de calor

respecto a la temperatura (Klang & Valenta, 2011).
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2.8.2 Caracterizacién reoldgica

El estudio del comportamiento reoldgico es esencial para cualquier vehiculo que se
utiliza para aplicaciones de administracion de farmacos de uso tépico. Es importante
para su eficacia en la liberacion de las moléculas sobre o a través de la zona de la
piel. Los pardmetros criticos, tales como la extensibilidad, la adhesividad (propiedad
relacionada con la bioadhesion en el sitio de la piel), cohesividad (que indica la
reforma estructural después de la aplicacion de esfuerzo de corte), y la consistencia
de gel, deben ser modificados de una manera favorable. Se ha encontrado que la

mayoria de geles muestran propiedades reoldgicas plasticas (Sagiri et al., 2014).

Los barridos de deformacion son utiles para determinar la region viscoelastica lineal
(RVL) asi como los valores del esfuerzo y la deformacion criticos. La RVL se define
como el intervalo de esfuerzos en el que los valores de las funciones viscoelasticas
no varian significativamente (Santos et al., 2013). Las funciones viscoelasticas
elegidas para el andlisis de los sistemas son el moédulo de almacenamiento o elastico
(G"), el cual se relaciona con la energia que acumula el material estudiado por cada
ciclo de oscilacion, el médulo de pérdida (G”), asociado con la energia que se disipa
y por tanto con el componente de viscosidad asi como la funcién de control
(Clemente et al., 2013). En este tipo de materiales se espera que la elasticidad,
medida con la G", sea mayor que la energia disipada o comportamiento viscoso,
determinado por G (Oteo, 2013).

2.8.3 Caracterizacion morfolégica

La microscopia electronica es de suma importancia para obtener informacion sobre
la morfologia de los sistemas con resolucion atomica cercana. Entre las técnicas de
microscopia electronica mas frecuentemente empleadas para esta tarea se

encuentra la microscopia electronica de barrido (SEM) (Klang et al., 2013).
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La caracteristica esencial de un microscopio de barrido es que la imagen se forma
punto por punto explorando con una sonda a través de la muestra. La sonda de un
SEM es un haz de electrones enfocado, y una sefial detectada se muestra como una
imagen de tipo Dispositivo de Carga Acoplada (CCD). Los electrones primarios
penetran en el espécimen solido y son afectados por un gran nimero de procesos de
dispersion elastica. El espectro energético de los electrones que sale de la muestra
es recogido por el sistema detector y da como resultado tres tipos de informacion
especifica. Los electrones secundarios (SE), los electrones retrodispersados (EEB) y
los rayos X. La topografia superficial cuasi-3D puede registrarse principalmente
debido a las SE, es decir, todos los electrones emitidos con energias de salida
inferiores a 50 eV. Los instrumentos SEM generalmente emplean energias de
electrones de unos 10 kev para proporcionar una resolucién nanométrica, que es

suficiente para muchos analisis (Klang et al., 2013).

Las principales caracteristicas del analisis SEM, es la resolucién de la imagen y la
profundidad de campo, lo cual permite obtener imagenes con apariencia 3D,
determinando la topografia de la muestra en diferentes campos (Perez-Arantegui &
Mulvey 2005).
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3. JUSTIFICACION

La inflamacién cronica se relaciona con numerosas patologias, por lo que se ha
buscado detenerla por medio de diversos tratamientos, entre los que destacan los

compuestos bioactivos.

La curcumina es un compuesto bioactivo que ha demostrado buenos resultados
sobre la inflamacién y que requiere un sistema acarreador para incrementar su

efecto.

Los organogeles y nanogeles se han convertido en sistemas portadores
potenciales de diversos compuestos bioactivos, asi mismo incrementan la
absorciéon en la piel, por lo que en este estudio se busca evaluar la bioactividad
antiinflamatoria de ambos sistemas sobre un edema auricular en un modelo

murino.
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4. HIPOTESIS

La administracion tépica de un nanogel como acarreador de curcumina provocara
una mayor disminucion de la inflamacion auricular en comparacion con un

organogel en un modelo murino.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria de la curcumina acarreada en un organogel y

un nanogel en un modelo murino con edema auricular.

5.2 Objetivos especificos

1. Formular y desarrollar un organogel y un nanogel como vehiculos

acarreadores de curcumina.

2. Caracterizar un organogel y un nanogel como vehiculos acarreadores de
curcumina.
3. Evaluar la actividad de ambos sistemas en un modelo murino con edema

auricular.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Reactivos

Todos los compuestos quimicos y solventes utilizados fueron grado analitico o
HPLC. El emulsificante fue lecitina de soya 98% de pureza (Shenyang, Liaoning,
China). En las nanoemulsiones se utiliz6 curcumina con una pureza de 99%
(Sigma-Aldrich, Alemania) y glicerol grado reactivo (J. T. Baker); para preparar los
nanogeles se empled carbopol 940®, y los organogeles tuvieron como gelificante
Fosfolipon 90H®. Para inducir el edema auricular en los sujetos de estudio se hizo
uso del 13-Acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) (Sigma-aldrich, Alemania).

6.2 Métodos
En el presente trabajo se evaluo la bioactividad antiinflamatoria in vivo sobre un
modelo murino con edema auricular.
Para completar el trabajo se llevaron a cabo tres fases:
1. Formulacion y desarrollo de organogeles y nanogeles.
2. Caracterizacion de organogeles y nanogeles.
3. Evaluacion la bioactividad antiinflamatoria sobre un modelo murino con

edema auricular.
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Desarrollo de nanoemulsiones

Tamafio de particula Estabilidad de la

nanoemulsion

Determinacion de CCG

Determinaciéon de CCG

Prueba de tubo invertido Prueba de tubo invertido

o

FIGURA 8. Diagrama de flujo experimental

6.2.1 Disefio experimental para la formulacion de organogeles

Se realiz6 un disefio de experimentos de 32, las variables que se eligieron son la
concentracion de Fosfolipon 90H® (25%, 35% y 45%) y la concentracion de
curcumina (5 mg, 15 mg y 25 mg). El disefio se realizé con 9 tratamientos, cada

uno con una réplica. Las distintas formulaciones se muestran en la Tabla 6.
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TABLA 6. Niveles y factores del disefio de experimentos para la preparacion
de organogeles. El contenido de aceite de triglicéridos de cadena media fue
el restante para completar el 100% de la formulacion.

Tratamiento | Emulsificante (%) | Curcumina
Fosfolipon 90H® (mg)
1 25 5
2 35 5
3 45 5
4 25 15
5 35 15
6 45 15
7 25 25
8 35 25
9 45 25

6.2.2 Determinacidén de concentracion critica gelificante

Se llevo a cabo la determinacion de la concentracion critica gelificante. Para llevar
a cabo este paso, se prepararon organogeles utilizando distintas concentraciones
del gelificante: 10%, 15% y 25%. Una vez preparados los sistemas, se invirtieron
durante una hora para observar si fluian y encontrar el valor minimo de gelificante

gue logra formar la red tridimensional del gel (Sullivan et al., 2016).

Para determinar la concentracion critica gelificante de los nanogeles, se llevo a
cabo la misma metodologia; sin embargo, se variaron las concentraciones de
gelificante empleadas (0.25%, 0.5% y 1%).

6.2.3 Desarrollo de organogeles

Para formar los organogeles, el Fosfolipon 90H® y la curcumina se mezclaron con
un aceite comercial de acidos grasos de cadena media dentro de tubo de 1.5 cm
de diametro. Las muestras se prepararon disolviendo todos los componentes
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usando una estufa de secado a 110°C, con lo que se obtuvo la fusién completa de
todos los componentes. A continuacién, la mezcla homogénea se agité usando un
vortex y se regreso a la estufa para fundir nuevamente los componentes y lograr
una completa homogenizacion; después se dejoé enfriar a temperatura ambiente
(24°C) para finalmente almacenarse en una camara de refrigeracién a 15°C (Sato,
2009).

6.2.4 Prueba de tubo invertido

El método del tubo invertido es el método mas empleado para confirmar la
gelificacion. En este método, la cantidad pesada del gel se tom6 en un tubo de
ensayo; este fue calentado cuidadosamente a 110°C para fundir completamente el
sistema. A continuacion, se dejo enfriar el vial durante tres horas en una camara
de refrigeracion a 15°C para posteriormente retirar los organogeles e invertirlos
una hora a temperatura ambiente (Balasubramanian et al., 2012; Shi et al., 2014).
Después de la inversion durante una hora, la ausencia de flujo indica la formacién
de gel y puede suponerse que la muestra ha logrado formar la red entrecruzada

gue evita el flujo del liquido atrapado (Sagiri et al., 2012).

Los nanogeles desarrollados también fueron analizados mediante esta prueba

siguiendo la metodologia descrita.

6.3 Caracterizacion de organogeles

6.3.1 Andlisis térmico por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Esta técnica ha sido muy utilizada para el estudio de los nanogeles. Mediante ella
pueden medirse los cambios de masa y efectos térmicos en los nanogeles, en

funcion de la temperatura (Saraydin et al. 1995).

Se llevd a cabo un analisis térmico usando un equipo de calorimetria diferencial de
barrido (DSC) Q2000 de TA Instruments para la caracterizacién de los geles. La

unidad DSC fue calibrada con Indio, las muestras (7 mg) fueron introducidas en
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capsulas de aluminio herméticamente selladas y calentadas en un intervalo de
temperatura de 25-110°C a un incremento constante de 5 °C/min y 10°C en una
atmosfera de nitrégeno controlada (mL/min). Los termogramas obtenidos para las
muestras fueron analizados y se realiz6 un duplicado de cada muestra. Como

referencia, se us6 una capsula de aluminio vacia herméticamente cerrada.

Para cada muestra se pesaron de 10 a 15 mg. Se establecieron tres etapas: la
primera, de calentamiento desde 25 hasta 110 °C a una velocidad de 5 °C/min; la
segunda etapa, de enfriamiento desde 110 hasta 15 °C, a la velocidad citada; v,

una tercera, nuevamente llevada de 15 a 110 °C.

6.3.2 Caracterizaciéon reoldgica

Los organogeles desarrollados fueron analizados reologicamente utilizando un
reémetro modelo Discovery HR2 (TA Instruments, NewCastle, DL, USA) con
geometria de plato:plato de 40 mm de didmetro y 2° del angulo del cono, equipado
con un control de temperatura Peltier situado en la base de la geometria. Para
obtener las mediciones reoldgicas se establecid la posicion inicial del hueco en
500 ym. Sin embargo, de acuerdo al espesor de cada organogel, la anchura del
hueco pudo variar con el fin de utilizar una fuerza normal de cero durante las
mediciones. El barrido de deformacion se realizé entre 0.1 y 1000 %, a 25 °C y la
frecuencia fija a 1 Hz, ademas se establecieron las mismas etapas que se usaron

en el andlisis por DSC previamente descrito (seccidén 6.3.1).

Los nanogeles desarrollados fueron evaluados usando esta metodologia con

algunas modificaciones, debido a que no se realizaron cambios de la temperatura.

6.4 Disefio experimental para la formacion de nanogeles
Se evalud el efecto de dos factores en las caracteristicas de los nanogeles
mediante un disefio factorial 32. Los factores estudiados fueron: concentracion del

agente gelante y tiempo de activacion. El disefio estuvo compuesto de un total de
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nueve tratamientos. Las formulaciones de los nanogeles pueden verse en la Tabla
7.

TABLA 7. Disefio factorial para la preparacion de nanogeles acarreadores de
curcumina con emulsificante sin modificar.

Tratamiento | Tiempo de activacion | Carbopol 940°
(horas) (% wiw)

1 6 0.5
2 12 0.5
3 24 0.5
4 6

5 12

6 24

7 6 1.5
8 12 1.5
9 24 15

El gelificante fue agregado a 5 g de la nanoemulsion previamente preparada.

A estos tratamientos se les realizaron pruebas de reologia (Vishwanath, 2016), de
calorimetria diferencial de barrido (DSC) (Zumaya et al., 2009), y microscopia
electronica de barrido (SEM) para la determinacion de las caracteristicas fisicas

del sistema final (Sanchez, 2007).

6.4.1 Preparacion de nanogeles

Con el fin de preparar nanogeles que contienen nanoemulsiones de curcumina, se
dispers6 el Carbopol 940® a concentraciones de 0.5% 1% y 1.5%, de acuerdo al
disefio de experimentos en la nanoemulsién previamente preparada y se dejo
reposar de 6-24 horas, para que se desarrollara el gel (Atul et al., 2012; Shah et
al., 2012).

La mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente y se neutralizé con

trietanolamina para obtener un nanogel con un pH de 7 (Angel et al., 2016).
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6.4.2 Formacion de nanoemulsiones

Previo a la preparacion de los nanogeles, se formulacion las nanoemulsiones,
estas se prepararon siguiendo el método de hidratacibn en capa delgada
reportado por Chavez (2015) y Agame (2017). Para la fase dispersa la curcumina
se disolvié en 5 mL de etanol; se agrego el aceite de triglicéridos de cadena media
y la mezcla se agit6 orbitalmente durante 30 minutos a 45°C. La fase dispersante
consisti6 de la cantidad suficiente de agua, PC y glicerol (5% y 25%
respectivamente), ambas fases se terminaron de mezclar en un bafio ultrasénico
Aquawave 9376 (Barnstead/Labline) durante un minuto, finalmente las dos fases
se homogenizaron manualmente y se llevaron a un homogeneizador T25 digital
ULTRA-TURRAX homogenizer (IKA Works, inc., SE Wilmington NC) durante 3
minutos a 20,000 rpm para producir una emulsién gruesa que posteriormente se
sometid a ultrasonicacién a 20% de amplitud (9 watts) y 50 % del ciclo de trabajo
en un Sonicador Branson Digital S-450D (Emerson Electric Co., St. Louis MO)

durante 3 minutos para obtener la nanoemulsion.

6.4.3 Tamarfo de particula de las nanoemulsiones

Se determind el tamafo de particula usando un equipo Zetasizer Nano-ZS90
(Malvern Instruments Inc.), el cual emplea la técnica de Dispersion de Luz
Dinamica (DLS). Analizar dicho parametro es de suma importancia debido a que
influye en el tiempo de almacenamiento y estabilidad, reologia del producto, las
propiedades Opticas, asi como la apariencia, biodisponibilidad y textura
(McClements, 2016). Las muestras fueron depositadas en celdas Versa Flour
Cuvette 170-2415, antes de medir su tamafio de particula en el equipo se
diluyeron con agua destilada desionizada utilizando un factor de dilucién 1:30 v/v

(nanoemulsién: agua).
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6.4.4 Caracterizacion de las nanoemulsiones

Se evalud, ademas, la estabilidad durante dos dias de las nanoemulsiones
contenidas en el nanogel a 15°C empleando un analizador Optico de dispersion de
luz, Turbiscan Lab® Expert (Formulaction, Francia) (Yuan et al., 2008; Camino,
2011). Para llevar a cabo esta tarea se depositdé la nanoemulsion en una celda
cilindrica de vidrio y se analizé mediante un haz de luz emitida en la longitud de
onda del infrarrojo cercano (880 nm) que escanea de arriba abajo dicha celda
(Mao et al., 2010). En este equipo dos sensores 6pticos diferentes reciben la luz
transmitida y retrodispersada por las muestras en un angulo de 180° y 45°, con
respecto a la radiacion incidente, respectivamente (Celia et al., 2009). Los dos
sensores escanearon toda la altura (~8 mm) de la celda que contenia la

nanoemulsién (6 mL) durante 48 horas con lecturas de dos minutos.

6.5 Caracterizacion de nanogeles

6.5.1 Microscopia electronica de barrido

Para analizar la estructura de los nanogeles se utilizé un microscopio electrénico
de barrido (FE- SEM) modelo MIRA3 marca TESCAN de alta resolucion
(aproximadamente de 1.5 nm), con Beam Deceleration Technology (BDT9). Se
trabajo con bajos voltajes para evitar dafiar la muestra, el modo de operaciéon del
microscopio electrénico de barrido que fue necesario utilizar, para obtener las
imagenes de mayor calidad, fue sobre bajo vacio en un modo de operacion de la
Optica electronica Resolution con el detector de electrones secundarios (SE). Se
trabajo con voltajes a diferentes campos 9 kv y 10 kv, con distancias de trabajo de
+ 9 mm entre el stup y el condensador y magnificaciones de 9kx, 40kx y 120kx, las
imagenes se capturaron con el software atla en formato TIF. Un requisito para
poder observar las imagenes es que las muestras estén secas, ademas deben ser
lo mas planas posibles para asi generar una imagen homogénea y ademas debe
ser conductora ya que, de lo contrario, durante la irradiacibn habria una

acumulacion de carga y la imagen apareceria distorsionada, un paso previo para
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evitar esto es colocar la muestra sobre una cinta de carbono la cual previamente,
fue puesta sobre el pin. Para optimizar la visualizacién de los nanogeles, se realizé
una deshidratacion con isopropanol (100 %) los cuales tuvieron un efecto en la

resolucién de las imagenes tomadas, sin afectar la estructura del sistema.

6.6 Evaluacién de la bioactividad in vivo

Se utilizaron ratones CD-1 que fueron asignados al azar en grupos de 5 ratones,
los cuales se mantuvieron en un periodo de adaptacién de dos semanas con dieta
comercial y agua ad libitum, se colocaron en un ambiente climatizado de 22 + 1°C
y en ciclos de 12 h de luz y oscuridad. El cuidado de los animales se realiz6 de
acuerdo a las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana-NOM-062-ZO0O-

1999. Se tuvo un total de 2 testigos y 5 grupos como se observa en la Tabla 8.

TABLA 8. Grupos experimentales para el estudio de bioactividad.

Testigo | Testigo | Grupo 1 Grupo 2 | Grupo 3 | Grupo 4 | Grupo 5
Edema | Sano Inductor | Inductor | Inductor | Inductor | Inductor
Diclofenaco CL HG OG NG
5 5 5 5 5 5 5
CL: Curcumina libre
HG: Hidrogel

OG: Organogel
NG: Nanogel

6.6.1 Inflamacion crénica inducida por aplicacion repetida de TPA en oreja de
raton

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en grupos de cinco individuos. El
TPA se administré a la dosis de 2 ug/oreja en 20 pyL de acetona, depositando 10
ML a cada lado de las dos orejas del raton. El agente irritante se aplic

topicamente cinco veces en dias alternos por la mafiana. Los tratamientos se
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aplicaron durante la segunda semana con dos dosis diarias, el ultimo dia de
experiencia solo se aplicé por la mafiana y 6 horas mas tarde se sacrificaron a las
unidades experimentales por dislocacion dorsal y se extrajeron porciones de las
orejas con un sacabocados. Se pesaron las orejas y se determind el edema por
diferencia de peso con respecto a un grupo testigo. La actividad antiinflamatoria se
evalu6 mediante el calculo del porcentaje de inhibicion del edema, segun la

siguiente expresion matematica:

APc — APp
=—x

%I = 100
4 APc

0

Donde:

APc = (media de pesos de las orejas tratadas con TPA) — (media de pesos de las

orejas sin tratamiento).

APp = (media de pesos de las orejas con el tratamiento) — (media de pesos de las

orejas sin tratamiento) (Kulkarni et al., 2015).

6.6.2 Andlisis histologico

Posterior al sacrificio de los sujetos de estudio por dislocacién dorsal, se realizé la
diseccién de muestras de la oreja inflamada con un sacabocados, las muestras se
conservaron en formaldehido al 10% para realizar el estudio histolégico de cada
uno de los tejidos sanos y enfermos para evitar la autolisis del tejido. Se realizo
una descripcién macroscoépica y se tomaron tres cortes de la muestra, los cuales
se encapsularon en histocassetes y se dejaron nuevamente en formol al 10%. El
siguiente paso fue usar un procesador automatico de tejidos el cual tiene distintas
soluciones, cada una programada con un tiempo especifico. El primer paso es una
deshidratacion, para lo cual se colocaron en alcoholes a diferentes
concentraciones (70% 80% 90% y 100%), para lograr un desprendimiento celular,

en el segundo paso se pasaron las muestras a xilol para lograr un aclarado.
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El siguiente paso es la inclusion que consistio en depositar las muestras en un
bafio de parafina liquida a 60°C, se tomé el histocassete y se retird el tejido para
depositarlo sobre un molde al que previamente se le agrego6 parafina liquida; con
presiéon manual se fij6 la muestra al molde, se agregé mas parafina y se llevo a
una superficie fria a 4°C para retirar el bloque de parafina que contenia el tejido y

con el cual se realizo el corte histolégico en el micrétomo.

Una vez que se obtuvo el corte deseado se llevo a un bafio de flotaciébn con una
temperatura entre 40-45°C, donde la muestra se extendié por completo, se colocé
en un portaobjetos, se dejé en una estufa de secado por 40 minutos para retirar el

exceso de parafina y se continud con la tincién.

Para eliminar la parafina se usaron una serie de alcoholes para rehidratar el tejido
y que éste pudiera ser tefiido por los colorantes acuosos; una vez devuelta el agua
al tejido, fue posible meter la muestra en la cubeta de hematoxilina, la cual tifi6 los
nacleos de color azul, posteriormente se tifieron los citoplasmas de color rojo con
la eosina y se retir6 el exceso con agua, en el Ultimo solvente (xilol) se
mantuvieron todos los portaobjetos hasta que se les colocé un cubreobjetos con
resina. Por dltimo, se dejaron secar toda la noche para su almacenamiento y de
esta forma fueron observados en un microscopio Olympus BX51 con camara
acoplada; se utilizaron los objetivos 10x y 40x en cada una de las laminas, los

cortes se hicieron por duplicado.

6.7 Andlisis estadistico

Los resultados de los disefos fueron analizados mediante un andalisis de varianza
(ANOVA) y la comparacion de medias mediante la prueba Tukey, con un nivel de

significancia del p<0.05 utilizando el software estadistico MINITAB 17.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Organogeles

7.1.1 Concentracion critica gelante

Se llevaron a cabo experimentos donde se obtuvo la CCG. Los sistemas finales se
pueden observar en la Figura 9 donde se aprecia que la CCG fue con el 25% de
Fosfolip6n 90H®.

FIGURA 9. Evaluacion de la concentracién critica gelante de organogeles

7.1.2 Desarrollo de organogeles

Siguiendo la metodologia descrita en la seccion 6.2.3 se desarrollaron los
organogeles estipulados en el disefio de experimentos, en la Figura 10 se observa

el aspecto de los sistemas finales.
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FIGURA 10. Organogeles desarrollados durante la prueba de tubo invertido.

7.1.3 Prueba de tubo invertido

Los organogeles desarrollados pasaron la prueba del tubo invertido (Figura 10), la
formacién del gel puede deberse a las transiciones a nivel micelar hacia un liquido
newtoniano de baja viscosidad que consisten en micelas inversas de lecitina en el
aceite, dando como resultado la formacién de la red tridimensional (Bhatia et al.,
2013).

7.1.4 Calorimetria Diferencial de barrido (DSC)

Se llevo a cabo un analisis térmico usando un equipo de calorimetria diferencial de
barrido (DSC). Se calcularon los pardmetros de temperatura de fusion (Tm) vy
entalpia de fusion (AHm) para los barridos de calentamiento (fusion) y temperatura
de cambio de fase durante la rampa de enfriamiento usando el software TA
Universal Analysis 2000 (version 5 TA Instrument). Las mediciones de DSC
indicaron que la temperatura de fusion (Tm) era de aproximadamente 77°C en
todos los organogeles desarrollados; en dicha temperatura se observo un claro
pico endotérmico (Figura 11); dicho pico corresponde al Fosfolipon 90H®, el cual al
meterse solo dentro del equipo marco dicha tendencia, también se observo un
pico exotérmico en el enfriamiento; finalmente en la segunda calefaccion, se volvié
a observar el pico a aproximadamente 80 °C, confirmando asi la reversibilidad de

esta transicion. Este es un comportamiento ya reportado en diversos articulos
46



RESULTADOS Y DISCUSION

(Oteo, 2013; Sung et al., 2015), y estos resultados contrastan con los obtenidos
por Borkar et al. (2015) quienes evaluaron la viabilidad de mejorar la solubilidad
acuosa de extracto de Centella estandarizado mediante la preparacion de un
complejo vesicular usando Fosfolipon 90H®, si bien encontré que el Fosfolipon
90H® mostré dos picos (uno endotérmico y otro exotérmico) al igual que en la
presente investigacion, las temperaturas fueron de 125 °C y 182 °C,
respectivamente. El primer pico probablemente se deba a la fusion del fosfolipido
mientras que el segundo pico puede atribuirse a la transicion de fase del gel a un
estado liquido-cristalino, y la cadena de carbono en el fosfolipido puede haber

experimentado quizas otros cambios isoméricos o cristalinos.

1.0

0.0+

Heat Flow (W/g)

-0.5

-1.0

y T y y T
] 20 40 60 80 100 120
Exo Up Temperature (°C) Universal I V4.5A TA Instruments

FIGURA 11. Termograma de un organogel analizado en un equipo DSC.

En la Tabla 9 se puede observar que las temperaturas de fusion de todos los
organogeles mostraron estar en un intervalo de 72 a 75°C, mientras que la
temperatura de cristalizacion varié en un intervalo de 75 a 77°C, esta pequefia
variacion pudo ser resultado del cambio de rampa utilizado para el enfriamiento,

siendo esta mayor que la utilizada para el calentamiento.
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TABLA9. Intervalos de temperatura de los distintos porcentajes de

gelificante en los organogeles.
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Tratamiento

Tm (°C) | Tcr (°C)

25% 74.3 76.7
35% 73.6 76.4
45% 72.9 75.7

La entalpia de fusion de cada tratamiento se muestra en la Tabla 10, donde se

puede apreciar un aumento lineal conforme la cantidad de gelificante en el sistema

aumenta, mostrando que es necesaria una mayor energia para crear un cambio

de fase en el organogel mientras mayor es la cantidad de gelificante usado, es

decir, los organogeles con mas Fosfolipon 90H® fueron mas estables, ya que

tenian una mayor resistencia a los cambios de fase. También se observé una

disminucion de la entalpia conforme la concentracion de curcumina aumentaba,

dicho comportamiento se muestra en la Figura 12. Esto podria indicar que

mayores concentraciones de curcumina pueden desestabilizar el sistema.

TABLA 10. Entalpias de las distintas formulaciones de organogeles. Medias

gue no comparten una letra son significativamente diferentes.

TRATAMIENTOS
% Fosfolipon 90H®/ | AHm (J/g) | Tukey
mg Curcumina
45/5 17.3 A
45/15 15.8 AB
45/25 14.4 AB
35/5 13.7 AB
35/15 125 ABC
35/25 11.4 ABC
25/5 11.2 ABC
25/15 10.4 BC
25/25 104 BC
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FIGURA 12. Efecto de la concentracion de gelificante y de la curcumina
sobre la entalpia de los organogeles.

7.1.5 Reologia de organogeles

En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos para el logaritmo de G'
expresado en pascales en funcién del tiempo de activacion y la concentracion del
Carbopol 940®, se puede observar que G’ tuvo valores mayores en altas
concentraciones de gelificante. Al comparar las diversas formulaciones, se
encontré que al tener 25% de Fosfolipon 90H® tanto con 25 como 15 mg de
curcumina se obtuvieron los organogeles mas elasticos y significativamente

diferentes del resto.

TABLA 11. Logaritmo de moédulo de almacenamiento de las distintas
concentraciones de gelificante en los organogeles. Medias que no
comparten una letra son significativamente diferentes.

% Fosfolipon 90H®/ | LN de G'(Pa) | TUKEY
mg Curcumina
25% / 25 13.8 A
25% / 15 12.3 B
25% / 05 11.1 C
35% / 25 11.2 C
35% /15 11.2 C
35% / 05 9 D
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Esto deja en claro que aun a bajas concentraciones de reticulante se puede
obtener un sistema deseado; lo cual se observa en la Figura 13 donde G es mas

de una magnitud mayor que G™".
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FIGURA 13. Reograma de un organogel donde se puede observar la region
viscoelasticalineal.

7.2 Nanogeles

7.2.1 Desarrollo y caracterizacion de las nanoemulsiones

Se elaboraron nanoemulsiones acarreadoras de curcumina utlizando la
metodologia de Agame (2017), en la Figura 14 se observa el aspecto final de
dichas nanoemulsiones. El analisis de las formulaciones mostro la presencia de
particulas nanométricas con un tamafio de particula que variaba desde 121 hasta
147 nm después de diluirlo en agua destilada, con un promedio de 131.1 + 7.96.
Este resultado esta de acuerdo con los encontrados por Agame (2017) y lo
encontrado por Fontana et al. (2011) que verifico la presencia de nanoparticulas
intactas en nanogeles de Carbopol 940® mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM). Valores cercanos a 1 en el indice de polidispersidad de

nanoemulsiones indican una baja calidad y una gran inestabilidad (Klang et al.,
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2011). Los resultados observados en el indice de polidispersidad (PDI) = 0.15 para
las nanoemulsiones elaboradas mostraron ser estables, y son cercanos a los
reportados por Agame (2017). Se pudo apreciar un comportamiento monomodal
de las nanoemulsiones y al realizar réplicas se siguid observando la misma
tendencia (Figura 15).

=
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FIGURA 14. Nanoemulsiones de curcumina.
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FIGURA 15. Distribucion de tamafio de particula de la nanoemulsion.

7.2.2 Estabilidad de las nanoemulsiénes

Se muestran en la Figura 16 (A) los resultados de estabilidad 6ptica obtenidos
durante dos dias de almacenamiento usando un equipo Turbiscan Lab® Expert a
temperaturas de almacenamiento de 15°C. Las nanoemulsiones tuvieron una
apariencia translucida sin  ningin problema de estabilidad detectado
macroscopicamente durante el tiempo medido (48 horas). Una vez analizadas las
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muestras en el equipo se pudo demostrar, ademas, que fueron estables durante el
tiempo evaluado al mostrar siempre una Unica fase homogénea, sin presencia de
sedimentos, ni fléculos, los cuales son visibles cuando el porcentaje de
retrotransmision (franjas naranjas) aumenta. También se observo una linea recta
en la parte central de la Figura 16 (B), lo que indica que la parte central de la celda
se mantuvo estable durante el tiempo de prueba (Zequan et al.,, 2014). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por otro estudio donde se explica que
cuando ocurre un fendmeno de desestabilidad, las gotas migran desde la parte
superior a la inferior de la muestra (fendmeno de sedimentacién), lo que provoca
un aumento de la retrodispersion en el fondo de la muestra (formacién de
sedimentos) (O Mengual, Meunier, & Cayre, 2000) o migran de la parte inferior a la
superior de la muestra lo que induce una disminucion progresiva de la
concentracion en el fondo de la muestra (clarificacion) y por lo tanto una caida en
la retrodispersion (picos negativos) (Olivier Mengual, Cayre, Puech, & Snabre,
1999), sin embargo, esto no ocurrio en nuestra nanoemulsion. Asimismo en otro
estudio, varias formulaciones de vesiculas se sometieron al analisis de estabilidad
usando el equipo Turbiscan Expert Lab®. Al igual que en esta investigacion, las
sefales de transmision fueron cercanas al valor de la linea base durante todo el

tiempo de analisis (3 h) lo que indica buena estabilidad (Celia et al., 2009)

T166% BS1056 % BS363%

00d:00h:00m/02d:00h:01m
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FIGURA 16. Estabilidad de la nanoemulsién durante dos dias, a) Estabilidad
Optica durante 48 horas a 15°C b) Grafico de estabilidad 6ptica de la
nanoemulsion durante 48 horas a 15°C.

7.2.3 Concentracién critica gelante

En el caso de los nanogeles se obtuvo una CCG de 0.5% de Carbopol 940®lo cual
es similar a lo obtenido por De Vargas et al. (2012), quienes desarrollaron un
nanogel a partir de una nanoemulsién utilizando Carbopol 940® como agente

reticulante a concentraciones de 0.5% (Figura 17).

Fram

SXVININ

0.5%

FIGURA 17. Concentracion critica gelante del carbopol en la preparacion de
nanogeles.

7.3 Desarrollo de nanogeles
Los nanogeles formulados tuvieron una apariencia traslicida y de color amarillo
con aspecto liso, dependiendo de la cantidad de polimero presente en las

formulaciones (Figura 18). Los valores de pH se determinaron usando un
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potenciometro calibrado. Todas las formulaciones tuvieron valores de pH en el
intervalo de 6.9 a 7.5, cercano a lo reportado por Atul et al. (2012), estos valores
se consideran aceptables para evitar el riesgo de irritacion después de la
aplicacion sobre la piel. A un pH cercano a 6, un gel que usa Carbopol 940° tiene
mayor viscosidad y bioadhesividad. Esto se debe a que a este pH se produce la
ionizacion completa de la cadena principal polimérica, lo que produce una
repulsion entre las cargas nativas, que a su vez aumenta el hinchamiento del
polimero hasta 1000 veces el volumen original y como resultado se forma un gel
fuerte; estos resultados son similares a los de Chaudhary et al. (2011) quienes
desarrollaron un gel transdérmico de curcumina usando Carbopol 940® con y sin
potenciador de penetracion y realizar estudios de permeacion in vitro a traves de
la piel. Los autores lograron desarrollar los geles transdérmicos de curcumina
utilizando Carbopol 940® como polimero de control de liberacién, dichos sistemas

mostraron resultados prometedores.

FIGURA 18. Nanogeles desarrollados durante la prueba de tubo invertido.

7.3.1 Caracterizacién reoldgica

La elasticidad de los geles aumentd al aumentar la concentracion del polimero,
como se aprecia en la Tabla 12, el tiempo de activacion no se tomé en cuenta
para el andlisis de Tukey que se presenta en la Tabla 12, esto debido a que en
pruebas preliminares no se obtuvieron diferencias significativas. Las formulaciones

de nanogel no mostraron diferencias significativas cuando se vario el tiempo que

54



RESULTADOS Y DISCUSION

se dejo activando el sistema, esta informacién concuerda con Chaudhary et al.
(2011) quien realizo un gel mezclando diclofenaco con curcumina. En la Figura 19
se observa que el médulo de pérdida (G™") fue menos del 20% del médulo elastico
lo que indica una elasticidad completa del sistema. Conforme aumentaba la
deformacion, la estructura elastica de los nanogeles desarrollados disminuy6
abruptamente, dicho comportamiento concuerda con el estudio de Islam et al
(2004) quienes realizaron una caracterizacion reoldgica de geles que contenian
Carbopol 940® como reticulante. Segun lo indicado por este autor, esferas mas
pequefias conducen a una tension de ruptura inferior, asi mismo se pudo
observar, al igual que en los resultados en este trabajo, que antes de que G’
cruzara con G, el modulo de pérdida mostraba una ondulacion caracteristica de
sistemas viscoelasticos. Con base a los resultados obtenidos en el desarrollo de
los nanogeles y su analisis reoldgico, se eligio de entre todas las formulaciones, el
nanogel con menor concentracion de carbopol 940P, esto debido a que la textura
obtenida una vez neutralizado el sistema, permitia una mejor aplicacion al ser
menos elastico, concentraciones mayores de carbopol 940P resultaban en
sistemas dificiles de manipular debido a su dureza, asimismo, al no existir
diferencias significativas respecto al tiempo, se optd por aplicar el nanogel con el
menor tiempo de activacion. La concentracién de carbopol final usada para el
sistema que se aplicé a los modelos murinos estuvo en concordancia con la
utilizada en otro estudio donde se desarrollaron hidrogeles acarreadores de

palmitato de vitamina A obteniendo sistemas viscosos (Oliveira et al., 2011).
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FIGURA 19 Barrido de deformacion de los nanogeles, se sefiala en el cuadro
el intervalo viscoelastico lineal.

TABLA 12. Médulo de almacenamiento para las distintas formulaciones de
nanogeles. Medias que no comparten unaletrason significativamente
diferentes.

Tratamientos G’ Tukey
(Pa)
1.5%24 h 528.59 A
1.5% 6 h 518.56 A
1.5% 12 h 479.58 B
1% 12 h 477.03 B
1% 6 h 461.15 BC
1% 24 h 445.14 C
0.5% 6 h 339.9 D
0.5% 24 h 279.06 E
0.5% 12 h 257.47 EF
Testigo (1.5%) | 255.93 EF
Testigo (1%) 246.9 F
Testigo (0.5%) | 246.27 F
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7.3.2 Morfologia de los nanogeles

Se lograron observar en la imagen obtenida del SEM, nanoparticulas dispersas
con un tamafio de aproximadamente 90 nm en el nanogel, o que coincide con los
observado por otro estudio que realizé un nanogel a partir de una nanosuspension
de triterpenoides aislados de Ganoderma lucidum (GLT) y usando carbopol 940P
(Shen et al., 2016). En la Figura 20 se muestran las micrografias obtenidas en el
SEM con la morfologia de la estructura interna del sistema acarreador a diferentes
magnificaciones. Es posible apreciar agregados de particulas, asi como gotas
redondas. Los tamafios de las particulas encontrados en los conglomerados en

forma de racimo, se encuentran en el intervalo de 90-150 nm.

SEM HV: 9.0 kV WD: 9.27 mm 11 MIRAS TESCAN| SEM HV: 9.0 kV
View field: 23.1 pm Det: SE 5pm View field: 5.19 ym
SEM MAG: 8.99 kx  Date(midly): 1172917 Lab.Nano, ITV-UNIDA SEM MAG: 40.0 kx  Date(midly): 11729117

FIGURA 20. Micrografias del nanogel desarrollado obtenidas por
microscopia electronica de barrido a diferentes acercamientos a) 9.0 Kx
donde se aprecia una vista general b) 40 Kx agregado de particulas c)

particulas en tamafios nanométricos encontradas en el nanogel

7.4 Evaluaciéon de la actividad antiinflamatoria in vivo

Para evaluar los efectos de los diversos tratamientos (nanogel, organogel,
diclofenaco, hidrogel y curcumina libre) se indujo un edema auricular mediante la
aplicacion multiple de TPA, para lograr la inflamacion en la oreja, como se explica
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en la seccion correspondiente de la metodologia. La respuesta antiinflamatoria se
determind por el grado de hinchazon de las orejas tratadas en comparacién con
las que no tenian ningun tratamiento (Shah et al., 2012). Los resultados se
expresan como peso de la oreja y como porcentaje de inhibicion frente al grupo

testigo que no recibioé ningun tratamiento.

Se llevé a cabo la comparacién de las medias del peso de las orejas de los
distintos tratamientos. Los ratones sanos y a los que solo se les aplicé Diclofenaco
fueron los que tuvieron las medias mas bajas, mostrando el menor edema. Por
otro lado, los ratones tratados con el nanogel fueron los Unicos que no presentaron
diferencias significativas con el farmaco de referencia. En el caso del organogel y
la curcumina libre, la respuesta de los valores promedios fue en escala intermedia
siendo iguales estadisticamente. Sin embargo, los ratones tratados con el hidrogel
tuvieron el valor promedio mas alto de los tratamientos, llegando a no mostrar
diferencias significativas con el ratén tratado con TPA (Figura 21). Al analizar el
porcentaje de inhibicidn de los distintos farmacos, se observé que el nanogel tuvo
una mayor actividad antiinflamatoria (61.8%) respecto al organogel (45.9%), la
curcumina libre (33.2%) y el hidrogel (28.1%). El diclofenaco logré la mayor
inhibicion (85.4%); sin embargo, caus6 la muerte del 30% de los sujetos de
estudio. Este efecto en el diclofenaco se puede asociar con hasta el 40% de
probabilidad que aumenta de tener problemas cardiovasculares, como se ha
reportado en diversos articulos (Mcgettigan & Henry, 2006; Trelle et al., 2010). Asi
mismo, se ha recomendado usarlo por periodos cortos y en lo posible evitar su uso
(McGettigan & Henry, 2013). En la Tabla 13 se pueden observar los pesos y el %

de inhibicion de los diferentes tratamientos.
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TABLA 13. Peso (mQ) y letras del analisis de Tukey de las orejas a las que se
les aplico los diferentes tratamientos. Medias que no
comparten una letra son significativamente diferentes.

Grupo Peso (mg) | Tukey
Sano 9.9+0.7 A
Diclofenaco 11.2 £0.8 AB
Nanogel 13.3+£0.6 BC

Organogel 14.7+0.8 CD
Curcuminalibre | 15.3+0.6 D

Hidrogel 16.3+0.8 DE
Edema 18.9+0.6 E
%INHIBICION
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FIGURA 21. Porcentaje de inhibicién de edema auricular de los distintos
tratamientos aplicados sobre el edema auricular en un modelo murino.

Los resultados obtenidos son comparables con un estudio realizado por Sun, Zhao
et al. (2015) quienes investigaron el efecto de un gel transdérmico de curcumina
en un modelo de edema auricular inducida por TPA en ratones transgénicos K14-
VEGF. El aumento del grosor del hueso se usé para indicar la extension de la
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inflamacion. Al igual que en nuestro estudio, a los dias 2-4 después del inicio del
tratamiento con TPA, la piel de la oreja de los ratones comenz6 a mostrar signos
de engrosamiento y eritema con una gravedad continuamente incrementada que

alcanzo su punto maximo los dias 6-10.

Los resultados de la tincién de H & E de la piel de las orejas tratadas con TPA
mostraron aumento de tejido subcutaneo y espesor epidérmico leve en
comparacién con el grupo control. Este incremento en el grosor se debié al
aumento de las células inflamatorias en el tejido subcutaneo. Los resultados
obtenidos son similares a nuestra investigacion, donde la curcumina inhibe el
aumento del grosor y la inflamacién en la piel de la oreja de ratén tratada con TPA.
En otro estudio (Sun et al., 2010) se evalud la actividad antiinflamatoria de la
curcumina exémica in vitro usando un modelo de choque séptico inducido por
LPS. Los exosomas (nanoparticulas de 30-100 nm secretadas por células en el

entorno extracelular) formaron un complejo con la curcumina.

Los datos obtenidos por Sun et al mostraron que la curcumina exosomal potencia
la apoptosis de las células CD11b + Gr-1 + y regula la actividad de varios factores
de transcripcion cruciales en la inflamacion, incluidos NF-kB, STAT3 y Nrf2, por lo
tanto sus efectos bioldgicos sobre la proliferacion celular, la apoptosis, la induccion
de citoquinas y un efecto antioxidante también pueden contribuir a la prevencién

del choque séptico inducido por LPS (Sun et al., 2010).

7.4.1 Anadlisis histopatoldgico

Para corroborar los datos antes mencionados se realizaron cortes histologicos de
las porciones de las orejas mediante la metodologia propuesta y se analizaron
utilizando un microscopio Optico marca Olympus BX51. Se observaron infiltrados
inflamatorios en los grupos nanogel, organogel, curcumina libre, hidrogel y el
grupo con edema, el testigo sano y el grupo que se tratd con diclofenaco no

presentaron alteraciones histoldgicas significativas.
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7.4.1.1 Testigo enfermo

Este grupo mostré una inflamacién crénica y aguda moderada ulcerada, es decir,
perdida de la continuidad del epitelio por efecto quimico, y este fue el Unico grupo
gue mostro un denso infiltrado inflamatorio en el espesor de la dermis (Figura 22).
Observando la estructura celular en la microfotografia es posible notar un
desarreglo en la estructura celular con presencia de células multinucleadas. El
edema que produce una inflamacion cronica puede llevar a otras enfermedades
(Meng et al., 2015). La inflamacion inducida por TPA en el oido del ratén induce la
inflamacion cutanea en el oido para aplicaciones topicas, que induce la
hiperproliferacion celular que se observa en enfermedades de la piel, como la
psoriasis y la dermatitis atépica (Ana del Carmen Susunaga-Notario, Salud Pérez-
Gutiérrez, Miguel Angel Zavala-Sanchez, Julio Cesar Almanza-Pérez, Atilano
Gutiérrez-Carrillo, Daniel Arrieta-Baez, Ana Laura Lopez-Lopez, Rubén Roman-
Ramos, 2014).

FIGURA 22. Analisis histologico de oreja de ratdn del testigo enfermo tefiido
con H&E en 10x y 40x, visto en microscopio Olympus BX51 al final del
modelo de inflamacién auricular inducido por aplicacién multiple de TPA
durante dos semanas. A) Tejido con denso infiltrado inflamatorio B) Detalle

de infiltrado inflamatorio.
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7.4.1.2 Testigo sano

Se observan las distintas capas de la piel, epidermis, dermis y tejido subcutaneo
sin presentar ninguna alteracion histoldgica significativa (Figura 23). La epidermis
de la oreja esta constituida por cartilago, el cual aparece en el oido externo, en el
conducto auditivo externo, trompa de Eustaquio, epiglotis y en la laringe. Posee
poca matriz extracelular, la cual esta formada, principalmente, por fibras elasticas
muy ramificadas, que contribuyen a las propiedades mecanicas de este tejido. El
cartilago elastico no se forma a partir de centros de condrificacion, sino a partir de
tejido mesenquimatico. En su periferia se localiza el pericondrio formando una
vaina muy delgada de tejido y que es tejido conectivo altamente condensado.

También se puede apreciar los anexos y el tejido adiposo sin dafio significativo.

FIGURA 23. Andlisis histoldgico de oreja de ratdn del testigo sano tefiido con
H&E en 10x y 20x, visto en microscopio Olympus BX51 donde se observan

las diferentes capas de la piel sin alteraciones histologicas.

7.4.1.3 Gel comercial (diclofenaco)

Durante la segunda semana en la que se llevdé a cabo el modelo de edema
auricular inducido por TPA, se comenz6 a administrar un gel comercial
(diclofenaco) dos veces por dia en dias alternos hasta el dia 10 en que se llevo a

cabo el sacrificio de los ratones, las porciones de oreja obtenidas de este
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tratamiento mostraron una similitud con el grupo testigo sano (Figura 24). Pese a
gue se observaron mejores resultados que en los demas tratamientos, el 30% de
este grupo de estudio fallecié antes de concluida la prueba, lo que se podria deber
a los efectos adversos del diclofenaco altamente mencionados en la literatura. En
un trabajo de meta andlisis se concluyé que el diclofenaco aumentoé el riesgo de
eventos cardiovasculares cuando fue comparado con un placebo. En vista de los
danos bien establecidos y la duracion del tratamiento, se recomendd el uso
intermitente, a corto plazo y menor de 75 mg/dia. El diclofenaco se asocié con un
aumento estadisticamente significativo del 22% en el riesgo a dosis bajas. La
mayoria de los estudios utilizaron 100 mg/d como el punto de corte para el
analisis, por encima del cual el farmaco duplicé el riesgo de eventos

cardiovasculares (Mcgettigan & Henry, 2011)

En otro estudio, se mostré que el diclofenaco es uno de los tratamientos mas
recomendados y utilizados para la inflamacion en alrededor de 74 paises, sin
embargo, ha quedado claro que debido a sus efectos adversos y dada la
disponibilidad de alternativas mas seguras, se deberia retirar del mercado a nivel

mundial. (Mcgettigan & Henry, 2013)
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FIGURA 24. Andlisis histolégico de oreja de raton del testigo tratado con
diclofenaco teiido con H&E en 10x, observado en un microscopio Olympus
BX51, donde se observan las diferentes capas de la piel sin alteraciones

histolégicas.
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7.4.1.4 Nanogeles

Este fue el mejor de los tratamientos al solo ser visible una inflamacion aguda
incipiente en la dermis (Figura 25), dicho resultado puede ser debido a que el
nanogel es una opcion viable para aumentar la liberacion de la curcumina, estos
datos son similares a los de Al-Rohaimi, (2015) quien evalué los efectos
antiinflamatorios de la curcumina en un nanogel, comparandolo con un gel
comercial de diclofenaco en un edema plantar inducido por carragenina en ratas.
Después de la aplicacién, el porcentaje de inhibicion del nanogel no presentd
diferencia significativa con el gel comercial (78.54% y 81.13%, respectivamente).
En dicho estudio también quedd comprobado que la curcumina tiene problemas de
permeabilidad si sus particulas poseen un tamafio molecular mayor, por lo que el
nanogel aumenta la permeabilidad y eficacia del compuesto bioactivo. Asi mismo,
en nuestro estudio se pudo apreciar que la bioactividad antiinflamatoria del
nanogel acarreador de curcumina es significativamente diferente del testigo
enfermo y fue el Unico tratamiento que no presento diferencias con el diclofenaco.
En las microfotografias se pueden apreciar las capas de la piel, epidermis, dermis
y tejido subcutdneo con sus foliculos y glandulas sebaceas sin presentar
alteraciones graves. El diagnostico que tuvo este grupo fue una inflamacién
cronica leve (Figura 25). Aunque el porcentaje de inhibicion fue del 61%, esta por
debajo de lo obtenido en el trabajo de Wang et al. (2008), en el que se administro
curcumina a través de una nanoemulsion y se probo su efecto en un edema
auricular inducido mediante TPA, obteniendo como resultado una disminucion del

85% en el peso de la oreja.
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FIGURA 25. Anélisis histolégico de oreja de raton del grupo tratado con
nanogeles tefiido con H&E en 10x, observado en un microscopio Olympus
BX51.

7.4.1.5 Organogeles

Los organogeles lograron una ligera desinflamacion pues al analizar el corte
histolégico aun se podia apreciar una inflamacién crénica y aguda severa, con un
incremento en la celularidad en el estroma secundada a la presencia de infiltrado
inflamatorio y focos, donde incrementa el infiltrado inflamatorio sub-epitelial (Figura
26). El 45% de inhibicion de edema auricular obtenido en este estudio contrasta
con los resultados obtenidos por Esposito et al. (2014), quienes compararon el
efecto preventivo de aplicar un organogel de curcumina y una dispersion acuosa
de monooleina en la piel para posteriormente aplicar radiacién UV y medir el grado
de eritema, los resultados mostraron que el organogel inhibi6é el 50% del dafio en

la piel en la comparacion con la dispersion acuosa de monooleina (10%).
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FIGURA 26 Anélisis histolégico de oreja de ratdon del grupo tratado con
organogeles tefiido con H&E en 10x, observado en un microscopio Olympus
BX51.

7.4.1.6 Tratamiento con curcumina libre

Al igual que en el estudio realizado por Huang et al. (1992), donde se aplicaron 1
ML de curcumina antes de una sola aplicacion de TPA e inhibio la induccion del
edema en 99%, o el llevado a cabo por Yadav et al. (2014), donde la aplicacion
topica de curcumina inhibio significativamente la inflamacion inducida por TPA, y
dio lugar a reducciones en el enrojecimiento del oido, la orejas tratadas con la
curcumina libre tuvieron una reduccién en el edema auricular, la cual mostré
diferencias significativas con el grupo con edema. Sin embargo, se observd una
inflamacién crénica y aguda, asi como microabcesos como se distingue en la
Figura 27.
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FIGURA 27 Anélisis histolégico de oreja de ratén del grupo tratado con
curcumina libre tefiido con H&E en 10x, observado en un microscopio
Olympus BX51.

7.1.4.7 Tratamiento con hidrogeles

Estas muestras presentaron una inflamacién crénica y aguda severa, se
distinguen abscesos en epidermis y capa cornea (Figura 28) se identifica un
infiltrado inflamatorio predominante agudo en el espesor de la dermis, el cual se
extendié hasta la capa muscular. Este grupo no mostré diferencias significativas
con el grupo tratado unicamente con TPA, debido a que el sistema mostré una alta
viscosidad y no logré permanecer en el sitio daflado y lograr un efecto notable.
Este resultado es menor al obtenido por Al-rohaimi (2015), quien usé un hidrogel
en un edema plantar inducido por carragenina y logré una inhibicién de la
inflamacion del 40%; sin embargo, este trabajo fue preventivo y nuestro modelo de
aplicacion multiple de TPA buscaba uno curativo.
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FIGURA 28 Anélisis histologico de oreja de ratén del grupo tratado con
hidrogeles tefiido con H&E en 10x, observado en un microscopio Olympus
BX51.
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8. CONCLUSIONES

Fue posible obtener un organogel y un nanogel como vehiculos acarreadores

de curcumina para aplicacion topica.

Los termogramas mostraron que la entalpia tuvo un crecimiento lineal respecto
a la concentracion del gelificante usado en los organogeles acarreadores de

curcumina.

Mediante los barridos de deformacién se confirmé un comportamiento tanto

viscoso como elastico en ambos sistemas.

El nanogel tuvo una mayor actividad antinflamatoria (61.8%) respecto al
organogel (45.9%), la curcumina libre (33.2%) y el hidrogel (28.1%). El
diclofenaco logro la mayor inhibicidn (85.4%); sin embargo, causo la muerte del

30% de los sujetos de estudio.
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