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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se han utilizado lipidos polares de la arquea halofila
Halobacterium salinarum para la elaboracion de liposomas (arqueosomas), con el fin de
encapsular en ellos un extracto fendlico con probada actividad antioxidante. Ha de destacarse
que la técnica utilizada para la obtencion de estos lipidos se ha puesto a punto para la
realizacion del trabajo que se recoge en esta memoria.

Uno de los rasgos bioquimicos mas caracteristico de las arqueas es la estructura de los
lipidos de membrana, compuestos por cadenas hidrocarbonadas de naturaleza isoprenoide de
longitud variable, normalmente saturadas, que se unen mediante enlace éter a una molécula
de glicerol. Esta estructura quimica confiere a estos lipidos una mayor resistencia frente a la
oxidacion, hidrolisis quimica y ataque de esterasas en comparacién con los lipidos presentes
en las membranas de los organismos que no pertenecen a este Dominio, lo que hace de los
primeros una excelente materia prima para su utilizacién en la elaboracion de estos
particulares liposomas denominados arqueosomas. Los liposomas, como sistema para la
vectorizacion o vehiculizacién de sustancias activas, son ampliamente utilizados en la
actualidad para la aplicacion topica tanto de farmacos como de activos cosméticos.

La tendencia en los ultimos afios ha sido la de buscar fuentes de antioxidantes de origen
natural para su aplicacién en la industria cosmética y alimentaria, cobrando gran importancia
los compuestos fendlicos procedentes de plantas, los cuales poseen gran actividad
antioxidante. Entre ellos destacan los fenoles presentes en el fruto del olivo los cuales, durante
el proceso de elaboracion del aceite de oliva, pasan al aceite resultante y fundamentalmente a
los residuos finales, como el alpechin y el alpeorujo. Asi, en el presente trabajo de
investigacion se ha estudiado el contenido fendlico y la actividad antioxidante de extractos
preparados con diferentes disolventes de tres muestras de alpeorujo, procedentes de tres
variedades de aceituna (picudo, picual y hojiblanca). De ellas, la que presentd en todos los
extractos mayor contenido en fenoles, asi como mayor actividad antioxidante, fue la muestra
de alpeorujo procedente de la variedad picual, por lo que se selecciond éste como sustrato

para la obtencion de los compuestos fendlicos a encapsular en liposomas.



Se elaboraron diferentes formulaciones de arqueosomas en funcién de la concentracion de
lipido y proporciéon molar de colesterol utilizada y, con fines comparativos, se elaboraron
formulaciones de liposomas convencionales de fosfatidilcolina andlogas a las primeras. Se
prepararon vesiculas multilaminares mediante el método de hidratacion del film lipidico, y
mediante tratamiento con ultrasonidos de éstas se obtuvieron vesiculas unilaminares. La
caracterizacion de las vesiculas se realizé determinando el diametro medio de particula, indice
de polidispersion, potencial zeta, eficiencia de encapsulacion y actividad antioxidante. Ademas
la formacién y morfologia de las vesiculas se comprobd mediante observacién al microscopio
electronico de transmision. La estabilidad de las formulaciones fue evaluada durante tres
meses mediante la determinacion de éstos parametros.

Las formulaciones con proporcion molar lipido/colesterol 1:0,5 mostraron el menor diametro
medio de particula y, en general, los arqueosomas presentaron didmetros e indices de
polidispersion ligeramente superiores a los de liposomas convencionales. Ademas estos
parametros se mantuvieron constantes, practicamente en todas las formulaciones, durante el
tiempo que durd el estudio de estabilidad.

El potencial zeta fue negativo en todas las formulaciones, siendo significativamente mayor
en los arqueosomas.

La eficiencia de encapsulacion de los arqueosomas fue mayor que la de los liposomas
convencionales, y las formulaciones que fueron més estables en el tiempo con respecto a este
parametro fueron las que contenian una proporciéon molar lipido/colesterol 1:1. La actividad
antioxidante de todas las formulaciones fue muy elevada, manteniéndose constante hasta la
finalizacion del estudio de estabilidad.

Una vez que las formulaciones fueron caracterizadas y evaluadas respecto a la estabilidad,
se llevaron a cabo estudios de toxicidad in vitro, tanto del extracto fendlico como de algunas
de las formulaciones liposomiales. El extracto fendlico mostrd propiedades antiproliferativas en
la linea celular ensayada, disminuyendo el porcentaje de viabilidad celular a medida que
aumentaba la concentracion del extracto.

Se investigo la influencia de los componentes de las vesiculas en la supervivencia celular

utilizando vesiculas vacias, siendo la toxicidad de los arqueosomas significativamente inferior



a la de los liposomas convencionales. La viabilidad celular se vio enormemente disminuida
cuando el extracto fendlico se incorporaba dentro de las vesiculas, tanto en arqueosomas
como en liposomas convencionales.

Por ultimo y, con el fin de proporcionar a las vesiculas elaboradas una forma farmaceutica
para la aplicacion topica, se evaluaron diferentes excipientes (carbopol 940, pluronic 720 y
excipiente cetilico) para la incorporacion de las mismas y se investigé la liberacion in vitro de
la sustancia activa desde dichas formas farmaceuticas. Los arqueosomas, tanto en gel de
carbopol como de pluronic, cedieron la sustancia activa de forma gradual durante 8 h. En el
caso de los liposomas convencionales sélo el gel de carbopol fue efectivo para la
incorporacion de los mismos, ya que la utilizacion de pluronic provoco una gran retencion de la

sustancia activa con porcentajes de liberacion muy bajos al final del ensayo.



RIASSUNTO
In questo lavoro di ricerca sono stati utilizzati lipidi polari ottenuti dallarchea alofila
Halobacterium salinarum per la preparazione di liposomi (archeosomi), con lo scopo di
incapsulare un estratto fenolico di provata attivita antiossidante. E importante evidenziare che
la tecnica utilizzata per ottenere questi lipidi & stata ottimizzata per lo svolgimento del lavoro di
ricerca descritto nella presente memoria.

Una delle caratteristiche biochimiche degli archei & la struttura dei lipidi che formano la loro
membrana cellulare, composti da catene isoprenoidi di lunghezza variabile, di solito saturi, che
sono uniti tramite un legame etere ad una molecola di glicerolo. Questa struttura chimica fa si
che questi lipidi siano piu resistenti all'ossidazione, all'idrolisi e all'attacco di esterasi, in
confronto ai lipidi contenuti nelle membrane di organismi che non appartengono a questo
liposomi. | liposomi, in quanto sistema per la vettorizzazione o veicolazione di sostanze attive,
vengono ampiamente utilizati attualmente per 'applicazione topica tanto di farmaci quanto di
sostanze cosmetiche.

La tendenza negli ultimi anni e stata quella di operare una ricerca di sostanze antiossidanti
d’origine naturale per I'utilizzo sia in cosmetica che nellindustria alimentare, con speciale
interesse nei confronti dei composti fenolici presenti nelle piante, i quali hanno un’elevata
attivita antiossidante. Tra essi ci sono i fenoli presenti nelle olive che, durante il processo di
estrazione dell'olio di oliva, si trasferiscono allolio estratto ma soprattutto ai rifiuti finali,
allacqua di vegetazione e alle sanse umide. Percio, nel presente lavoro di ricerca € stato
studiato il contenuto fenolico e I'attivita antiossidante di estratti preparati con solventi diversi su
tre campioni di sanse umide diverse a secondo della varieta di olive di provenienza (picudo,
picual e hojiblanca). Tra i tre, quello che ha presentato sia il maggiore contenuto in composti
fenolici che la maggiore attivita antiossidante € stato il campione di sanse umide della varieta
Picual, percid questo campione ¢ stato scelto come substrato al fine di ottenere dei composti

fenolici da incapsulare nei liposomi.



Diverse formulazioni di archeosomi sono state elaborate a seconda della loro concentrazione
in lipidi e del rapporto molare di colesterolo e, per confronto, sono stati elaborati liposomi di
fosfatidilcolina di composizione analoga a quella dei primi. Le vescicole multilaminari sono
state preparate con il metodo di idratazione del film lipidico, e tramite il trattamento di queste
con ultrasuoni si sono ottenute vescicole unilaminari. La caratterizzazione delle vescicole &
stata esequita grazie alla determinazione del diametro medio delle particelle, indice di
polidispersione, potenziale zeta, efficienza di incapsulazione e attivita antiossidante. Inoltre la
verificazione della formazione e la morfologia delle vescicole & stata determinata tramite
I'osservazione al microscopio elettronico a trasmissione. La stabilita delle formulazioni € stata
valutata durante tre mesi attraverso la determinazione di questi parametri.

Le formulazioni con rapporto molare lipido/colesterolo 1:0.5 sono state quelle ad avere
mostrato i piu piccoli diametri. In generale, gli archeosomi hanno presentato diametri e indici di
polidispersione leggermente superiori a quelli dei liposomi di fosfatidilcolina. Inoltre,
praticamente tutte le formulazioni hanno mantenuto costanti i parametri studiati durante il
periodo di sperimentazione

|l potenziale zeta é risultato negativo in tutte le formulazioni, essendo significativamente piu
alto negli archeosomi.

L'efficienza di incapsulazione degli archeosomi € stata maggiore di quella ottenuta nei
liposomi di fosfatidilcolina. Le formulazioni piu stabili nel tempo riguardo a questo parametro
sono state quelli che contenevano un rapporto molare lipido/colesterolo 1:1.

L'attivita antiossidante di tutte le formulazioni & stata molto elevata, mantenendosi costante
fino alla fine dello studio di stabilita.

Una volta che le formulazioni sono state caratterizzate e valutate per quanto riguarda la
stabilita, sono stati condotti studi di tossicita in vitro, sia dell'estratto fenolico come di alcune
delle formulazioni liposomiali. L'estratto fenolico ha mostrato proprieta antiproliferative nella
linea cellulare usata, diminuendo la percentuale di viabilita cellulare a seconda del’aumento
della concentrazione degli estratti.

L'influenza dei componenti delle vescicole nella sopravvivenza cellulare & stata studiata

utilizzando vescicole vuote, risultando la tossicita degli archeosomi significativamente inferiore



a quella dei liposomi di fosfatidilcolina. In entrambi i tipi di vescicole la viabilita cellulare si &
mostrata fortemente diminuita quando l'estratto era incorporato in esse.

Infine, al fine di inserire le vescicole cosi costituite in un preparato farmaceutico per
applicazione topica, sono stati valutati diversi eccipienti (Carbopol 940, Pluronic 720 ed
eccipiente cetilico) per l'incorporazione delle stesse. Il rilascio in vitro della sostanza attiva &
stato studiato e valutato. Gli archeosomi, sia in gel di carbopol come di pluronic, hanno
rilasciato la sostanza incapsulata gradualmente nel corso di 8 ore. Nel caso dei liposomi di
fosfatidilcolina solamente il gel di carbopol & stato utile allo scopo, dal momento che ['uso di
pluronic ha causato una grande ritenzione della sostanza attiva, con tassi di rilascio molto

bassi alla fine del processo.
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1. CONCEPTO DE AMBIENTE EXTREMO

El estudio de los ambientes extremos y de las zonas aridas es un tema de gran interés tanto

desde un punto de vista cientifico como por su importancia econémica y medioambiental.

Podemos considerar las condiciones extremas como aquellas que se desvian

considerablemente de las condiciones en que la mayoria de los seres vivos pueden desarrollar

sus funciones bioldgicas de manera dptima. Estas condiciones se describen atendiendo a los

siguientes parametros (J. L. van de Vossenberg et al., 2000):

Concentracion de oxigeno: podemos encontrar un gran numero de ambientes en los
que la concentracion de oxigeno es baja, o incluso donde no existe (anaeradbicos). El
intestino, las aguas residuales o profundas formaciones rocosas son ejemplos de
este tipo de ambiente.

Temperatura: existen ambientes extremos con respecto a la temperatura tanto por
ser muy frios como por ser extremadamente calidos. Asi, como ambientes frios
podemos considerar los mares y ocednos que cubren el 70% de la superficie
terrestre, donde se hallan organismos que viven a temperaturas entre 2-4°C, y
organismos que viven en los polos a temperaturas por debajo de los 0°C. En el otro
extremo, existen también numerosos ambientes calidos, como las areas volcanicas
0 las fuentes hidrotermales submarinas, en donde las aguas minerales salen a la
superficie y que deben sus altas temperaturas al calor interno de la Tierra.

Salinidad: la mayoria de organismos no haldfilos pueden sobrevivir en medios con
concentraciones de sal que llegan hasta 0,85 M de cloruro sédico, que es casi el
doble de la concentracion del agua marina. Sin embargo, existen organismos que
viven en ambientes con concentraciones de cloruro sédico que van desde 3M hasta
completa saturacion. La adaptacion a la salinidad sera descrita mas ampliamente
por tratarse del ambiente en el que se desarrollan los microorganismos utilizados
para el presente estudio.

pH: En la superficie terrestre podemos encontrar ambientes acidos producidos por
procesos geotérmicos. Asi, el sulfuro desprendido por los volcanes es oxidado a S0s

que al reaccionar con el agua ambiental produce &cido sulfurico. También existen en
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la Tierra ambientes alcalinos, aunque solo unos pocos de ellos son estables; la
mayoria son lagos salados donde el carbonato sddico es la principal fuente de
alcalinidad. El pH en estos lagos puede ser superior a 10,5.

e Presion: los ambientes con altas presiones se encuentran en las profundidades
marinas, en formaciones rocosas profundas asi como en los yacimientos petroliferos.

e Radiacion: las radiaciones de alta energia como la luz ultravioleta son nocivas para
muchos organismos porque perjudican a las células debido a la formacion de
radicales libres que reaccionan con las moléculas bioldgicas, como el ADN,
alterandolas e incluso destruyéndolas. Compuestos como los carotenoides
(presentes en muchos organismos), flavonoides (en algas verdes y plantas
superiores) o aminoacidos del tipo micosporina (en diatomeas) absorben la radiacion
nociva y protegen a los organismos previniendo la formacion de radicales libres
nocivos. También se ha observado que los organismos adaptados a las radiaciones
altamente energéticas tienen sistemas muy eficientes de reparacion del DNA (Doods,
2002).

Es importante destacar que es bastante comun la existencia de ambientes en donde mas de
uno de estos parametros extremos se encuentran de manera combinada (J. L. van de
Vossenberg et al., 2000)

Los seres vivos que habitan en estos ambientes se denominan extremdfilos, y no sélo
toleran las condiciones extremas sino que frecuentemente las requieren para su desarrollo. La
mayoria de organismos extremdfilos son microorganismos y probablemente son
predominantes porque los organismos superiores, como plantas y animales, tienen sistemas
multicelulares que son menos susceptibles de sufrir cambios para poder adaptarse a las

condiciones extremas que encontramos en estos medios (Doods, 2002).

El estudio de los ambientes extremos, asi como de los microorganismos que se desarrollan

en ellos, es de crucial importancia para entender la evolucion de las formas de vida sobre la
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Tierra, ya que las condiciones ambientales en ella han cambiado a lo largo de Ia historia, y lo
que hoy en dia consideramos extremo puede que fuera normal en el pasado, incluso puede
ocurrir que siga siéndolo mas alla de nuestro planeta. Asi, los extremdfilos se encuentran entre
las primeras formas de vida en la Tierra, y todavia se desarrollan en un amplio rango de
ambientes extremos sin apenas haber sufrido cambios en su morfologia, fisiologia o habitat
después de 4 mil millones de afos (Javaux, 2006). Entre los extremdfilos estan bien
representados los microorganismos pertenecientes al tercer Dominio, el domino Archaea, un
linaje procariota diferente al Dominio Bacteria, asi como al de las células eucariotas del
Dominio Eucarya. De hecho, las arqueas habitan una gran variedad de los ambientes méas
hostiles y, asi, poseen el record por desarrollarse a la mas elevada temperatura de crecimiento
de todos los organismos conocidos (121°C, cepa 121)(Kashefi y Lovley, 2003), al mas bajo
valor de pH (pH=0, Picrophilus)(Schleper et al., 1995) y a las mas altas concentraciones de
cloruro sodico (desde saturacion a 5,2M, la mayoria de Halobacteriales) (Grant et al., 2001). A
pesar de que las arqueas se consideran predominantes sobre las bacterias en todos los
ambientes extremos, esto no es del todo cierto y sélo se cumple estrictamente en el caso de
ambientes de alta temperatura, mientras que en las demas situaciones, se pueden encontrar
también bacterias y eucariotas (Rothschild y Mancinelli, 2001), del mismo modo que también
se han hallado arqueas fuera de habitats extremos, como en aguas de procedencia oceanica o
sedimentos de corrientes de agua. De hecho, el desarrollo de técnicas independientes de
cultivo para el estudio de las muestras medioambientales revela una amplia distribucion de

arqueas en ambientes no extremos (DeLong, 1998).
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1.2. Ambientes hipersalinos

Los ambientes hipersalinos pueden encontrarse en todos los continentes y practicamente en
todos los paises. Se definen como medios extremos donde la concentracion de sal, referida
normalmente a NaCl, es superior al 3,5%, aunque el requerimiento para la aplicacion del
término hipersalino varia segun los autores y normalmente se aplica del 3 al 12% de salinidad.

Son de especial relevancia los medios hipersalinos acuaticos, clasificandose éstos en dos
tipos (Litchfield y Gillevet, 2002):

e Atalasohalino: la composicién idnica difiere considerablemente de la del agua marina,
ya que se originan por la disolucion de sales continentales, y donde predominan
sales potasicas, magnésicas, calcicas y sodicas. Como ejemplo de este tipo de
ambiente podemos citar el Mar Muerto (Jordania), el Wadi Natrum (Egipto) o la
laguna salada de Fuente de Piedra (Malaga, Espana).

e Talasohalinos: su origen es del agua del mar y contienen cloruro sddico como sal
predominante, siendo el pH neutro o ligeramente alcalino. El Gran Lago Salado
(Utah, EE.UU), aguas de drenaje de minas de sal y piscinas naturales en zonas

costeras son ejemplos de aguas talasohalinas.

Las salinas solares, ampliamente distribuidas geograficamente, y que normalmente se
encuentran en zonas maritimas, son un ecosistema creado por el hombre para la produccion
de cloruro sddico por evaporacion solar del agua del mar. Consisten en una serie de
estanques poco profundos en donde el agua del mar entra directamente y se acumula. Desde
los primeros estanques el agua va pasando a los siguientes por gravedad o bombeo, de
manera que cada vez el agua de los estanques se va volviendo mas concentrada en cloruro
sodico respecto al contenido total en sales. A una concentracion total de sales entre el 8-10%
las sales calcicas precipitan, y cuando el total de sales alcanza una concentracion del 40% la
salmuera originada se pasa a unos cristalizadores en cuyo fondo precipita el cloruro sédico
(Litchfield y Gillevet, 2002).

La figura 1 muestra algunos ejemplos de ambientes hipersalinos.
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Por ultimo, otro ambiente extremo a tener en cuenta respecto a la salinidad son los suelos
salinos, considerando como tales aquellos que tienen una concentracion de sales solubles
igual o superior al 0,2%, y que por lo general se localizan en zonas aridas. Las altas
temperaturas frecuentes en estos ambientes forman costras de sales sobre la superficie del
suelo o cristales de sal que se encuentran en las capas superiores mezclados con otros
constituyentes del suelo (Sarig et al., 1993).

La figura 1 muestra algunos ejemplos de ambientes hipersalinos en diferentes puntos del

planeta.

Figura 1. Ambientes hipersalinos: A) Gran Lago Salado (EE.UU); B) Salinas

solares; C) Wadi Natrum (Egipto); D) Mar Muerto (Jordania); E) Laguna Salada
de Fuente de Piedra (Espana)



Introduccion

1.3. Halofilismo

Se consideran microorganismos haldfilos aquellos que requieren sal para su desarrollo, y
segun el criterio de Kushner y Kamekura (1988) se consideran los siguientes grupos de
microorganismos atendiendo a los margenes de concentracion salina en los que crecen de
forma dptima:

e Halotolerantes: no requieren la sal para su desarrollo pero pueden soportar
concentraciones de NaCl de hasta 0,85 M.

e Haldfilos débiles: crecen dptimamente en medios que contienen una concentracion
de cloruro sdédico comprendida entre 0,2y 0,5 M.

e Haldfilos moderados: presentan su crecimiento 6ptimo entre 0,5 y 25 M de
concentracion de cloruro sodico. En esta categoria se incluyen la mayoria de las
bacterias haldfilas.

e Haldfilos extremos: crecen dptimamente en medios que contienen una concentracion
de cloruro sodico comprendida entre 2,5y 5 M. En este grupo se incluyen la mayoria

de arqueas haldfilas extremas.

1.3.1. Adaptacién osmética de los microorganismos haléflos

Existen diferentes mecanismos por los que los microorganismos haldfilos y halotolerantes
soportan la elevada presion osmatica ejercida por el medio altamente salino que los rodea. Las
membranas bioldgicas son permeables al agua, por lo que el citoplasma debe ser lo mas
isoosmético posible con el medio para evitar la salida de agua del interior de la célula. En
todos los casos estudiados los iones sodio son excluidos del citoplasma en el mayor grado
posible, y aunque no esta del todo claro por qué dichos iones son tan perjudiciales para el
correcto funcionamiento de la célula, es cierto que todos los microorganismos haléfilos poseen
eficientes mecanismos de transporte para ellos, generalmente bombas Na*/H* que expulsan el

sodio fuera de la célula (Oren, 1999).

Fundamentalmente se utilizan dos estrategias para alcanzar altos valores osmoticos en el

interior de la célula manteniendo bajo el nivel de de iones sodio. Uno de estos mecanismos es
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la acumulacion de K+ y CI- para mantener el equilibrio osmdtico, el cual es utilizado por un
ndmero limitado de haldfilos. Asi, las arqueas del orden Halobacteriales acumulan KCl a
concentraciones iguales o superiores a la de NaCl en el medio externo, llegando a alcanzar
concentraciones de 5 M de KCI (Grant et al., 1998). En el domino Bacteria esta estrategia sélo
aparece en un grupo, en el orden Halanaerobiales. Este tipo de adaptacion es poco costosa
energeticamente aunque la presencia de altas concentraciones de KCI en el citoplasma
requiere ulteriores adaptaciones de las proteinas y sistemas enzimaticos para poder ser

activos con esta alta salinidad (Oren, 1999).

La segunda estrategia para la adaptacion osmatica es la exclusion de sales del citoplasma
en el mayor grado posible, acumulando solutos organicos que proporcionen el balance
osmotico. Existe una gran variedad de compuestos, denominados solutos compatibles, que
son utilizados con esta finalidad. Entre ellos podemos destacar alcoholes de azucares como el
glicerol, aminacidos y derivados como glicina, betaina y ectoina, azucares simples como
sacarosa Y trehalosa (Galinski, 1995). Esta estrategia es usada en los tres dominios. Asi, el
alga verde Dunaliella, que se desarrolla en aguas salinas, sintetiza grandes concentraciones
de glicerol para contrarrestar el efecto de la alta salinidad, mecanismo que es utilizado por
muchas otras especies de algas y hongos (Javor, 1989). Los solutos compatibles mas usados
por las bacterias parecen ser la ectoina y glicina-betaina, sintetizada casi exclusivamente por
procariotas fotosinteticos pero que es tomada del medio y acumulada en el citoplasma por
muchas bacterias heterotrofas. En el domino Archaea también se ha encontrado la utilizacion
de solutos organicos; es el caso de las metandgenas haldfilas, en donde se ha detectado la 2-
sulfotrehalosa como soluto compatible (Galinski, 1995). El uso de solutos ésmoticos organicos
requiere mucha menos adaptacion del sistema enzimatico intracelular, pero la produccion de

dichos compuestos conlleva un elevado gasto de energia (Oren, 1999).
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2. ARQUEAS

Los trabajos pioneros de Carl Woese y colaboradores en los afios 70 utilizando las
secuencias de ARNr 16S de la subunidad ribosomal menor pusieron de manifiesto que el
ARNr asi como las proteinas ribosomales de un determinado grupo de procariotas eran
drasticamente diferentes al de los eucariotas y las bacterias consideradas clasicas (Woese y
Fox, 1977). Este descubrimiento supuso una revolucion en la biologia de la evolucion y
condujo a finales de la década de los 70 a la reclasificacion de todos los organismos vivos en
tres reinos primarios: Eucariotas, Eubacterias y Arqueobacterias, dandose este nombre a las
ultimas porque se les queria conferir una connotacion de antigliedad, debido a que
presentaban caracteristicas que hacian pensar en que hubieran sido una forma de vida
predominante en la era geoldgica Arcaica debido a sus nichos ecoldgicos (Woese et al., 1978;
Fox et al., 1980).

En la década de los 90 se reconstruyd la organizacion filogenética de todos los seres vivos
estableciendo tres dominios diferentes: Eukarya, Bacteria y Archaea (Woese et al., 1990).
Ademas, los descubrimientos a lo largo de las siguientes décadas asi como la revolucion en
las técnicas de biologia molecular han hecho surgir una nueva hipotesis acerca de la
existencia de un ancestro comun ultimo (LUCA, Last Universal Common Ancestor) que estaria
en el origen de toda forma de vida y relacionaria filogenéticamente los tres dominios (Forterre
et al., 2002; Glansdorff et al., 2008).

El Dominio Archaea consiste en dos reinos mayoritarios, Crenarchaeota y Euryarchaeota. El
reino Crenarchaeota, compuesto por cuatro ordenes (Caldisphaerales, Desulfurococcales,
Sulfolobales y Thermoproteales) engloba a las arqueas hipertermdfilas. En él hay organismos
tanto aerobios como anaerobios y una amplia distribucién de fisiologias, encontrando
quimiheterdtrofos, quimiolitotrofos y fermentadores.

En el reino Euryarchaeota existe mayor diversidad de microorganismos, al menos en lo que
respecta al tipo de ambiente en el que se desarrollan, agrupandose en este reino cinco
ordenes de metandgenos (Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales,

Methanosarcinales y Methanopyrales), uno de haldfilos extremos (Halobacteriales), uno de
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sulfato reductores (Archaeoglobales) y dos termdfilos (Thermococcales y Thermoplasmatales)
(Chaban et al., 2006).

Ademas de estas dos ramas principales del dominio Archaea, otros dos reinos han sido
recientemente propuestos. El primero, Korarchaeota, que ha sido detectado y reconocido
unicamente mediante analisis del ARNr 16S de muestras ambientales (Barns et al., 1994;
Barns et al, 1996). El segundo reino adicional, Nanoarchaeota, ha sido propuesto
recientemente para simbiontes hipertermdfilos de nanodimensiones que crecen pegadados a
la superficie de una especie nueva de Ignococcus (Huber et al., 2002; Huber et al., 2003; Jahn
et al., 2008). Nanoarchaeum equitans, la primera especie identificada representativa de este
nuevo reino propuesto, ademas de un tamafo muy pequefo, posee una secuencia del ARNr
16S muy divergente que es sustancialmente diferente de la secuencia universal de arqueas.

La figura 2 muestra un esquema con la distribucion actual de los seres vivos.

Eukarya

Bacteria

Halobacteriales

Archaea | Methanomicrobisies

0.10

I Euryarchaeota |

Figura 2. Arbol filogenético de los seres vivos (Tomado de Chaban et al, 2006)
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Aparte de las bien conocidas colecciones de arqueas cultivables, a lo largo de las utlimas
décadas se han descubierto una gran cantidad de especies no cultivables, tanto en los reinos
principales Crenarchaeota y Euryarchaeota como en los nuevos reinos sugeridos, y la
deteccion por medio de técnicas moleculares indican la prevalencia e importancia de estos
microorganismos mas alla de los ambientes extremos (DeLong, 1998), lo que ha hecho que se
intensifique la busqueda de arqueas no cultivables tanto en nichos ecoldgicos no extremos

como extremos (Chaban et al., 2006).

2.1. Caracteristicas del Domino Archaeay diferencias con los Dominios Bacteria
y Eukarya
Las arqueas son procariotas pues carecen de nucleo, y son dificiles de distinguir de las
bacterias por forma o tamafio. A pesar de que la mayoria de las arqueas tienen la apariencia
tipica de las bacterias, algunas tienen morfologias que no se encuentran en la bacterias, como
formas poligonales encontradas en arqueas haldfilas o cocos de formas muy irregulares como
ocurre en determinadas hipertermdfilas.
Como se ha descrito anteriormente, las arqueas poseen una gran diversidad de fenotipos,
agrupandose de manera clésica atendiendo a los tres fenotipos reconocidos primariamente
(Woese y Fox, 1977):
e Arqueas metandgenas, microorganismos anaerobios estrictos productores de
metano.
e Arqueas haldfilas o haloarqueas, microorganismos aerobios estrictos que requieren
altas concentraciones de sal.
e Arqueas termoaciddfilas, microorganismos aerobios que crecen en ambientes célidos

y a pH &cido.

Muchos fenotipos se fueron descubriendo en el Domino a lo largo de las décadas sucesivas
a su establecimiento vy, asi, dentro de las metandgenas se encontraron también
hipertermdfilas, psicréfilas y haldfilas, y dentro de las hiperterméfilas algunas anaeorobias,

alcaldfilas y neutrdfilas (Chaban et al., 2006).
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La diversidad metabdlica en el dominio Archaea es también reminiscente de Bacteria.
Excepto para la metanogénesis, desconocida para Bacteria, todas las rutas metabdlicas
encontradas en Archaea existen también en Bacteria. Asi, estos microorganismos pueden ser
heterdtrofos o autétrofos (quimio o fotolitotrofos) usando una gran variedad de moléculas
donadoras y aceptoras de electrones, asi como las haldfilas pueden realizar la fotosintesis
usando para ello la bacteriorrodopsina y halorrodopsina (Schafer et al., 1999).

El Dominio Archaea se distingue de los otros dos dominios también por la naturaleza de los
lipidos de las membranas celulares, que son de naturaleza isoprenoide y con enlaces de tipo
éter, mientras que los lipidos de bacterias y eucariotas son ésteres de glicerol y acidos grasos.

Otra diferencia existente entre Archaea y Bacteria es la ausencia de mureina en Archaea,
mientras que ésta es componente de las paredes celulares de practicamente todos los taxones
de Bacteria.

En cuanto a las diferencias moleculares, aparte de las encontradas a nivel del ARNr 16S, el
genoma de las arqueas codifica muchas proteinas informacionales que tienen homoélogos en
eucariotas pero no en bacterias. Esto es particularmente llamativo en el caso de la replicacion
del ADN, de manera que los genes de arqueas codifican homdlogas de practicamente todas
las proteinas eucariotas implicadas en la replicacion y solo una homdloga de una proteina

bacteriana de replicacion del ADN (Forterre et al., 2002).

2.2. Arqueas haldfilas extremas

Hacemos especial énfasis en el estudio de este grupo ya que el microorganismo utilizado
para el presente trabajo, Halobacterium salinarum, pertenece a él.

En el Dominio Archaea podemos encontrar diferentes familias con representantes haldfilos,
pero cuando se habla de haldfilas extremas nos referimos al Orden Halobacteriales, que posee
una unica familia, Halobacteriaceae, cuyos miembros son todos haldfilos extremos, y que se
conocen también como haloarqueas o “bacterias haldfilas rojas’, debido a su pigmentacion
caracteristica.

Dichos microorganismos crecen de manera Optima a concentraciones de cloruro sddico

iguales o superiores a 3,5 M y hasta 5M. Son aerobios y quimiorgandtrofos. La degradacion
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aerobia de las fuentes de carbono esta basada en el ciclo del acido tricarboxilico, y cuando es
necesario, en combinacion con el ciclo del glioxilato y el transporte de electrones en la cadena
respiratoria mediante citocromos. Diferentes tipos de citocromos respiratorios y otros tipos de
proteinas transportadoras de electrones relacionadas con la respiracion han sido
caracterizadas en diferentes miembros de esta familia (Oren, 2006).

Miembros de muchos géneros requieren aminoacidos para el crecimiento, y muchas
especies tienen requerimientos nutricionales complejos. Los sustratos utilizados incluyen
aminodcidos, azucares (glucosa, fructosa, ribosa, lactosa, etc) y acidos organicos (Grant et al.,
2001). Mas inusual es el uso de ciertos hidrocarburos alifaticos y aromaticos por algunos de
ellos (Bertrand et al., 1990). Algunos de ellos son fotoheterétrofos usando pigmentos para

obtener energia de la luz solar.

Debido a la baja disponibilidad de oxigeno que hay en determinados ambientes en los que
se desarrollan estas arqueas, como en las aguas saturadas en sales, el oxigeno se convierte
en un factor limitante para el desarrollo de estos microorganismos, por lo que han desarrollado
mecanismos para contrarrestar la limitacion de oxigeno, tales como la produccion de vesiculas
de gas que le permiten flotar y disponerse en la superficie. Ademas, muchas haloarqueas son
capaces de crecer anaerdbicamente en estas circunstancias, usando aceptores alternativos de
electrones, como el nitrato, el dimetilsulfoxido, fumarato, tiosulfato y azufre, entre otros. Un
numero limitado de especies de Halobacterium han demostrado la capacidad de crecer
anaerobicamente realizando fermentacion de la arginina, aunque no es un fenémeno de
amplia distribucion entre las haldfilas extremas (Oren, 2006). Halobacterium puede crecer de
manera fotoheterdtrofa en condiciones de baja concentracion de oxigeno utilzando
bacteriorrodopsina como una bomba de protones mediada por luz (Oesterhelt y Stoeckenius,
1974).

En la naturaleza muchos habitats son apropiados para el crecimiento de las haldfilas
extremas. Se han aislado en ambientes extremos tales como lagos salinos naturales, el Mar
Muerto, lagos alcalinos, salinas solares, suelos salinos y alimentos en salazon, a los que

conferian una patina roja sobre la superficie. Sin embargo, los estudios mas recientes revelan
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la presencia de un grupo especializado de arqueas haldfilas en ambientes de mas baja
salinidad, haciendo suponer que su rango ecoldgico es mucho mas amplio de lo que se
suponia (Chaban et al., 2006).

2.2.1. Estado actual de la taxonomia de arqueas haldfilas extremas
Definir taxondmicamente a las haloarqueas ha sido un proceso confuso que ha necesitado
de continuas revisiones para establecer nuevos géneros y especies. Actualmente las arqueas
haldfilas extremas se agrupan en una Unica familia, Halobacteriaceae, en la que se describen,
segun el manual Bergey de Sistematica y Bacteriologia, los siguientes géneros:
Géneros de arqueas haldfilas no alcaldfilas:
e Halobacterium, que cuenta con 4 especies.
e Halorubrum, donde se incluyen 23 especies.
e Haloarcula, que incluye 8 especies.
e Haloferax, que comprende 10 especies.
e Halococcus, que agrupa 7 especies.
e Halobaculum, con una unica especie, H. gomorrense.
e Halobiforma, que cuenta con 3 especies.
e Halogeometricum, con la especie H. borinquense.
e Halomicrobium, que cuenta con 2 especies.
e Halorhabdus, con 2 especies.
e Halosimplex, con la especie H. carlsbadense.
e Haloterrigena, que agrupa a 8 especies.
e Halovivax, que cuenta con 2 especies.
e Haloastagnicola, con la especie H. larseni.
e Haloplanus, con una sola especie, H. natans.
e Haloquadratum, con la especie H. walsbyi.
e Haladaptatus, con la especie H. paucihalophius.

e Halopiger, que cuenta con 2 especies.
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e Dos géneros nuevos han sido recientemente aceptados, Halonotius pteroides y

Halogranum rubrum.

Géneros de arqueas haloalcaldfilas:
e Natrialba, que incluye 6 especies.
e Natrinema, que agrupa a 6 especies.
e Natrobacterium, con una unica especie, N. gregoryi
e Natrococcus, que cuenta con 3 especies.
e Natromonas, con la especie N. pharaonis.
e Natrorubrum, que incluye 4 especies.
e Natrolimnobius, que agrupa a 2 especies.

e Halalkalicoccus, que cuenta con 2 especies.

2.3. Estructuras celulares

2.3.1. Lipidos de membrana

Uno de los rasgos bioquimicos mas caracteristicos del Dominio Archaea es la estructura de
los lipidos de membrana, estructuralmente diferentes de los que poseen bacterias vy
eucariotas. Los lipidos de las arqueas estan compuestos por cadenas hidrocarbonadas de
naturaleza isoprenoide (2-metil-1,3-dieno) de longitud variable, normalmente saturadas, que se
unen mediante un enlace de tipo éter (-CH20R) a una molécula de glicerol en el carbono con
configuracion sn-2,3, en vez de, como ocurre en los lipidos de membrana de los otros dos
Dominios, cadenas de acidos grasos, normalmente insaturados, que se unen mediante enlace
éster (CH2-O-COR) al carbono con configuracion sn-1,2 de una molécula de glicerol (Kates,
1972).

Los principales componentes de las membranas arqueales son un diacilglicerol diéter Cao-Czo
(sn-2,3-difitanilglicerol diéter) y su dimero dibifitanil-diglicerol tetraéter, formado por la unién

covalente de ambas moléculas del diéter. Ambas estructuras presentan varias configuraciones.

14



Introduccion

Debido a la compleja nomenclatura quimica de estas estructuras, se convino denominar
genéricamente “arqueol” al difitanilglicerol diéter y “caldarqueol” al dimero del primero
(Nishihara et al., 1987).

Variantes de estas dos estructuras basicas pueden encontrarse también entre las arqueas,
pero todas repiten la cadena de fitanil ramificada formada por repetidas unidades de 5 atomos
de carbono y la estequiometria del glicerol. Asi, dentro de las variaciones que puede sufrir el
arqueol encontramos arqueoles insaturados, estructura diéter Coo-Cos (en Halococcus) 6 Cos-
Cas, un arqueol macrociclico con un anillo de 36 atomos, originado por la condensacion de una
molécula de glicerol o hidroxilaciones en el C de la cadena alquilica que origina arqueoles
hidroxilados.

En la estructura tetraeter del caldarqueol es frecuente la aparicion de hasta 4 anillos de
ciclopentano dentro de la cadena isoprenoide o la sustitucion de uno de los gliceroles por un
inositol, que es considerado el segundo modelo de lipido tetraeter y que se denomina “nonitol
caldarqueol”’. Una peculiaridad de los lipidos con estructura tetraeter es que debido a la
presencia de dos cabezas polares, son moléculas anfipaticas bipolares, mientras que la
mayoria de lipidos de estructura éster son anfipaticas monopolares (Gambacorta et al., 1995).
Ademas, los lipidos aislados de la especie Sulfolobus solfataricus poseen un lipido
fundamental derivado del nonitol cardarqueol, donde el radical polihidroxilado se cicla, y que se
ha denominado calditol cardarqueol. Parece ser que la presencia del caditol se restringe al
orden Sulfolobales, por lo que puede considerarse un marcador taxondémico (Gambacorta et

al., 2002). Las figuras 3 y 4 representan las principales estructuras de los lipidos de arqueas.
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En la ultima década cada vez mas estructuras de lipidos unicos de arqueas se han ido
describiendo, tanto de especies aisladas como de muestras medioambientales. Asi se ha
descrito un isémero del caldarqueol, denominado isocaldarqueol, ya que se ha visto que
caldarqueoles aislados de algunas especies (Thermoplasma acidophilum 'y Sulfolobus
solfataricus entre otras) que se consideraban homogéneos, al hacer una cromatografia en
capa fina, resultaban ser en realidad la mezcla de dos isomeros, paralelo y antiparalelo, del
mosaico de glicerol. Otro ejemplo lo tenemos en los lipidos aislados de Methanothermus
fervidus, una arquea hipertermdfila metandgena, que presenta un nuevo tipo de lipido nuclear
originado por un enlace covalente C-C de dos cadenas Caso, €s decir, dos moléculas de
caldarqueol. Se le denomind caldarqueol en forma de H (Morii et al., 1998). Este lipido se ha
detectado posteriormente en especies de diferentes familias, lo que indica que no es

especifico de una determinada familia (Sugai et al., 2004).

Todas las arqueas presentan en sus lipidos de membrana arqueol, aunque sea en forma de
trazas, lo que hace suponer que es el lipido fundamental universal en todas ellas. Se
presentard como un componente mayoritario 0 no dependiendo del tipo de arquea. Asi,
supone el 100% de la composicion de los lipidos en haldfilas, y en la mayor parte de formas
cocoides de metandgenas y termdfilas del reino Euryarchaeota, con la excepcion de
Thermoplasma. Por el contrario, lipidos complejos basados en la estructura del arqueol son
minoritarios en las termdfilas del Reino Crenarchaeota, y se encuentran en diferentes
proporciones en las metandgenas. Dentro de las variantes del arqueol cabe destacar la
presencia del arqueol macrociclico como lipido fundamental mayoritario del género
Methanococcus, y especies de Methanosarcina'y Methanosaeta contienen hidroxiarqueoles
como lipido nuclear.

El caldarqueol esta presente en las metandgenas, y salvo algunas excepciones, constituye el
lipido fundamental en la totalidad de los lipidos presentes en las termdfilas del Reino
Crenarchaeota. El nonitolcaldarqueol, asi como su forma ciclica, sélo se ha detectado en el
Orden Sulfolobales (Sprott, 1992; Gambacorta et al., 1995).
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2.3.1.1. Lipidos polares

Los lipidos polares de las arqueas consisten en una parte no polar, constituida por alguno de
los lipidos fundamentales antes descritos, y un grupo de cabeza polar, como puede ser un
fosfato organico o un resto sacaridico.

Aparte de la configuracion estereoquimica sn-2,3 del glicerol, los lipidos polares de los
diéteres tienen estructura analoga a los correspondientes glucosil o fosfatidil diacilgliceroles de
bacterias y eucariotas, mientras que los lipidos polares con estructura tetraeter no tienen

correspondencia en los otros dominios (Gambacorta et al., 1995).

» Fosfolipidos:

El fosfolipido mayoritario en las haldfilas extremas es el analogo isopranoide del
fosfatidilglicerolfosfato monometilado (PGP-Me)(Kates, 1993). Los fosfolipidos minoritarios en
este grupo han sido identificados como los analogos diéter del fosfatidilglicerol (PG), cuya
proporcion con respecto al derivado monometilado depende de las condiciones de cultivo
(Oren, 2006), fosfatidilglicerolsulfato (PGS) y acido fosfatidico (PA) (Kates, 1993; Gambacorta
etal., 1994)

También se han identificado otro tipo de fosfolipido y fosfoglucolipido en la membrana
purpura de Halobacterium salinarum, la cual contiene la bacteriorrodopsina. El fosfolipido
individualizado es un analogo de estructura éter de la cardiolipina, y con éste se completa la
serie de fosfolipidos andlogos a los de bacterias y eucariotas. Asi, se han hallado analogos de
tipo éter de los fosfolipidos éster de etanolamina, colina, serina, glicerol y mio-inositol, aunque
por el momento no se han encontrado analogos de los fosfolipidos éster de la monometil y
dimetil etanolamina. Estos fosfolipidos pueden originarse tanto a partir del arqueol como del
caldarqueol (Corcelli et al., 2000; Koga y Morii, 2005).

La presencia de aminofosfolipidos y aminofosfoglucolipidos es frecuente entre las
metandgenas, sin embargo este tipo de lipidos estan ausentes tanto en las haléfilas como en

el género Thermoplasma (Gambacorta et al., 1995).
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> Glicolipidos:

Una gran variedad de glicolipidos han sido también determinados en las membranas
arqueales, sobre todo en las arqueas haldfilas. Las haldfilas metandgenas y no alcaldfilas
presentan derivados diéter mono, di, tri o tetraglicosilados, mientras que las alcaldfilas en
general carecen de glicolipidos (Sprott, 1992; Gambacorta et al, 1994). Los residuos
sacaridicos estan compuestos por glucosa, manosa o galactosa, todos ellos en la
configuracion de piranosa (Kates, 1993). Algunos de estos glicolipidos descritos son los
siguientes:

e S-DGD-1: manosil-6-sulfato-(1-2)-glucosil-difitanilglicerol, que es el glicolipido
mayoritario en el género Haloferax (Kushwaha et al., 1982). Aparece también como
glicolipido minoritario en los géneros Halobaculum, Halococcus y en la especie
Halorubrum saccharovorum (Lanzotti et al., 1988; Oren et al., 1996). Se ha detectado
también como glucolipido mayoritario en muestras de biomasa del Mar Muerto (Oren
y Gurevich, 1993). El producto desulfatado (DGD-1) se presenta como glicolipido
minoritario en Haloferax (Oren, 2006).

e S-DGD-3: manosil-2-sulfato-(1-4)glicosil-difitanilglicerol, es el glicolipido de varias
especies de Halorubrum, como H. sodomense y H. lacusprofundi (Trincone et al.,
1990).

e TGD-2: glucosil-manosil-glucosil-difitanilglicerol, es el triglicosil arqueol mayoritario en
la mayoria de especies de Haloarcula (Evans et al., 1980). Un diglicosil arqueol de
estructura desconocida (DG-2) pero que contiene manosa y glucosa es componente
minoritario en las especies de este género (Oren, 2006).

e S-TGD-1:  galactosil-(3)-sulfato-(1-6)-manosil-(1-2)-glucosil-difitanilglicerol ~ esta
presente en el género Halobacterium (Kates, 1978), y se encuentra en la membrana
purpura (Corcelli et al., 2000). Este triglicosil en la forma desulfatada se presenta
como glicolipido minoritario en Halobacterium salinarum, asi como un tetraglicosil
difitanilglicerol (TeGD)(Smallbone y Kates, 1981)
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Los glicolipidos identificados en metandgenas son derivados mono o diglicosilados del
arqueol. Los residuos glicosidicos son glucosa y/o galactosa en conformacién piranosa o

furanosa (Gambacorta et al., 1994).

> Fosfoglicolipidos:

Este tipo de lipidos es frecuente en los lipidos polares a base de caldarqueol o
nonitolcaldarqueol, ya que pueden presentar grupos polares en ambos lados, y una
caracteristica de los lipidos basados en estructura tetraeter es la ausencia de simetria en la
molécula (Sprott, 1992; Gambacorta et al, 1994). De hecho, cuando el tetraeter se
funcionaliza los residuos polares son de diferente tipo quimico, de manera que un extremo es
glicosilado mientras que el otro es fosforilado (Gambacorta et al., 1995). Este tipo de lipidos
polares son los componentes mayoritarios de las membranas en el Reino Crenarchaeota, que
en el caso de derivados de nonitolcaldarqueol solo se han encontrado en el orden
Sulfolobales. El fosfo grupo detectado en todos los casos es el mio-inositol, y como azucares
aparecen glucosa y/o galactosa para lipidos de caldarqueol, y glucosa o glucosa-sulfato unidos
en el caso de derivados del nonitolcaldarqueol (Gambacorta et al., 1994)

2.3.1.2. Lipidos neutros: quinonas

Los lipidos neutros representan el 10% del total extractable de lipidos.

Las quinonas, componentes de la fraccion lipidica neutra, juegan un importante papel en el
transporte de electrones, fosforilacion oxidativa y mecanismos de transporte activo (Taber,
1980).

En las arqueas aparecen dos grupos mayoritarios de quinonas isoprenoides (Gambacorta et
al., 1994):

e Naftoquinonas, del tipo MK o TPQ (termoplamaquinonas) y variaciones de ellas
modificando la longitud o el grado de saturacion de la cadena isoprenoide.

e Benzotiofenquinonas, que contienen grupos sulfuro, y que se aislaron por primera
vez en el orden Sulfolobales, que pueden ser de tres tipos: tipo CQ, tipo SQ y tipo
SSQ.
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Las menaquinonas del orden Halobacteriales son fundamentalmente dos con 8 unidades
isoprenoides, MK-8 junto con su correspondiente forma hidrogenada, MK-8(H2). La proporcion
entre ambas formas va a depender de las condiciones de crecimiento. Como menaquinonas
minoritarias aparecen MK-7 y MK-7 (Hz) (Tindall, 1990; Tindall et al., 1991).

A pesar de la falta de homogeneidad observada en las arqueas respecto a las quinonas
isoprenoides, algunas caracteristicas generales pueden sacarse en conclusion. Asi, todas las
haldfilas presentan las menaquinonas descritas, las metandgenas por lo general no contienen
menaquinonas ni ubiquinonas, y las arqueas termdfilas poseen fundamentalmente quinonas
con cadenas laterales totalmente saturadas y pueden dividirse en dos grupos atendiendo a la
composicion de menaquinonas. Los géneros Thermoproteus y Archaeoglobus contienen
menaquinonas mientras que Thermoplasma tiene menaquinonas y termoplasmaquinonas. En
miembros del orden Sulfolobales se han encontrado quinonas isoprenoides sulfatadas
(Gambacorta et al., 1994).

2.3.1.3. Organizacion de los lipidos en las membranas

La figura 5 representa los modelos hipotéticos de las membranas de los tres grupos
principales de arqueas segun el tipo de lipido que forma parte de ellas (ltoh et al., 2001).

La interaccion de las cadenas isoprenoides en la estructura de la bicapa de las haldfilas
extremas se vuelve mas fuerte en el caso de las haloalcaldfilas, debido a una mayor
penetracion de la cadena Cos en la capa opuesta. Esto les permite mantener una correcta
fluidez de membrana bajo las condiciones de estrés de salinidad y alto pH a las que se ven
sometidas.

Las membranas de las arqueas metandgenas, que pueden contener tanto arqueol como
caldarqueol, consisten en la combinacion de estructuras de bicapas y monocapas bipolares.
Este tipo de arquitectura supone una ventaja para sobrevivir a altas concentraciones de
metano, que podria provocar la interrupcion de la membrana, a pesar de que algunas
metandgenas, con lipidos basados unicamente en arqueol, pueden vivir en las citadas

condiciones unicamente con la membrana bicapa.
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En las termdfilas, cuyos lipidos son a base de caldarqueol y nonitolcaldarqueol, la membrana
se organiza como una monocapa con enlaces covalentes centrales. Esta organizacion confiere
estabilidad a la membrana para las altas temperaturas a las que estos microorganismos se
desarrollan. Ademas, los anillos de ciclopentano controlan también la fluidez de la membrana,
y su numero esta relacionado con la temperatura de crecimiento (Gambacorta et al., 1995).

La alta proporcion de lipidos glicosilados en las membranas de termdfilas metandgenas y
sulfurodependientes podria deberse a la estabilizacion de la estructura de la membrana

mediante enlaces de hidrégeno interglicosidicos entre las cabezas polares (Kates, 1992).

X;—o

. Rttt ™

) X
Wof
Xz-0 ‘

X,= cabeza polar con grupo fosfato o residuo sacaridico
X,= cabeza polar con grupo fosfato o fosfoamino

X4= resto sacaridico

X,= poliol y/o resto sacaridico y sulfato

Figura 5. Estructuras tipicas de los lipidos de membrana (A) y esquemas de la membrana
(B) de los tres grupos principales de arqueas: a) haléfilas extremas; b) metandgenas; c)
terméfilas
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2.3.1.4. Significado biologico de los lipidos de arqueas

A pesar de la gran variedad de estructuras encontradas en los lipidos arqueales, hay tres
caracteristicas comunes y Unicas en los lipidos de arqueas. Estas son:
e La configuracion estereoquimica del glicerol, sn-2,3.
e La unién mediante enlace éter entre las cadenas hidrocarbonadas y el glicerol.

e Lapresencia de ramificaciones metilicas en las cadenas isoprenoides.

La aparicién de estas caracteristicas comunes en todos los lipidos de membrana de arqueas
sugiere que estos peculiares lipidos tienen una funcién fisiolégica comun en todas ellas.

Una de las caracteristicas generales, requerida de forma esencial para cualquier lipido de
membrana para cumplir de manera correcta su funcion bioldgica, es la de mantenerse en la
fase de cristal liquido. En relacién con esto, la primera propiedad fisicoquimica de los lipidos
arqueales es la temperatura de transicién de fase, que es mucho mas baja que la de los lipidos
ésteres de acidos grasos. Por ejemplo, estudios mediante escaneo calorimetrico diferencial
han puesto de manifiesto temperaturas de transicion entre -20°C y -15°C para lipidos de
Thermoplasma acidophilum, mientras que para la dipalmitoil fosfatidilcolina es de 55°C. La
temperatura de transicion de fase va a depender de la longitud de la cadena, numero de
insaturaciones y ramificaciones metilicas, por lo que para los lipidos a base de arqueol y
caldarqueol se puede asumir que estaran en el estado de cristal liquido en un amplio rango de
temperatura, de 0 a 100°C, rango en el que se encuentra la temperatura de crecimiento de
practicamente todas las arqueas.

Otra caracteristica de estos lipidos es la baja permeabilidad a solutos, lo cual depende del
grado de ramificacion de las cadenas isoprenoides, lo cual se pone también de manifiesto a
altas temperaturas (Koga y Morii, 2005).

El enlace de tipo éter es estable a la degradacion en condiciones &cidas, lo que le confiere a
estos lipidos estabilidad quimica en un amplio rango de pH, estabilidad que también se asume

en un amplio rango de temperaturas.
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Las cadenas alquilicas saturadas ofrecen estabilidad frente a la degradacion oxidativa, lo
cual es particularmente interesante en el caso de las haldfilas extremas, que se encuentran
expuestas al aire y la luz solar.

La inusual configuracion estereoquimica del glicerol confiere a estos lipidos estabilidad frente

a fosfolipasas que pueden ser liberadas al medio por otros microorganismos (Kates, 1993).

Todas estas propiedades van a permitir una aplicacion biotecnoldgica de los lipidos de

arqueas, como se describira con mas detalle a lo largo de esta memoria.

2.3.2. Pigmentos retinales de haloarqueas

La presencia de proteinas que contienen este tipo de pigmentos en algunas especies de
haloarqueas es un hecho peculiar tanto por las implicaciones fisioldgicas que representa como
por las aplicaciones que se pueden hacer de ellas, por lo que vamos a describirlas mas en
detalle.

Han sido identificadas cuatro proteinas con pigmentos retinales implicadas en la obtencion
de energia a partir de la luz. Dos de ellas son bombas de protones dirigidas por la luz, una
externa, la bacteriorrodopsina, y una interna, la halorrodopsina. Las otras dos proteinas
identificadas son rodopsinas sensoriales, implicadas en la fotosensibilidad para la fototaxis. La
rodopsina | es un receptor de luz verde, que es un estimulo atractivo o positivo para las
células, mientras que la rodopsina Il, también llamada fotorrodopsina, es un receptor de la luz
azul, luz que actua como repelente (Oren, 2006).

La bacteriorrodopsina, un pigmento purpura, fue descrita por primera vez en Halobacterium
salinarum (Oesterhelt y Stoeckenius, 1974). Es una proteina de 27 kDa que lleva el retinal
como grupo prostético. Se localiza en unos granulos, denominados membrana purpura, en la
membrana celular de ciertas especies. Sirve como bomba externa de protones, y cuando se
excita por una determinada longitud de onda, los protones son transportados desde el
citoplasma al exterior de la célula. El gradiente de protones que se origina se usa en la

realizacién de procesos celulares que requieren energia, como la fosforilacion de ADP a ATP
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(Danon Y Stoeckenius, 1974). Bajo las condiciones apropiadas H. salinarum produce este
pigmento en grandes cantidades, lo que proporciona una tonalidad purpura a los cultivos. Otra
especie que produce bacteriorrodopsina en grandes cantidades es Halorubrum sodomense
(Oren, 1983), y también se han encontrado pequefas cantidades de la proteina en diferentes
especies de Haloarcula (Kitajima et al., 1996).

La segunda proteina retinal, halorrodopsina, tiene una estructura muy similar a la
bacteriorrodopsina, pero el mecanismo de accion es diferente, ya que actua como una bomba
de iones cloro. Cuando es excitada por la luz, se produce el transporte de dichos iones desde
el exterior al citoplasma. El transporte de iones cloro es importante para mantener el apropiado

balance ionico y es esencial pra el crecimiento (Oren, 2006).

2.3.3. Envoltura celular

Al igual que las bacterias, casi todas las arqueas tienen una pared celular que protege la
integridad celular, pero los componentes de esta pared son diferentes a los integrantes de la
misma en las bacterias. En lugar de la mureina, las paredes celulares de las arqueas con
tincion de Gram positiva poseen una serie de polimeros de diferente naturaleza quimica que
forman una pared celular rigida. La mayoria de las arqueas son negativas en la tincién de
Gram, y poseen solamente unas envolturas celulares (capa S) de naturaleza proteica o
glicoproteica.

La envoltura celular de las arqueas puede ser clasificada en tres tipos segun sus principales
componentes (Kandler y Konig, 1998; Bullock, 2000):

e Pseudomureina: esta presente en miembros de las Methanobacteriales y el género
Methanopyrus. La estructura de este peptidoglicano contiene d&cido L-
talasoaminomuramico en vez de acido muramico, y carece de D-amino&cidos.

e Heteropolisacaridos: este tipo de pared celular se da en los géneros Methanosarcina
y Halococcus. La pared celular en el género Methanosarcina esta constituida por
metanocondroitina, compuesta por galactosamina, acido glucurdnico o galacturdnico

y glucosa, recordando al condroitin sulfato presente en los tejidos conectivos de
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vertebrados. Sin embargo, la metanocondroitina no esta sulfatada y las proporciones
entre los distintos azucares son también diferentes.
Otro tipo de heteropolisacarido, altamente sulfatado, lo encontramos en el género
Halococcus. Consiste en una mezcla de azucares neutros y aminados, acidos
hurdnicos y un &cido aminurdnico, el acido gulosamirdnico
e (Capa S formada por proteinas o glicoproteinas: este tipo de envoltura podemos
encontrarla en metandgenas, algunas especies de hipertermdfilas y haléfilas extremas,
como Halobacterium donde la glicoproteina de la pared es rica en aminoacidos de

caracter acido (aspartato y glutamato) en forma de sales sodicas.

2.4. Aplicaciones biotecnoldgicas de las arqueas

Desde los afios 80 el interés por los microorganismos extremdfilos se ha ido incrementando
debido a la continua aparicion de aplicaciones biotecnoldgicas para ellos (Schiraldi et al., 2002;
Antranikian et al., 2005). A continuacion se detallan algunas de las principales aplicaciones de

los tres grupos de arqueas.

1. Arqueas metandgenas:

La aplicacion industrial principal de las metandgenas es el tratamiento anaerdbico de
residuos como aguas y fangos residuales procedentes de la industria, agricultura y de las
depuradoras municipales, con la consiguiente produccion de metano, que puede ser
recuperado y utilizado (Schiraldi et al., 2002).

Las ventajas de la metanogénesis industrial son considerables, sobre todo si tenemos en
cuenta que es un proceso facil y econémico, ya que el material sobre el que se trabaja es un
residuo, y es una alternativa a complicados y caros sistemas para la eliminacién de residuos

perjudiciales para el medio ambiente (Cowan, 1992).
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2. Arqueas termofilas:

La principal aplicacion biotecnoldgica de estas arqueas reside en su sistema enzimatico,

con enzimas que presentan amplias posibilidades de aplicacion industrial. En general,

puede asumirse que cualquier enzima aislada de un organismo terméfilo extremo sera mas

termoestable que si la aislamos de uno que no sea termdfilo. Ademas parece ser que si una

proteina es mas termoestable, tendra también un mayor grado de resistencia ante otros

potenciales agentes desnaturalizadores, como detergentes, disolventes organicos o agentes

oxidantes (Cowan, 1992). Asi, se utilizan un gran numero de enzimas procedentes de

arqueas termdfilas. A continuacion se detallan las mas relevantes:

Enzimas procesadoras del almidon: el procesado industrial del almidén con el
fin de obtener productos como dextrinas, glucosa, fructosa o trehalosa puede
beneficiarse de la utilizacion de enzimas termoestables, ya que en todos los
procesos de conversion del almidon se usan elevadas temperaturas para
licuarlo y facilitar asi la accion de las enzimas. De este modo, en la industria
del almidon se utiliza una gran variedad de a-amilasas, pululanasas tipo I,
pululan-hidroxilasa, a-glucosidasas y glucoamilasas provenientes de arqueas
termo e hipertermdfilas (Antranikian et al., 2005). Con estas enzimas se
consigue la hidrdlisis de almidon soluble, amilosa, amilopectina y glicdgeno,
obteniéndose principalmente maltotriosa, junto con cantidades pequefias de
glucosa y maltosa (Kobayashi et al., 1994)

Celulasas: la degradacion de la celulosa para obtener su mondémero, glucosa,
puede hacerse mediante la accion de tres enzimas: endoglucanasas,
exoglucanasas y [-glucosidasas. Las dos ultimas han sido aisladas de
diferentes especies de Sulfolobales y de la especie Pyrococcus furiosus
(Cubellis et al., 1990; Voorhorst et al., 1995).

Enzimas degradadoras de polimeros, como xilanasas y otros tipos de
celulasas, pueden ser de especial importancia en industrias quimicas y

farmaceduticas asi como en la industria del papel (Schiraldi et al., 2002).
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e Proteasas, que son de especial importancia en la formulacién de detergentes
(Schumacher et al., 2001).

e Lipasas y esterasas, aisladas de Archaeoglobus fulgidus y Sulfolobus
shibatae, son también interesantes por su efecto detergente de aplicacion en
la industria lechera (Schiraldi et al., 2002).

e Enzimas para biologia molecular: una serie de polimerasas termoestables
procedentes de arqueas terméfilas son usadas para las reacciones de

ampliacion y secuenciacion del ADN (Antranikian et al., 2005).

3. Arqueas halofilas:

Las arqueas haldfilas poseen un gran numero de aplicaciones utiles con una gran variedad

de campos de aplicacion, por lo que nuevos potenciales y aplicaciones en biotecnologia

siguen siendo investigados (Ventosa y Nieto, 1995; Margesin y Schinner, 2001). Ademas, las

haloarqueas presentan ciertas ventajas frente a otros microorganismos para la aplicacion en

procesos biotecnoldgicos, ya que el cultivo es relativamente facil, los riesgos de

contaminaciones son bajos debido a la alta concentracion de sales utilizada y el tamafio del

cultivo puede ser escalado para el uso de grandes fermentadores (Oren, 2006).

Entre estas aplicaciones cabe destacar las siguientes:

Aplicacion en alimentacion: la elaboracion de salsas a base de pescado fermentado
es frecuente en Asia, como la salsa Nam Pla en Tailandia, elaboracioén en la que
estan implicadas arqueas haldfilas. El producto se hace de manera tradicional
anadiendo dos partes de pescado y una parte de sal marina. La mezcla se cubre
de una salmuera muy concentrada (4,4-5,1 M) y se deja fermentar durante un afo
aproximadamente. El desarrollo de arqueas haldfilas rojas, identificadas como
Halobacterium y Halococcus, es maximo a partir de la tercera semana y persiste
durante todo el proceso de fermentacion. Parece ser que las proteasas
halobacteriales participan en el proceso de fermentacién (Thongthai y
Suntinanalert, 1991; Thongthai et al., 1992).
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Produccion de biopolimeros: varias especies de haloarqueas, en especial Haloferax
mediterranei, ~ produce  cantidades  intracelulares  importantes  de
polihidroxialcanoatos (PHAs), en concreto poli-B-hidroxibutirato (PHB) y poli-B-
hidroxivalerato (PHV) (Rodriguez-Valera y Lillo, 1992). Copolimeros de PHB y PHV
se sintetizan en la industria como plasticos biodegradables, y son una buena
alternativa a los termoplasticos derivados del petréleo. Ademas estos plasticos son
biocompatibles, de manera que también pueden ser utilizados para aplicaciones
farmaceduticas y clinicas, desde la liberacion controlada de medicamentos hasta el
uso para aplicaciones quirurgicas y protésicas. H. mediterranei produce 0,3 g de
biopolimero, mezcla de PHB y PHV, por gramo de peso seco. El rendimiento es
menor del producido por Ralstonia eutropha, bacteria usada industrialmente con el
mismo fin pero el uso de H. mediterranei conlleva ciertas ventajas si se compara
con el uso de la citada bacteria, con una mayor produccion de biomasa,
crecimiento rapido sobre sustratos carbonados baratos, como almiddn, produccion
de diferentes tipos de polihidroxialcanoatos (PHA) en funcion del sustrato
suministrado, lisis celular espontanea en agua, lo que falicita la recuperacion del
polimero y alta estabilidad genética (Cowan, 1992).

Producciéon de polisacaridos: Haloferax mediterranei produce también un
polisacarido extracelular con potencial biotecnoldgico. Es un heteropolisacarido
acido con una alta viscosidad a concentraciones relativamente bajas del mismo,
resistente a extremos de salinidad, pH y temperatura. El rendimiento de la
produccion es de 3-8 g/l (Oren, 2006). Se ha visto que otras especies de éste
género tambien producen exopolisacaridos, como Haloferax gibbonsi y Haloferax
volcanii (Severina et al., 1990; Paramonov et al., 1998). Estos polimeros se usan
para modificar las propiedades reoldgicas de los sistemas aucosos, como agentes
espesantes para la estabilizacién de la viscosidad, gelantes y emulsificantes, que
pueden aplicarse para mejorar la recuperacion del petréleo (Ventosa y Nieto,
1995).
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Degradacion de compuestos tdxicos: un numero considerable de sustratos
inusuales pueden ser utilizados para el desarrollo de determinados tipos de
haloarqueas, caracteristica que puede utilizarse en tareas de biorremediacion
medioambiental. Asi, una arquea aislada de un pantano salino en el sur de Francia
era capaz de degradar compuestos como hidrocarburos saturados (tetradecano,
hexadecano, eicosano, heneicosano), alcanos (pristano), hidrocarburos aromaticos
(fenantreno, antraceno, acenafteno) y acidos grasos de cadena larga como acido
palmitico (Bertrand et al., 1990). Estas propiedades se han encontrado también en
cepas taxondmicamente cercanas a Halobacterium salinarum, Haloferax volcanii y
Halorubrum distributum (Kulichevskaya et al., 1991).

Enzimas: como amilasas, amiloglucosidasas, proteasas y lipasas, que tienen la
peculiaridad de ser funcionales a alta salinidad; mientras que la mayoria de
enzimas se inactivan por altas concentraciones de sal, éstas requieren al menos
una concentracion 1M de cloruro sodico para su correcta estabilidad y
funcionamiento (Cowan, 1992). Esta propiedad puede ser util en procesos
biotecnoldgicos que requieran altas concentraciones de sal para la degradacion de
macromoléculas.

Pigmentos retinales: la bacteriorrodopsina y halorrodopsina presente en la
membrana purpura de determinadas arqueas haldfilas tiene multiples aplicaciones
tecnoldgicas, debido a su alta estabilidad termodinamica y fotoquimica, y a la
facilidad de inmovilizarla sobre sustratos solidos, produciendo sefales
fotoeléctricas altamente reproducibles. Asi, se usa para el desarrollo de potentes
procesadores y memorias computacionales (biochips), procesadores de la luz
espacial, retinas artificiales y holografia, entre otras. Para convertir la
bacteriorrodopsina en un sensor de luz se extiende en una fina capa a modo de
sandwich entre un electrodo y un gel conductor de la electricidad. Cambios
conformacionales en la molécula crean un desplazamiento de la carga, generando
una sefal eléctrica que viaja a través del electrodo. El uso de esta proteina tiene

muchas ventajas: es estable en un amplio rango de temperaturas (0-45°C), de pH
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(1-11) y la reaccion fotoquimica es autoregenerativa (Ventosa y Nieto, 1995).
Bacteriorrodopsina aislada de H. salinarum esta siendo comercializada en la
actualidad por dos compaiias, COBEL (Barcelona, Espafia) y MIB (Munich
Innovative Biomaterials, Munich, Alemania) (Margesin y Schinner, 2001).

e Solutos compatibles: los solutos organicos sintezados por las células para el
mantenimiento del equilibrio osmatico tienen también aplicacion bitecnoldgica. La
ectoina y sus derivados han sido patentados como sustancia hidratante para
cosméticos (Montitsche et al., 2000), aunque la aplicacién mas prometedora es
usarlos como estabilizadores en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), ya
que son excelentes estabilizadores de biomoléculas (Sauer y Galinski, 1998).

e Aplicaciones clinicas: la DNA topoisomerasa tipo Il de las arqueas haldfilas es
sensible a algunos farmacos antitumorales que son activos frente a la
topoisomerasa tipo Il de células euariotas. Esto abre la posibilidad de usar la
enzima haldfila para realizar screenings de nuevos agentes citostaticos, que se
haria mediante un ensayo sencillo utilizando plasmidos superenrollados de arqueas
haldfilas, los cuales en presencia de la DNA topoisomerasa se relajan, de manera
que la inhibicion de la topoisomerasa por parte de un farmaco puede ponerse de
manifiesto visualizando los cambios de movilidad del plasmido en un gel de
agarosa (Forterre y Mouldy, 1989). Ademas, una proteina de 84 kDa encontrada en
H. salinarum tiene epitopos relacionados con la proteina humana c-myc, producto
de un oncogen encontrado en el suero de pacientes con determinados tipos de
canceres. La proteina de 84 kDa puede utilizarse como antigeno para detectar
anticuerpos frente a la proteina humana, pudiendo hacer un diagnostico precoz de

los tumores que presentan este tipo de marcador (Benmahrez et al., 1988).

Aparte de todas las aplicaciones que se han descrito hasta el momento, no podemos
olvidarnos de los peculiares lipidos de membrana que presentan los microorganismos de este
Dominio. Asi, por sus caracteristicas quimicas, son una excelente materia prima para la

formacion de liposomas, de aplicacion en ambito clinico, farmaceutico y cosmético como
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vehiculo de sustancias activas, liposomas que han demostrado una destacable estabilidad y
una limitada pérdida de los solutos encapsulados (Gambacorta et al., 1995).

Estos liposomas, denominados arqueosomas, seran ampliamente descritos en el punto 3.7
de la introduccion por tratarse del tema central de esta memoria.

Los lipidos de arqueas también se han propuesto para la utilizacién como mondémeros en
biolectrnica, principalmente porque la estructura bipolar de los lipidos tetraeter ofrece nuevas
oportunidades para la interaccion lipido-proteina, lo cual es interesante en el desarrollo de
dispositivos electronicos a base de proteinas o enzimas con potencial redox (De Rosa et al.,
1994).
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3. SISTEMAS DE VECTORIZACION DE FARMACOS: LIPOSOMAS

El objetivo de cualquier sistema de vectorizacion, vehiculizacién o direccionamiento de

farmacos es modular su farmacocinética y/o su distribucion tisular de un modo beneficioso.

Este beneficio se puede considerar atendiendo a diferentes caracteristicas relacionadas con la

accion del farmaco (Storm y Crommelin, 1998):

Direccion: transportando al farmaco al lugar concreto de accion en el organismo, es
decir, al 6rgano diana, se potencia su efecto terapeutico por la liberacion del mismo
en el sitio especifico. Este fendmeno de direccionamiento tiene un segundo efecto
positivo, ya que aisla al farmaco en su paso por el organismo, evitando asi la
distribucion tisular indiscriminada y disminuyendo o evitando la aparicion de efectos
adversos indeseados y de fendmenos de toxicidad.

Duracion: los sistemas de vectorizacion pueden actuar como un reservorio del
farmaco, de manera que éste se va liberando poco a poco desde el transportador.
Esta liberacion sostenida puede aprovecharse para mantener los niveles terapeuticos
en sangre, aumentando la duracion de la accién y disminuyendo por tanto la
frecuencia de administracion.

Proteccion: el farmaco encapsulado dentro del vector se encuentra protegido de
factores que, como las enzimas degradativas, pueden degradarlo cuando se
encuentra en forma libre.

Internalizacion: algunos tipos de transportadores, como los liposomas, son capaces
de interaccionar directamente con la célula diana promoviendo la liberacion
intracelular del farmaco, en particular de aquellos que en la forma libre no son

capaces de entrar en la célula debido a caracteristicas fisicoquimicas incompatibles.

A lo largo de las ultimas décadas se han desarrollado un gran numero de sistemas de

vectorizacion, y si los clasificamos atendiendo a su magnitud estructural, podemos considerar

dos grandes grupos: macroparticulares, que pueden ser moléculas de origen natural o

sintético, y vectores de tamafio de particula. Dentro de éstos ultimos se distinguen los

sistemas microparticulares, como microesferas, microcapsulas y particulas de latex, y sistemas
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nanoparticulares, integrados por nanocapsulas, nanosferas, sistemas micelares, niosomas y

liposomas (Storm y Crommelin, 1998).

3.1. Generalidades sobre liposomas

Las primeras vesiculas elaboradas a partir de fosfolipidos, denominadas liposomas, fueron
obtenidas en 1965 por Bangham y colaboradores (Bangham et al., 1965) con el fin de estudiar
las membranas bioldgicas. A partir de los afios 70 una gran variedad de aplicaciones han ido
emergiendo, siendo muy Uutiles como modelos y herramientas en diversas disciplinas
cientificas, como fisica tedrica, biofisica, quimica, ciencias de los coloides, bioquimica y
biologia, entre otras. Sin embargo, la aplicacion mas importante de los liposomas es el campo
de la vectorizacion de farmacos, habiéndose utilizado por primera vez con esta finalidad por
Gregoriadis y colaboradores (Gregoriadis, 1976a, 1976b). Desde entonces el interés por los
liposomas como sistemas de transporte ha ido en aumento y en la actualidad se desarrollan
numerosas investigaciones en este ambito, encontrandose en el mercado sistemas
liposomiales como transportadores de farmacos, formulaciones cosméticas, sustancias para
diagndstico y diversas aplicaciones en la industria alimentaria (Lasic, 1998).

Los liposomas son vesiculas microscopicas constituidas por una o varias bicapas,
normalmente compuestas de fosfolipidos, conformando una membrana que deja en su interior
uno o varios compartimentos acuosos. En dichas bicapas los fosfolipidos se disponen
orientados con las cadenas hidréfobas situadas paralelamente entre si, lo cual constituye una
capa, que se enfrenta a las cadenas hidréfobas de la otra capa. Las cabezas polares se
orientan hacia el exterior, originando una estructura concéntrica que alberga en su interior el
compartimento acuoso (Jesorka y Orwar, 2008). Los liposomas se generan mediante un
proceso de autoensamblamiento al poner en contacto los fosfolipidos con un medio acuoso,
fendmeno que no es del todo espontdneo ya que en general se puede considerar que los
liposomas no son un sistema termodinamicamente estable y, por tanto, necesitan del aporte de
un cierto grado de energia (agitacion, sonicacion o extrusion) para formarse (Lasic, 1998). La

figura 6 representa un esquema de como se forma el liposoma.
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Los lipidos mas frecuentemente usados para la elaboracion de liposomas son fosfolipidos de
origen natural, en particular fosfatidilcolina de carga neutra, o fosfolipidos cargados
negativamente, como &cido fosfatidico, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina.
La esterilamina se usa cuando se requiere una carga positiva sobre los liposomas, y existe
también un grupo de lipidos sintéticos con determinadas propiedades que se utilizan cuando
se quiere donar una funcionalidad mas concreta a los liposomas obtenidos (Jesorka y Orwar,
2008). Ademas es comun incluir colesterol en la composicién de las formulaciones, ya que
aumenta la estabilidad del liposoma al inducir una conformacion mas ordenada de las cadenas
lipidicas (Raffy y Teissie, 1999).

Los liposomas se asemejan a las membranas celulares tanto en estructura como en
composicion. Tipicamente estan elaborados con lipidos de origen natural, lo que hace que
sean biodegradables, no tdxicos y no inmundgenos. Ademas, por el caracter anfipatico de la
membrana son capaces de transportar sustancias tanto de caracter lipéfilo, que se albergan en
la membrana, como hidrdfilo, que son transportadas en el compartimento acuoso interior, lo

que hace de ellos un sistema ampliamente versatil (Lasic, 1998).

(A) (B)

Figura 6. Esquema del fendomeno de autoensamblamiento de los fosfolipidos que
conduce a la formacion del liposoma: (A) Moléculas de fosfolipido; (B) Bicapa de

fosfolipidos; (C) Liposoma
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3.2. Clasificacion de los liposomas

Existen diversos criterios en base a los que se clasifican los liposomas en diferentes tipos.

1. Atendiendo a parametros estructurales: basandose en el numero de compartimentos y en
el tamano de las vesiculas se distinguen los siguientes tipos de liposomas(Barenholz y
Crommelin, 1994):

e \Vesiculas plurilaminares o multicompartimentales: se caracterizan por poseer varias
bicapas que encierran un numero igual de compartimentos acuosos. Dentro de ellos
se distinguen varias especies:

»  Multilaminares o multilamelares (MLV): su tamafio oscila desde 0,5 pm a
varias decenas de um. Se obtienen al dispersar los fosfolipidos mediante agitacion
en un exceso de solucion acuosa. El nimero de bicapas asi como la distribucion de
tamanos en la suspension liposomial obtenida va a depender de la magnitud de la
energia empleada para su elaboracion. Su estabilidad es muy buena y suelen
usarse en aplicaciones industriales asi como para el transporte de farmacos.

> Oligolamelares (OLV): se caracterizan por tener menor numero de bicapas

que el tipo anterior y un tamafio de particula inferior, que oscila entre 0,1y 1 uym.

e Vesiculas unilaminares o unilamelares (UV): se caracterizan por poseer una unica
bicapa que alberga en su interior el compartimento acuoso. Se distinguen diferentes
tipos en funcién de su tamano:

» Vesiculas unilaminares de pequefio tamafo (SUV) o microvesiculares: su
tamano esta comprendido entre 20 y 100 nm. La capacidad de encapsulacion es
pequefia, al igual que su estabilidad. Se obtienen a partir de una suspensién de
MLV mediante tratamiento con ultrasonidos, extrusion o tecnologia de
deshidratacion-rehidratacion vesicular.

> Vesiculas unilaminares grandes (LUV) o macrovesiculares: su tamafo se
considera mayor de 100 nm, pudiendo llegar hasta 1 um. Poseen una buena
eficiencia de encapsulacion y su estabilidad es media. Son especialmente efectivas

para la encapsulacion de sustancias hidrosolubles, ya que poseen un gran
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compartimento acuoso, y se obtienen facilmente mediante evaporacion en fase
reversa.

> Vesiculas unilaminares gigantes (GUV): son vesiculas con tamafio mayor de
1 um, pudiendo alcanzar hasta los 50 ym. Se consiguieron primeramente mediante
agitado cuidadoso de una pelicula lipidica fina y homogénea en agua pura
templada (Reeves y Dowben, 1970). Posteriormente se desarrollaron otros
métodos para la elaboracion de este tipo de vesiculas, siendo particularmente
interesante el descrito por Moscho y colaboradores, que permite obtenerlas en
tiempos muy breves (2 min aproximadamente) lo cual supone una ventaja para la

encapsulacion de sustancias facilmente alterables (Moscho et al., 1996).

e Liposomas multivesiculares (MVV): consisten en una vesicula que a su vez contiene

en su interior otras vesiculas. Normalmente su tamafio es superior a 1 ym.

La figura 7 recoge los diferentes tipos de liposomas comentados.

O._
T
i

O

Figura 7. Tipos de liposomas segun su estructura
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2. Atendiendo a su composicion y aplicacion:

Segun este criterio de clasificacion podemos distinguir cuatro grandes tipos de liposomas
(Lasic, 1998)(Figura 8):

Liposomas convencionales: este tipo puede definirse como liposomas tipicos
compuestos unicamente por fosfolipidos, neutros o cargados negativamente, vy
colesterol. Las primeras investigaciones en el campo de los liposomas fueron
llevadas a cabo utilizando este tipo de vesiculas. Dentro de ellos los hay con una
amplia variedad de propiedades fisicoquimicas tales como tamafio, composicion
lipidica, carga superficial y numero de bicapas. Se caracterizan por tener una vida
media de circulacion en sangre muy corta, ya que cuando se administran
parenteralmente tienen una gran tendencia a acumularse rapidamente en células
fagocitarias del sistema fagocitico mononuclear (SFM). Los o6rganos donde se
acumulan en mayor grado son el higado y el bazo. Esto puede utilizarse
terapeuticamente convirtiendo a los liposomas convencionales en candidatos para la
liberacion de farmacos a nivel de los macrofagos. Asi, se han obtenido buenos
resultados al usarlos para la administracion de agentes antimicrobianos directamente
en macrdfagos de tejidos infectados (Bakkerwoudenberg, 1995) y para la liberacion
de inmunomoduladores que aumentan la capacidad de los macréfagos en la

eliminacion de células neoplasicas (Killion y Fidler, 1994).

Liposomas de larga circulacion: la aparicion de este tipo de vesiculas supuso, a
finales de los afios 80, un gran avance y resurgimiento de las investigaciones con
liposomas ya que superaban una de las limitaciones de los liposomas
convencionales, su corta vida en circulacion en el organismo. Este nuevo tipo, al
permanecer mas tiempo en circulacion, les permitia extravasarse a zonas del cuerpo
donde la permeabilidad de los vasos estaba aumentada, incluyendo areas
patoldgicas como tumores solidos (Maruyama et al., 2005) y sitios de infeccion y de
inflamacién. La forma mas frecuente para obtener liposomas de larga circulacion es

uniéndoles en la superficie, mediante enlace covalente, polimeros hidrofilicos de
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polietilenglicol (PEG), los cuales, al estar altamente hidratados, crean una barrera
estérica que les impide interaccionar con moléculas y células del organismo. Estos
liposomas recubiertos de PEG se denominan también estéricamente estabilizados o

sigilosos (“stealth”), debido a su capacidad de escapar al SFM.

Inmunoliposomas: estos liposomas poseen, ligados en su superficie, anticuerpos
especificos o fragmentos de ellos que potencian la union a las células diana. A pesar
de que los sistemas con inmunoliposomas han sido estudiados con diferentes fines
terapeuticos, la principal aplicacion es la liberacion dirigida de agentes
antineoplasicos (Tuffin et al., 2005; Mamot et al., 2006; Noble et al., 2009). Los
inmunoliposomas presentan también el problema de llegar rapidamente al higado y el
bazo, por lo que para garantizar la accesibilidad a otros érganos diana ha cobrado
cierto interés la administracion local directa en las cavidades corporales. Para
prolongar la vida media de los inmunoliposomas se puede cubrir su superficie con
polietilenglicol, lo cual aumenta la posibilidad de alcanzar otras dianas diferentes de
los macréfagos del SFM (Chekhonin et al., 2007). Otras aplicaciones de este tipo de
liposomas son la liberacion dirigida de insulina (Yang et al., 2009) la deteccion de
determinados tipos de canceres de manera precoz y sensible (Freedman et al., 2009)

y su uso en tomografia vascular (Danila et al., 2009).

Liposomas catidnicos: son los miembros mas jovenes de la familia de los liposomas.
Los componentes del liposoma son lipidos cationicos que interaccionan con la
molécula de ADN, de carga negativa, de manera que se forma un complejo lipido-
ADN con carga neutra (lipoplejos) que condensa el ADN en una estructura mas
compacta, proporcionandole proteccion frente a procesos de degradacion enzimatica
y favoreciendo la internalizacion y expresion celular de dicho material genético. Este
tipo de liposomas se utilizan para terapia génica, que consiste en el tratamiento de
las enfermedades a nivel molecular, activando o desactivando genes y modificando

asi la sintesis de proteinas. El liposoma ideal para el uso terapeutico de genes debe
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encapsular plasmidos de ADN con una alta eficiencia y tiene que tener un tamafo de
particula no superior a los 100 nm, de manera que pueda salir facilmente de los
vasos sanguineos (Templeton y Lasic, 1999; Patil et al., 2005). Al igual que en los
otros casos, estos liposomas también pueden ser estabilizados mediante el

recubrimiento de la superficie con moléculas de polietilenglicol (Lasic, 1998).

Liposoma convencional

Liposoma
cationico

Liposoma “Stealth” o
estabilizado con PEG

Inmunoliposoma

Figura 8. Tipos de liposomas segtin su composicion y aplicacion

(tomado de Storm y Crommelin, 1998)

3.3. Métodos de elaboracion de liposomas

Existen diversos métodos para la elaboracion de liposomas de diferente tamafio y nimero de
bicapas lipidicas. En el proceso de elaboracion podemos distinguir tres fases: hidratacion del
lipido, homogenizacién del tamafio y eliminacién de la sustancia no encapsulada.

1. Fase de hidratacion:

Diversos métodos estan basados en la obtencién de liposomas a partir de una pelicula
seca de lipidos que posteriormente es hidratada con una solucion acuosa que contiene la
sustancia a encapsular. Se realiza mediante agitado manual, usando un vértex o mediante
un homogenizador o agitador mecanico. De este modo la mayoria de vesiculas que se

forman son multilaminares (MLV), con una alta eficiencia de encapsulacién pero una gran
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heterogeneidad de tamafos, por lo que es necesaria una segunda fase en la que se
homogeiniza la distribucion de tamafios en la muestra. Otra técnica reemplaza el solvente
organico, que contiene los lipidos disueltos, por una solucion acuosa donde va disuelta la
sustancia a encapsular. Este intercambio de solvente se realiza de manera muy rapida y se
caracteriza por una transferencia directa de la mezcla de lipidos desde el solvente organico a
un tampén acuoso. EI método es muy rapido y proporciona eficiencias de encapsulacion
considerablemente altas. Un tercer método es el de inyeccion del solvente, que consiste en
la inyeccion muy lenta de una solucion etandlica de lipidos en una fase acuosa, lo que
permite la formacién de vesiculas unilaminares. Los liposomas asi obtenidos tienen una
distribucion de tamafio muy bien definida y una alta eficiencia de encapsulacion. El etanol
residual de la muestra se elimina mediante didlisis repetida en agua destilada. Otras
metodologias se basan en la adicion de detergentes a los lipidos en una mezcla de
agua/solvente organico, eliminando posteriormente estos agentes mediante dialisis o
filtracion en gel. Otros nuevos métodos han sido también utilizados, como la coacervacién o
formaciéon mediante microfluidificacion, con la que se obtienen principalmente liposomas

unilaminares (Jesorka y Orwar, 2008).

2. Fase de homogenizacion del tamafio:
Los métodos utilizados con este fin son fundamentalmente dos (Jesorka y Orwar, 2008):

e Extrusion: la suspension de vesiculas multilaminares es obligada a pasar a través
de un sistema de membranas de policarbonato apiladas de manera que cada vez el
tamano de poro es mas pequefio. Este proceso se repite entre 5y 10 veces, hasta
obtener el tamafio de particula deseado.

e Tratamiento con ultrasonidos: es un método bastante sencillo para la reduccién del
tamano de los liposomas. La suspension MLV se trata durante algunos minutos con
un sonicador de sonda de titanio en bafio de hielo para disipar el calor producido
durante la sonicacion. Posteriormente es recomendable filtrar los liposomas a
través de un filtro de 0,45 ym para eliminar pequefas particulas de titanio que

pueden desprenderse de la superficie de la sonda.
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3. Fase de separacion de la sustancia no encapsulada:
Como se viene refiriendo, la capacidad de encapsulacion de los liposomas es limitada y va a
depender del tipo de vesicula obtenida. Para determinar la eficiencia de la encapsulacion es
necesario retirar de la suspension liposomial la fraccion de sustancia no encapsulada. Esto
se lleva a cabo principalmente mediante cuatro métodos (Barenholz y Crommelin, 1994):

e Didlisis.

e Ultracentrifugacion.

e Cromatografia en gel.

e Utilizando resinas de intercambio idnico.

3.4. Estabilidad de los liposomas

La estabilidad de los liposomas va a ser una caracteristica muy importante a tener en cuenta
desde un punto de vista farmacedtico, ya que una forma farmaceutica debe ser estable desde
su preparacion hasta su utilizacion, por lo que la estabilidad va a condicionar la duracién del
periodo de tiempo durante el cual las propiedades de la preparacion farmaceutica se
mantienen inalteradas. En los liposomas podemos distinguir dos tipos de estabilidad, la
quimicay la fisica.

1. Estabilidad quimica de los liposomas

Este tipo de estabilidad es debida a los fosfolipidos que conforman la membrana del

liposoma, ya que pueden sufrir procesos degradativos por diferentes vias. Las principales

vias de degradacion que van a limitar la vida media de las dispersiones liposomiales son dos

(Grit y Crommelin, 1993):

e Via oxidativa: la oxidacion de los fosfolipidos ocurre fundamentalmente en aquellos
que poseen cadenas de &cidos grasos insaturados, pero puede producirse también
en fosfolipidos con acidos grasos saturados cuando se someten a altas
temperaturas. La oxidacion se produce por un mecanismo de formacion de radicales
libres y, a mayor grado de insaturacion de los &cidos grasos, mayor es la
disponiblidad del fosfolipido a la formacion de radicales libres. En presencia de

oxigeno este proceso se ve acentuado. La peroxidacion de los fosfolipidos que estan
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formando liposomas puede reducirse si se usan fosfolipidos de buena calidad,
purificados de hidroperoxidos e iones metalicos de transicién. Ademas, la elaboracion
en atmosfera inerte, la conservacion a bajas temperaturas y la proteccion de la luz
disminuye las posibilidades de que se produzcan fendomenos de oxidacion, e incluso
se pueden afadir sustancias antioxidantes a la formulacion para potenciar la
proteccion frente a la oxidacion. Otra estrategia es la utilizacion de fosfolipidos que

contengan el menor numero posible de insaturaciones.

Via hidrolitica: los cuatro enlaces éster que hay en una molécula de fosfolipido son
susceptibles de sufrir una hidrélisis cuando se encuentran en medio acuoso. Los
ésteres de los grupos carboxi en posicion sn-1y sn-2 se hidrolizan mas rapidamente
que los ésteres de los grupos fosfato, y como resultado se producen respectivamente
2-acil y 1-acil lisofosfolipidos, los cuales sufren ulteriores hidrélisis. Esto ocurre tanto
en medio acido como en basico, y aumenta al incrementarse la temperatura, como
ocurria en la oxidacion. Otro pardmetro que afecta a esta via degradativa es la
longitud y grado de insaturacion de la cadena hidrocarbonada del fosfolipido, de
manera que a medida que aumenta la longitud de la cadena y el grado de saturacion
se reduce la hidrdlisis en medio acuoso. La presencia de colesterol en la bicapa
lipidica parece no influir en la cinética de hidrolisis, aunque algunos autores
consideran que podria acelerar la tasa de hidrdlisis al aumentar la hidratacion de los

grupos polares (Zaslavsky et al., 1984).

2. Estabilidad fisica de los liposomas

La estabilidad fisica de los liposomas concierne a dos parametros: cambios en el tamafio

de particula debido a fendmenos de agregacion y fusidn, y pérdida de la sustancia

encapsulada.

Los cambios en el tamafio medio de particula de una suspension liposomial se ve

fuertemente afectada por la composicion de los fosfolipidos, composicion del medio y pH.

Los liposomas que carecen de carga eléctrica superficial también tienden a ser menos
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estables frente a los fendmenos de agregacion que los que estan cargados. Por tanto, se
puede prevenir la fusién de los liposomas utilizando lipidos cargados para preparar las
formulaciones. También se debe prestar particular atencién al medio de hidratacion, el cual
no debe contener cationes polivalentes ya que inducen la agregacion y fusion de los
liposomas (Lichtenberg y Barenholz, 1988). La pérdida de la sustancia encapsulada por
escape a través de la membrana, sobre todo de aquellas hidrosolubles, depende de factores
como la composicion del liposoma, su tamao y el estado fisico de los lipidos que componen
la membrana, es decir, que se encuentren en estado de gel o de cristal liquido. En general,
el escape de la sustancia es menor cuando los lipidos de la membrana se encuentran en el
estado de gel que cuando estan en el estado de cristal liquido. La incorporacion de colesterol
en las bicapas disminuye la permeabilidad de la membrana. Esta permeabilidad se puede
ver también alterada por la degradacion de los fosfolipidos que forman el liposoma, tanto por
la oxidacion como por la aparicion de compuestos procedentes de la hidrélisis de los grupos
éster descritos anteriormente (Grit y Crommelin, 1993). La temperatura también es un factor
influyente en la estabilidad fisica de los liposomas. El almacenamiento de los mismos a
temperaturas cercanas a la de transicion de fase aumenta la permeabilidad de las bicapas;
de hecho se ha visto que la inestabilidad aumenta de forma acentuada si comparamos entre
vesiculas conservadas a 4°C y a 25°C, y por ello suelen conservarse a 4°C (duPlessis et al.,
1996). El tipo de fosfolipido empleado también condiciona la estabilidad fisica, y a medida
que aumenta la longitud de la cadena de los acidos grasos que forman el fosfolipido se

reduce la pérdida de sustancia encapsulada (Betageri, 1993).

Al elaborar una formulacién liposomica para uso farmaceutico es necesario evaluar
diferentes parametros para la caracterizacion de la misma. Ademas, es frecuente hacer un
seguimiento de esos mismos parametros a lo largo del tiempo para evaluar la estabilidad de la
formulacion. Este estudio puede considerarse como un control de calidad, y podemos distinguir

tres tipos de ensayos validados (Barenholz y Crommelin, 1994):
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Caracterizacion y estabilidad fisica:

> Distribucion de tamano de particula: se realiza fundamentalmente mediante
técnicas espectroscdpicas de dispersion de laser

Microscopia para determinar la estructura del liposoma

Potencial eléctrico de la superficie (potencial zeta)

Porcentaje de sustancia activa libre o eficiencia de encapsulacion

Y V V VY

Proporcion sustancia activa/fosfolipido
Caracterizacion y estabilidad quimica (mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) o cromatografia en capa fina (TLC):
> Peroxidacion de los fosfolipidos

» Hidrolisis de los fosfolipidos

> Autooxidacion del colesterol

» Degradacion del principio activo

Ensayos bioldgicos:

» Esterilidad

» Pirogenicidad

» Toxicidad

3.5. Usos terapéuticos y vias de administracion de liposomas

Como ya se ha descrito mas detalladamente al hacer la clasificacion de los liposomas segun

su composicion y aplicacion, son diversas las aplicaciones terapeuticas de los liposomas.

Dentro de ellas, las mas destacables son (Antimisiaris, 2009):

Quimioterapia para el tratamiento del cancer, incluyendo las metastasis hepaticas
Terapia de enfermedades infecciosas

Terapia génica mediante la encapsulacion de plasmidos u oligonucleétidos
Administracion transdérmica de farmacos

Inmunomodulacion
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Vacunas: los liposomas actian como adyuvantes y ademas pueden llevar
encapsulados coadyuvantes, como glicolipidos y glicoproteinas virales,
potenciando la respuesta al antigeno de la vacuna. EI mecanismo de accion por
el que los liposomas inducen la respuesta inmune ha sido atribuido a la liberacion
lenta del antigeno y a la habilidad de las vesiculas que lo llevan encapsulado de
migrar a los nddulos linfaticos después de una inyeccion local o, cuando se
administran de forma oral, de ser endocitadas por las células M que presentaran
el antigeno a las células linfoides de las placas de Peyer (Lasic, 1998).

Diagndstico mediante la encapsulacién de contrastes

Como sistema de transporte de farmacos se han ensayado diferentes vias de administracion

para los liposomas, entre las que podemos destacar:

Via intravenosa: después de una inyeccion intavenosa de liposomas, éstos son
rapidamente retirados de la circulacion, a no ser que se trate de liposomas
estéricamente estabilizados, capaces de permanecer mas tiempo en circulacion. Esta
rapida retirada se produce por dos vias, una es debida a las lipoproteinas
plasmaticas HDL, que retiran los fosfolipidos de la membrana del liposomas, y otra
€S por un proceso de opsonizacion, que promueve la fagocitosis de los liposomas y
por tanto su rapida degradacion (Antimisiaris, 2009). En el caso de la administracion
de liposomas de larga circulacion se consigue que lleguen a las areas patoldgicas
donde interesa que se produzca la liberacién del farmaco. Esta caracteristica
proporciona aplicaciones no sélo en el campo de la oncologia, siendo utiles ademas
para el transporte de antibiéticos, citoquinas y agentes usados en escintigrafia. La
persistencia en sangre hace que sean también efectivos para la lenta liberacion de
agentes terapeuticos a la circulacion sistémica, tales como biomacromoléculas, y en
este sentido se han hecho estudios utilizando el péptido de accion hormonal
vasopresina (Storm y Crommelin, 1998).

En el caso de los inmunoliposomas el transporte hasta las células diana después de

una infusién intravenosa es muy efectivo. Es particularmente interesante el facil
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acceso a las dianas cuando se encuentran en el compartimento sanguineo, es decir,
cuando se trata de células sanguineas o células endoteliales. El inmunoliposoma se
une a la célula diana que se encuentra en circulacion y este complejo es rapidamente
fagocitado por los macréfagos porque la célula asi recubierta es reconocida como

extrafa, lo que conduce a la rapida eliminacion de la misma (Crommelin et al., 1992).

Via oral: esta via es la mas facil y usada para la administracion de farmacos. Sin
embargo, el desarrollo de formulaciones liposdémicas orales encuentra una barrera
significativa por la susceptibilidad de los componentes de los liposomas al pH acido
del estémago y a la accion de las enzimas digestivas y sales biliares en el intestino.
Los liposomas convencionales no consiguen proteger la sustancia encapsulada de la
degradacion en el tracto gastrointestinal. Los liposomas estéricamente estabilizados
pueden soportar estas condiciones, pero consecuentemente son demasiado estables
en el intestino y no liberan el farmaco encapsulado para que sea absorbido. Una
solucion seria el disefio de liposomas con estabilidad dependiente del tiempo, o la
administracion de los liposomas dentro de una capsula que los liberara al llegar al
intestino. Es posible que la mera presencia de los lipidos que consituyen su
membrana aumente la absorcién en el intestino, ya que las vesiculas mezcladas con
micelas favorecerian el paso de moléculas hidrofébicas a través del epitelo intestinal
(Lasic, 1998).

Via oftalmica: los farmacos aplicados de forma tdpica sobre la superficie ocular son
rapidamente eliminados por diferentes mecanismos (lacrimeo, dilucion por la lagrima
y renovacion de la misma) lo que resulta en una baja biodisponibilidad ocular del
farmaco. La utilizacion de liposomas mejora considerablemente la biodisponibilidad
del farmaco, y asi se han obtenido buenos resultados con liposomas que contenian
genciclovir, siendo la permeabilidad corneal del farmaco el doble cuando se
administra en forma liposomial que en forma de solucion, y con distribucion en

diferentes estructuras oculares, como esclera, cdrnea y humor vitreo (Shen y Tu,
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2007). Una formulacion de tropicamida a base de liposomas cargados positivamente
produjo un significante incremento de la absorcién transcorneal del farmaco. La
mayor afinidad de los liposomas cargados positivamente por los tejidos oculares se
ha atribuido a que la superficie corneal esta cargada negativamente (Nagarsenker et
al., 1999).

e Topica: ésta via ha sido ampliamente estudiada para la liberacién dérmica y
transdérmica mediante transportadores, como los liposomas, tanto de farmacos
como de activos cosméticos. Por ser ésta la via de administracion elegida para las
formulaciones preparadas en este trabajo se realizara a continuacion una descripcion

mas detallada.

3.6. Sistemas vesiculares de aplicacion tépica

La piel puede ofrecer varias ventajas como ruta de administracion de farmacos, aunque su
naturaleza de barrera dificulta la penetracion y el paso a través de ella para la mayoria de las
sustancias. Desde los primeros estudios en los afos 80 (Mezei y Gulasekharam, 1980, 1982)
el interés por las vesiculas lipidicas como una herramienta para mejorar la administracion
topica de farmacos ha ido en aumento, y asi se han desarrollado multiples tipos de sistemas
vesiculares como liposomas, niosomas (vesiculas a base de surfactantes no idnicos),
etosomas (fosfolipidos, etanol a una concentracion entre el 20% y el 45% y agua) y vesiculas
elasticas deformables o transferosomas (fosfolipidos y surfactantes). Las vesiculas actuan
como transportadores de farmacos pudiendo controlar su liberacion de forma activa,
produciendo fundamentalmente dos efectos que van a depender del tipo de vesicula y su
composicion. Estos efectos son la localizacion y formacion de un depésito de los farmacos
dermatoldgicamente activos que se usan a nivel topico, y potenciar la via transdérmica para

farmacos de uso sistémico, evitando el metabolismo de primer paso (Sinico y Fadda, 2009).
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3.6.1. Estructura de la piel

La piel forma una eficiente barrera entre el organismo y el ambiente que lo rodea,
previniene la entrada de patdgenos, protege frente a agresiones fisicas y quimicas e impide
la pérdida no regulada de agua e iones de los tejidos internos. La piel humana esta formada
por una serie de capas que a veces son atravesadas por foliculos pilosos y conductos de
glandulas sebaceas y sudoriparas (Figura 9). Las tres capas fundamentales de la piel son,
de adentro afuera, la hipodermis, constituida por la grasa subcutanea, la dermis, formada por
tejido conectivo, y la epidermis, la capa mas externa, estratificada a su vez en varias capas y
avascular (EI Maghraby et al., 2008).

Estrato corneg

Esfrato granuloso EPIDERMIS
Esfrato éspinoso

Estrato basal

Conducto del sudor ™

Glandula sebacea

Musculo piloerector

L:
"—"—"“"‘Glandula sudoripara > DERMIS

Foliculo piloso

~= (O} vasos sanguineos
.-. } J

CD
> C‘:2“‘-Glc’1bulosde grasa }HIPODERIVIIS

Figura 9. Representacion esquematica de una seccion vertical de piel
humana (Tomada de El Maghraby et al., 2008)

La dermis estd formada por fibras de elastina y coldgeno y un gel interfibrilar de
glicosaminoglicanos, sal y agua. Posee vasos sanguineos y linfaticos asi como
terminaciones nerviosas, unidades pilosebaceas (foliculo piloso y glandula sebacea) y las
glandulas sudoriparas que se encuentran inmersas en ella. Los foliculos pilosos asi como los
conductos sudoriparos conectan directamente con el exterior al abrirse en la superficie de la
piel, y constituyen la ruta apendical para el fendmeno de permeacion de la piel, como se vera
mas adelante (El Maghraby et al., 2008).
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La epidermis no contiene vasos sanguineos, por lo que los nutrientes y las sustancias de
desecho tienen que difundir a través de la confluencia entre dermis y epidermis para que
ésta se mantenga viable. El tipo celular mas abundante en la epidermis es el queratinocito.
La epidermis esta estratificada y en ella podemos distinguir cinco capas bien diferenciadas
que son, empezando por la mas interna, el estrato germinativo o capa basal, donde se
localizan los melanocitos, células productoras del pigmento melanina que absorbe la
radiacion ultravioleta antes de que pueda llegar al nucleo de las células y dafe al ADN. A la
capa basal le siguen el estrato espinoso, el estrato granuloso, el estrato Iucido y el estrato
corneo, constituido por queratinocitos muertos (corneocitos queratinizados), unas 15 o 20
capas, que varia de espesor segun el grado de hidratacion de la piel (Popa, 2009)

El estrato cdérneo (SC) se considera la verdadera barrera fisica para el paso transdérmico
de la mayoria de las sustancias. Los corneocitos se encuentran unidos por una matriz
extracelular constituida por acidos grasos, colesterol y ceramidas de cadena larga,
consituyendo una estructura que se ha denominado “ladrillos y cemento”, donde los ladrillos
son las células y el cemento la matriz rica en lipidos. Esta arquitectura es la responsable de

la efectiva funcion de barrera que cumple el estrato cérneo (Sinico y Fadda, 2009).

3.6.2. Liposomas para administracion topica y transdérmica

Las primeras investigaciones de Mezei y Gulasekharam en 1982 utilizando liposomas para
la aplicacion topica de acetdnido de triamcinolona pusieron de manifiesto que se conseguian
mayores concentraciones del farmaco en epidermis y dermis, mientras que los niveles
sistémicos eran mas bajos que cuando se aplicaba mediante formulaciones convencionales
con la misma concentracion de farmaco (Mezei y Gulasekharam, 1982). Las investigaciones
llevadas a cabo desde entonces por diferentes grupos de investigacion hacen evidente el
hecho de que los liposomas clasicos o convencionales son poco efectivos en la
administracion transdérmica de farmacos ya que no penetran en capas profundas de la piel.
A pesar de que existen algunas evidencias de que en determinados casos la sustancia activa
administrada en forma de liposomas es capaz de pasar a través de las capas de la piel

alcanzando la circulacién sistémica, la mayoria de estudios coinciden en que este tipo de
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liposomas favorecen el acimulo del farmaco en la piel y sus anejos, y por tanto se puede
aprovechar esta caracteristica para el tratamiento topico de afecciones locales, reduciéndose
el paso al resto del organismo y por consiguiente los efectos secundarios (Elsayed et al.,
2007; EI Maghraby et al., 2008). Con este fin se han encapsulado en liposomas
fundamentalmente tres tipos de principios activos: anestésicos locales, diferentes
corticoesteroides y retinoides, mejorando el acumulo en la piel en relacion a la aplicacion en
formulaciones tdpicas convencionales (Elsayed et al., 2007; Sinico y Fadda, 2009).

Tanto la composicién lipidica, el método de preparacion y el estado termodinamico de las
bicapas como las propiedades fisico-quimicas (tamafio de particula, carga y lamelaridad de
las vesiculas) han demostrado ser factores que influyen en el comportamiento y efectividad
de los liposomas cuando se aplican topicamente (Bouwstra y Honeywell-Nguyen, 2002).
Parece ser que a medida que se reduce el tamafio de particula se ve favorecido el paso
hasta capas mas profundas de la piel. Sin embargo se ha visto que este efecto es mayor con
vesiculas de tamafio intermedio en vez de con las mas pequefas, o que sugiere que existe
un tamafio de particula dptimo para una buena liberacion tdpica (Duplessis et al., 1994;
Verma et al., 2003).

Los liposomas convencionales también son utiles en el direccionamiento de agentes
terapeuticos y cosmeéticos hacia los anejos cutaneos, especialmente a las unidades
pilosebaceas, y asi se han conseguido mejores resultados al tratar el acné con
preparaciones vesiculares que cuando se hacia con otro tipo de formulaciones (EI Maghraby
etal., 2008).

3.6.3. Vias de entrada y mecanismo de accion de los liposomas

La cesion a nivel dérmico y transdérmico requiere una eficiente penetracion de los
compuestos activos a través de la barrera de la piel mediante un proceso de difusion pasiva.
Aplicada sobre la superficie de la piel, una molécula puede seguir dos rutas: la
transapendicular y la transepidérmica.

La ruta transapendicular incluye en transporte a través de las glandulas sudoriparas y los

foliculos pilosos con sus respectivas glandulas sebaceas. A pesar de que esta ruta era
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considerada de menor importancia, se ha visto que las unidades pilosebaceas pueden
contribuir signficantemente en la cesion topica de farmacos actuando como una via de baja
resistencia para los iones y moléculas polares grandes que dificimente pueden pasar a
través del estrato corneo. Ademas, los foliculos pilosos estan asociados a diferentes
patologias, como acné, alopecia y tumores severos de piel, de manera que se puede
localizar la accion del farmaco en sus células diana utilizando esta ruta.

En la ruta transepidérmica podemos distinguir dos vias, la transcelular, en la que la
sustancia activa atraviesa los corneocitos y la matriz lipidica, y la intercelular, en la que el
paso es a traves de los espacios libres entre los corneocitos, y que es considerada la

principal via de permeacion para la mayoria de sustancias (Sinico y Fadda, 2009).

Para la donacion del farmaco a la piel por parte del liposoma que lo tiene encapsulado se
han descrito varios mecanismos (Elsayed et al., 2007) (Figura 10):

e Penetracion de vesiculas intactas: la posibilidad de que las vesiculas penetraran en

la piel de forma intacta fue sugerida por Mezei y Gulasekharam. Asi, apuntaban a

que los liposomas, al ser grandes, no eran capaces de entrar en los capilares
sanguineos, permaneciendo en la dermis como un reservorio de farmaco. Es dificil

de imaginar que las vesiculas intactas pudieran pasar a través del tan bien
empaquetado estrato corneo. Es por ello que se han realizado mdltiples
investigaciones para comprobar esta hipétesis. Mediante microscopia electronica

se han detectado liposomas intactos en la dermis, sin embargo, los liposomas
detectados eran todos unilaminares, mientras que sobre la piel se habian aplicado
liposomas multilaminares. Parece ser que esto es debido a que durante el
fendmeno de penetracion las vesiculas multilaminares pierden sus capas mas
externas (Foldvari et al., 1990). Se podria pensar por tanto que a menor tamario de
particula se facilita la entrada de ésta a capas profundas de la piel. Sin embargo el

hecho de que particulas con un tamafo intermedio produzcan un depésito mayor

que las mas pequefas es un indice de que los liposomas no pueden penetrar la

piel intactos (Duplessis et al., 1994), y s6lo podran hacerlo en caso de piel no sana
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que tenga alterada la estructura del estrato corneo (EI Maghraby et al., 2008),

teoria que en la actualidad es generalmente aceptada.

Penetracion aumentada: el hecho de que los liposomas no puedan atravesar la piel
sin alterarse sugeria este segundo mecanismo de accion, el efecto de penetracion
aumentada. Asi, los liposomas entran en el estrato corneo por adhesion sobre la
superficie de la piel, de manera que se mezclan, funden y desestabilizan la matriz
lipidica. Por este motivo actian como potenciadores de la penetracion, ya que
debilitan la estructura lipidica del estrato corneo y al originar una estructura
intercelular peor empaquetada se altera la funcién de barrera que esta capa
presenta a la entrada de la sustancia activa, con un subsecuente aumento del
coeficiente de particion del farmaco en la piel. En este tipo de mecanismo tiene
gran importancia la composicion lipidica de los liposomas, y parece ser que los
liposomas con una composicion heterogénea, es decir, aquellos que van a
presentar en coexistencia diferentes propiedades de fluidez en su membrana, son

Utiles para potenciar la penetracion de la sustancia activa (Verma et al., 2003).

Adsorcion y fusion con el estrato corneo: segun este mecanismo, los liposomas se
adsorben sobre el estrato corneo de manera que se forma una estructura lamelar
desigual sobre la superficie de los corneocitos mas externos. Esto puede aumentar
la permeacion de las moléculas liberadas, produciendo una transferencia directa
del farmaco a la piel. Sin embargo, el colapso de las vesiculas sobre la superficie
de la piel formaria una barrera adicional que reduciria el paso de sustancias

hidrofilicas encapsuladas en el compartimento acuoso central del liposoma.
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Epidermis

Dermis {

Figura 10. Esquema de los distintos mecanismos de accion de
los liposomas en la cesion del principio activo a la piel: A)
Potenciacion de la penetracion; B) Adhesion y fusién con el SC;
C) Entrada de liposomas intactos; D) Ruta transpendicular

3.6.4. Uso cosmético de los liposomas

El estado de hidratacion de la piel es de considerable interés desde un punto de vista
cosmetoldgico, dermatoldgico y farmaceutico. En cosmética, el grado de hidratacién de la
piel, concretamente del estrato corneo, estd directamente relacionado con su apariencia,
como por ejemplo una textura lisa. Desde un punto de vista dermatoldgico la hidratacion de
la piel es indicativo de piel sana, y desde el punto de vista farmaceutico, el contenido en
agua del estrato corneo va a condicionar la permeabilidad de los farmacos administrados
tdpicamente (Esposito et al., 2007).

Unos de los vectores cosméticos de mayor incidencia en la actualidad son los liposomas, y
son numerosos los trabajos cientificos que les atribuyen una actividad favorable sobre la
hidratacién del estrato corneo, debido a su semejanza estructural con las membranas
celulares (Bouwstra et al., 2003; Esposito et al., 2007).

Asimismo, si la humedad cutanea esta regulada fundamentalmente por los lipidos del
estrato cdrneo, parece logico que la composicion lipidica de una formulacion liposémica

podria afectar al grado de hidratacion de la piel. Existen evidencias de que los liposomas y
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las formulaciones liposomiales estan implicados en el fendmeno de hidratacion de la piel,
debido al potencial efecto oclusivo de la pelicula lipidica depositada en la superficie cutanea
(Betz et al., 2005). Los lipidos que constituyen el liposoma tienen efecto hidratante y
restaurador, de manera que las preparaciones liposomiales reducen la aspereza de la piel al
interaccionar con los corneocitos y la matriz lipidica intercelular, proporcionando una piel
mas suave y uniforme. En la actualidad existen en el mercado numerosas cremas
hidratantes y antienvejecimiento a base de liposomas (Kaur et al., 2007).

Aparte de la accién beneficiosa aportada por los lipidos que conforman el liposoma, la
encapsulacion de diferentes agentes de accion cosmética se ve favorecida por el fendémeno
de depdsito de sustancia activa que genera el liposoma. Estas formulaciones son
importantes para la aplicacion en cosmética ya que mejoran la estabilidad y la tolerancia de
algunos ingredientes, como &cidos grasos, vitaminas, o antioxidantes que se encuentran
encapsulados dentro de las vesiculas, asi como mejoran la eficacia y tolerancia de los filtros
solares UV (Nohynek et al., 2007).

El papel de los antioxidantes como agentes terapeuticos para combatir el envejecimiento
cutaneo y el fotoenvejecimiento se estudiarda mas profundamente en el punto 4.1.2. del

capitulo correspondiente de esta memoria.

3.7. Arqueosomas

Se utiliza este término para definir a los liposomas elaborados con lipidos polares
procedentes de las membranas de arqueas. Como se comentd anteriormente, estos lipidos
son caracteristicos de estos microorganismos y, debido a su naturaleza quimica, poseen unas
propiedades que los hacen mas estables y resistentes frente a diferentes tipos de
degradacion, propiedades que se ponen también de manifiesto en las vesiculas obtenidas con
ellos (Gambacorta et al, 1995). Asi, las cadenas alquilicas saturadas les proporcionan
resistencia frente a la oxidacion, y la naturaleza éter del enlace entre las cadenas y el glicerol
imparte estabilidad frente a la hidrdlisis quimica y la accion de esterasas, lo que hara que sean

mas estables durante el almacenamiento. Estas caracteristicas permiten la elaboracion de
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arqueosomas en condiciones relativamente duras, como bajos valores de pH o la presencia de
oxigeno (Choquet et al., 1992).

Diferentes grupos de investigadores han elaborado este tipo de liposomas con el fin de
establecer un modelo para el estudio del comportamiento de estos lipidos en las membranas
de arqueas, asi como para estudiar sus propiedades fisicoquimicas, tales como temperatura
de transicion y permeabilidad a solutos (Yamauchi et al., 1993; Elferink et al., 1994; J. van de
Vossenberg et al., 1999).

En 1986, Ring y colaboradaores realizaron unos estudios iniciales acerca de la estabilidad y
permeabilidad de los liposomas obtenidos a partir de lipidos tetraéter de una arquea
termoacidofila e introdujeron por primera vez la posilibilidad de usar los arqueosomas como
vehiculo de sustancias activas (Ring et al., 1986).

Posteriormente, en 1992, Patel y colaboradores utilizaron los lipidos polares de diferentes
arqueas metanogenas (Methanococcus voltae, Methanococcus jannaschii, Methanosarcina
mazei, Methanospirillum hungatei y Methanosaeta concili) que contenian una composicién
lipidica distinta entre si, presentando diferentes proprorciones de la estructura diéter y tetraéter
en sus membranas. Las vesiculas obtenidas fueron unilaminares y presentaban una
distribucion homogénea de tamafios, excepto para las obtenidas a partir de los lipidos de M.
hungatei, que formaron arqueosomas muy heterogéneos tanto en forma como en tamano. El
tamano de los arqueosomas fue diferente segun la procedencia de los lipidos. Con los
extractos lipidicos de M. voltae, M. mazei, M. conciliiy de M. jannaschii crecido a 50° C se
obtuvieron vesiculas unilaminares con tamafio inferior a los 100 nm, mientras que eran de
tamano mayor en el caso de los lipidos extraidos de M. jannaschii crecido a 65° C. Los lipidos
polares de M. hungateiy de M. jannaschii crecido a 65° C, los cuales estan consituidos a base
de nucleos lipidicos de estructura tetraéter, son los que produjeron vesiculas de mayor
tamano. Esto parece indicar que la presencia de lipidos tetraéter promueve la formacion de
vesiculas mas grandes, probablemente debido a la forma en la que se empaquetan este tipo
de lipidos en la membrana. Ademas, las diferencias en la composicion de grupos polares de

los lipidos también puede influenciar el tamafio de particula (Choquet et al., 1992).

56



Introduccion

A la vista de estos resultados, se realizd un estudio mas exhaustivo acerca de la estabilidad
de los arqueosomas, utilizando para ello una amplia gama de arqueas, tomando
representantes de los tres grupos fenotipicos, y asi se incluyeron en el estudio metandgenas
(Methanococcus voltae, Methanococcus jannaschii, Methanosarcina mazei, Methanospirillum
hungatei, Methanosaeta concilii, Methanobrevibacter smithii, Methanosphaera stadtmanae y
Methanobacterium espanolae), haldfilas extremas (Halobacterium cutirubrumy Natrobacterium
magadii) y termoaciddfilas (Thermoplasma acidophilumy Sulfolobus acidocaldarius).

A partir de los extractos de lipidos polares se obtuvieron, mediante extrusién, arqueosomas
fundamentalmente unilaminares de variados tamafos, excepto para S. acidocaldarius, cuyos
lipidos no formaron vesiculas, y T. acidophilum que presentd entre un 15 y un 20% de
liposomas oligolamelares.

Tras un periodo de entre 10 y 18 meses de almacenamiento a 4 y 25° C y diferentes valores
de pH, el diametro medio de la mayoria de arqueosomas permanecia constante, indicando que
no se habian producido fendmenos de fusion o agregacion y que por tanto las vesiculas eran
estables, excepto para M. espanolae donde el tamafio aument considerablemente. Respecto
a los cambios en el pH, los arqueosomas demostraron ser mas resistentes a la pérdida de la
sustancia encapsulada que los liposomas convencionales, excepto para los obtenidos con los
lipidos polares de N. magadii. Todos los arqueosomas resultaron ser estables a la accion
hidrolitica de la fosfolipasa Az, B y la lipasa pancreatica. En cuanto al efecto que la temperatura
produce sobre las vesiculas, los arqueosomas formados por lipidos con estructura tetraéter
fueron los mas estables cuando se incubaban a altas temperaturas. De este estudio no se
puede concluir, al menos aparentemente, que haya una correlacion entre la estabilidad de los
arqueosomas y el ambiente de donde se aislé la correspondiente arquea (Choquet et al.,
1994).

Debido a la estabilidad de algunos arqueosomas frente a altas temperaturas, se pensoé en la
posibilidad de poder esterilizarlos mediante calor, lo cual aumentaria sus aplicaciones
practicas en el campo de la medicina y la vehiculizacion de farmacos. Asi, se usaron para

encapsular carboxifluoresceina arqueosomas de los obtenidos a partir de los lipidos polares de
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algunas de las especies usadas en el estudio anterior y fueron sometidos a un proceso de
esterilizacién en autoclave, 15 min a 121% C. Se determind la perdida de carboxifluoresceina
encapsulada mediante fluorescencia, asi como la distribucion de tamafio en las suspensiones
de arqueosomas después del proceso de esterilizacion.

El diametro medio de las vesiculas no se vio alterado por este proceso. Los arqueosomas
de T. acidophilum, que contienen una gran proporcion de lipidos tetraéter (90%) fueron los
mas estables durante el autoclavado, conservando el 92% de la carboxifluoresceina
encapsulada. Estabilidades similares se observaron en el caso de M. espanolae, cuyos lipidos
también tienen una alta proporcion de tetraéteres. En general, los arqueosomas menos
estables durante la esterilizacion fueron los obtenidos de mezclas de lipidos que no contienen
tetraéteres (M. mazei) o que los contienen en baja proporcién (M. stadfmanae). La estabilidad
termal moderada de los arqueosomas de M. voltae, que no contiene lipidos tetraéter, puede
deberse a la presencia de fosfolipidos cargados negativamente, ya que en liposomas éster la
presencia de carga superficial influencia la pérdida de sustancia encapsulada. En todas las
formulaciones podria incrementarse la estabilidad introduciendo en la composicion colesterol
en alta concentracion, ya que este tiene un efecto positivo al estabilizar la membrana. De
hecho, la utilizacién de colesterol en los arqueosomas de M. mazei hizo que la pérdida de
carboxifluoresceina, un 86% sin colesterol, se redujera a medida que aumentaba la
concentracion de colesterol, siendo del 55% al usar una proporcion molar de lipido/colesterol
2:1,25 (Choquet et al., 1996).

3.7.1. Arqueosomas como adyuvante y vehiculo de vacunas

Desde los inicios de la investigacion acerca de los arqueosomas como vehiculos para la
encapsulacion de sustancias activas, practicamente todos los estudios realizados se limitan
al grupo candiense del Dr. Sprott, los cuales han direccionado sus investigaciones hacia el
campo de la inmunologia desarrollando una amplia actividad cientifica en la utilizacion de
arqueosomas como adjuvantes de vacunas y su uso para la encapsulacion de antigenos.

Los primeros estudios realizados mostraron que arqueosomas con diferente composicion

lipidica eran capaces de provocar una fuerte respuesta de anticuerpos frente a la albumina
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de suero bovino encapsulada en ellos, proporcionando unos resultados similares a los
provocados con el adyuvante de Freund, mientras que la administracion del antigeno en PBS
originaba una ligera reaccion humoral, confirmando asi su escaso potencial inmundgeno.
Estos resultados se compararon con los del antigeno encapsulado en tres formulaciones
diferentes de liposomas convencionales, los cuales tenian un efecto inmunoestimulador
mucho mas pequeiio que el de los arqueosomas (Sprott et al, 1997). La habilidad de
diferentes tipos de arqueosomas para originar una fuerte respuesta humoral debe residir en
la particular estructura de sus lipidos que no sélo confiere estabilidad a las membranas, sino
que también facilita el efecto de depdsito del antigeno. Asi, se ha visto que el antigeno debe
estar fisicamente asociado al arqueosoma, ya que la respuesta inmune se pierde cuando se
administran por separado el antigeno y los arqueosomas, en este caso vacios, lo que
sugiere que la encapsulacion asegura la cesion del antigeno y el arqueosoma a la misma
célula presentadora de antigeno, asegurando un correcto procesamiento y presentacion del
antigeno. La superioridad de los arqueosomas en la induccién de la respuesta humoral ha
sido puesta de manifiesto con diferentes tipos de antigenos y por varias vias de
administracién, como la intraperitoneal, intramuscular y subcutanea (Krishnan et al., 2000).
La capacidad adyuvante de los arqueosomas no solo se debe a un transporte mas
eficiente del antigeno hasta el lugar de accion, sino a la propia accion inmunoestimuladora
del arqueosoma. Asi, el tratamiento de macréfagos con arqueosomas vacios aumenta la
expresion de marcadores coestimuladores (B7.1 y B7.2) asi como de moéleculas del complejo
mayor de histocompatibilidad de tipo Il (MHC Il) en la superficie celular. Ademas, la
administracion intraperitoneal potencia el reclutamiento y activacion de las células
presentadoras de antigeno (APC), como células dendriticas y macrofagos, en el lugar de
inyeccion, las cuales presentan aumentada la produccion de factor de necrosis tumoral
(TNF) (Krishnan et al., 2001). El mecanismo por el cual los arqueosomas per se tienen un
efecto inmunoestimulador no estd del todo claro. Existen numerosos ejemplos de
componentes bacterianos que sirven como agonistas para activar los receptores de tipo Toll
(TLR) presentes en la superficie de las células presentadoras de antigeno, y cuya activacion

son la senal de alarma para activar el sistema inmune innato. Es probable que en la
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inmunoestimulacién mediada por arqueosomas estén también implicados este tipo de
receptores. El por qué los lipidos de arquea, componentes de superficie de un grupo de
microorganismos no patdgenos, sirvan como sefial de alarma es todavia una materia que
genera especulacion, pero refleja la capacidad de ser reconocidos como extraiios o de
mimetizar los componentes superficiales de los patdgenos (G.D. Sprott et al., 2003). Asi, la
fagocitosis del arqueosoma va a estar mediada por diferentes tipos de receptores, tales
como receptor de manosa, receptor endocitico CD 36, que reconoce la fosfatidilserina, y
receptores que reconocen fosfolipidos. Esto sugiere que segun los grupos polares presentes
en los lipidos que conforman el arqueosoma la interaccion con la célula fagocitaria va a ser
diferente (G. D. Sprott et al., 2003).

Una vez fagocitados, los arqueosomas tienen la capacidad de ceder el antigeno
encapsulado tanto al MHC Il como al MHC | para la presentacion de antigeno. Asi, la
actividad adyuvante fue mas intensa con arqueosomas de Halobacterium. salinarum,
mientras que los de Methanobrevibacter smithii y Thermoplasma acidophilum originaban
titulos de anticuerpos mas bajos, aunque superiores en los tres casos a los producidos por el
aluminio y los liposomas convencionales. Parece posible que arqueosomas muy estables por
su alto contenido en caldarqueol permitan un procesamiento del antigeno menor en el
fagosoma para la presentacion por el MHC I, favoreciendo la presentacion por lel MHC |,
que por su parte provoca la activacion de la inmunidad celular mediada por los linfocitos T
CD8+ (G. D. Sprott et al, 2003). Si comparamos los titulos e isotipos de anticuerpos
producidos por arqueosomas con los de otros adjuvantes, como el aluminio, se observa que
los primeros producen un fuerte titulo de IgG1, 1gG2a e IgG2b, mientras que el segundo
origina un pequefio titulo de IgG2a, por lo que los arqueosomas van a provocar una fuerte
activacion antigeno-especifica de los tipos celulares Th1y Th2 (Krishnan et al., 2000).

La gran activacion de células T CD8* que los arqueosomas provocan con diferentes tipos
de antigenos (ovoalbumina, toxina colérica, listeriolisina de Listeria monocytogenes,
antigenos peptidicos, etc) es muy superior en magnitud a la provocada por otros sistemas de
vehiculizacion, tales como los liposomas convencionales, lo que hace de los arqueosomas

un vehiculo mejorado para la utilizacién en vacunacion.
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Uno de los aspectos mas importantes en la administracion de vacunas es su capacidad
para generar una memoria inmunoldgica a largo plazo. Por este motivo se estudi6 la
capacidad de diferentes tipos de arqueosomas para generar este tipo de memoria. Asi,
muchos de ellos aplicados en modelos murinos proporcionaban un mantenimiento a largo
plazo de los titulos de anticuerpos frente al antigeno encapsulado, con tiempos superiores a
los 6 meses. Ademas, la administracion del antigeno sin adyuvante producia in vivo una gran
respuesta de rellamada después de mas de 300 dias de la primera dosis, de manera que
para la vacunacion parecen ser suficientes dos dosis, una inicial y una recuerdo a los 21
dias, para el mantenimiento de los titulos de anticuerpos, de modo que una tercera dosis no
produjo ulteriores beneficios (Krishnan et al., 2007). La activacion de los linfocitos T CD8*
induce la activacion de los linfocitos T citotéxicos (CTL), lo cual es importante para
proporcionar proteccion frente a infecciones intracelulares y la aparicion de tumores. Parece
ser que existe una correlacion inversa entre los tipos de arqueosomas que favorecen la
respuesta de anticuerpos y los que promueven la respuesta CTL, lo cual es l6gico si
tenemos en cuenta las dos vias que se activan por arqueosomas para la presentacion de
antigeno. Se ensayaron arqueosomas de nueve especies diferentes, y aunque todos ellos
provocaban una fuerte respuesta CTL primaria, solo 2, Methanobrevibacter smithii y
Thermoplasma acidophilum, ricas en caldarqueol, originaban una fuerte respuesta después
de 50 semanas desde el tratamiento. Esta capacidad para provocar fuertes respuestas CTL
frente al antigeno puede ser aprovechada para desarrollar vacunas protectoras frente a
determinados tipos de cancer (Krishnan y Sprott, 2004).

Es importante destacar la biocompatibilidad de los arqueosomas, ya que los adyuvantes y
vacunas de uso potencial en humanos deberan ser seguros y carecer de efectos toxicos. Las
arqueas son un grupo de microorganismos ambientales, no patégenos, no asociados con
endotoxinas ni algun otro metabolito toxico, por lo que parece presumible aceptar que los
arqueosomas van a carecer de toxicidad. Unos primeros estudios de toxicidad in vivo
(modelo murino) indican que la administracion de arqueosomas unilaminares con diferente

composicion lipidica por via intravenosa y oral era bien tolerada y carecia de efectos toxicos
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(Omri et al., 2003) . Ademas, en raton no hubo deteccion significativa de anticuerpos anti-
arqueosomas después de repetidas inyecciones (Patel et al., 2002).

Por todas las caracteristicas descritas hasta el momento, alta estabilidad, inocuidad,
capacidad para originar una respuesta tanto humoral como celular, asi como proporcionar
una potente memoria inmunoldgica, los arqueosomas se presentan como unos
prometedores transportadores de antigenos para el desarrollo de nuevas vacunas (Krishnan
y Sprott, 2008).

3.7.2. Otras aplicaciones de los arqueosomas

Ademas de los estudios realizados por el grupo canadiense, el grupo de investigacion del
Dr. Ramos-Cormenzana de la Universidad de Granada inicié unos primeros estudios sobre
arqueosomas obtenidos a partir de arqueas haldfilas extremas en los afios 90 (Arias, 1993) y
en la actualidad cuenta con una linea de investigacion en esta materia. En este sentido, en
un estudio preliminar se obtuvieron arqueosomas de 4 especies del género Haloarcula (H.
californiae, H.marismortuis, H. hispanica y H. sinaiiensis), dos cepas de Halobacterium
salinarum, tres cepas de Haloccocus morrhuae y 5 especies del género Halorubrum (H.
coriense, H. saccharovorum, H. sodomense, H. tebenquichense y H. trapanicum).

Los mas adecuados por sus caracteristicas de encapsulacién y estabilidad fueron los
obtenidos a partir de los lipidos polares de H. californiae, H. salinarum, H. morrhuae y H.
coriense. En ellos se utilizd, como principio activo a encapsular dipropionato de
betametasona, un glucocorticoide de potencia moderada con actividad antiinflamatoria e
inmunosupresora utilizado en el tratamiento topico de diferentes afecciones (Cuerda-Correa,
2005).

Un estudio mas profundo fue llevado a cabo con los arqueosomas obtenidos a partir de
lipidos polares de H. salinarum, concretamente la cepa CECT 396, con el fin de probar su
eficacia como sistemas de liberacion topica del dipropionato de betametasona y compararla
con la de liposomas convencionales de fosfatidilcolina. En cuanto a la caracterizacion, no
hubo diferencias sustanciales entre ambos tipos de vesiculas, salvo por el valor de carga de

la superficie (potencial zeta), que siendo negativo tanto en arqueosomas como en liposomas
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convencionales, era muy elevado en el caso de los arqueosomas, lo que hace esperar un
mejor comportamiento de estabilidad. Se investigd también el comportamiento reoldgico de
ambas formulaciones con el fin de establecer si la composicion lipidica influye en la
naturaleza viscosa o elastica del sistema. Los liposomas convencionales presentaron una
estructura mucho mas compacta con un comportamiento prevalentemente elastico, mientras
que los arqueosomas fueron mas fluidos debido a una estructura menos rigida.

Por ultimo se evalud la capacidad de los arqueosomas para transportar el principio activo
penetrando a través de la piel. Para ello se realizaron estudios de cesion in vitro a través de
piel de cerdo. Los arqueosomas produjeron un acumulo de dipropionato de betametasona
en la piel mayor que los liposomas convencionales, tanto a nivel del estrato corneo como de
la epidermis viable. Este mayor acumulo producido por los arqueosomas puede ser debido a
la mayor fluidez de las vesiculas detectada en el estudio reoldgico, ya que resultados tanto in
vivo como in vitro han demostrado que las vesiculas con lipidos en estado de cristal liquido
tienen una mayor capacidad para interaccionar con la piel que las vesiculas en estado de
gel. Estos resultados presentan a los arqueosomas como un ventajoso sistema para la
vehiculizacion de farmacos de uso topico (Gonzalez-Paredes et al., 2009).

Existe también un estudio preliminar sobre la estabilidad de los arqueosomas bajo
condiciones similares a las encontradas en el tracto gastrointestinal. Se midio la pérdida de
sustancia encapsulada en arqueosomas obtenidos con los lipidos polares de diferentes
especies (Methanosarcina mazei, Methanobacterium espanolae 'y Thermoplasma
acidophilum) después de ser sometidos a diferentes valores de pH acido, entre 1,5y 6,2,
accion de lipasas y bilis humana simulada (BHS).

Los arqueosomas de M. mazei resultaron ser los mas inestables a todos los valores de pH
ensayados, mientras que los lipidos de las otras dos especies proporcionaban vesiculas mas
estables, estabilidad que se veia fuertemente incrementada cuando el valor de pH era
superior a 2.

La estabilidad frente a la accién de la lipasa fue, en los tres casos, superior que cuando se

trataba con BHS. De todos ellos, los lipidos de T. acidophilum originaron los arqueosomas
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mas estables, con pérdida de soélo un 15% de la sustancia encapsulada tras el tratamiento
con BHS. La estabilidad que determinados tipos de arqueosomas presentan in vitro frente a
condiciones gastrointestinales sugieren que pueden convertirse también en sistemas de

transporte de farmacos por via oral (Patel et al., 2000).
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4. ANTIOXIDANTES: LOS RESIDUOS DEL ACEITE DE OLIVA COMO
FUENTE DE ANTIOXIDANTES DE ORIGEN NATURAL

En los ultimos tiempos el interés de los antioxidantes ha ido creciendo debido al papel
protectivo que desempefan frente a la aparicion de ciertas enfermedades con alta incidencia y
mortalidad en nuestros dias, tales como las enfermedades cardiovasculares, las
neurodegenerativas y determinados tipos de cancer. Ademas del mas o0 menos reciente interés
clinico que han despertado, los antioxidantes son importantes en distintos sectores
industriales, como el alimentario, farmaceutico y cosmético pues se usan en ellos con

diferentes fines.

4.1. Antioxidantes, radicales libres y estrés oxidativo

Para definir qué es un antioxidante primero es necesario conocer el término radical libre. Un
radical libre es un atomo o molécula que contiene uno o0 mas electrones desapareados, o que
lo convierte en una molécula altamente inestable, con gran capacidad para generar nuevos
radicales libres al reaccionar con otras moléculas. Una vez generados, los radicales libres
tienden a aparear ese electron, con el fin de estabilizarse, bien uniéndose a otro radical libre,
bien cediendo o tomando un electrén de una molécula adyacente no radicalaria. En el ultimo
caso la molécula atacada se convierte en un radical libre, iniciandose una reaccion en cadena
por la que se pueden formar numerosos radicales libres nuevos (Halliwell, 1994). En el
organismo se generan continuamente radicales libres por los procesos normales del
metabolismo, muchos de ellos incluso desempefian una funcion fisioldgica, como por ejemplo
el radical superoxido, que es producido por las células fagociticas del sistema inmune durante
la reaccion inflamatoria con el fin de eliminar potenciales patdgenos, o el 6xido nitrico, que
tiene la funcién de relajar la musculatura lisa de los vasos. Podemos distinguir dos tipos de
radicales libres enddgenos, las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las especies reactivas
de nitrgeno (RNS), dentro de las cuales encontramos radicales propiamente dichos y agentes
oxidantes. La tabla 1 refleja las principales especies reactivas que se encuentran en nuestro

organismo (Halliwell, 1996).
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Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS) que se

producen de forma enddgena en el organismo

Radicales No radicales

Superoxido (O2") , .
ROS S Perdxido de hidrégeno (H20)
Hidroxilo (OH*)

_ Oxigeno molecular singlete(Oz)
Peroxilo (ROz)

o Acido nitroso (HNO5)

Acido nitrico (NO*) o o

RNS | » Tetroxido de dinitrégeno (N2O4)

Didxido de nitrdgeno (NO2') o N
Peroxinitritos alquilicos (ROONO)

Ademas existen diferentes factores exdgenos que inducen la formacion en el organismo de
ROS y RNS, tales como la radiacion ultravioleta del sol (UV), radiacién ionizante, metales
pesados, contaminantes ambientales, xenobiéticos toxicos como pesticidas, hidrocarburos
aromaticos policiclicos o incluso farmacos. El metabolismo de estas sustancias genera
metabolitos que tienen una toxicidad aun mayor y que produce una disminucion de los

antioxidantes celulares (Limon-Pacheco y Gonsebatt, 2009).

La mayoria de las moléculas del organismo no son radicales, pero pueden ser atacadas por
ellos cuando se generan. De especial interés es el ataque de los radicales libres a los &cidos
grasos presentes en membranas Yy lipoproteinas iniciando la reaccién en cadena de la
peroxidacion lipidica, la cual esta implicada en el desarrollo de la aterosclerosis. El radical
sustrae un atomo de hidrogeno de la cadena del &cido graso poliinsaturado, lo que deja un
atomo de carbono con un electron desapareado; éste reacciona con el oxigeno, generando un
radical peroxilo que ataca los &cidos grasos adyacentes generando nuevos radicales de
carbono. Otra molécula susceptible del ataque de los radicales libres es el ADN. Si el radical
hidroxilo se genera cerca de él, puede atacar el esqueleto de desoxirribosa asi como las bases
puricas y pirimidinicas, formando multiples productos. Asi, la guanina puede transformarse en
el producto final 8-hidroxiguanina, una lesion mutagénica, o en guanina de anillo abierto, que

tiene que ser eliminada por las enzimas reparadoras del ADN lo cual puede al final hacer que
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aparezcan errores. De hecho, la cantidad de productos finales originados por el ataque de
ROS y RNS es pequefia en el ADN de tejidos sanos, pero se encuentran en cantidad
significativa en los aislados de tumores (Halliwell, 1996).

Por todo ello nuestro organismo ha ideado sistemas antioxidantes para defenderse de los
radicales libres. Un antioxidante se puede definir como cualquier sustancia que a una
concentracion pequefa, si lo comparamos con la concentracion de sustratos oxidables, retrasa
0 previene significativamente la oxidacion de dicho sustrato. El antioxidante al encontrarse con
el radical libre le cede un electron, convirtiéndose en un radical libre débil, mas o menos
estable, que impide que se propague la reaccion (Halliwell et al., 1995). Estos antioxidantes del
organismo incluyen sistemas enzimaticos, como superdxido dismutasa, catalasa y glutation
reductasa; factores enddgenos, como el glutation, urato y coenzima Q; sistemas de secuestro
de iones metalicos, como hierro y cobre, mediante proteinas de transporte o de
almacenamiento, de manera que no se encuentren en circulacion ya que pueden promover el
ataque radicalario; y antioxidantes que ingresan mediante la dieta y que también desempefian
un papel fundamental, como los tocoferoles, vitamina C, caroteniodes y minerales que actuan
como cofactores de algunas de las anteriores enzimas, como selenio, zinc, cobre y
manganeso (Halliwell, 1996; Temple, 2000).

Existen diferentes formas para clasificar los antioxidantes. Una particularmente util es la
clasificacion funcional e indica la localizacion preferencial de los antioxidantes en el organismo.

Asi se identifican 4 clases de antioxidantes (Cornetti, 2009):

e Antioxidantes de membrana: también conocidos como antioxidantes lipofilicos,
representados por la vitamina E y la vitamina A, que tienen preferencia por las
membranas de las células y lipoproteinas

e Antioxidantes circulantes: también llamados antioxidantes hidrosolubles, como la
vitamina C, diferentes aminoacidos y polifenoles, que se encuentran circulando
libremente en los fluidos corporales

e Antioxidantes citosdlicos: son producidos por las células, como intermediarios en la
sintesis de moléculas enddgenas o macromoléculas. Pertenecen a esta categoria la

coenzima Q 10y el escualeno (intermediario en la sintesis de colesterol).
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e Antioxidantes sistémicos: como metales traza, selenio y cinc fundamentalmente, y

aminoacidos, como L-cisteina.

Dado que en el organismo la produccién de radicales y defensas antioxidantes se encuentra
aproximadamente equilibrada, es facil desplazar ese equilibrio en favor de la produccion de
radicales, lo que se denomina estrés oxidativo. Si éste es ligero los tejidos responden con un
aumento de la produccion de las defensas antioxidantes, pero cuando se trata de un estrés
oxidativo severo, éstas no pueden hacer frente a los radicales y acaba por producirse dafo
tisular. Una de las vias por las que puede establecerse una situacion de estrés oxidativo es por
la exposicion a sustancias toxicas que al metabolizarse originan radicales libres,
particularmente interesante en el caso de farmacos que al metabolizarse originan productos
que incrementan el dafo oxidativo. También puede producirse por malnutricion o ingesta
inadecuada de tocoferol, acido ascdrbico, aminoacidos azufrados (necesarios para regenerar
el glutation), entre otros (Halliwell, 1996).

Existen numerosas enfermedades cuya aparicion se ha relacionado con el estrés oxidativo,
entre ellas (Temple, 2000):

e Deficiencias en el sistema inmune, con lo que se incrementa el riesgo de sufrir
infecciones.

e Diferentes tipos de cancer, entre ellos el de pulmén y de colon.

e Diabetes, tanto de tipo | como de tipo II.

e Procesos autoinmunes.

e Enfermedades respiratorias.

e Enfermedades cardiovasculares, por la oxidacion del colesterol en las lipoproteinas
de baja densidad (LDL), siendo éstas mas aterégenas que las LDL nativas.

e Alteraciones oculares, incluyendo cataratas y degeneracion macular.

e Procesos neurodegenerativos, como alzheimer y parkinson, siendo el cerebro
particularmente sensible al dafio oxidativo por su alta contenido en &cidos grasos

poliinsaturados y la presencia de metales de transicion como hierro y cobre.
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Parece razonable proponer un aporte exogeno de antioxidantes, ya que las defensas
enddgenas no son efectivas al 100%, sobre todo en situaciones de estrés oxidativo. Existen
numerosas evidencias de la disminucion de la incidencia y prevalencia de las enfermedades
citadas anteriormente por determinados habitos alimentarios, como la reduccion en la ingesta
de grasas e incremento del consumo de frutas, cereales y verduras, las cuales poseen en su
composicion sustancias antioxidantes.

En cualquier caso, hay que ser cauteloso con la ingesta dietética de antioxidantes, ya que se
ha visto que estas sustancias de probada actividad antioxidante in vitro, en determinadas
ocasiones pueden actuar como prooxidantes. Asi, el &cido ascdrbico, con multiples
propiedades antioxidantes, puede ser prooxidante en presencia de metales idnicos de
transicion, generando hidroxilo y provocando una reaccién de peroxidacion lipidica. Este efecto
prooxidante también se ha puesto de manifiesto in vitro para fenoles de diferentes plantas, a
pesar de que normalmente inhiben la peroxidacion lipidica (Halliwell, 1996).

A la luz de estos resultados seria importante subrayar para los antioxidantes el concepto del
paradigma nutricional. Este concepto hace referencia a que una enfermedad que es causada
por deficiencia de un elemento desaparece cuando este elemento se ingiere en una cantidad
suficiente. Sin embargo, si aumentamos mas la dosis y se da un exceso, se alcanza un limite a
partir del cual ese elemento se vuelve toxico. Por lo tanto, para contrarestar el estrés oxidativo
habra que tener en cuenta estas consideraciones, y por ejemplo, es mejor utilizar, sélo cuando
sea necesario, una combinacion de antioxidantes en vez de uno sélo a altas dosis, ya que

existe el riesgo de que la accion prooxidante prevalezca sobre la antioxidante (Cornetti, 2009).

4.1.1. Estrés oxidativo y piel: envejecimiento

El envejecimiento, proceso bioldgico inevitable, se puede considerar la consecuencia
directa de dos procesos bioldgicos independientes: la pérdida de funcionalidad, y la pérdida
de resistencia o adaptabilidad a las situaciones de estrés. La piel, el drgano mas grande del
cuerpo humano, es un gran candidato del estrés oxidativo, siendo mas susceptible al dafio
producido por él debido a la presencia de dianas bioldgicas apropiadas para este tipo de

reacciones. A pesar de que el envejecimiento cutaneo esta también asociado a otros
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procesos fisiologicos y es inevitable, el envejecimiento exdgeno es causado por factores
ambientales perjudiciales y puede ser prevenido en cierta medida (Kaur et al., 2007). Uno de
los factores externos mas perjudiciales para la piel es la radiacion ultravioleta (UV), tanto la
de tipo A (UVA) como la B (UVB). La exposicion a estas radiaciones induce la formacion de
ROS, incluyendo radical superdxido anidnico (Ox), perdxido de hidrdgeno, hidroxilo,
oxigeno singlete, perdxidos lipidicos y radicales de ellos. Estas especies reactivas, ademas
de en el envejecimiento cutaneo, denominado también fotoenvejecimiento, estan implicadas
en reacciones de fototoxicidad, inflamacion, emperomiento de enfermedades cutaneas
existentes y desarrollo de tumores malignos (Sakurai et al., 2005).

Para contrarrestar el estrés oxidativo en la piel funcionan también todos los sistemas
antioxidantes enddgenos previamente descritos, prevaleciendo unos sobre otros
dependiendo de la capa de la piel. Asi, en el estrato corneo (SC) la principal defensa
antioxidante es el escualeno, un intermediario de la sintesis de colesterol, la cual es muy
activa en los queratinocitos, ya que en el proceso de diferenciacion pierden los receptores
para las LDL y por tanto no pueden recibir colesterol de fuentes externas. De hecho, el 20%
de la sintesis enddgena de colesterol es realizada por la epidermis. El escualeno tiene una
actividad antioxidante comparable con la de las vitaminas antioxidantes. En la matriz lipidica
intercelular del SC, el escualeno representa entre un 12 y un 15% del total. Este es
segregado activamente, junto con vitamina E, por las glandulas sebaceas y difunde en la
epidermis creando la primera barrera antioxidante de la piel. A partir de los 35-40 afos estas
glandulas reducen drasticamente la secrecion, y la cantidad de escualeno disponible es
insuficiente para una correcta proteccion.

En la dermis existe una mayor variedad de sistemas antioxidantes. El colageno se forma
cuando dos moléculas de procolageno (PC) se unen gracias a una reaccion de oxidacion.
Sin embargo, si ésta es excesiva, se forman demasiadas uniones entre las moléculas de PC
y el coldgeno resultante es rigido, no eldstico. En la piel envejecida predomina este tipo de
colageno. Un mecanismo similar ocurre con las fibras de elastina, la cual se forma por la
unién de tres unidades de proelastina, unién que también se forma por oxidacion de los

restos de lisina. Al igual que en el caso del colageno, una oxidacion excesiva de los residuos
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de lisina genera también una elastina ineficaz. Los vasos sanguineos de la dermis también
pueden resultar danados por los radicales libres. En general las defensas antioxidantes en
este compartimento son fundamentalmente del tipo antioxidantes circulantes o hidrosolubles,
como el —caroteno o la vitamina C. En cuanto a las células de la dermis, células dendriticas,
fibroblastos y melanocitos fundamentalmente, las dos primeras producen ROS mientras que
los melanocitos se activan por la luz UV, por lo que de alguna manera el estrés oxidativo
estd implicado en su activacion. Se puede considerar, por tanto, que en ellas es realmente
importante el equilibrio entre oxidacion y capacidad antioxidante. En ellas se dan los cuatro
tipos de antioxidantes, es decir, de membrana, circulantes, citosolicos y de sistema (Cornetti,
2009).

Al incrementarse la edad es mas frecuente que aparezcan situaciones de estrés oxidativo,
ya que las defensas antioxidantes naturales del organismo son incapaces de contrarrrestar el
ataque oxidativo. Parece por tanto Idgico que un aporte externo de antioxidantes, bien por
via oral o tdpica, va a retardar o prevenir la aparicion de los sintomas de envejecimiento
cutaneo, tales como arrugas, pérdida de elasticidad, aspereza, manchas y, mucho mas
importante, prevenir la agresion sobre el ADN que puede derivar en diferentes tipos de
canceres cutaneos. Es por esta razén que se ha hecho necesario disefiar productos que
protejan a la piel de la agresion producida por la exposicion de manera cronica a la luz solar,
incluso aunque sean exposiciones leves. La principal ventaja de usar antioxidantes y
sustancias secuestradoras de radicales con este fin es la amplia cobertura que proporcionan
al ayudar o potenciar el sistema defensivo natural de la piel. La utilizacion de cremas y
lociones protectoras solares es la forma mas habitual de proteccion frente al sol. A pesar de
que protegen frente a ciertos dafios de la radiacion solar no son efectivas al 100%. Ademas,
algunos ingredientes de ellas pueden transformarse en radicales libres por accion de la
radiacion, absorberse a través de la piel y por tanto ser potencialmente dafinos.

Parece ser que la via mas efectiva para este aporte extra de antioxidantes a la piel es la
tdpica, ya que tiene la ventaja de concentrar el antioxidante justo en la zona que necesita ser
protegida. El aporte por via oral también es valido, pero los procesos fisiologicos de

absorcion, solubilidad y transporte van a hacer que la cantidad que llega finalmente a la piel
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sea mucho mas pequeia que si se aplica directamente sobre ella (Pinnell, 2003). Asi,
existen numerosos estudios de la proteccion frente a los efectos nocivos de la radiacion UV
mediante el uso topico de diferentes sustancias antioxidantes, como o-tocoferol, acido

ascorbico, sales de selenio y cinc y B-caroteno, entre otros (Kaur et al., 2007).

4.1.2. Liposomas antioxidantes

Con este término nos referimos a liposomas que transportan encapsuladas en su interior
sustancias antioxidantes, tanto hidréfilas como lipdfilas.

Al aplicar un antioxidante sobre la piel va a encontrar una serie de dificultades para poder
penetrar a través del estrato corneo, y por tanto parece 16gico pensar, que la encapsulacion
de la sustancia antioxidante dentro de liposomas va a tener un doble efecto, por un lado va a
protegerla de fendmenos que puedan alterar su estructura quimica o su actividad bioldgica, y
por otro va facilitar el paso a través de la piel y la formacion de un depdsito en capas mas
profundas respecto al estrato cérneo, como se describié en el correspondiente capitulo
acerca de los liposomas.

Se han realizado estudios con diferentes vitaminas y sustancias antioxidantes. Asi, la
aplicacion de diferentes formulaciones de fosfato de ascorbil sédico en la superficie de la piel
potenciaba la entrada de la sustancia activa hasta capas mas profundas de la epidermis que
cuando se aplicaba una solucion acuosa de la misma sustancia (Foco et al., 2005). El mismo
efecto se observd con liposomas de vitamina E, de manera que la penetracion en la piel se
veia enormemente aumentada cuando se encontraba encapsulada (Padamwar y Pokharkar,
2006).

Un estudio mas exhaustivo acerca del papel de los antioxidantes en la fotoproteccion fue
realizado con liposomas que contenian resveratrol, un polifenol con gran actividad
antioxidante y antiradicalaria. Asi, se evalu6 la viabilidad de un cultivo celular tratado con
liposomas de resveratrol tras la irradiacion con UVB, y se compard con los resultados del
mismo cultivo celular pero tratado con una solucion del polifenol. Los resultados resultan
interesantes, ya que la incorporacion del resveratrol en liposomas disminuye su efecto toxico

a altas concentraciones, problablemente porque evita la inmediata distribucion dentro de la
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célula, y aumenta la capacidad del mismo para estimular la proliferacion celular y
supervivencia bajo las condiciones de estrés causadas por la luz UVB (Caddeo et al., 2008).

Estos resultados ponen de manifiesto que la encapsulacién de los antioxidantes va a
potenciar el efecto de fotoproteccion en la piel y que proporcionan una efectiva herramienta
para combatir el estrés oxidativo en la piel.

A pesar de que en esta memoria se ha resaltado el papel de los liposomas antioxidantes
para tratamiento de la piel, representan también una gran promesa en el tratamiento de
enfermedades en las que esté implicado el estrés oxidativo. En este sentido, destaca la
encapsulacion de de o-tocoferol y de &cido ascoérbico en liposomas, los cuales han
demostrado prevenir la peroxidacion lipidica y formacion de edema en cerebro de rata
durante un fendmeno de isquemia (Sinha et al., 2001), asi como el papel protectivo de los
liposomas del flavonoide quercetina en el dafio oxidativo hepatico inducido por CCls, el cual
promueve la formacion en el higado de dienos conjugados. Los liposomas de quercetina
eran mas potentes que la quercetina libre en el control del aumento de dienos conjugados en
higado, fendmeno que se potenciaba al estabilizar dichos liposomas con un recubrimiento de
manosa (Mandal et al., 2002).

Otro amplio &mbito de aplicacion de los liposomas antioxidantes es la industria alimentaria,
ya que en ella los antioxidantes se utilizan para proteger las propiedades sensoriales y
nutritivas de los productos alimenticios. Los liposomas son buenos candidatos por su papel
protector del antioxidante durante el procesado alimentario, en el que se pueden producir
pérdidas o alteraciones del antioxidante que van a reducir su eficacia (Mozafari et al., 2006).

4.2. Fuentes naturales de antioxidantes

Existen numerosas evidencias de que en los paises del area mediterranea la esperanza de
vida es mayor. Asimismo, la incidencia de enfermedades cardiovasculares y ciertos canceres,
como colon y pulmédn, es mucho menor que en paises del norte de Europa y en América
(Visioli y Galli, 2002). La dieta tradicional de los paises bafados por el Mediterraneo esta
basada en el consumo de hidratos de carbono (pan, legumbres, pasta), pescado, grandes

cantidades de fruta y verdura, y poca carne y grasas animales. Como grasa fundamental se
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utiliza el aceite de oliva (Uccella, 2000). A través de diferentes estudios se ha llegado a la
conclusién de que existe una relacion directa entre el tipo de dieta y un mejor estado de salud
(Keys, 1995; Mancini y Stamler, 2004). En un principio, el aspecto saludable de la dieta
Mediterranea se atribuia exclusivamente al aceite de oliva y el alto contenido de éste en acidos
grasos polinsaturados, sin embargo actualmente se reconoce la accidén de ciertos
componentes que existen en las frutas y verduras, los compuestos fendlicos, los cuales tienen
un amplio rango de actividades bioldgicas, aunque el efecto beneficioso derivado de su
consumo se atribuye fundamentalmente a sus propiedades antioxidantes (Heim et al., 2002).

La tendencia en los ultimos afios es la de buscar antioxidantes de origen natural para su
aplicacion en industria alimentaria y cosmética con el fin de sustituir los antioxidantes sintéticos
que se venian utilizando hasta ahora, como el hidroxianisol butilado (BHA) y el hidroxitolueno
butilado (BHT), ya que se sospecha que a pesar de ser utilizados a bajas concentraciones,
estos compuestos tengan un efecto carcinogénico (Botterweck et al., 2000). Asi, diversas
especies vegetales se han convertido en nuevas fuentes de antioxidantes naturales (Dessi et
al., 2001).

4.2.1. Compuestos fendlicos de plantas superiores

Los compuestos fendlicos (CF), en ocasiones también denominados con los términos
polifenoles y biofenoles, son metabolitos secundarios, constituyen el grupo fitoquimico mas
ampliamente distribuido en las plantas y son de considerable importancia en la fisiologia y
morfologia vegetal. Asi, juegan un importante papel en el crecimiento y la reproduccion,
proporcionan proteccion frente a patdgenos, y contribuyen al color y las caracteristicas
sensoriales de frutas y vegetales (Balasundram et al., 2006). El contenido fendlico de las
plantas depende de diversos factores tanto intrinsecos (especie, cultivo) como extrinsecos
(agronomos, ambientales, manejo, almacenamiento) (Tomas-Barberan y Espin, 2001).
Estructuralmente son un grupo complejo, ya que comprende un gran numero de moléculas
con estructuras muy heterogéneas, desde moléculas simples hasta compuestos altamente
polimerizados. La caracteristica comun de este importante grupo de moléculas bioldgicas es

la presencia de al menos un anillo aromatico con, como minimo, un grupo hidroxilo como
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sustituyente. La tabla 2 presenta las principales clases de fenoles en funciéon de su
estructura. Normalmente en la naturaleza los compuestos fenélicos se encuentran en forma
de conjugados con mono o polisacaridos, que se unen a través de los grupos fendlicos, y es
también frecuente la presencia de otros grupos funcionales derivados, tales como ésteres y
metil-ésteres. De todos ellos, los &cidos fendlicos (hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos),
flavonoides y taninos son los principales CF de la dieta (Balasundram et al., 2006). La figura
11 muestra algunos ejemplos de ellos.

La actividad antioxidante de los CF es debida a la capacidad de donar atomos de
hidrdgeno o electrones, de atraer radicales libres y de quelar cationes metalicos. Su
estructura va a determinar su actividad antioxidante, ya que ésta va a depender del numero y
la posicion de los grupos hidroxilo con respecto al grupo funcional carboxilo. Asi, en los
acidos fendlicos, la actividad antioxidante aumenta con el incremento del grado de
hidroxilacion, de manera que los fenoles monosustituidos de cada serie tienen escasa
actividad, mientras que los que presentan mayor numero como el dcido galico, con 3 grupos
hidroxilo, tienen gran capacidad antioxidante. Sin embargo, la sustitucion de los grupos
hidroxilo en posicion 4 y 5 por grupos metoxi, como ocurre en el acido siringico, reduce la
actividad (RiceEvans et al., 1996). Otro tipo de sustitucion que reduce significativamente la
actividad antioxidante es la orto-metilacién del grupo hidroxilo en posicion 3 de los acidos
benzoicos y fenilacéticos sustituidos en posicion 3 y 4, mientras que en la serie de los
hidroxicinamicos la reduccion de la actividad por este tipo de sustitucion no es tan patente
(Briante et al., 2003). En general estos ultimos exhiben una mayor actividad antoxidante que
los hidroxibenzoicos. Esta mayor actividad puede deberse al grupo CH=CH-COOH, que
asegura una capacidad mayor de donar grupos H para la estabilizacion de radicales que el
grupo COOH de los acidos hidroxibenzoicos (RiceEvans et al., 1996).

La relacion estructura-actividad en los flavonoides en general es mas complicada que la de
los CF recién descritos, debido a la relativa complejidad estructural de la molécula del
flavonoide. Las caracteristicas estructurales que determinan la actividad en estos

compuestos se deben a los sustituyentes en los anillos By C (Balasundram et al., 2006).
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Tabla 2. Tipos de compuestos fendlicos presentes en plantas

Tipo Estructura basica
Fenoles simples, benzoquinonas Ce
Acidos hidroxibenzoicos Ce-C
Acidos fenilacéticos, acetofenonas Ce-C2
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides Ce-Cs
Naftoquinonas Ce-Ca
Xantonas Ce-C1-Cs
Estilbenos, antraquinonas Ce-C2-Co
Flavonoides, isoflavonoides Ce-C3-Cs
Lignanos, neolignanos (Ce-Cs)2
Biflavonoides (Ce-C3-Ce)2
Ligninas (Ce-Ca)n
Taninos condensados (proantocianidinas o flavolanos) (Ce-C3-Ce)n

1) COOH COCH
4
HO™ " “OH OH
OH OH
Acido galico Acido protocatéquico

HO S o N COOH
1)) < COOH jC/\/
/@/\/ HO =
HO

Acido p-cumarico Acido cafeico
CHO. -~ % -COOH CH;O@A/CO‘OH
e HO ™ 7
Acido ferulico OCH, Acido sinapico

i)

Figura 11. Ejemplos de acidos hidroxibenzoicos (l), hidroxicinamicos (Il)
y estructura genérica de la molécula de los flavonoides (lll). Diferentes

sustituyentes en el anillo C originan los diferentes tipos de flavonoides

76



Introduccion

4.2.1.1. Compuestos fendlicos del olivo

El olivo, Olea europaea, contiene una cantidad importante de biofenoles con numerosas
funciones bioldgicas, como la de defensa frente a los ataques patégenos. Por otro lado, los
biofenoles del olivo (OBF) también juegan un papel importante en el mantenimiento del
esqueleto de la pared celular, al servir de enlaces entre los polisacaridos que consituyen las
paredes celulares de la planta, lo cual influye en la textura de los productos alimenticios que
se producen a partir de ella (Appel, 1993). Se localizan fundamentalmente en la hoja y el
fruto, la aceituna. Esta es una drupa formada por tres partes diferenciadas, el epicarpio, el
mesocarpio 0 pulpa de donde se saca la mayor parte del aceite, y el endocarpio o hueso.
Los componentes mayoritarios del fruto son aceite y agua (hasta un 50% dependiendo del
contenido en aceite). Ademas contiene azucares, celulosa y proteinas, y otros compuestos
como minerales, vitaminas y biofenoles que se encuentran en menor proporcion (Kiritsakis et
al., 1998).

Los biofenoles presentes en el olivo presentan estructuras muy diferentes, desde fenoles
de bajo peso molecular que presentan sustituciones sencillas en el anillo aromatico, como el
tirosol e hidroxitirosol, hasta fenoles complejos, ligados a unidades glucosidicas o
monoterpénicas, como los secoiridoides oleuropeina y ligstrésido, y el hidroxi-tirosilelenolato
(Bianco y Uccella, 2000). Es por esto que los biofenoles del olivo no deben ser considerados
polifenoles, nomenclatura que proviene de la terminologia del vino, ya que estos ultimos son
polimeros con un peso molecular entre 500 y 4000, mientras que los OBF son monémeros
de peso molecular hasta 624 (Haslam, 1996).

Aparte de la reactividad tipica de los fenoles, los OBF se distinguen también por su
capacidad para unirse fuertemente con metabolitos primarios como proteinas y azucares,
originando unidades supramoleculares, responsables de su biodisponibilidad (Bianco y
Uccella, 2000).

A partir del fruto del olivo el hombre elabora diferentes productos alimenticios,
fundamentalmente aceite y aceitunas de mesa. Los biofenoles van a estar presentes en ellos
en mayor 0 menor medida segun el proceso de elaboracion, y son en parte los responsables

del efecto beneficioso que estos productos poseen sobre la salud.
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Entre los diferentes efectos positivos para la salud podemos destacar los siguientes (de

Castro y Japon-Lujan, 2006):

La oleuropeina previene la peroxidacion lipidica de las membranas, la dilatacion
coronaria y posee también accion antiarritmica. Posee actividad hipoglucemiante,
antihipertensiva, antimicrobiana y antiviral, y también protege frente al cancer por
su actividad citostatica.

El hidroxitirosol inhibe la agregacion plaquetaria y la produccion de eicosanoides, e
incrementa la capacidad antioxidante del plasma, ejerciendo una proteccion
cardiaca. También es efectivo contra el cancer, ya que inhibe la proliferacion celular
e induce la apoptosis de las células tumorales. Previene la aparicion de diabetes y
es efectivo en situaciones de estrés oxidativo disminuyendo la formacion de
peroxido de hidrdgeno.

Diferentes biofenoles presentes en el aceite de oliva ejercen una proteccion
cardiaca por inhibicion de la oxidacion de lipoproteinas e inducen la apoptosis en

determinados canceres como el de prostata, mama y colon.

4.3. Obtencion del aceite de oliva

Gran parte de la produccion mundial de aceite de oliva se lleva a cabo en paises del sur de

Europa y el noroeste de Africa, donde el cultivo del olivo se hace de forma tradicional desde

hace siglos. Espafia estd a la cabeza de los productores mundiales, con 2 millones y medio de

hectaereas de cultivo de olivos productivos, estando el 60% de ellos en Andalucia. Le siguen

ltalia y Grecia, y en menor medida paises como Turquia, Tunez, Siria, Portugal, Marruecos y

Argelia, entre otros. El mercado del aceite de oliva esta en continua expansion debido al

creciente interés por la dieta mediterranea, y de este modo nuevos paises han incorporado el

cultivo del olivo a sus actividades agricolas como por ejemplo USA (California), Australia y

Argentina (Agencia Espanola del Aceite de Oliva, 2010).

El aceite de oliva se obtiene del fruto del olivo. La composicion del fruto es muy variable, en

funcion de la variedad de la aceituna, del suelo, del clima y del cultivo. Las aceitunas se tratan
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en las almazaras mediante procedimientos mecanicos 0 medios fisicos en condiciones
térmicas controladas. De forma general, durante el proceso de extraccion de aceite se
producen tres fases o efluentes:

e Aceite de oliva.

e Residuo sélido: denominado orujo, estd compuesto por una mezcla de la pulpa y los
huesos de las aceitunas. Este material se suele reutilizar en plantas especializadas
para la extraccion de aceite residual o aceite de orujo, mediante su extraccion con
hexano tras secar el orujo con aire a 60 °C.

e Residuo liquido: se denomina alpechin y proviene del agua y los tejidos blandos de la
aceituna mezclados con el agua que se utiliza en las diferentes etapas de la

produccién del aceite de oliva.

La tecnologia para la extraccion del aceite de oliva en Espafia ha experimentado diversos
cambios desde los inicios en los afos 60 hasta ahora. En la actualidad se emplean
fundamentalmente tres métodos, que tienen en comun una serie de operaciones preliminares
al proceso de extraccion. Estas son:

e Recepcion y seleccion, separando las aceitunas defectuosas.

e Limpieza, lavado y pesada.

e Molienda, el objetivo de esta operacion consiste en romper las células de la pulpa y
provocar la salida del aceite de las vacuolas para su reunién en gotas mas gruesas y
permitir de este modo su separacion. Para ello se usan trituradores metalicos o
molinos de martillos.

e Batido, esta operacion tiene como finalidad romper la emulsion agua/aceite y facilitar
la reunién de las minusculas gotas de aceite en gotas de tamafo superior que
permita la separacion del aceite. Para ello la pasta de las aceitunas obtenida tras la
molienda se somete a un removido lento y continuo que se efectia en recipientes de
acero inoxidable (batidoras) provistas de un sistema de calentamiento adecuado.

Este proceso no es eficiente al 100% por lo cual parte del aceite se mantiene en
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gotas de pequeiio tamafno formando una emulsion y es arrastrada a los

subproductos.

Una vez finalizados estos procesos se procede a la extraccion, mediante tres métodos

diferentes:

Sistema de extraccion por presion: Es el procedimiento mas antiguo para extraer aceite
de oliva. Este sistema utiliza un proceso de filtrado favorecido por presion para separar la
parte liquida de la pasta (mezcla del aceite con el agua de las aceitunas) del orujo o
parte sdlida. El sistema discontinuo permite obtener aceites de gran calidad debido a las
bajas temperaturas a lo largo del proceso. Los principales inconvenientes derivan de los
elevados costes de mano de obra, la discontinuidad del proceso y los gastos inherentes

al empleo de materiales filtrantes en condiciones dptimas.

Sistema de extraccion por centrifugacion de tres fases: El sistema de tres fases se
desarrollo en los afios 70 con el fin de mejorar el rendimiento del sistema tradicional
usado hasta entonces. Esta tecnologia, ampliamente utilizada todavia en la actualidad a
escala mundial, explota la diferencia de densidad entre al agua y el aceite. La pasta de
las aceitunas se somete a un proceso de centrifugacion a muy alta velocidad en
centrifugadoras horizontales. Se requiere la adicion de agua caliente y el resultado es
que la pasta de aceitunas se separa en tres fases: aceite, alpechin y orujo. Entre las
desventajas de este proceso, se incluye el problema ambiental generado por la gran
cantidad de alpechin, liquido altamente contaminante, y el elevado consumo de agua en

las regiones generalmente secas donde se cultiva el olivo.

Sistema de extraccion por centrifugacion de dos fases: este sistema fue desarrollado en
los afios 90 con el fin de solucionar el problema del alpechin. El sistema en dos fases se
basa en un tipo de centrifugacion mas efectivo y no requiere agua de procesado,
produciendo tan solo dos efluentes: aceite de oliva y un nuevo tipo de subproducto de
consistencia pastosa con un alto contenido en agua: el alpeorujo. A pesar de que es

llamado el sistema ecoldgico, al reducir enormemente la generacion de aguas residuales,
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con €l nacié un nuevo problema de tipo ambiental, ya que aunque no se produce un
vertido liquido como en el anterior sistema, la naturaleza “semi-sdlida” del alpeorujo,
complica notablemente su transporte y tratamiento.
La figura 12 muestra un esquema comparativo entre los sistemas de dos y tres fases para la
obtencion del aceite.

Sistema de tres fases Sistema de dos fases
(1000 Kg)
| Lavado con agua fria | | Lavado con agua fria |
v
| Molienda y batido | | Molienda y batido |
v
Agua caliente Centrifugado Centrifugado
—— | (decantador de tres fases) (decantador de dos fases)
Orujo l Agua l Alpeorujo
(=550 Kg) de (=800 Kg)
Lavado del aceite/recuperacion del lavado Lavado del acei
aceite en la fraccion liquida —— | lavadodelaceite |, Aqya residual
‘ ‘ (=0,2 m3)
(Al1p$(;hirl) | Aceitedecliva | (=210kg) | Aceite de oliva | (=200 kg)
~1-1,6 m

Figura 12. Comparacion de los sistemas de extraccion de tres y dos fases para obtencion de
aceite de oliva. Adaptado de (Alburquerque et al., 2004)
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4.3.1. Caracterizacion de los residuos del aceite de oliva

Debido al origen comun de ambos residuos, alpechin y alpeorujo, su composicion va a ser
muy similar, con variaciones fundamentalmente cuantitativas originadas por las diferencias
en el proceso de extraccion. Asi, el contenido en fenoles totales del alpechin es del 24%
respecto al peso seco del residuo, frente a un 20,4% encontrado en el alpeorujo (Lesage-
Meessen et al., 2001). Visioli y colaboradores (1995) sugirieron que estas diferencias se
producian porque en el sistema de tres fases los compuestos fendlicos son extraidos en
mayor medida por el lavado continuo que se aplica a la pasta de aceituna, y debido a su
solubilidad terminan concentrandose en el residuo, alpechin (Visioli et al., 1995).

Dado que el residuo utilizado en el presente trabajo es el alpeorujo, se procedera a hacer

una descripcion mas detallada de dicho residuo.

La mayoria de las publicaciones cientificas en las que se recoge informacion sobre la
composicion quimica del alpeorujo describen algun tratamiento realizado sobre una o varias
muestras, incluyendo informacion especifica sobre la composicion de las muestras utilizadas
(Cayuela et al., 2004; Mulinacci et al., 2005). Como referencia para tener una idea general
acerca de la composicion quimica del alpeorujo, es conveniente resaltar el trabajo de
Alburquerque y colaboradores (2004) en el que se caracterizaron quimicamente 20 muestras
del residuo procedentes de almazaras localizadas en diferentes provincias de Espafa
(Albacete, Cordoba, Cuenca, Granada, Jaén, Malaga, Murcia y Tarragona), durante
sucesivas campafas incluidas en el periodo 1997-2000, aportando informacion
estadisticamente valida sobre la composicion general del residuo. Determinaron los
siguientes parametros: conductividad eléctrica y pH en extractos acuosos 1:10 (w/v), sélidos
volatiles que reflejan el contenido en materia organica (OM) mediante pérdidas por ignicion,
contenido en nitrdgeno total (NT) y carbono organico total (COT), contenido en P, K, Na, Ca,
Mg, Fe, Cu, Mn, y Zn, y contenido total en grasas. En extractos acuosos 1:20 se analizé en
contenido fendlico y en carbohidratos. Por ultimo se determing la concentracion de lignina,
celulosa y hemicelulosa.

Los resultados obtenidos en estos andlisis se muestran en las Tablas 3y 4.
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Tabla 3. Composicién quimica del alpeorujo (n=20) (Alburquerque et al. 2004)

Parametro Media Rango Coeficiente Variacion (%)
Humedad (% peso fresco) 64 55,6-74,5 7,6
pH 532 4,86-6,45 6,6
Conductividad (dSm) 3,42  0,88-4,76 33,9
Cenizas (g kg") 67,4 24,0-151,1 425
COT (g kg™ 519,8 495,0-539,2 2,8
indice C/N 478  28,2-72,9 22,1
Nitrogeno Total (g kg') 11,4 7,0-18,4 245
P (gkg) 1,2 0,7-2,2 29,7
K (g kg) 198 77297 34,2
Ca (g kg') 45 1,7-9,2 57,3
Mg (g kg'") 1,7 0,7-3,8 58,7
Na (g kg) 0,8 0,5-1,6 36,6
Fe (mg kg"') 614  78-1462 74.9
Cu (mg kg") 17 12-29 28,8
Mn (mg kg) 16 5-39 70,2
Zn (mg kg'") 21 10-37 36,3

Tabla 4. Principales componentes de la fraccion organica del alpeorujo (g kg-'peso seco)
(n=20) (Alburquerque et al. 2004)

Parametro Media Rango Coeficiente Variacion (%)
Materia orgénica total 932,6 848,9-976,0 3,1
Lignina 426,3[45,8] 323,0-556,5 16
Hemicelulosa 350,8 [37,7] 273,0-415,8 12,7
Celulosa 193,6 [20,8] 140,2-249,0 14,8
Grasas 121,0[13,0] 77,5-194,6 28,9
Proteinas 715(7,71 43,8-115,0 24,5
Carbohidratos (solubles) 95,8 [10,1] 12,9-164,0 50
Fenoles (solubles) 14,2 [1,5] 6,2-23,9 41

Los datos entre corchetes representan los porcentajes respecto al contenido organico total.
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Como se aprecia en las dos tablas, el alpeorujo presenta un alto grado de humedad (mayor
a 56%) que junto al pequefio tamario de particula lo hace un material poco poroso, plastico y
con tendencia a compactarse, lo que supone un problema a la hora del transporte y el
manejo, asi como para utilizarlo como sustrato de compostaje, ya que este debe llevarse a
cabo con unas determinadas condiciones. Este material presenta también un pH ligeramente
acido (media de 5,32). El alpeorujo es especialmente rico en K (19,8 g kg'), lo cual es
caracteristico de los residuos procedentes de las almazaras. Sin embargo este residuo es
pobre en P, Ca y Mg si se compara con residuos sélidos municipales y aguas residuales de
procesado de otros vegetales. El contenido en N (7-18,4 g kg''), fundamentalmente organico,
es también bajo si se compara con otros residuos. Como micronutriente destaca el Fe (valor
medio de 614 g kg') aunque, junto con el Mn, presenta grandes variaciones con un
coeficiente de variacion muy alto (Alburquerque et al., 2004).
El alpeorujo tiene un alto contenido en materia organica muy alto, mucho mayor que el del
alpechin y el residuo seco de alpechin. Los principales constituyentes de esta materia
organica son lignina, hemicelulosa y celulosa que constituyen el 46%, 38% y 21% del total de
materia organica respectivamente. Precisamente este alto contenido en lignina dificulta la
degradacion bacteriana del residuo cuando se usa como sustrato para compostaje. Otros
componentes importantes del contenido organico son las grasas (13%), carbohidratos
solubles (10%) y proteinas (cerca del 8%). El alto indice C/N (28.2-72.9) esta por encima de
los valores aconsejados para un eficiente compostaje de un residuo (25-35) (Alburquerque et
al., 2004).

4.3.2. Compuestos fendlicos del alpeorujo

Durante la elaboracion del aceite de oliva, los compuestos fendlicos presentes
originalmente en la aceituna y los que se originan durante el procesado, como la oleuropeina
de la cual el 80% se degrada en otros compuestos, van a estar presentes en los productos
finales de este proceso, es decir, en el aceite y en los residuos, distribuyéndose en ellos
segun su solubilidad en las dos fases mayoritarias de estos productos, agua y aceite. Asi, en

la pasta de aceituna, que es un sistema multifasico, los fenoles se encuentran repartidos en

84



Introduccion

las diferentes fases segun su afinidad hacia ellas. Debido a que los compuestos fendlicos
tienen un coeficiente de particion aceite/agua (kp) bajo, del orden de 6 104 a 1.5, tienden a
concentrarse en los residuos (con elevado contenido en agua) y en menor medida en el
aceite. En consecuencia, sélo una fraccion de los fenoles presentes en el fruto van a
encontrarse en el aceite, aproximadamente el 1-2% del total de fenoles disponibles, mientras
que el resto se pierde en el agua residual (=53%) y el residuo sélido (=45%), valores que
varian en funcion del método de extraccion (Rodis et al., 2002).

La composicion fendlica del alpeorujo va a estar influenciada por diferentes factores y va a
depender del fruto (variedad, grado de maduracion), del tipo de cultivo, de variaciones
estacionales, de la temporada de recoleccion, del tiempo y condiciones de almacenamiento,
entre otros (Obied et al., 2008). Los biofenoles mayoritarios encontrados en el alpeorujo
(Figura 13) son hidroxitirosol, en forma libre 0 como glucdsido, oleuropeina, tirosol, acido
cafeico, acido vainillico, verbascosido, acido elenoico, acido p-cumarico, catecol y rutina,
todos ellos con actividad antioxidante y otras numerosas actividades bioldgicas
(cardioprotectiva, antiaterogénica, antimicrobiana, antiviral, antiinflamatoria, anticancer, etc),
aunque los avances en las técnicas analiticas han permitido identificar en el alpeorujo una
gran cantidad de compuestos fendlicos minoritarios con diversas estructuras (Obied et al.,
2005).
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Figura 13. Estructura de algunos de los biofenoles mayoritarios del alpeorujo

4.3.3. Impacto de los residuos en el medio ambiente: soluciones
El principal problema de los residuos derivados de la industria oleicola es que son
generados en grandes cantidades durante un corto periodo de tiempo (noviembre-febrero) y
son muy contaminantes, sobre todo el alpechin, por lo que es necesario encontrar
alternativas para la correcta gestion de estos residuos.
Entre los efectos medioambientales de los residuos de la obtencion del aceite de oliva
podemos destacar los siguientes:
e Efecto antimicrobiano: este efecto ha sido relacionado con el contenido de los
residuos en compuestos fendlicos, acidos grasos y acidos organicos (Gonzalez et
al., 1990).
e Fitotoxicidad: los fenoles han sido también descritos como los responsables de este

efecto, mediante una accion sinérgica con otros compuestos no identificados
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presentes en el residuo. Asi se ha visto que inhiben la germinacion de las semillas
del trigo, calabazin y tomate (Capasso et al., 1992).

e Efectos sobre sistemas acuaticos: fundamentalmente el alpechin, ya que el
alpeorujo no puede considerarse un vértido liquido debido a su consistencia solida.
Entre ellos se puede destacar la decoloracion de las aguas, eutrofizacion y efectos

toxicos sobre especies de la fauna acuatica de los rios (Morillo-Pérez, 2007).

Es debido a estos efectos que a lo largo de los afios se han buscado soluciones para el
tratamiento de los residuos de manera que se consiga un mejor aprovechamiento y reciclado
de los mismos.

En la practica, el método de eliminacién de alpechin mas empleado es almacenarlo en
balsas de evaporacion debido a la baja inversion requerida y a las condiciones climaticas
favorables en los paises mediterraneos. Sin embargo este método precisa de grandes areas
y produce diversos problemas como mal olor, infiltraciones y proliferacion de insectos (Roig
et al., 2006). La evaporacion del alpechin produce fangos. La mayoria del fango producido
en las balsas de evaporacion se traspasa a vertederos, aunque puede ser utilizado en la
agricultura o como biocombustible(Vitolo et al., 1999).

La mayoria de los estudios sobre valorizacion de este residuo se centran en el
compostaje, que consiste en el tratamiento del residuo para transformarlo en un producto
que se usa como fertilizante. Asi, se ha conseguido obtener un buen abono mediante un
compostaje combinado del residuo sélido de alpechin y residuos provenientes del cultivo del
algodon (Paredes et al., 2002).

En cuanto al tratamiento del alpeorujo se han propuesto diversos tratamientos. Se puede
realizar el secado del residuo para proceder a una segunda extraccion mediante disolventes
obteniendo el aceite residual (Arjona et al., 1999). El alpeorujo extractado normalmente se
utiliza como combustible en las propias plantas extractoras para la produccion de calor o
electricidad. Este método se utiliza en la mayoria de las extractoras debido a que el alpeorujo
extractado tiene un elevado poder calorifico (400kcal/kg) (Caputo et al., 2003). También se

ha propuesto su utilizacion como sustrato para la obtencion de biogas (Tekin y Dalgic, 2000).
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Puede aplicarse también directamente sobre el suelo, ya que ciertas ventajas del uso
directo del alpeorujo como abono organico son su alto contenido en potasio, su bajo valor
econdmico y que se produce cerca de zonas agrarias, por lo cual no es necesario
transportarlo a grandes distancias. Sin embargo, diferentes experiencias han demostrado
que, si bien es menos fitotoxico que el alpechin, su aplicacién directa provoca una pérdida
del equilibrio nutricional del suelo debido al alto indice C/N, por lo que debe ser aplicado
junto a una fuente de nitrégeno (Thompson y Nogales, 1999).

El alpeorujo también puede servir como sustrato de bajo coste para la produccion de
exopolisacaridos y enzimas de aplicacion en diferentes industrias como la alimentaria,
farmacéutica y petroliferas (Morillo et al., 2009).

Una solucién interesante al problema del alpeorujo es la utilizacion del mismo como
sustrato para la obtencién de compuestos con valor afiadido. Dentro de ellos cabe destacar
la utilizacion del alpeorujo como una fuente barata de antioxidantes naturales, dada la gran
concentracion de compuestos fendlicos bioldgicamente activos que posee (Obied et al.,
2005). La recuperacion efectiva de estos compuestos aportaria un doble beneficio, ya que se
reduciria el contenido fendlico en el residuo, trasformandolo en un producto menos
contaminante para posteriores tratamientos y aplicaciones (Sayadi et al., 2000). La mayoria
de las investigaciones se han centrado en la obtencion de hidroxitirosol por ser uno de los
compuestos presentes en mayor concentracion en el alpeorujo y ademas con probada
actividad antioxidante y antibacteriana y diferentes efectos beneficiosos sobre la salud
(Fernandez-Bolanos et al., 2002; Allouche et al., 2004). No obstante, podrian obtenerse de
forma individualizada otros de los muchos biofenoles que contiene, o utilizarse extractos
totales de compuestos fendlicos, que mantendrian todas las propiedades beneficiosas
anteriormente descritas y al no tratarse Unicamente de un compuesto podrian actuar de
forma sinérgica. Estos fenoles antioxidantes pueden proporcionar una alternativa al uso de
antioxidantes sintéticos en productos farmaceuticos, cosméticos y alimentarios, como ya se
citd anteriormente.

Otro tipo de productos con valor afadido que pueden obtenerse del alpeorujo son una

serie de azucares que se obtienen por hidrdlisis del residuo. Asi, se pueden conseguir
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monosacaridos (xilosa, arabinosa y glucosa), y oligosacaridos, fundamentalmente manitol y
productos de degradacion de otros azlcares. Estos pueden ser aplicados en la industria
alimentaria (Fernandez-Bolanos et al., 2004).
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Objetivos

Los liposomas constituyen un prometedor sistema para la vehiculizacion de farmacos y
sustancias bioldgicamente activas debido a las numerosas aplicaciones que se han
encontrado para ellos. Las numerosas investigaciones que existen en el campo de los
liposomas estan encaminadas a mejorar propiedades tales como la estabilidad o la capacidad
de encapsulacion. En este aspecto los arqueosomas proporcionan una ventaja frente a los
liposomas convencionales, ya que la mayor estabilidad quimica de los lipidos constituyentes
del mismo permite anticiparle una mayor resistencia frente a la degradacion, y por tanto, mejor
estabilidad que los liposomas eleaborados con lipidos tipo éster.

El ambito de aplicacion de los liposomas es muy amplio, y dentro de él, en la introduccion se
ha resaltado el papel de los liposomas como sistemas para la utilizacion en dermatologia y
cosmética. Particularmente interesante el papel que pueden desempefar los “liposomas
antioxidantes” en la fotoproteccion de la piel, previniendo tanto el envejecimiento como la
aparicion de patologias relacionadas con el estrés oxidativo.

Los residuos de la produccion del aceite de oliva plantean un problema porque se generan
en grandes cantidades y son muy contaminantes, fundamentalmente por el contenido en
compuestos fendlicos, por lo que es necesario la busqueda de soluciones para ellos. Una muy
interesante es la utilizacion del residuo como sustrato para la extraccion de estos compuestos
fendlicos, los cuales han demostrado tener diversas actividades bioldgicas y ser beneficiosos
para la salud.

Por tanto, y de acuerdo con lo anteriormente descrito, se plantean los siguientes objetivos
para el presente trabajo de investigacion:

1. Estudio de la capacidad antioxidante de diferentes extractos de alpeorujo, con el fin
de seleccionar un extracto que proporcione una buena actividad antioxidante para su
posterior aplicacion.

2. Disefio, elaboracion y caracterizacion de diferentes formulaciones de arqueosomas
para la encapsulacion de los extractos fendlicos obtenidos y, con fines comparativos,
se prepararan liposomas convencionales de fosfatidilcolina con idéntica composicion.
Se llevara a cabo la evaluacion de la estabilidad de las formulaciones a lo largo del

tiempo con el fin de identificar las mas estables.
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3. Estudio in vitro de la toxicidad de los extractos fendlicos y de las formulaciones
elaboradas.

4. Elaboracion de una forma farmacedutica de aplicacion topica para la incorporacion de
las vesiculas obtenidas y facilitar su aplicacion cosmética. Estudio de liberacion de

los activos cosméticos encapsulados.
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Estudio de la capacidad antioxidante de extractos de alpeorujo: Resultados y discusion

1. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE
ALPEORUJO
1. 1. MATERIAL Y METODOS

1.1.1. Obtencién de extractos fendlicos de alpeorujo

Se obtuvieron tres muestras de alpeorujo de 5Kg cada una, procedentes de diferentes
variedades de aceituna: picudo (alpeorujo 1), picual (alpeorujo 2) y hojiblanca (alpeorujo 3) de
cooperativas de Cdordoba, Jaén y Granada, respectivamente.

Las muestras fueron recogidas en contenedores de plastico y conservadas a —20° C hasta su
utilizacion. Para el proceso de extraccion se procedio a la liofilizacion del alpeorujo y posterior
molido hasta reducirlo a un polvo fino. La figura 14 muestra los diferentes tipos de alpeorujo

una vez liofilizados.
. |

Al AZ A3

Figura 14. Muestras de alpeorujo liofilizado utilizadas
en este estudio: A1) variedad picudo; A2) variedad
picual; A3) variedad hojiblanca

En la extraccion de los compuestos fendlicos se utilizaron diferentes disolventes en funcion
de su polaridad, y asi se realizaron extracciones con etanol, metanol y una mezcla de
metanol/agua 80:20 (v/v). A 5 g de muestra se le afadieron 25 ml del correspondiente

disolvente, se mantuvo en agitacion magnética durante 10 min y se centrifugé a 4000 r.p.m.
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durante 10 min. Este proceso se repitié seis veces. Con el fin de concentrar las muestras se
procedid a la evaporacién del disolvente (etanol o metanol) en un rotavapor Laborota 4000
efficient (Heidolph, Alemania) a 40° C, llevandolos hasta un volumen final de 20 ml en el
correspondiente disolvente. En el caso del extracto metanol/agua se evapord el metanol hasta
la obtencion de 20 ml de un extracto acuoso.

Todos los extractos se conservaron a —202 C hasta su utilizacion.

1.1.2. Cuantificacion de fenoles totales en los extractos obtenidos

La cuantificacion de fenoles totales se llevd a cabo mediante el método de Folin-Ciocalteau
descrito por Singleton y Rossi en 1965, con algunas modificaciones en los volumenes.

El método original, fundamentado en el caracter reductor de los polifenoles, fue desarrollado
en 1927 y consistia en la obtencién de un producto coloreado por la oxidacion de los fenoles al
reaccionar con un compuesto molibdotungstico. Es un método sencillo, sensible y preciso, sin
embargo Singleton y Rossi mejoraron el método introduciendo algunas modificaciones que le
proporcionaba mayor especificidad. Asi cambiaron el reactivo molibdotingstico por un
heteropolianion  molibdotungsto-fosférico(3H20-P20s-13W03-5M003-10H20 'y 3H20-P20s-
14WQO3-4Mo03-10H20) que reduce los fenoles de manera mas especifica, originando un color
azul intenso que tiene su maximo de absorcion a 765nm.

Se procedié como se describe a continuacion:

Una alicuota del extracto a analizar (15 pl) se hizo reaccionar con 75 pl de reactivo de Folin-
Ciocalteau 2N, proporcionado por Sigma Aldrich. Se agité hasta conseguir una mezcla
homogeénea y antes de pasados 8 minutos desde la adicion del reactivo se afadieron 225 pl de
una solucion de NaxCOs al 20%. Se agitd y posteriormente se afiadié agua bidestilada para
llevar a un volumen final de 1,5 ml. Se dejo reaccionar a temperatura ambiente y protegido de
la luz durante 2 h, pasadas las cuales se leyd la absorbancia a 765 nm en un
espectrofotometro (UV/VIS Cintra 10). La recta de calibrado (y = 1,0804x - 0,009; r2=0,9) se
hizo con una solucion patron de &cido cafeico (0-0,25 mg/ml) y el contenido en fenoles totales

se expresd como equivalentes de acido cafeico por gramo de alpeorujo ( EAC mg/g).
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1.1.3. Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos fendlicos

obtenidos

Existen numerosos métodos in vitro para medir la capacidad antioxidante tanto de
compuestos puros como de extractos vegetales, alimentos, nutraceuticos, etc. Todas las
sustancias antioxidantes reaccionan con los radicales libres quelandolos mediante dos
mecanismos principales, uno por transferencia de un atomo de hidrégeno (HAT) y otro por
transferencia del electron desapareado (SET). El resultado final es el mismo sin tener en
cuenta el mecanismo, pero son diferentes en cuanto a las cinéticas de reaccion asi como a la
posibilidad de que aparezcan reacciones laterales. Los métodos basados en el mecanismo
HAT miden la habilidad del antioxidante para bloquear los radicales libres mediante la
donacién de un atomo de hidrogeno, mientras que los que se basan en el mecanismo SET
detectan la capacidad de la sustancia a ensayar para transferir un electrén reduciendo el
compuesto que lo capta, tales como metales, carbonilos y radicales libres.

Podriamos clasificar los métodos para determinar la capacidad antioxidante segun el
mecanismo que utilizan, encontrando métodos exclusivos de mecanismo HAT o mecanismo
SET, y métodos que utilizan ambos tipos de reaccion (Prior et al., 2005).

El método elegido para determinar la actividad antioxidante de los extractos de aleporujo fue
el que utiliza el radical libre DPPH" (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), y se puede considerar un
método mixto, es decir, en él se dan reacciones tanto de tipo HAT como SET (Prior et al.,
2005). Se eligié este método por ser descrito por muchos autores para evaluar la actividad
antioxidante de los fenoles (Visioli et al., 1998; Foti y Daquino, 2006; Villano et al., 2007)

La molécula de DPPH se caracteriza por ser uno de los pocos radicales de nitrogeno
organico estable, con la capacidad de deslocalizar el electron no apareado a lo largo de toda la
molécula, de manera que ésta no sufre dimerizacion, como ocurre en la mayoria de los
radicales libres. Asimismo, esta deslocalizacion le permite alcanzar un color violeta intenso, de
modo que cuando se encuentra en solucion etandlica o metanodlica presenta un pico maximo
de absorcion a 515 nm.

Cuando una solucion de DPPH entra en contacto con una sustancia antioxidante, se

transforma en la molécula reducida, con la consiguiente pérdida del color violeta, quedando un
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color residual amarillo palido debido a la presencia del grupo picril. La disminucion de la
absorbancia es proporcional a la concentracion y la actividad de dicho antioxidante (Brand-
Williams et al., 1995).
Representando la sustancia antioxidante como AH, el DPPH pierde su color en presencia de
esta sustancia segun la siguiente reaccion primaria:
DPPH® + AH — DPPH-H + A°

El resultado de la reaccion es la forma reducida del DPPH y un radical libre A® producido en
este primer paso. Este radical sufrira ulteriores reacciones, del tipo que se representa a
continuacion, reacciones que controlan la estequiometria global, es decir, el nimero de
moléculas de DPPH reducidas por una molécula de sustancia reductora.

A® + DPPH* — DPPH-A

La figura 15 representa la reaccion entre el DPPH y la sustancia antioxidante.

C, O oWe

e e

D'H NO. + AH m "n. + A"‘

NO,

Color morado intenso Color amarillo leve

Figura 15. Reaccion primaria del antioxidante con el DPPH

De esta forma, se realizan medidas de la absorbancia hasta que la reaccion llega al estado
de equilibrio, el cual se alcanza cuando la absorbancia presenta valores practicamente
constantes.

Como sustancia de referencia se utilizd Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo

carboxilico), un antioxidante sintético hidrosoluble analogo del tocoferol.
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Para la preparacion de dicho estandar de referencia se realizé una disolucién madre de
Trolox en metanol 2 mM y se prepararon diluciones en metanol con concentraciones que iban
desde 0,02-1 mM., para la realizacion de la curva estandar referida a porcentaje de inhibicién

del DPPH respecto a las diferentes concentraciones de Trolox.

El ensayo se llevé a cabo como se describe a continuacion:

Se prepard una solucién metanodlica extemporanea de DPPH (25 mg/l); 3,9 ml de esta
solucién se mezclaron con 0,1 ml de las diferentes diluciones de Trolox para la realizacién de
la curva estandar o con 0,1ml del extracto al que se queria determinar la actividad
antioxidante. Asimismo se preparo otra alicuota de 3,9 ml de la solucién de DPPH a la que se
afadieron 0,1ml del correspondiente disolvente, muestra que nos servira para determinar la
absorbancia del DPPH en ausencia de sustancia antioxidante. Las muestras se dejaron a
temperatura ambiente y se midié su absorbancia a 515 nm en un espectrofotometro UV-VIS
(Cintra 10) cada treinta minutos durante un periodo de 2 h, tiempo suficiente para asegurarnos
que la reaccién ha llegado al equilibrio. El ensayo fue realizado por triplicado.

El porcentaje de inhibicion del DPPH fue calculado de acuerdo con la siguiente formula:

% de inhibicion de DPPH = [(A pppH - A muestra) / Aoper ] X 100

Donde A prrH es la absorbancia inicial del DPPH 'y A muestra €S la absorbancia del DPPH tras

finalizar la reaccion.

La actividad antioxidante de las distintas muestras se expresdé en milimoles de Trolox

equivalentes por gramo de alpeorujo (Teow et al., 2007). Para ello se interpolaron los valores

de porcentaje de inhibicion de las muestras ensayadas en la curva obtenida para el Trolox

(y=77,798x + 13,991; r2= 0,9957), la cual nos proporcionaba asi la concentracion de Trolox

equivalente a los valores de inhibicion que produjeron las muestras.

Se prepararon diluciones de cada una de las muestras, ya que el valor del porcentaje de
inhibicion dependera de la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos presentes en

ellas. Si representamos graficamente la actividad antioxidante como porcentaje de inhibicién
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de DPPH frente a la dilucion ensayada, obtenemos un gréafico lineal para un determinado
rango de concentraciones. Es importante que los valores de inhibicion utilizados para interpolar

en la curva de Trolox estén dentro de este rango de linealidad (Villano et al., 2005).

1.1.4. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se estudiaron, desde un punto de vista estadistico, mediante un
andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor utilizando un nivel de significacion <0,05 para el
rechazo de la hipétesis de igualdad de medias. Una vez decidido que las medias poblacionales
comparadas son diferentes se utilizd el método de Tukey de comparaciones multiples para
discriminar las diferencias de medias que eran estadisticamente significativas en un intervalo de
confianza al 95%.
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1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

1.2.1. Cuantificacion de los fenoles totales en los extractos obtenidos

Se ha empleado el método de Folin-Ciocalteau para la determinacion del contenido total en

polifenoles por ser el método de cuantificacién mas comun y ampliamente usado (Prior et al.,

2005).

El contenido medio en fenoles de los extractos difiere significativamente segun el tipo de

disolvente utilizado para la extraccion (p<0,01) y segun el alpeorujo de partida (p<0,05).

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5 y la figura 16. De ellos se deduce que

hay una clara relacion entre la polaridad del disolvente y el rendimiento de la extraccion, ya

que como se puede observar en la figura 16, a medida que aumenta la polaridad del disolvente

aumenta también el contenido en polifenoles de los extractos obtenidos. Asi, la mezcla de

metanol:agua (80:20 v/v) resultd ser el disolvente mas efectivo, seguido de los extractos

metandlicos, y por ultimo, de los extractos realizados con etanol. Este fendmeno se observa

en las tres muestras de alpeorujo estudiadas.

Tabla 5.Concentracion de fenoles totales (mg
equivalentes de acido cafeico/g de alpeorujo), valor

medio y desviacion estandar (n=3)

Disolvente  Alpeorujo mg EAC/g alpeorujo

1 3,39 + 0,40

Etanol g 5,77 + 0,14

3 2.28 + 0,03

1 7.38 + 0,61

Metanol - 14,19 £ 0,48

3 3.86+0.11

1 13,90 + 0,12

Metanol/agua 2 20.88 + 2.78
3 10,18 £ 1,20
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v/IV)

O alpeorujo 1 @ alpeorujo 2 I alpeorujo 3

Figura 16. Contenido en fenoles totales de los extractos de alpeorujo:
alpeorujo 1) variedad picudo; alpeorujo 2) variedad picual; alpeorujo 3)

variedad hojiblanca

También se puede observar que de los tres alpeorujos analizados, el alpeorujo nimero 2,
procedente de la variedad picual de aceituna, mostrd la mayor concentracion de fenoles totales
en todos los extractos preparados, con un maximo de 20,88 + 2,78 mg EAC/g de alpeorujo

liofillizado.

1.2.2. Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos fendlicos

obtenidos

En cada una de las muestras objeto de estudio, las diluciones que mostraron una respuesta
lineal en el porcentaje de inhibicion del DPPH fueron distintas, como se puede observar en las
figuras 17, 18 y 19, lo cual es ya un indicativo del potencial antioxidante de cada una de las
muestras. A la vista de estos resultados de cada uno de los extractos se seleccion la dilucion

apropiada para que los resultados estuvieran dentro de la linealidad.
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Figura 17. Relacion entre dilucion y porcentaje de inhibicion en los

extractos obtenidos con etanol: Et1) extracto alpeorujo picudo;

Et2) extracto alpeorujo picual; Et3) extracto alpeorujo hojiblanca
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Figura 18. Relacion entre dilucién y porcentaje de inhibicién en los

extractos obtenidos con metanol: M1) extracto alpeorujo picudo;

M2) extracto alpeorujo picual; M3) extracto alpeorujo hojiblanca
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Figura 19. Relacion entre dilucién y porcentaje de inhibicién en los
extractos obtenidos con metanol/agua (80:20 v/v): MH1) extracto
alpeorujo picudo; MH2) extracto alpeorujo picual; MH3) extracto

alpeorujo hojiblanca

La actividad antioxidante media de los extractos también difiere significativamente segun el
disolvente utilizado en la extraccion (p<0,05) y del tipo de alpeorujo utilizado para ella (p<0,05).

En la tabla 6 se muestran los valores de actividad antioxidante expresados como milimoles
equivalentes de Trolox/ g de alpeorujo. En ella observamos que, en todos los casos, el
alpeorujo con mayor actividad antioxidante fue el nimero 2, proveniente de la variedad picual
de aceituna, hayandose diferencias estadisticamente significativas frente a la actividad
presentada por el alpeorujo 1(picudo) (M.-Mi=642, error estandar 141) y el alpeorujo 3
(hojiblanca) (M2-M3=725, error estandar 141). Ademas, nuevamente se ve de forma clara la
influencia del medio extractivo de manera que, al igual que ocurria con el contenido total en
polifenoles, a medida que aumenta la polaridad del disolvente aumenta también la capacidad
antioxidante. Este fendmeno podemos observarlo de manera gréfica en la figura 20, donde
queda constatado que, en los tres tipos de alpeorujo, el extracto metanol/agua es el que mayor
actividad antioxidante posee, seguido del extracto metandlico, mientras que la actividad del
extracto obtenido con etanol fue mucho mas discreta.
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Tabla 6. Actividad antioxidante de los diferentes
extractos (mM equivalentes de Trolox/g de alpeorujo),
valor medio y desviacion estandar (n=10)

Disolvente  Alpeorujo mM ET /g alpeorujo
1 130,99 + 15,77
Etanol 2 532,28 + 29,11
3 139,41 +13,19
1 395,25 + 37,48
Metanol 2 1018,83 + 107,85
3 291,29 + 30,04
1 744,14 + 100,99
Metanol/agua | 2 1644,07+122,68
3 589,10 + 56,78
=
S 2000
S 1750
% 1500 |
o 1250
% 1000
S 750 -
= 500
8 250
= 0
£
etanol metanol metanol/agua
Extracto 80:20 (W)
O Alpeorujo 1 @ Alpeorujo 2 @ Alpeorujo 3 ‘

Figura 20. Actividad antioxidante de los diferentes extractos de
alpeorujo: alpeorujo 1) variedad picudo; alpeorujo 2) variedad picual;

alpeorujo 3) variedad hojiblanca
En distintos estudios se describe que el contenido en polifenoles del alpeorujo es elevado

puesto que, debido al coeficiente de particion que poseen estos compuestos, una gran

proporcion de ellos se arrastran con el agua de lavado durante el proceso de extraccion del
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aceite, de manera que la concentracion de compuestos polifendlicos que se encuentra en el
alpeorujo y en el fruto es siempre mayor que la detectada en el aceite de oliva (Keceli y
Gordon, 2001; Mulinacci et al., 2001).

La concentracion en polifenoles totales de las aceitunas depende de muchos factores, entre
ellos, el tipo de cultivo, la variedad de aceituna, la madurez del fruto, el periodo de recogida,
etc. (Gomez-Rico et al., 2008), factores que condicionan a su vez el contenido polifendlico del
apeorujo (Obied et al., 2008). Asi, entre las variedades de aceitunas espanolas, la picual esta
descrita junto con la picudo, como las variedades con mayor contenido en fenoles (Brenes et
al., 1999; Garcia et al., 2002), lo cual concuerda con los resultados obtenidos, en los que el
alpeorujo de mayor contenido polifendlico es el procedente de la variedad picual, seguido del
alpeorujo de picudo y finalmente por el de hojiblanca.

La utilizacién de disolventes para la extraccion de compuestos antioxidantes de diferentes
fuentes naturales es muy usada, y tanto el rendimiento de la extraccion como la actividad de
los extractos van a depender del disolvente, debido a las diferencias en el potencial
antioxidante de compuestos con diferente polaridad. Es por ello importante hacer un estudio
comparativo entre diferentes solventes para cada sustrato del cual se quiere hacer una
extraccion (Moure et al., 2001). En el presente estudio se han utilizado tres disolventes, etanol,
metanol y una mezcla hidroalcohdlica de metanol y agua (80:20), aumentando en este orden la
polaridad de los mismos, encontrando una relacion positiva entre la polaridad y el rendimiento
de las extracciones, obteniendo la mayor concentracion de polifenoles y actividad antioxidante
con los disolventes mas polares. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en
estudios sobre alpeorujo australiano, en los que se testaron diferentes disolventes en orden
creciente de polaridad, obteniendo los mejores resultados de recuperacion de fenoles con
mezclas de metanol y agua en diferentes proporciones, y con buenos resultados también en
extracciones llevadas a cabo con metanol y con agua. Con acetato de etilo se obtuvieron
rendimientos muy bajos, pero puede ser interesante utilizarlo para la extraccion selectiva de
fenoles de bajo y medio peso molecular (Obied et al., 2005).

A la vista de estos resultados, la utilizacion de metanol o de metanol/agua es un buen

método para la extraccion de los polifenoles presentes en el alpeorujo y su posterior utilizacion.
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Diferentes autores describen la existencia de una correlacion entre el contenido polifendlico y
la actividad antioxidante, de manera que a medida que aumenta el primero el valor de
actividad antioxidante también se incrementa (Kedage et al., 2007). No obstante, es cierto que
a veces, y dependiendo del tipo de ensayo utilizado para la medida de dicha actividad, no se
encuentra correlacion alguna (Moure et al., 2001).

En nuestro caso existe un buen grado de correlacion (r2 = 0,93) entre el contenido total en

polifenoles de las muestras y la actividad antioxidante, como se refleja en la figura 21.
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Figura 21. Correlacion entre el contenido polifendlico total y la

actividad antioxidante medida mediante el método del DPPH
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2. ELABORACION DE ARQUEOSOMAS Y LIPOSOMAS DE

FOSFATIDILCOLINA CON COMPUESTOS FENOLICOS
2.1, MATERIAL Y METODOS

2.1.1. Componentes de la fase lipidica de las vesiculas

Como ya se indic en el punto 3.1. de la introduccion, la membrana de los liposomas esta
formada por diferentes tipos de fosfolipidos y colesterol. Dado que para la realizacion del
trabajo recogido en esta memoria se han utilizado dos tipos de lipidos en funcién de las
vesiculas preparadas, arqueosomas o liposomas convencionales, a continuacion se recoge la

composicion lipidica de cada una de ellas.

A) Arqueosomas: lipidos polares de arqueas. Obtencion
A-1. Microorganismos

Se selecciond para la realizacion del presente trabajo una cepa de Halobacterium salinarum,
concretamente H. salinarum CECT 396, ya que en trabajos previos realizados por nuestro
grupo de investigacion se comprobd que sus lipidos polares eran capaces de originar

arqueosomas estables (Cuerda-Correa, 2005; Gonzalez-Paredes et al., 2009).

A-2. Técnicas de cultivo

Para el cultivo de la citada arquea, se utilizd el medio OS, descrito por Oesterhelt y
Stoeckenius (1974), que por cada litro presenta la composicion que se recoge en la tabla 7.
Tabla 7. Composicién del medio OS

NaCl 250 ¢
MgSos 7H20 20¢
CeHsNasO7 2 H20 3¢9
KCI 29
peptona 109

Agua destilada hasta | 1000ml
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El medio de cultivo se suplementdé con 0,1 ml/ll de una disolucion de metales traza cuya

composicion se detalla en la tabla 8 y que se prepard en un litro de HCI 0,1N.

Tabla 8: Composicion de la disolucion de metales traza
ZnSo4 7H0  |66¢
MnSo4 H20 1,79
Fe(NH4)2S504 6H20 | 3,99
CuSO45H0 | 0,79

El medio se llevo hasta un pH de 7.3 con NaOH 1 My HCI 1M. Para la elaboracion de medio

OS sdlido se anadioé agar purisimo (Difco) al 2%.

La obtencion de biomasa se llevd a cabo en un fermentador Biostat B (Braun Biotech
International) (Figura 22) en 11 de medio OS, bajo las siguientes condiciones de cultivo:
e Temperatura: 39° C.
e pH:73.
e Agitacion: 300 r.p.m.

e Aireacion: a saturacion de oxigeno.

Figura 22. Fermentador Biostat B en el que se obtuvo la
biomasa de H. salinarum CECT 396
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Para la inoculacion del fermentador se utilizd un cultivo joven (30 h) en medio liquido OS. El
volumen del in6culo fue del 10% con respecto al volumen final del fermentador. La biomasa se
recogio después de 50 h de incubacion, al inicio de la fase estacionaria, mediante
centrifugacion en frio (entre 0° y 4°C) a 9000 r.p.m. durante 20 minutos en una centrifuga
Beckman J-21. Se realizé un lavado de la biomasa con NaCl 4M para eliminar posibles restos
del medio de cultivo y se centrifugd de nuevo en las mismas condiciones. La biomasa obtenida

fue conservada a —20°C hasta su utilizacion.

A-3. Extraccion de lipidos polares totales

El protocolo de extraccion esta basado en el disefado por Bligh y Dyer (1959), descrito por
Kates (1986) con algunas modificaciones en los tiempos de extraccién. Un esquema del
proceso de extraccion se muestra en la figura 23.

En un matraz Erlenmeyer se pesaron 4g de pasta celular humeda. Esta fue resuspendida en
10 ml de NaCl 4M hasta obtener una suspension homogénea. Se le afadieron entonces 37,5
ml de metanol/cloroformo (2:1 v/v), manteniendo la mezcla bajo agitacion magnética a
temperatura ambiente durante al menos 2 horas.

Tras este tiempo de extraccion la mezcla se centrifugd a 4000 r.p.m. en una centrifuga
Beckman durante 10 minutos. Después de centrifugar, el residuo sélido fue resuspendido en
47,5 ml de metanol/cloroformo/agua (2:1:0,8 v/v), se homogenizd la mezcla por agitacion y se
centrifugd en las mismas condiciones citadas anteriormente. Los sobrenadantes de ambas
centrifugaciones se unieron y fueron tratados con 25 ml de cloroformo y 25 ml de agua, y tras
agitacion se centrifugo de nuevo durante 10 minutos a 4000 r.p.m. La fase cloroférmica fue
recuperada y tratada con unas gotas de benceno para eliminar las posibles trazas de agua. El
disolvente fue eliminado en un rotavapor a 40°C hasta la total desecacion de la muestra.

Para la recuperacion de la fraccion total de lipidos polares, el residuo lipidico seco se
resuspendié en un volumen conocido de cloroformo/metanol (2:1 v/v) y los lipidos polares se
obtuvieron mediante precipitacion con 20 volumenes de acetona fria, recogiéndose el
precipitado por centrifugacion a 3500 r.p.m. durante 10 minutos. Este proceso se repitid tres

veces para asegurar la total eliminacion de sustancias lipidicas no polares. Finalmente, los
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lipidos polares totales se cuantificaron por pesada y se conservaron en cloroformo/metanol
(2:1 v/v) hasta su utilizacion (Choquet et al., 1992).

* Centrifugar 10 min
+47,5 ml MetOH / CICH,/ H,0
* Centrifugar 10 min
+25 ml CICH,
+25ml H,0

* Centrifugar 10 min

Precipitacion con

; Secado de la fase
acetona fria (x3 veces)

cloroférmica en
rotavapor

LiPIDOS POLARES PURIFICADOS Lipidos totales resuspendidos
en CICH,/ MetOH (2:1 viv)

Figura 23. Proceso de extraccion de los lipidos polares totales

A-4. |dentificacion y caracterizacion de los lipidos polares

El andlisis de los lipidos polares para su identificacion fue llevado a cabo por el servicio de
Identificacion de la DSMZ, en Alemania, a partir de pasta celular humeda suministrada.

Para determinar la temperatura de transicion del lipido se llevd a cabo un analisis
calorimétrico diferencial (DSC) en un calorimetro diferencial de barrido (Shimadzu modelo
DSC-50Q) de tipo flujo de calor en el Centro de Instrumentacion Cientifica (CIC) de la
Universidad de Granada. Para dicho andlisis se utilizo un gradiente de temperatura de
2 °C/min.
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B) Liposomas convencionales: fosfolipidos

Los fosfolipidos son los componentes fundamentales de la bicapa lipidica de los liposomas, y
entre ellos, la fosfatidilcolina es el mas frecuentemente utilizado para la preparaciéon de
liposomas, ya que parece interaccionar mejor con la piel que otros fosfolipidos, como el
fosfatidilinositol (Juninger et al., 1991). El fosfolipido empleado en el presente trabajo es el
Phospholipon® 90G (P90G), una fosfatidilcolina pura de soja (96%) estabilizada con 0,1% de
palmitato ascorbico, suministrada por Nattermann Phospholipid GmbH (Colonia, Alemania).

Se presenta como un granulado de color amarillo palido, y se conservé a -20°C hasta su

utlizacion.

C) Colesterol

Es usual la utilizacion de colesterol en la elaboracion de liposomas ya que se ha comprobado
que proporciona una estructura mas ordenada. En la fase de cristal liquido el colesterol limita
la movilidad de las cadenas de los fosfolipidos, haciendo la membrana mas compacta,
mientras que la fase de gel incrementa la movilidad de estas cadenas, produciendo una
disminucion de la temperatura de transicion (Tm) de un estado al otro, lo cual resulta en un
aumento de la fluidez de la membrana. En la fase de cristal liquido, la region rigida de los
anillos de colesterol interacciona con las cadenas hidrocarbonadas cercanas a las cabezas
polares de los fosfolipidos mientras que los otros fragmentos de las cadenas tienen una
libertad de movimiento relativamente alta. En el caso de la fase de gel, la presencia de
colesterol en la estructura de la membrana debilita las interacciones de Van der Waals entre
las cadenas hidrocarbonadas y los &cidos grasos, previniendo la cristalizacion de los
liposomas (Sulkowski et al., 2005).

La fluidez de la bicapa y el contenido en colesterol van a ser de crucial importancia para una
liberacion efectiva en la piel de la sustancia encapsulada dentro de los liposomas, ya que el
mecanismo de penetracion a través de la piel va a estar condicionado por el comportamiento
de fluidez (Coderch et al., 2000).

Por este motivo todas las formulaciones, tanto de arqueosomas como de liposomas

convencionales, preparadas para el presente estudio contienen colesterol en su composicion,
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en diferentes relaciones molares como se mostrara mas adelante. El colesterol utilizado fue

suministrado por Sigma Aldrich.

D) Disolventes de la fase lipidica

Los disolventes utilizados para la solubilizacion de los componentes de la fase lipidica deben
ser volatiles con el fin de que sean facilmente eliminables durante el proceso de preparacion
de los liposomas. En nuestro caso se utilizo cloroformo para disolver el P90G vy el colesterol, y
una mezcla cloroformo/metanol 2:1 (v/v) para los lipidos polares arqueales.

Todos ellos eran eliminados mediante evaporacion en rotavapor una vez que los

componentes se encontraban disueltos.

2.1.2. Componentes de la fase acuosa de las vesiculas

En todos los casos como fase acuosa se utilizd una solucién acuosa de los compuestos
fendlicos extraidos del alpeorujo. Con este fin se selecciond el extracto metandlico del
apeorujo 2, ya que previamente habia demostrado su gran capacidad antioxidante y, al
tratarse de un disolvente volatil, permitia la eliminacion del mismo para pasar el extracto a un
disolvente apropiado para la elaboracién de los liposomas.

Para ello, el extracto polifendlico fue secado en rotavapor. Una vez eliminado el disolvente se
determind el peso seco del extracto y entonces fue resuspendido en agua bidestilada y filtrado
por filtros estériles con tamafio de poro 0,45 pm con el fin de eliminar particulas en suspension
y residuos de grasa, obteniéndose una solucién limpida de color pardo.

Para la encapsulacién se utilizaron soluciones acuosas polifendlicas con una concentracion
de 10 mg de extracto seco/ml, soluciones que, cuantificadas mediante el método de Folin-
Ciocalteau previamente descrito para la determinaciéon del contenido total en fenoles,

contenian 355 + 12 ug EAC/ml (Equivalentes de Acido Cafeico/ml de solucién).
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2.1.3.Composicion de las formulaciones objeto de estudio

Se elaboraron diferentes formulaciones tanto de arqueosomas como de liposomas de
fosfatidilcolina, un total de 12, con el fin de evaluar el efecto de parametros tales como la
concentracion de lipido y de colesterol en la estabilidad de las mismas. Asi, se emplearon dos
concentraciones para ambos tipos de lipido, arqueal y fosfatidilcolina, y tres concentraciones
molares de colesterol para cada concentracion de lipido, 1:1, 1:0,5 y 1:0,25 respectivamente.

En la tabla 9 se resume la composicion de cada una de las formulaciones:

Tabla 9. Composicion de las formulaciones preparadas

Formulacién
Componentes
112 3 | 4|5 6 [ 7[8]9]10] 11 |12
Lipidos polares arquea (mg/ml) | 10 | - | 10 | - [ 10| - |20 - |20 | - | 20
P90G (mg/ml) - |10 - |10 -] 10| - |20 - |20 - |20
Colesterol (mg/ml) 4315 121512511 ]125[86|10 43| 5 |215|25
Extracto antioxidante (mg peso
10 {10 10 [ 10 (10| 10 [10 |10 | 10|10 10 | 10
seco/ml)

2.1.4. Elaboracion de las vesiculas

A) Vesiculas multilaminares

El método de elaboracion de las vesiculas utilizado en este trabajo fue el mismo tanto para
arqueosomas como para liposomas de fosfatidilcolina. Dicho método fue el llamado de
hidratacion del film lipidico, descrito por Bangham y colabradores (1974), con el que se
obtienen suspensiones de liposomas multilaminares.

En el método podemos distinguir varias fases. La primera fase consiste en la solubilizacion
de todos los componentes lipidicos y sustancias lipofilicas que van a formar parte de los
liposomas. En nuestro caso se llevd a cabo en un matraz de fondo redondo de 50 ml de
capacidad, y se procedié a la solubilizacion de los lipidos polares de arquea y colesterol para

los arqueosomas, y del P90G asi como el colesterol para los liposomas convencionales.
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Se anadio disolvente suficiente para asegurar la completa disolucion de los componentes
lipidicos, de manera que la pelicula que queda formada sobre la superficie del matraz una vez
evaporado el disolvente sea delgada y homogénea, lo cual es importante en la fase siguiente.

La evaporacion se llevd a cabo en un rotavapor a 40°C y 200 r.p.m. operando a vacio hasta
la completa evaporacion del disolvente. Una vez formada la pelicula, el matraz se mantenia
una hora a vacio para asegurar la eliminacion de cualquier traza de disolvente.

La segunda fase consistid en la hidratacion de la pelicula lipidica. Para ello se afiadié la fase
acuosa, el extracto fendlico, en cantidad igual al volumen de suspension liposémica que se
pretende obtener, y se mantuvo en agitacion durante 1 h a 1000 r.p.m. mediante un agitador
de varilla mecanico Boeco OSD-20, a temperatura ambiente, dada la baja temperatura de
transicion de los lipidos utilizados (figura 24). De cada una de las formulaciones se prepararon

dos réplicas.

Figura 24. Elaboracion de liposomas multilaminares mediante agitacion
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B) Vesiculas unilaminares

Una vez preparadas las vesiculas multilaminares, dichas suspensiones liposémicas se
dejaban reposar 12 h de modo que el sistema se estabilizara y las vesiculas terminaran de
formarse, y pasado ese tiempo eran tratadas con ultrasonidos para reducir el tamafio de
particula y mejorar la estabilidad de las vesiculas. Para ello se utilizd una sonda de
ultrasonidos Hielscher UP50H (Alemania) a una amplitud del 20% del total durante 4 minutos,
en ciclos de 0,8 segundos, ya que previamente se habia establecido esta potencia y tiempo
como idéneo para reducir el tamafio de las vesiculas sin modificar la integridad de las mismas
(Gonzalez-Paredes et al., 2009).

2.1.5. Caracterizacion de las vesiculas

La caracterizacion de los liposomas obtenidos es un proceso crucial ya que nos va a servir
para determinar cual de las formulaciones preparadas es mas ventajosa para posteriores
aplicaciones.

Para dicha caracterizacion se realizaron medidas de diferentes parametros:

A) Diametro medio, indice de polidispersidn, potencial zeta

El diametro medio de las particulas fue determinado mediante un Zetasizer nano (Malvern,
UK) que usa una técnica espectroscdpica de dispersion de laser conocida como “Dynamic
Light Scattering” (DLS). Mediante la técnica de DLS se mide el movimiento browniano de las
particulas que se encuentran en suspension y lo relaciona con el tamario de las mismas. Dicho
movimiento se debe al choque aleatorio de las particulas con las moléculas del liquido en el
que se encuentran suspendidas. Una caracteristica importante del movimiento Browniano para
el DLS es que las particulas pequefias se mueven rapidamente, mientras que la velocidad
disminuye a medida que aumenta el tamafio de particula. Cuando una particula es iluminada
por una fuente de luz, por ejemplo un laser, se produce dispersion de dicha luz en todas
direcciones. Si pusiéramos una pantalla cerca de la particula, ésta seria iluminada por la luz
dispersada. Si consideramos muchas particulas en vez de una sola, en la pantalla tendriamos
una especie de moteado, con zonas iluminadas y zonas oscuras. Las zonas iluminadas

corresponderian a los haces de luz dispersados que llegan con la misma fase a la pantalla,
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originando una onda constructiva que nos da el punto luminoso. Por el contrario las zonas
oscuras son debidas a los haces dispersados cuya suma de fases resulta destructiva, y por
tanto se cancelan, originando un darea oscura. Como las particulas estdn en continuo
movimiento, las areas iluminadas y oscuras también se mueven, o en otras palabras, la
intensidad de luz de estas areas presenta fluctuaciones. El Zetasizer nano mide el indice de
intensidad de estas fluctuaciones y lo usa para calcular el tamafio de particula, utilizando para
ello un correlador digital, el cual mide el grado de similaridad o correlacién entre dos sefales
durante un periodo de tiempo. A partir de los datos de correlacion desde un tiempo 0 hasta un
tiempo infinito, el aparato establece una funcion de correlacion que le sirve para originar una
distribucion de tamafos. Un detector es usado para medir la intensidad de la luz dispersada.
Como la luz sera dispersada en todas las direcciones, el detector se puede colocar en
cuaquier posicion y detectaria la dispersion. Asi, el detector en el Zetasizer nano se situa con
un angulo de 173° respecto al rayo dispersado. En la figura 25 se representa un esquema del

sistema del Zetasizer nano.

Laser

Atenuador |:|
i &G/ Detector

i Transductor

Figura 25. Representacion esquematica del Zetasizer nano
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Otro parametro que podemos determinar también mediante el Zetasizer nano es el indice de

polidispersion (I.P.). Dicho indice es una expresion matematica que considera el error relativo

de ajustar los valores experimentales a la curva que se obtiene de la funcion de correlacion
(Pusey y Vanmegen, 1989), y sirve para determinar la homogeneidad de la suspensién. Su
valor va de 0, que seria el valor para una suspension totalmente homogénea, a 1, que

representa el maximo de heterogeneidad en la distribucion de tamanos de la suspension.

El tercer parametro que determinamos mediante el Zetasizer nano es el potencial zeta de la
muestra. Cuando una particula se encuentra suspendida en un liquido se desarrolla en la
superficie de la particula una carga neta que va a afectar la distribucion de los iones alrededor
de la interfase, de manera que alrededor de la superficie de la particula se situan iones de
carga contraria a la de la particula. En la capa de liquido que rodea a la particula podemos
distinguir dos partes, una interna, la mas cercana a la particula, donde los iones estan
fuertemente unidos a ella, y otra mas externa, difusa, donde esta union no es tan firme. Esta
capa difusa representa el limite dentro del cual los iones y la particula forman una entidad
estable. Asi, cuando una particula se mueve, los iones que estan dentro de esta frontera se
mueven con la particula, mientras que los que estan fuera no se mueven. Este limite se
denomina plano de deslizamiento, y el potencial que existe en este plano es lo que se
denomina potencial zeta. La figura 26 representa de forma esquematica estos conceptos.

La magnitud del potencial zeta es un indicador de la estabilidad de los sistemas coloidales.
Si las particulas en suspension tienen un potencial zeta de elevada magnitud positiva o
negativa, tenderan a repelerse unas a otras y por tanto no tendrdn tendencia a agregarse. Si
por el contrario los valores de potencial zeta son pequefios no existira esta fuerza de repulsion
y las particulas se iran acercando y formando agregados. Los valores de potencial zeta que se
consideran como linea divisoria entre suspensiones estables e inestables son de +30mV /-
30mV, es decir, las suspensiones con potencial zeta superior a +30mV o por debajo -30mV se

consideran estables.
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Doble capa eléctrica

Capa rigida
100§

Capa difusa

Potencial de la supe—!icie
Paotencial de la capa rigida

Potencial zeta

mv

o T T
Distancia desde ka superficie de la particula

Figura 26. Representacion de la distribucion de cargas alrededor de la

superficie de la particula. Potencial zeta.

El Zetasizer nano mide el potencial zeta mediante la combinacion de dos técnicas de
medida: la electroforesis y la velocimetria laser doppler. Este método mide como de rapido se
mueve una particula en un liquido cuando se aplica un campo eléctrico. Una vez que se
conoce la velocidad con la que se mueve la particula, sabiendo el campo que se ha aplicado y
dos constantes de la muestra, viscosidad y constante dieléctrica, podemos calcular el potencial
zeta. Esto se consigue mediante una técnica patentada por Malvern llamada M3-PALS

(Zetasizer nano user manual, 2008).

B) Morfologia de las vesiculas

Para comprobar la formacion de las vesiculas asi como su morfologia, las muestras se
observaron mediante microscopia electronica de transmisién (TEM). Para ello se utilizé un
microscopio Zeiss 902 (Alemania) en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad
de Granada (C.I.C.). Para la observacion al TEM, las muestras de liposomas fueron tefidas

empleando una técnica de tincion negativa, descrita a continuacion:
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- Incubacién de rejillas de cobre cubiertas con una lamina de Formvar (Ernest F. Fullan, Inc.)
con la suspensién de liposomas durante 4 min.

- Lavado de las rejillas con agua bidestilada, dos lavados de 1 min cada uno.

- Tincidn con acetato de uranilo al 2% en solucion acuosa, 1 min.

- Secado de la muestra en estufa a 372 C durante 10 min.

La observacion de las muestras se realizd a un voltaje de aceleracion de 80kV, utilizando
diferentes aumentos, segun cada muestra, entre 3000 y 40000X. Dichas observaciones se
hicieron a diferentes intervalos de tiempo. Asi, se tomaron los tiempos desde su elaboracion, a
30, 60 y 90 dias, con el fin de poder determinar la incidencia del paso del tiempo sobre la

estructura de las vesiculas.

C) Eficiencia de encapsulacion (E%)

Una vez obtenidas las suspensiones liposomiales es necesario determinar que cantidad de

la sustancia activa de partida ha sido encapsulada y cual no, ya que la capacidad de

encapsulacion de los liposomas es limitada y los rendimientos obtenidos en la practica nunca
alcanzan el 100% de captacion de la sustancia que queremos encapsular (Clares et al.,

2009). Para determinar la eficiencia de encapsulacion es necesario purificar las vesiculas

obtenidas, de manera que eliminemos la porcion no encapsulada de la sustancia activa que

habra quedado en la fase acuosa que rodea a los liposomas.

Existen diferentes métodos para separar la fraccion no encapsulada, y asi puede hacerse
por cromatografia en gel, HPLC (Fang et al, 1997), centrifugacion, dialisis o ultrafiltracion
(Puissieux, 1978). La eleccion de un método u otro va a depender de la solubilidad del
principio activo encapsulado.

Considerando que el extracto fendlico es muy hidrosoluble se realizé una dialisis en medio
acuoso, de manera que la porcién del extracto no encapsulada saldria al medio de la didlisis,
quedando en el interior de la bolsa de didlisis exclusivamente los liposomas. Para ello se utilizd
una membrana de celulosa regenerada con tamafio de poro 12-14.000 Da (Spectra/por).

Previamente se habia determinado el tiempo necesario para que saliera todo el extracto no
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encapsulado, y se establecié que 2 h de dialisis eran suficientes para purificar las vesiculas.
No obstante, la didlisis se prolongo durante 4 h con el fin de asegurar que no quedaran restos
de sustancia sin encapsular.

El proceso seguido es el que se describe a continuacion:

1ml de cada preparacion se dializé en 200 ml de agua bidestilada durante 4 h, a temperatura
ambiente y bajo continua agitacion magnética (Figura 27).

Una vez purificadas las vesiculas, se recuperd el contenido de las bolsas de didlisis, es decir,
los liposomas purificados. Se produjo la ruptura de las vesiculas mediante una dilucién 1:1 en
metanol y posterior centrifugacion a 10.000 r.p.m. durante 10 minutos, permitiendo asi que la
porcion encapsulada quedara libre para proceder a su cuantificacion y poder determinar la
eficiencia de encapsulacion, por diferencia con la cantidad en las vesiculas sin purificar, que
también se rompieron por dilucion en metanol y posterior centrifugado. Un vez finalizada la
centrifugacion se obtuvo un sobrenadante limpido que contenia los fenoles y un precipitado

constituido por los lipidos y deméas componentes lipéfilos contenidos en las formulaciones.

Figura 27. Purificacion de las vesiculas mediante dialisis

La cuantificacion del extracto encapsulado se llevé a cabo mediante el método de Folin-
Ciocalteau para cuantificacion de fenoles totales, previamente descrito.
Brevemente, una alicuota del sobrenadante (15 pl) se hizo reaccionar con 75 pl de reactivo

de Folin-Ciocalteau 2N proporcionado por Sigma Aldrich. Se agité hasta conseguir una mezcla
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homogeénea, se aiadieron 225 pl de una solucion de Na2COsz al 20%, se agitd y posteriormente
se afadié agua bidestilada para llevar a un volumen final de 1,5 ml. Se dej6 reaccionar a
temperatura ambiente y protegido de la luz durante 2 h, pasadas las cuales se leyd la
absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro UV/VIS Cintra 10. La recta de calibrado se hizo
con una solucién patron de acido cafeico (0-1mg/ml) (y = 1,0804x - 0,009; R2 = 0,9853) y el
contenido en fenoles totales se expresd como equivalentes de cido cafeico ( EAC mg/ml).

La eficiencia de encapsulacion se expresd como porcentaje y se calculé usando la siguiente

formula:

E%= (Cpurifcadas/ Ctotal) x 100

donde Cpurficadas €S la cantidad de fenoles encontrada en las vesiculas purificadas

Crotal €S la cantidad de fenoles en las vesiculas sin purificar

En todos los ensayos se utilizd un control negativo para comprobar que no existian
interferencias con otros componentes de las formulaciones, ya que esta descrito que el método
de Folin-Ciocalteau puede dar falsos positivos debido a determinadas sustancias que sin ser
de naturaleza fendlica originan color tras la reaccion con el compuesto molibdotungstico (Prior
et al., 2005). Este control consistia en la correspondiente formulacion liposdémica pero vacia, es
decir, sin extracto antioxidante. Las medidas fueron realizadas por triplicado para cada

formulacion.

D) Actividad antioxidante

Las dispersiones liposomiales fueron sometidas al método del DPPH previamente desctito
para determinar su capacidad antiradicalaria o antioxidante.

Asi, 0,1ml de cada una de las formulaciones se mezclaron con 3,9 ml de DPPH en solucion
metandlica (25mg/l). Las muestras se dejaron a temperatura ambiente durante 1h, tiempo
suficiente para que la reaccion llegara al equilibrio, y pasado ese tiempo se midid la
disminucion de absorbancia del DPPH a 515 nm en un espectrofotometro UV-VIS Cintra. Los
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resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion de DPPH, calculado de acuerdo con la

siguiente formula:

% de inhibicion de DPPH = [(A pppH - A muestra) / Aoper ] X 100

Donde A prrH es la absorbancia inicial del DPPH y A muestra €8 la absorbancia del DPPH tras

reaccionar con los liposomas.

El ensayo fue realizado por triplicado para cada formulacion.

2.1.6. Estudio de estabilidad en funcién del tiempo

Con el fin de evaluar la influencia de la composicién de las vesiculas obtenidas sobre las
caracteristicas de las mismas, se llevd a cabo un estudio de estabilidad de las formulaciones
preparadas, tanto de arqueosomas como de liposomas de fosfatidilcolina, durante un periodo
de tiempo de 90 dias. Durante ese periodo se evaluaron los parametros de caracterizacion
anteriormente desctitos, realizando medidas a tiempo 0 y posteriormente a 30, 60 y 90 dias
desde la preparacion de las vesiculas, observando como el paso del tiempo modificaba o no
las caracteristicas iniciales de las suspensiones liposomiales.

Asi se evaluaron los cambios en las dimensiones, indice de polidispersion y potencial zeta,
cambios que se condiseran indicadores de la formacion de agregados, lo cual se comprobé
también mediante la observacion de las muestras al microscopio electrénico de transmision.

Las variaciones en la eficiencia de encapsulacion son un indicador de la capacidad de la
vesicula para retener la sustancia encapsulada, pudiendo determinar la pérdida de principio
activo encapsulado a lo largo del tiempo de estudio si lo comparamos con la eficiencia
obtenida en el momento de la preparacion.

Todas las muestras fueron conservadas a 4° C durante el periodo de estudio.
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2.1.7. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se estudiaron, desde un punto de vista estadistico, mediante un
analisis de la varianza (ANOVA) de un factor utilizando un nivel de significacion <0,05 para el
rechazo de la hipdtesis de igualdad de medias. Una vez decidido que las medias poblacionales
comparadas eran diferentes se utilizd el método de Tukey de comparaciones multiples para
discriminar las diferencias de medias que eran estadisticamente significativas en un intervalo de

confianza al 95%.
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2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.2.1. Identificacion y caracterizacion de los lipidos polares
Los lipidos polares identificados en la cepa de Halobacterium salinarum CECT 396 utilizada en
este estudio presentaron estructura éter y andloga de los siguientes lipidos:
e Fosfatidilglicerol (PG)
o Metil-fosfatidilglicerolfosfato (PGP-Me)
e Fosfatidilglicerolsulfato (PGS)
e Dos fosfolipidos sin identificar

e Dos glicolipidos sin identificar

Estos resultados concuerdan con lo ya descrito por Kates en 1993 y posteriormente confirmado
por otros autores (Gambacorta et al., 1994; Corcelli et al., 2002; Renner et al., 2005), quienes citan
como componente mayoritario de las membranas de arqueas haldfilas extremas un arqueol
analogo del fosfatidilglicerolfosfato monometilado (PGP-Me) y, como lipidos minoritarios, analogos
de fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilglicerolsulfato (PGS) y acido fosfatidico (PA), no identificado en

nuestra cepa.

Como se puede observar en la figura 28, los resultados de la calorimetria diferencial de barrido
(DSC) mostraron que, a las temperaturas ensayadas, los lipidos polares no sufrian ningun cambio
de fase, por lo que se puede deducir que la temperatura de transicién de fase de estos lipidos es
inferior a los 20° C, a la que se comenz6 el analisis. La pequena inflexion que se produce hasta los
35,912 C se debe probablemente a la pérdida de trazas de disolventes del proceso de extraccion,
no debiendo considerarse una transicion de fase. Este resultado coincide con estudios previos
realizados sobre la temperatura de transicion de los lipidos arqueales, que revelaban temperaturas
de transicion para estos lipidos muy inferiores a las obtenidas para fosfolipidos de tipo éster como
la fosfatidilcolina (Blocher et al., 1984; Yamauchi et al., 1993). Esta baja temperatura de transicion
permite la hidratacion del lipido a temperatura ambiente para elaborar las vesiculas en el estado

de cristal liquido.
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Figura 28. DSC de los lipidos polares de H. salinarum CECT 396

2.2.2. Caracterizacion de las vesiculas elaboradas
El estudio de caracterizacion se ha estructurado en dos partes. En la primera se comparan las
diferentes formulaciones de arqueosomas entre si, con el fin de identificar la formulacion mas
idénea de los mismos. En la segunda se comparan las formulaciones de arqueosomas con sus
homdlogas de fosfatidilcolina, con el fin de establecer si la utilizacién de lipidos arqueales presenta

alguna ventaja frente a los lipidos tradicionalmente usados para la elaboracion de liposomas.

2.2.2.1. Arqueosomas

A) Diametro medio, indice de polidispersion (I.P.) y potencial zeta

La tabla 10 muestra los valores obtenidos para el diametro medio e indice de polidispersion de

las diferentes formulaciones de arqueosomas elaboradas.
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Tabla 10. Diametro medio e I.P. de las formulaciones de arqueosomas (media + SD, n=3)

?oncentracién Proporcion Formulaciéon | Didmetro medio (nm) L.P.
ipido (mg/ml) | molar colesterol
11 1 294,90 + 18,43 0,532 + 0,039
10 1:0,5 3 153,4 + 10,1 0,409 + 0,1
1:0,25 5 190,50 + 7,34 0,431+ 0,011
11 7 171,40 + 2,98 0,392 + 0,014
20 1:0,5 9 1854 + 4,8 0,562 + 0,112
1:0,25 11 198,8+ 8,5 0,577 + 0,102

Como se puede observar, la formulacion 1 fue la que presento el mayor tamafio de particula.

El indice de polidispersion esta en torno a 0,5 en todos los casos, lo que indica una pequefa
heterogeneidad en la distribucion de tamafio debido a la existencia de dos poblaciones
mayoritarias, una de mayor tamafo que la otra, como reflejaban los graficos binodales que se
obtenian del andlisis mediante DLS.

En cuanto al potencial zeta todas las formulaciones de arqueosomas presentaron un valor
altamente negativo, como refleja la tabla 11, lo cual es una consecuencia directa de las
caracteristicas quimicas de los lipidos polares que componen estas vesiculas, en los cuales
prevalecen grupos polares con carga negativa (Patel et al., 2007). Esto se puede considerar
indicativo de una buena estabilidad posterior, ya que si ese valor de potencial zeta se
mantiene va a hacer que las particulas se repelan y que, por tanto, no tiendan a la agregacion
con el paso del tiempo.

Tabla 11. Potencial zeta de las formulaciones de arqueosomas (media + SD, n=3)

(ﬁopcentramon Proporcion Formulaciéon | Potencial zeta (mV)
ipido (mg/ml) | molar colesterol
111 1 -63,7 £ 1,74
10 1:0,5 3 -57,9 + 1,86
1:0,25 5 -54,9 + 1,56
11 7 -59,6 + 1,45
20 1:0,5 9 -56,7 + 2,07
1:0,25 11 -60,5+ 1,5
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B) Morfologia de las vesiculas: observacidon mediante microscopia electrdnica de transmision
TEM

La figura 29 muestra las fotografias realizadas mediante TEM de las diferentes

formulaciones, después de su elaboracion y de haberlas tratado con ultrasonidos. Las
vesiculas presentaron una morfologia irregular, sobre todo las formulaciones 3, 9 y 11.
Ademas, en las formulaciones 1, 9 y 11 se puede observar la existencia de dos poblaciones
con diferente distribucion de tamafo, lo que justifica el valor mas alto de I.P. que presentan

estas tres formulaciones.

Figura 29. Morfologia de las formulaciones de arqueosomas, 1, 3 y 5 (10 mg lipido/ml), 7,9y
11 (20 mg lipido/ml)

C) Eficiencia de encapsulacion (E%)

La tabla 12 muestra las eficiencias de encapsulacion alcanzadas por las diferentes
formulaciones preparadas. EI maximo valor de encapsulacion lo presenta la formulacion 9,

diferenciandose significativamente del porcentaje alcanzado por todas las demas (Tabla 13).
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El resto de formulaciones presentaron una eficiencia de encapsulacion similar, en torno al

40%, sin que se hayaran diferencias significativas entre ellas.

Tabla 12. Eficiencia de encapsulacion de las formulaciones de

arqueosomas (media + SD; n=2)

Cppcentracién Proporcion Formulacion E9%,
lipido (mg/ml) | molar colesterol
1:1 1 37,79 + 1,47
10 1:0,5 3 37,53 + 2,39
1:0,25 5 38,80 + 1,33
11 7 38,74 + 2,51
20 1:0,5 9 51,00 + 1,31
1:0,25 11 40,32 + 0,62

Tabla 13. Diferencias estadisticamente significativas para un intervalo
de confianza al 95%

Formulaciones comparadas (a-b) | 9-1 | 9-3 | 95 | 9-7 | 9-11

Diferencia de medias (Ma-Mb) 134 (135 | 12,3 | 124 | 10,3
(error estandar= 2,4)

D) Actividad antioxidante (% inhibicion DPPH)

La tabla 14 presenta la actividad antioxidante de las diferentes formulaciones de

arqueosomas.Todas las formulaciones presentaron una alta actividad antioxidante, en torno al
90%, existiendo diferencias significativas Unicamente entre las formulaciones 3y 11(Ms - My1=
5,78,e.e.1,39) yentre 5y 11 (Ms- My1= 5,78, e.e. 1,39). Este valor fue equivalente al obtenido
por el extracto fendlico sin encapsular asi como por un control positivo constituido por una
solucion metandlica de trolox (1 mg/ml); ambos proporcionaron valores de inhibicién del DPPH

en torno al 90%.
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Tabla 14. Actividad antioxidante (AA) de las formulaciones de

arqueosomas (media + SD; n=2)

Cpncentracién Proporcion Formulacion AA (%inhibicion
lipido (mg/ml) | molar colesterol DPPH)
1:1 1 87,35 + 3,60
10 1:0,5 3 90,87+ 0,58
1:0,25 5 90,81 + 0,39
1:1 7 85,52 + 1,20
20 1:0,5 9 88,04 + 0,74
1:0,25 11 85,09 + 1,48

2.2.2.2. Estudio comparativo entre arqueosomas y liposomas convencionales

A) Diametro medio, indice de polidispersion (I.P.) y potencial zeta

Con el fin de que la comparacion entre composiciones analogas de arqueosomas y
liposomas convencionales fuera mas sencilla, se convino agrupar las formulaciones segun su
contenido en colesterol, dos formulaciones por cada concentracion de lipido, lo que da lugar a
tres grupos de cuatro formulaciones cada uno. La tabla 15 resume los valores de diametro
medio e indice de polidispersion para todas las formulaciones elaboradas. En general, los
liposomas convencionales presentaron diametros ligeramente inferiores a los arqueosomas,
salvo para la formulacion 1, cuya andloga en fosfatidilcolina presentaba un didmetro mucho
menor. El tipo de lipido usado en las formulaciones es el responsable de estas diferencias
(p<0,05). De manera también general, el indice de polidispersion es mas pequefo para los
liposomas convencionales, lo que indica que la distribucién de tamafio dentro de este tipo de
formulaciones es mas homogénea.

En cuanto al potencial zeta en todos los casos fue negativo, debido a la prevalencia de
cargas negativas en las cabezas polares tanto del fosfolipido P90G como de los lipidos
polares de la arquea. La tabla 16 muestra los valores de potencial zeta para cada una de las
formulaciones elaboradas. En ella se distinguen claramente dos grupos de valores, en torno a
-60 mV para los arqueosomas, y alrededor de -35 mV para los liposomas convencionales. El
valor del potencial zeta depende del tipo de lipido usado en la formulacion (p<0,01). El valor

mucho mas negativo de los arqueosomas comparado con el de los liposomas convencionales
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hace suponer que los primeros van a presentar un mejor comportamiento de estabilidad

(pérdida de principio activo encapsulado, fendmenos de fusién y agregacion, etc) y se puede

asumir que es una consecuencia directa de la particular estructura quimica de sus lipidos.

Tabla 15. Diametro medio e I.P. de las formulaciones elaboradas (LP: lipidos polares, arquesomas;

P90: fosfatidilcolina, liposomas convencionales) (media + SD, n=3)

Proporcién molar

Concentracion

Diametro medio

colesterol lipido (mg/ml) Formulacion (nm) P,

10 1(LP) 29490+ 18,43 | 0,532 + 0,039

11 2 (P90) 126,40 + 1,61 0,19+ 0,016
' 20 7 (LP) 171,40+ 2,98 0,392 + 0,014

8 (P90) 150,00 + 4,05 0,65+ 0,03

10 3 (LP) 153,4 + 10,1 0,409 + 0,1

105 4 (P90) 1255+ 2,8 0,36 + 0,02
o 20 9 (LP) 1854 + 4,8 0,562 + 0,112
10 (P90) 1372+ 558 0,498 + 0,015
10 5 (LP) 190,50 + 7,34 0,431 + 0,011
1:0.25 6 (P90) 1056 £ 0,5 0,367 + 0,023
’ 20 11(LP) 198,8 £ 8,5 0,577 + 0,102
12 (P90) 104,7+ 1,6 0,362 + 0,005

Tabla 16. Potencial zeta de las formulaciones elaboradas (LP: lipidos polares,

arquesomas; P90: fosfatidilcolina, liposomas convencionales) (media + SD, n=3)

Concentracion | Proporcion Formulacién | Potencial zeta (mV)
lipido (mg/ml) | molar colesterol
» 1(LP) -63,7 £ 1,74
: 2 (P90) -37,1+ 1,09
. 3(LP) -57,9 + 1,86
10 1:0,5 4 (P90) -38,8 + 1,15
. 5 (LP) -54,9 + 1,56
1:0,25 6 (P90) -37,5+ 1,23
» 7 (LP) -59,6 + 1,45
: 8 (P90) 277+ 1,12
. 9(LP) -56,7 + 2,07
20 1:05 10 (P90) -36,7 + 0,697
. (LP) -60,5+ 1,5
1:0,25 12 (P90) -24,9 + 0,52
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B) Morfologia de las vesiculas: observacién mediante microscopia electrdnica de transmision
TEM
En las figura 30 y 31 se puede comparar la morfologia de los arqueosomas con la de los

liposomas convencionales. En general se puede decir que los liposomas convencionales
presentan una morfologia mas regular, con vesiculas esféricas de borde liso, mientras que los

arqueosomas presentan una superficie mas rugosa.

Figura 30. Morfologia de las vesiculas con 10 mg lipido/ml. 1,3 y 5) formulaciones de

arqueosomas; 2, 4 y 6) formulaciones liposomas convencionales

Figura 31. Morfologia de las vesiculas con 20 mg lipido/ml. 7,9 y 11) formulaciones de

arqueosomas; 8, 10 y 12) formulaciones de liposomas convencionales
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C) Eficiencia de encapsulacion (E%)

La tabla 17 muestra los diferentes porcentajes de encapsulacion alcanzados por cada

formulacion. Como se puede observar, en todos los casos la eficiencia de encapsulacion de

los arqueosomas fue mayor que la de los liposomas convencionales, por lo que se puede

deducir que el tipo de lipido utilizado va a influir en el grado de captacion de la sustancia activa

por parte de las vesiculas.

En la tabla 18 se pueden observar las diferencias estadisticamente significativas en cuanto a

|la eficiencia de encapsulacion.

Tabla 17. Efiencia de encapsulacion de las formulaciones elaboradas

(LP=lipidos polares, arquesomas; P90= fosfatidilcolina, liposomas

convencionales) (media + SD, n=2)

Proporcion Concentracion E . o
i ormulacion E%
molar colesterol | lipido (mg/ml)
10 1 (LP) 37,79 £ 1,47
11 2 (P90) 2491+120
' 20 7 (LP) 38,74 + 2,51
8 (P90) 33,03 + 3,84
10 3 (LP) 37,53 + 2,39
105 4 (P90) 2513+ 2,20
- 20 9 (LP) 51,00 + 1,31
10 (P90) 35,59 + 3,06
10 5 (LP) 38,80 + 1,33
1:0.95 6 (P90) 21,02 + 0,52
- 20 11(LP) 40,32 + 0,62
12 (P90) 37,56 + 4,53
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Tabla 18. Comparaciones muiltiples (método Tukey) del procedimiento

ANOVA de un factor para la eficiencia de encapsulacion (E%)

. Diferencia de medias
Formulaciones comparadas
(Ma-Mb)
(a-b)
(Error standard 2,4)
1-2 12,8
7-8 5,83
3.4 12,6"
9-10 15,5*
5-6 17,8
11-12 3,25

“Diferencias estadisticamente significativas para un intervalo de confianza al 95%

D) Actividad antioxidante (% inhibicion DPPH)

La actividad antioxidante mostrada tanto por arqueosomas como por liposomas

convencionales fue muy similar, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas.
En todas ellas dicha actividad presento valores en torno al 90% de inhibicion de DPPH, como
se puede observar en la tabla 19. Esto indica que, independientemente del valor de eficiencia,
todas las formulaciones encapsulaban el extracto fendlico en cantidad suficiente como para

asegurar una buena actividad antioxidante.
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Tabla 19. Actividad antioxidante de las formulaciones elaboradas
(LP=lipidos polares, arquesomas; P90= fosfatidilcolina, liposomas

convencionales) (media + SD, n=2)

Proporcion Concentracion Formulacin AA (%inhibicion
molar colesterol | lipido (mg/ml) DPPH)

10 1(LP) 87,35 3,60

11 2 (P90) 85,97 + 1,33

' 20 7 (LP) 85,52+ 1,20

8 (P90) 86,29 + 0,07

10 3 (LP) 90,87 + 0,58

105 4 (P90) 87,15+ 1,88
s 20 9 (LP) 88,04 + 0,74

10 (P90) 90,22 + 0,41

10 5(LP) 90,81 + 0,39

1:0.95 6 (P90) 90,51 + 0,52
- 20 11(LP) 85,09 + 1,48

12 (P90) 89,10 £ 0,07

2.2.3. Estudio de estabilidad a lo largo del tiempo

Al igual que en el estudio de caracterizacion de las vesiculas elaboradas, el estudio de
estabilidad se ha estructurado en dos partes, una primera en la que se comparan entre si
unicamente los arqueosomas con el fin de identificar la formulacion mas estable a lo largo del
tiempo, y una segunda parte en la que se comparan entre si arqueosomas y liposomas
convencionales con la misma composicion lipidica, con el fin de ver como influye el tipo de

lipido en la estabilidad.

2.2.3.1. Arqueosomas
A) Diametro medio, indice de polidispersion (I.P.) y potencial zeta

Las figuras 32 y 33 representan respectivamente la evolucion del didmetro medio y del indice
de polidispersion de las formulaciones con 10 mg lipido/ml y 20 mg lipido/ml. Como se puede
observar, las formulaciones resultaron estables respecto al tamafo de particula, ya que éste
se mantiene constante durante el periodo de estudio para todas las formulaciones, excepto

para la formulacion 1, cuyo valor se incrementa ligeramente pasado el primer mes. Ademas, el
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diametro medio de esta formulacion es superior al de todas las demas, con diferencias

estadisticamente significativas como refleja la tabla 20.
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Figura 32. Evolucion del tamafio e I.P. con el paso del tiempo en las formulaciones de arqueosomas

con 10 mg lipido/ml [Proporcion de colesterol por formulacion: 1) 1:1; 3) 1:0,5; 7) 1:0,25]
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Figura 33. Evolucion del tamafio e I.P. con el paso del tiempo en las formulaciones de arqueosomas

con 20 mg lipido/ml [Proporcion de colesterol por formulacion: 7) 1:1; 9) 1:0,5; 11) 1:0,25]
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En el caso de las formulaciones con 20 mg de lipido/ml, la de menor tamafio de particula es
la 9, existiendo diferencias significativas con respecto a las otras dos formulaciones con la
misma concentracion de lipido (Tabla 20).

En cuanto al indice de polidispersion todas las formulaciones, excepto la 11, mostraron
valores similares, en torno a 0,5, valores que se mantuvieron durante el periodo de estudio, lo
cual es también un indicativo de estabilidad, pues las suspensiones mantienen el grado de
homogeneidad inicial. No ocurre asi con la formulacion 11, cuyo indice de polidispersion sufrid

un gran aumento después del primer mes.

Tabla 20. Comparaciones multiples (método Tukey) del procedimiento ANOVA

de un factor para el diametro medio e I.P.

Formulaciones comparadas Derencia de medias (Ma-Mb)
(ab) Didmetro (nm) l.P.
(error estandar 12,3) (error estandar 0,068)
1-3 173" 0,069
1-5 152* 0,02
1-7 144* 0,083
1-9 189" 0,009
1-11 112* -0,231
3-5 --21 -0,046
3-7 -29 0,014
39 15,9 -0,059
3-11 -61,2" -0,29*
5-7 -8,07 0,059
5-9 36,9 -0,014
5-11 -40,2 -0,25*
7-9 44,9 0,073
7-11 -32,1 -0,313"
9-11 77" --0,24*

*Diferencias estadisticamente significativas para un intervalo de confianza al 95%
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Se puede por tanto deducir que las formulaciones de arqueosomas con mejor
comportamiento de estabilidad respecto a las dimensiones fueron la 3, 5y 9, con didmetros

medios pequenos mantenidos en el tiempo.

El potencial zeta se mantuvo estable a lo largo del tiempo de estudio para todas las
formulaciones, con ligeras oscilaciones que no resultaron estadisticamente significativas. El
mantenimiento de un potencial zeta altamente negativo, con valores comprendidos entre -50 y
-60 mV en todos los casos, es otro parametro indicador de estabilidad de las formulaciones de
arqueosomas. La tabla 21 refleja los valores de potencial zeta para cada formulacion a lo largo

del tiempo.

Tabla 21. Evolucidn del potencial zeta (mV) con el tiempo (media £ SD, n=3)

Formulacién - Pote’n clal zeta (mV)l -

t= 0 dias t= 30 dias t=60dias  t=90 dias
1 -63,7+1,74 -47+189 -51,7+125 -502+ 1,64
3 -579+1,86 -599+151 -559+176 -54+1,92
5 -549+156 -43+ 3,12 -548+196 -56+ 2,1
7 -596+145 -652+199 -662+152 -635=+ 1,38
9 -56,7 £ 2,07 -55,1+ 1,001 -53,7+1,95 -547+229
11 -60,5+15 -548+107 -51,1+12 -473+8,11

B) Morfologia de las vesiculas: observacion mediante microscopia electronica de transmision
TEM

En las siguientes figuras se puede observar como evoluciona el aspecto de los arqueosomas

con el paso del tiempo.

De las formulaciones de arqueosomas con 10 mg de lipido/ ml, la figura 34 muestra
microfotografias de la formulacion 1. En ella se puede observar como aumenta el tamafio de
particula a medida que avanza el tiempo, y muestra también la existencia de diferentes
tamanos dentro de la misma muestra, lo que justifica el valor del I.P. Las formulaciones 3y 5
(figuras 35 y 36) muestran una morfologia irregular, pero las dimensiones se mantienen mas

constantes que en la anterior formulacion hasta el final del estudio.
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Las figuras 37, 38 y 39 muestran microfotografias de las formulaciones de arqueosomas con
20 mg de lipido/ ml, donde se puede apreciar la morfologia irregular de todas ellas. Ademas, la
formulaciéon 11 (figura 39) presenta heterogeneidad de tamarios, y en la microfotografia
tomada al tiempo de 90 dias se observa la formacion de agregados, lo que explica los altos

valores de indice de polidispersion.

t=60 dias t=90 dias

Figura 34. Microfotografias de la formulacién 1 tomadas mediante TEM
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t= 60 dias t=90 dias

Figura 35. Microfotografias de la formulacion 3 tomadas mediante TEM

Figura 36. Microfototografias de la formulacién 5 tomadas mediante TEM
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P, ? 1 'i';
ﬁ %ﬂn 4

t= 60 dias

Figura 38. Microfotografias de la formulacion 9 tomadas mediante TEM
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t= 60 dias t= 90 dias

Figura 39. Microfotografias de la formulacién 11 tomadas mediante TEM

C) Eficiencia de encapsulacion (E%)

De las figuras 40 y 41, que representan como evoluciona la eficiencia de encapsulacion con
el paso del tiempo, se puede deducir que las formulaciones mas eficaces en el mantenimiento
del grado de encapsulacion inicial son la 1, 7'y 11, mientras que en el resto de formulaciones
se producen pérdidas (Tabla 22). Cabe destacar el caso de la formulacién 9, la cual presento
el maximo valor de encapsulacion inicial, y sin embargo éste se mantiene apenas durante el
primer mes de estudio, a partir del cual la pérdida de sustancia activa es importante,
llegandose al final del estudio a perderse mas del 50% de sustancia activa inicialmente
encapsulada.

La tabla 23 muestra las formulaciones que presentaron diferencias estadisticamente

significativas.
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50

40
30

E%

20
10

O 1 T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 105
Tiempo (dias)

—a— formulacion 1 —e—formulacién 3 —a— formulacién 5

Figura 40. Evolucion de la eficiencia de encapsulacion (E%) con el paso
del tiempo en las formulaciones de arqueosomas con 10 mg lipido/ml

[proporcion de colesterol por formulacién: 1) 1:1; 3) 1:0,5; 7) 1:0,25]

e
b, T~

0 15 30 45 60 75 90 105
Tiempo (dias)

—m— formulacion 7 —e—formulacion 9 —a— formulacion 11

Figura 41. Evolucién de la eficiencia de encapsulacion (E%) con el paso
del tiempo en las formulaciones de arqueosomas con 20 mg lipido/ml
[proporcion de colesterol por formulacion: 7) 1:1; 9) 1:0,5; 11) 1:0,25]

Tabla 22. Porcentaje de sustancia activa perdida, respecto a la encapsulacion
inicial, al final del estudio de estabilidad
Formulacion 1 3 5 7 9 11
% de sustancia activa perdida | 6,47 | 45,85 | 41,22 | 0,8 | 58,06 | 6,95
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Tabla 23. Diferencias estadisticamente significativas para un intervalo

de confianza al 95% para la eficiencia de encapsulacion (E%)

Formulaciones comparadas | Diferencia de medias (Ma-Mb)
(a-b) (error estandar 1,49)
1-3 6,68
1-5 5,85
7-3 9,91
9-3 88,68
11-3 9,57
7-5 9,08
9-5 7,84
11-5 8,73

D) Actividad antioxidante (% inhibicion radical DPPH)
La actividad antioxidante de las diferentes formulaciones, representado en las figuras 42 y

43, se mantuvo constante a lo largo del periodo de estudio, lo que indica que la cantidad de

extracto fendlico encapsulada fue suficiente para mantener la actividad antioxidante durante un

periodo de al menos tres meses.
A pesar de que todas las formulaciones ensayadas mostraron una elevada actividad

antioxidante, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre algunas de ellas,

como refleja la tabla 24.
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0 15 30 45 60 75 90 105

Tiempo (dias)

AA (%inhibicion DPPH)

—m—formulacion 1 —e— formulaciéon 3 —a— formulaciéon 5

Figura 42. Evolucion de la actividad antioxidante (AA%) con el paso del
tiempo en las formulaciones de arqueosomas con 10 mg lipido/ml.

[proporcién de colesterol por formulacién: 1)1:1; 3)1:0,5; 7)1:0,25]

AA (%inhibicion DPPH)
~
a

0 15 30 45 60 75 90 105

Tiempo (dias)

—m—formulacién 7 —e—formulacion 9 —a— formulacion 11

Figura 43. Evolucion de la actividad antioxidante (AA%) con el paso del
tiempo en las formulaciones de arqueosomas con 20 mg lipido/ml

[proporcion de colesterol por formulacion: 7)1:1; 9)1:0,5; 11)1:0,25]
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Tabla 24. Diferencias estadisticamente significativas para un intervalo
de confianza al 95% para AA (% inhibicion DPPH)
Formulaciones comparadas (a-b) | 3-11 | 5-11 | 911 |37 |9-7

Diferencia de medias (Ma-Mb) 274 | 486 |335 |424 |485
(error estandar= 0,653)

2.2.3.2. Estudio comparativo entre arqueosomas y liposomas convencionales
Al igual que en el estudio de caracterizacion, se convino agrupar los arqueosomas con las
formulaciones analogas de fosfatidilcolina segun concentracién de colesterol, de modo que el

estudio comparativo fuera mas sencillo.

A) Diametro medio, indice de polidispersion (I.P.) y potencial zeta

La mayoria de las formulaciones preparadas, tanto de arqueosomas como de liposomas
convencionales, resultaron estables en cuanto al mantenimiento de sus dimensiones iniciales a
lo largo de los 90 dias que durd el estudio.

Como se puede observar en la figura 44, las formulaciones con proporcion molar de
colesterol 1:1 mostraron un buen comportamiento, y todas las formulaciones eran de tamafios
muy similares, entre 150 y 200 nm, no existiendo diferencias significativas entre los diametros
medios, a excepcion de la formulacion 1 de arqueosomas, cuyo diametro medio diferia del de
la formulacién analoga en fosfatidilcolina (M - M= 183, €.e.12,3).

El indice de polidispersion se mantuvo en torno a 0,5 para todas las formulaciones excepto
para la 2, cuyo valor de |.P. fue mas pequefo, existiendo una diferencia estadisticamente
significativa entre esta formulacién de liposomas convencionales y los arqueosomas analogos
(M1 - M2= 0,30, e.e. 0,068).

Las formulaciones que contenian la proporcion molar lipido/colesterol 1:0,5 (figura 45)

también fueron estables durante el periodo de tiempo estudiado, manteniendo constante el

didmetro medio de particula, en torno a los 150 nm, diametro que fue el mas pequefio de
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todas las formulaciones elaboradas. No existieron diferencias estadisticamente significativas
entre arqueosomas y liposomas convencionales.

El indice de polidispersion permanecié constante en las formulaciones de arqueosomas,
mientras que en las de los liposomas convencionales sufrié una pequefia disminucion pasados

30 dias. La diferencia de medias tampoco resultd estadisticamente significativa.

Ing

I.P.
[el=lel=l=leloloYe)
O=NWRUTO N W© —

Diametro medio (n

0 15 30 45 60 75 90 105 0 15 30 45 60 7 90 105
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

—m—— arqueosomas 10mg/ml, formulacion 1
—=a—convencionales 10mg/ml; formulacion 2
— = —arqueosomas 20 mg/ml; formulacion 7
— - —convencionales 20mg/ml; formulacién 8

Figura 44.Evolucion del tamaio e I.P. durante el estudio de estabilidad de las formulaciones con

proporcion molar lipido/colesterol 1:1
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0 15 30 45 60 75 90 10¢f 15 30 45 60 75 90 105
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

arqueosomas 10mg/ml; formulacién 3
—==— convencionales 10mg/ml; formulacion 4
arqueosomas 20mg/ml; formulacién 9
— - — convencionales 20mg/ml; formulacién 10

o

Figura 45. Evolucion del tamafio durante el estudio de estabilidad de las formulaciones con una

proporcién molar lipido/colesterol 1:0,5
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El estudio a lo largo del tiempo en el caso de la proporciéon molar lipido/colesterol 1:0,25,
como se observa en la figura 46, mostrd que las formulaciones con 10 mg de lipido fueron
estables aunque las de arqueosomas mostraron un diametro superior al de las analogas de
liposomas convencionales (Ms - Ms= 66,2, e.e. 12,3). En el caso de la concentracion lipidica de
20 mg/ml la formulacién de fosfatidilcolina (formulacion 12) resulté ser inestable, aumentando
sus dimensiones a medida que pasaba el tiempo de estudio, probablemente por agregacion
de las particulas, mientras que los arqueosomas con dicha concentracion mantuvieron sus
dimensiones de forma constante hasta el final del estudio.

El indice de polidispersion de las formulaciones 5 y 6 se mantuvo estable y no se
encontraron entre ambas formulaciones diferencias estadisticamente significativas. La
inestabilidad de la formulacién 12 se pone de manifiesto también por el aumento del I.P. a
medida que transcurre el tiempo, de manera que aunque inicialmente el valor era mucho mas

pequefo que el de la andloga de arqueosomas, al final del estudio los valores se igualaron.
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0 15 30 45 60 75 90 105
Tiempo (dias)

—m—— arqueosomas 10mg/ml; formulacién 5
—=— convencionales 10mg/ml; formulacion 6
— - —arqueosomas 20mg/ml; formulacién 11
— - —convencionales 20mg/ml; formulacién 12

Figura 46. Evolucion del tamafio durante el estudio de estabilidad de las formulaciones con una

proporcion molar lipido/colesterol 1: 0,25

La observacion de estos resultados lleva a la conclusion de que diferentes factores van a
condicionar la estabilidad en el tiempo de las vesiculas obtenidas. Asi, los factores que
influyen en el tamafo medio de particula son el tipo de lipido (p<0,01), la concentracion de

colesterol utilizada (p<0,01) y la combinacion de ambos con la concentracion de lipido usada
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(p<0,01). En el caso de I.P. ademas de estos factores también influye la concentracion de
lipido usada (p<0,01).

No ocurre asi en el caso del potencial zeta, en el que el Unico factor que influye
significativamente es el tipo de lipido que constituye la membrana de las vesiculas (p<0,001).
A la vista del andlisis estadistico (Figura 47) las formulaciones se distribuyen en dos grupos
bien diferenciados en funcion del valor del potencial zeta, un grupo para arqueosomas y otro

para liposomas convencionales.
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Formulazion 4 2 e L) <] =] 7 =] =] 10 11 12

Figura 47. Analisis estadistico de los datos obtenidos para el potencial zeta de
las diferentes formulaciones, donde x representa la media, las cajas la desviacion

estandar y los corchetes el valor maximo y minimo respectivamente

Si se representa la evolucion del potencial zeta a lo largo del tiempo en funcién del contenido
en colesterol de las formulaciones, el potencial més negativo de los arqueosomas queda de
nuevo patente, agrupandose las formulaciones de arqueosomas por una lado y las de
liposomas convencionales por otro (Figuras 48, 49 y 50). El potencial zeta de los arqueosomas
es significativamente mayor en todos los casos, siendo la diferencia de medias de distinta

magnitud segun las formulaciones comparadas, como se observa en la tabla 25.
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Asimismo, es importante destacar que todas las formulaciones mantuvieron de forma estable

el potencial zeta hasta el fin del periodo de estudio.

70 | —=s—arqueosomas 10mg/ml,
BT T T T E - formulacion 1
-60 %>< - X

50 | - — —=s——convencionales
10mg/ml; formulacién 2

f E s — - —arqueosomas 20

-30 . -

-~ mg/ml; formulacion 7

— = —convencionales 20
mg/ml; formulacién 8

Potencial Z (mV)
A
o

0 15 30 45 60 75 90 105
Tiempo (dias)

Figura 48. Evolucion del potencial zeta durante el estudio de estabilidad

de las formulaciones con una proporcion molar lipido/colesterol 1:1

-70
argueosomas

60 = = - - 10mg/ml, formulacion
g 50 | = ES = 3 _
3 —=—— convencionales
N 10mg/ml; formulacion
] 4
[ arqueosomas 20
% mg/ml; formulacién 9
. -10 - — - —convencionales 20

0 mg/ml; formulacion 10
0 15 30 45 60 75 90 105
Tiempo (dias)

Figura 49. Evolucion del potencial zeta durante el estudio de estabilidad de
las formulaciones con una proporcién molar lipido/colesterol 1:0,5
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-70

—a—— arqueosomas
_ 60 - 10mg/ml, formulacion
S e g% 5
£ -50 [\\E/ = = —=—convencionales
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s = - 6
g -30 L — — = —arqueosomas 20
% -20 mg/ml; formulacién 11
& 10
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0 mg/ml; formulacién 12
0 15 30 45 60 75 90 105
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Figura 50. Evolucion del potencial zeta durante el estudio de estabilidad de las

formulaciones con una proporcién molar lipido/colesterol 1:0,25

B) Morfologia de las vesiculas: observacion mediante microscopia electronica de transmision
TEM

Las figuras 51 a la 56 muestran las fotografias de las formulaciones de arqueosomas y de

liposomas convencionales comparadas entre si. Las figuras 51 y 54 muestran las
formulaciones con proporciéon molar lipido/colesterol 1:1.; en las figuras 52 y 55 se pueden
observar las formulaciones con proporciéon molar lipido/colesterol 1: 0,5; y las figuras 53 y 56
muestran las de proporcion molar lipido/colesterol 1: 0,25.

De forma general se puede decir que los liposomas convencionales presentan una
morfologia esférica, de mayor regularidad que los arqueosomas, y una distribucion de tamario
en la muestra mas homogénea, manteniendose ambas caracteristicas en el tiempo. Sin
embargo cabe destacar que la formulacion 10 de liposomas convencionales, presentd una
morfologia bastante irregular, superior a la de los arqueosomas de formulaciéon analoga.
Asimismo, las microfotografias ponen de manifiesto la inestabilidad de la formulacion 12 de
fosfatidilcolina, observandose un aumento gradual del tamafio con el paso del tiempo y la

formacion de agregados de particulas, asi como muchos restos de vesiculas rotas.
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t= 30 dias

RS, T

Figura 52. Microfotografias de las formulaciones 3 y 4 tomadas mediante TEM
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t=0dias t= 30 dias t= 60 dias t= 90 dias

Figura 54. Microfotografias de las formulaciones 7 y 8 tomadas mediante TEM
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t= 0 dias t= 30 dias t= 60 dias

0‘

o‘ O" ’ 6‘;'.

Figura 56. Microfotografias de las formulaciones 11 y 12 tomadas mediante TEM
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C) Eficiencia de encapsulacion (E%)

Como ya se observo en el estudio de caracterizacion, durante el estudio de estabilidad la
eficiencia de encapsulacion de las formulaciones de arqueosomas fue superior al de las
formulaciones analogas en fosfatidilcolina, existiendo entre ellas diferencias estadisticamente
significativas. Los factores que influyen en la eficiencia de encapsulacion a lo largo del tiempo
son el tipo de lipido y su concentracion (p<0.001), la proporcion de colesterol usada (p<0,05), y
la combinacion de los tres factores (p<0.01).

Si comparamos las figuras 57, 58 y 59, podemos observar que la proporcion molar
lipido/colesterol que proporciona vesiculas mas estables en cuanto a pérdida de sustancia
encapsulada a lo largo del tiempo es la 1:1, donde la eficiencia aparece constante a lo largo de
la duraciéon del estudio de estabilidad, tanto en arqueosomas como en liposomas
convencionales.

Dentro de las formulaciones con 10 mg de lipido/ ml y proporcion molar lipido/colesterol 1:0,5
y 1:0,25 cabe destacar la marcada estabilidad de las formulaciones convencionales
(formulaciones 4 y 6), que a pesar de tener un rendimiento de encapsulacion bajo, ligeramente
superior al 20%, mantuvieron ese valor de encapsulacién practicamente inalterado hasta el
final del periodo de estudio, frente a las andlogas formulaciones de arqueosomas que, aun con
una encapsulacion inicial muy alta, no eran capaces de retener la sustancia activa y sufrieron
pérdidas considerables con el paso del tiempo. Este hecho queda patente en la tabla 26,

donde se muestra el porcentaje de sustancia activa perdida al final del estudio de estabilidad.
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—ma—— arqueosomas 10m/ml;
formulacién 1

—a—convencionales 10mg/ml;
formulacién 2
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— = —arqueosomas 20mg/ml;
formulacién 7

— = —convencionales 20mg/ml;
formulacién 8

0 15 30 45 60 75 90 105
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Figura 57. Evolucion de la eficiencia de encapsulacion durante el estudio de
estabilidad de las formulaciones con una proporcion molar lipido/colesterol 1:1
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Figura 58. Evolucion de la eficiencia de encapsulacién durante el estudio de

estabilidad de las formulaciones con una proporcion molar lipido/colesterol 1:0,5
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Figura 59. Evolucion de la eficiencia de encapsulacion durante el estudio de

estabilidad de las formulaciones con una proporcion molar lipido/colesterol 1:0,25
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Tabla 26. Porcentaje de sustancia activa perdida, respecto a la encapsulacion

inicial, al final del estudio de estabilidad

Concentracion Proporcion % sustancia activa perdida

lipido(mg/ml) colesterol Arqueosomas Liposomas conv.

1:1 6,47 5,56

10 1:0,5 45,85 1,58

1:0,25 41,21 1,45

1:1 0,8 9,39

20 1:0,5 58,06 32,54

1:0,25 6,95 44,65

D) Actividad antioxidante (% inhibicion del radical DPPH)

El estudio de la actividad antioxidante a lo largo del tiempo mostré que, tanto arqueosomas

como liposomas convencionales e fosfatidilcolina, presentaban una alta actividad antioxidante

hasta el final del estudio de estabilidad, como reflejan las figuras 60, 61 y 62. El andlisis

estadistico de los datos reveld diferencias estadisticamente significativas entre las

formulaciones 5y 6 (Ms- Ms = -2,3, e.e. 0,653) y las formulaciones 9y 10 (Mg — M1o = -1,42,

e.e. 6,653), aunque eran diferencias pequefias, como se puede observar de la magnitud de la

diferencia de medias.

—a—arqueosomas 10m/ml;
formulacién 1

—=a— convencionales 10mg/ml;
formulacién 2

— = —arqueosomas 20mg/ml;
formulacién 7

— = —convencionales 20mg/ml;
formulacién 8

AA (%inhibicion DPPH)

0 ‘
0 15

30

45 60 75 90 105
Tiempo(dias)

Figura 60. Evolucion de la actividad antioxidante durante el estudio de estabilidad

de las formulaciones con una proporcion molar lipido/colesterol 1:1
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T 188 | _ arqueosomas 10mg/ml;
& go- TTeX -7 formulacion 3
5 70 —a—convencionales 10mg/ml;
S 60 formulacién 4
S 28 | arqueosomas 20mg/ml;
€ 30 formulacion 9
2 20 — = —convencionales 20mg/ml;
< 10 formulacién 10
< O T T T T T T

0 15 30 45 60 75 90 105

Tiempo (dias)

Figura 61. Evolucién de la actividad antioxidante durante el estudio de estabilidad

de las formulaciones con una proporcion molar lipido/colesterol 1:0,5

—a— arqueosomas 10mg/ml;
formulacion 5

—a— convencionales 10mg/ml;
formulacion 6

— - —arqueosomas 20mg/ml;
formulacion 11

— = —convencionales 20mg/ml;
formulacion 12

O T T T T T T

0 15 30 45 60 75 90 105
Tiempo (dias)

AA (%inhibicion DPPH)

Figura 62. Evolucion de la actividad antioxidante durante el estudio de estabilidad de
las formulaciones con una proporcion molar lipido/colesterol 1:0,25

De los resultados descritos anteriormente se puede deducir que los arqueosomas presentan
ciertas ventajas frente a los liposomas convencionales de fosfatidilcolina como sistemas de
vehiculizacion de sustancias activas ya que, a pesar de presentar un tamafo de particula
superior al de los liposomas convencionales y originar suspensiones mas heterogéneas,
consiguen una mayor eficiencia de encapsulacion y son estables en el tiempo.

Las magnificas propiedades de estabilidad presentadas por los arqueosomas pueden
atribuirse a la especial composicion quimica de los lipidos que los constituyen. El enlace de

tipo éter presente en estos lipidos hace a las vesiculas elaboradas con ellos mas resistentes a
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la hidrdlisis en medio acuoso, una de las principales vias de degradacion quimica que sufren
los liposomas. La ausencia de insaturaciones en las cadenas hidrocarbonadas de estos
fosfolipidos también confiere a las vesiculas resistencia frente a la degradacion oxidativa, la
otra via degradativa (Grit y Crommelin, 1993).

La estabilidad en cuanto al tamafio de particula, el cual fue constante en todas las
formulaciones elaboradas, se ve afectada por la carga de superficie, de manera que los
liposomas que carecen de carga eléctrica superficial tienden a agregarse, siendo menos
estables que los que estan cargados (Lichtenberg y Barenholz, 1988). En este aspecto todas
las formulaciones elaboradas estan cargadas negativamente, 1o que hace suponer que tendran
predisposicion a ser estables. La carga de los arqueosomas es considerablemente superior a
la de los liposomas convencionales, lo que hace que la fuerza repulsiva entre particulas sea de
una magnitud mayor en el primer tipo de vesiculas y, por consiguiente, la tendencia a la
estabilidad de los arqueosomas se puede anticipar superior a la de los liposomas de
fosfatidilcolina.

La capacidad para mantener a lo largo del tiempo la sustancia activa inicialmente
encapsulada es también una consecuencia de la peculiar estructura quimica de los lipidos que
conforman su membrana, ya que estudios previos han demostrado que la permeabilidad de la
membrana y la pérdida de solutos encapsulados es menor cuando se utilizan este tipo de
lipidos que cuando se utiliza fosfatidilcolina u otros tipos de lipidos éster (Yamauchi et al.,
1993; Elferink et al., 1994; Komatsu y Chong, 1998).

La incorporacion de colesterol a las formulaciones tiene un efecto beneficioso ya que
aumenta la densidad de empaquetamiento de los liposomas y reduce la permeabilidad de la
bicapa. El efecto beneficioso de la incorporacion de colesterol a las formulaciones se pone de
manifiesto cuando se utiliza como minimo en una razén molar 1:0,5 con respecto al lipido (Lian
y Ho, 2001; Barenholz, 2002). Este hecho queda constatado en las vesiculas elaboradas para
el presente trabajo, siendo las vesiculas que contienen una proporcion molar lipido/colesterol
1:1 en su composicion las que mejor comportamiento de estabilidad han mostrado en el tiempo

con respecto a todos los parametros analizados.
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Una de las estrategias usadas normalmente para aumentar la estabilidad de los liposomas
es la adicion de alguna sustancia antioxidante a la formulacion, como a-tocoferol, acido
ascorbico o BHT (Grit y Crommelin, 1993). El hecho de que en las formulaciones elaboradas
en el presente trabajo se haya utilizado una sustancia antioxidante hace pensar que ésta
también contribuye a la marcada estabilidad de las vesiculas obtenidas.
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3. ESTUDIOS DE TOXICIDAD IN VITRO
3.1. MATERIAL Y METODOS

3.1.1. Procedimientos para el cultivo celular

3.1.1.1. Lineas celulares

La toxicidad del producto a testar fue evaluada mediante el estudio de la viabilidad celular
tras el tratamiento de dicho cultivo con el producto.

La linea celular utilizadas fuesuministrada por el banco de células del CIC de la
Universidad de Granada. Esta fue la linea celular HT-29 (ATTC HTB-38), procedente de un
adenocarcinoma de colon humano tipo Il, con morfologia epitelial, capaz de crecer formando
monocapa. La figura 63 muestra el aspecto de dichas células cuando se observan al

microscopio dptico.

Figura 63. Imagen al microscopio dptico (20x) de un
cultivo celular semicofluente de la inea celular HT-29

3.1.1.2. Medio de cultivo

El medio base utilizado fue Mc Coy 5a con 2 mM de glutamina el cual fue suplementado
con 10% de suero bovino fetal (SBF), ambos suministrados por Sigma Aldrich. Como
tampdn, este medio contiene bicarbonato sddico, por lo que se trata de cultivos abiertos que

deben incubarse en atmdsfera de CO.. Contiene rojo fenol como indicador de pH que
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revelara, por viraje a amarillo, la acidificacion y agotamiento de los nutrientes del medio, lo

cual indica la necesidad de sustituir ese medio acidificado por medio nuevo.

3.1.1.3. Procedimiento de cultivo

El cultivo se llevo a cabo en una campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad,
mantenidas en todo momento ya que el material, reactivos y medios que se utilizaron en la
manipulacion de los cultivos celulares eran estériles.

Los cultivos celulares se realizaron en frascos Falcon de 10 ml (25 ¢cm?) y se incubaron en
estufa a 37° C, con un 5% de tension de CO2 y humedad a saturacion. Se incubaron hasta
que se formd una monocapa de células confluentes en el fondo del frasco de cultivo,

cambiando el medio periédicamente cuando se observaba viraje del indicador pH del medio.

3.1.1.4. Procedimiento de subcultivo: tripsinizacion

Con el fin de originar nuevos cultivos a partir de los cultivos confluentes, se procedié a la
tripsinizacion de los mismos. Para ello se retira el medio de cultivo y se lava la monocapa
con una solucion tampdn (Sigma) con el fin de retirar posibles restos de medio que podrian
interferir con el tratamiento posterior. Una vez retirada la solucién tampén se afiadieron 2 mi
de una solucién de tripsina-EDTA al 0,25% (Sigma Aldrich) y se incubd a 37° C durante 3
min. La solucion de tripsina-EDTA permite el despegado de la monocapa por la accion de la
tripsina, que rompe la matriz proteica extracelular responsable de que las células se
adhieran formando la monocapa, y por la accion quelante del EDTA, que secuestra los iones
Ca?y Mg+ que contribuyen a la estabilizacion de dicha matriz extracelular, ayudando a la
accion de la tripsina. En este paso se debe ser especialmente cuidadoso, ya que un exceso
de tiempo de contacto de la tripsina con las células puede hacer que ésta actie no solo en
las uniones entre células, sino sobre las propias células, danandolas y produciendo efectos
citotoxicos. Con una pipeta se aspira un par de veces la solucion con las células en
suspension para asegurar que las células se han despegado y homogeneizarlas. Finalmente
se anade un volumen apropiado de medio de cultivo con suero al 10%, el cual va a inactivar

la accién de la tripsina. Este medio con las células en suspension se transfiere a un tubo de
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fondo conico, y se centrifuga durante 5 min a 100 g. Se retira cuidadosamente el
sobrenadante y el pellet de células se resuspende en un volumen conocido de medio de

cultivo nuevo, para proceder al recuento de células viables.

3.1.1.5. Recuento de células viables

Se tomaron 50 ul de la suspension celular y se llevaron a un tubo eppendorf que contenia
el mismo volumen de una solucion de azul tripan. Se mezcld bien y de esta dilucion 1:2 de
las células se tomd el volumen necesario para rellenar una camara de recuento de Neubauer
y proceder al recuento de las células viables, identificadas por su capacidad para excluir el
colorante. Una vez conocido el numero de células, éstas se utilizaron para iniciar un nuevo
cultivo en frasco Falcon o para realizar un cultivo en microplacas de 96 pocillos, las cuales

serian utilizadas posteriormente para los ensayos de toxicidad.

3.1.1.6. Conservacion de la linea celular

Para conservar las lineas celulares se utiliza la congelacion, ya que evita su senescencia,
reduce el riesgo de que se produzcan contaminaciones y minimiza los cambios genéticos.
Para la congelacidon se deben usar agentes crioprotectores que protegen a las células
durante el proceso, al permitir una bajada de la temperatura mas lenta. Como agente
crioprotector se utilizo dimetil sulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich), el cual se afiadié al 5% a un
frasco que contenia suero bovino fetal. La solucion SBF-DMSO 5% se conservé a -20° C
hasta su utilizacion.

Una vez obtenido el pellet de células después del tripsinizado, se resuspendié en un
volumen suficiente de SBF-DMSO 5% para llenar crioviales de 4 ml, los cuales se llenaron
hasta la mitad de su capacidad. EI congelado se realizd de manera gradual hasta -80° C,
dejando el criovial a 4°C durante 1 h, a -20°C durante 2 h, y transfiriéndolo finalmente a un
congelador de -80° C. Para asegurar una mejor conservacion y viabilidad de las células se
recomienda transferirlas a un contenedor de nitrégeno liquido.

La descongelacion debe hacerse de manera rapida, en un bafio a 37° C. Una vez

descongelado se transfiere el liquido a un tubo conico, se afiade medio de cultivo y se
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centrifuga, durante 5 min a 100 g, con el fin de eliminar el DMSO que es citotoxico. Se
elimina el sobrenadante, y el pellet se resuspende en medio de cultivo suplementado con
SBF y se transfiere a un frasco Falcon de cultivo. Se incuba en estufa de CO. hasta

formacion de la monocapa.

3.1.1.7. Cultivo en microplaca

Los ensayos de toxicidad se llevaron a cabo en microplacas de 96 pocillos. En cada pocillo
se depositd un volumen conocido de la suspension celular, de manera que la concentracion
final de células fuera entre 104y 105 células/pocillo.

La microplaca se incubd durante 24-48 h a 37° C en estufa de COz hasta que se observd
en los pocillos, mediante microscopio invertido, como minimo un 80% de confluencia celular.
Cuando se obtenia dicho grado de confluencia el medio de cultivo se cambi6 por el mismo
medio sin suero, incubando la microplaca en esas condiciones 12 h mas, pasadas las cuales
se retird el medio de cultivo y se afiadio la sustancia a testar, previamente diluida en medio

de cultivo sin suero, y se incubd 24 h en las mismas condiciones citadas anteriormente.

3.1.2. Estudio de la viabilidad celular

La citotoxicidad fue evaluada mediante el método colorimétrico que usa MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro], descrito por Mossmann para la determinacion
de la viabilidad celular. EI método se basa en la capacidad que las células viables tienen para
reducir la sal soluble de tetrazolio MTT, de color amarillo, a la forma insoluble, formazan, que
es de color morado. El anillo del tetrazolio es abierto Unicamente por la actividad mitocondrial,
por lo que la reaccion se da solo en las células vivas. La figura 64 representa la reaccion que
sufre el MTT en el interior de la célula.

Posteriormente, los cristales de formazan son solubilizados en un disolvente organico
(DMSO o SDS normalmente) de manera que el color desarrollado, proporcional al nimero de

células vivas, se pueda medir espectrofotométricamente (Mosmann, 1983).
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Figura 64. Esquema de la reaccion que sufre el MTT dentro de la célula

El método del MTT es ampliamente usado para evaluar la citotoxicidad in vitro de diferentes
sustancias activas y farmacos, asi como es también frecuentemente usado para evaluar la
citotoxicidad de las nanoparticulas (Fisichella et al., 2009).

Una serie de estudios han investigado el mecanismo celular del MTT, el cual no esté aun del
todo claro. El factor principal para que el MTT sea incorporado dentro de la célula es la carga
positiva de la sal de tetrazolio, que hace que se transporte mediante el potencial de la
membrana plasmatica. Parece ser que la reduccién del MTT no se produce exclusivamente
por las deshidrogenasas de la mitocondria, y que también estan implicadas reductasas de
membrana presentes en endosomas y lisosomas (Berridge et al., 2005).

En el presente estudio se utilizd el siguiente método:

Una microplaca con la monocapa celular formada en sus pocillos fue tratada con 0,190 ml de
cada una de las muestras a testar, previamente diluidas en medio de cultivo sin suero, el cual
va a asegurar el aporte de nutrientes durante el ensayo. A las células control que no eran
tratadas se les afadié simplemente el medio de cultivo. La microplaca se incubd durante 24 h,
pasadas las cuales se retird el medio con muestra y se inocularon los pocillos con 0,190 ml de
una dilucién 1:10 de una solucion extemporanea de MTT (5mg/ml en PBS) en medio de cultivo
sin suero. Se incub6 la microplaca a 37° durante 2 h, pasadas las cuales se retird el medio con
MTT y se anadieron 0,1ml de DMSO. Se agito hasta completa disolucion de los cristales de

formazan que se habian formado, y se leyd la densidad 6ptica a 595 nm en un lector de
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microplaca Sunrise Tecan. El porcentaje de viabilidad celular se calculd segun la siguiente

expresion:
0/0 V|ab|||dad Ce|U|ar = (Amuestra/AcontroI)*1 OO

Donde Amuestra €S la absorbancia que presentan los pocillos tratados y Acontrol €S 12

absorbancia de los pocillos sin tratar

Se testaron dos tipos de muestras, por un lado el extracto antioxidante, diferentes diluciones
con concentracion creciente, y por otro algunas de las formulaciones de liposomas elaboradas.
De las 12 formulaciones descritas en el capitulo 2 de la parte experimental, se selecciond una
formulacién de arqueosomas y su anadloga en fosfatidilcolina. Dado que todas las
formulaciones tenian igual composicion pero en distintas proporciones, se creyd conveniente
seleccionar las formulaciones con mayor concentracion de lipidos y colesterol, ya que si estas
formulaciones no resultaban téxicas parecia I6gico pensar que a concentraciones menores
tampoco lo serian, y asi se utilizaron las formulaciones con concentracion de lipido de 20mg/ml
y proporcion molar lipido/colesterol 1:1, es decir, las formulaciones 7 (arqueosomas) y 8
(fosfatidilcolina). Asimismo, estas formulaciones se ensayaron tanto vacias como con extracto
fendlico incorporado, de manera que en caso de que resultaran tdxicas se pudiera
individualizar si se debia a los componentes de los liposomas, a la sustancia encapsulada o a
ambos. Se utilizé una dilucion 1:1,38 en medio de cultivo, ya que previamente se habia
comprobado que esa dilucion contenia la minima cantidad de medio que no producia la muerte
celular por falta de nutrientes.

Cada muestra se testd en sextuplicado (6 pocillos) y se realizaron 3 réplicas del ensayo
completo.

La figura 65 muestra el disefio de la microplaca con los diferentes tratamientos a los que se

somete el cultivo celular.
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1- Extracto fenolico: 5 mg extracto seco/ml

2- Extracto fendlico: 10 mg extracto seco/ml

3- Extracto fendlico: 20 mg extracto seco/ml

4- Extracto fendlico: 40 mg extracto seco/ml

5- Extracto fendlico: 80 mg extracto seco/ml

6- Extracto fendlico: 100 mg extracto seco/ml

7- Arqueosomas, formulacion 7, vacios

8- Arqueosomas, formulacion 7, 10 mg extracto seco/ml
9- Liposomas convencionales, formulacion 8, vacios
10- Liposomas convencionales, formulacion 8, 10 mg extracto seco/ml
C- Pocillos control, sin tratar

Figura 65. Disefio de la microplaca para el ensayo de toxicidad
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3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

3.2.1. Citotoxicidad del extracto fendlico

La figura 66 muestra el porcentaje de viabilidad celular despues del tratamiento con diferentes
concentraciones del extracto fendlico. Como se puede observar, a medida que aumenta la
concentracion se produce una disminucion del numero de células viables, lo que se traduce en un
aumento del efecto citotoxico. A partir de la concentracion de 40 mg/ml se puede observar un

ligero aumento de la viabilidad celular al aumentar la concentracion de extracto.
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Figura 66. Citotoxicidad del extracto fenélico a diferentes concentraciones

A la vista de estos resultados se puede deducir que el extracto fendlico, ademas de actividad
antioxidante, posee también actividad antiproliferativa sobre las células tumorales. Estos
resultados estan en concordancia con diversos estudios realizados sobre la actividad
antiproliferativa de los biofenoles del olivo. Asi, uno de ellos estudia la actividad antiproliferativa de
diferentes biofenoles aislados del alpeorujo, asi como de un extracto crudo y de acetato de etilo
también de alpeorujo. Los biofenoles usados de forma individual mostraron escasa inhibicion de la
proliferacion celular, mientras que los extractos, de composicion compleja, inhibian el crecimiento
celular de una manera muy eficiente hasta una determinada concentracién a partir de la cual,

como en el caso que se presenta en esta memoria, parecian aumentar la viabilidad celular (Obied
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et al., 2009). Este mismo efecto se observé en otro estudio acerca de la actividad antiproliferativa
de los fenoles del aceite de oliva, en el que se trabajo con diferentes fracciones obtenidas por
cromatografia. Del mismo modo, las fracciones que correspondian a un unico compuesto fendlico
no mostraron efecto alguno sobre el crecimiento celular, mientras que las fracciones que eran mas
complejas si inhibieron de manera eficaz el crecimiento de las células tumorales (Menendez et al.,
2008).

A pesar de que el mecanismo de accion por el que los biofenoles inhiben la proliferacion de las
células tumorales no quede establecido con este estudio, parece claro que es debido a la accion
sinérgica de varios compuestos quimicos presentes en el extracto y que no puede atribuirse a un

compuesto en concreto.

3.2.2. Citotoxicidad de las vesiculas elaboradas

Al igual que en el caso anterior, la figura 67 muestra la viabilidad celular después de la
exposicion de las células al correspondiente tratamiento, el cual consistio en utilizar vesiculas
vacias, tanto de arqueosomas como de liposomas convencionales, y vesiculas que contenian
encapsulado en su interior una concentracion del extracto fendlico de 10 mg/ml, también ambos

tipos de vesiculas.
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Figura 67. Citotoxicidad de diferentes formulaciones de arqueosomas

(formulacion 7) y liposomas convencionales (formulacién 8)
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Como se puede observar, en el caso de los arqueosomas existe una gran diferencia entre la
formulacion vacia y la cargada de extracto, con una viabilidad celular respecto al control del
72% y 13% respectivamente. Se puede considerar que los constituyentes del arqueosoma no
son toxicos sin embargo, al incorporarle el extracto fendlico, el nimero de células viables sufre
una drastica reduccion.

En el caso de los liposomas convencionales podemos considerar que los componentes
presentan una toxicidad mas elevada que los arqueosomas, dejando un 34% de viabilidad
celular tras el tratamiento. Al igual que en los arqueosomas, la viabilidad se ve enormemente
reducida al incorporar dentro de las vesiculas el extracto antioxidante, llegando a un valor del
11% de viabilidad celular respecto al control.

En la tabla 27 se puede ver un resumen del porcentaje de viabilidad celular proporcionado
por algunas de las concentraciones de extracto ensayadas asi como por las formulaciones de
liposomas. Si comparamos el valor que da el extracto sin encapsular con el valor una vez
encapsulado se observa, a igualdad de concentracion, una gran potenciacion del efecto
antiproliferativo, tanto para la encapsulacion en arqueosomas como en liposomas
convencionales. Este efecto es incluso mas potente que el resultante de aumentar la

concentracion del extracto hasta 4 veces.

Tabla 27. Efecto citotéxico de algunos de los tratamientos aplicados sobre las células

Tipo de tratamiento % viabilidad celular (media+SD)
Extracto (10 mg/mll) 79,96+11,84
Extracto (40 mg/ml) 20,10+6,26
Arqueosomas vacios 71,96+2,88
Arqueosomas con extracto (10 mg/ml) 13,48+4,36
Liposomas convencionales vacios 33,78+9,96
Liposomas convencionales con extracto (10 mg/ml) 11,39+3,25

La explicacion a este fendmeno seria que existe una consecuencia directa de la

administracion de los compuestos fendlicos dentro de liposomas, de uno u otro tipo, ya que, tal
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como se explico en el capitulo correspondiente de la introduccion, este tipo de vesiculas
permiten un transporte mas eficaz de la sustancia activa al interior de la célula, potenciando el
efecto sin necesidad de aumentar la dosis.

Estos primeros resultados, aunque prometedores, deben tomarse con cautela ya que
deberian realizarse ulteriores ensayos para corroborarlos y descartar posibles interferencias
con la técnica empleada, ya que existen evidencias de que algunas sustancias pueden
interferir con el MTT dando falsos positivos de citotoxicidad. Algunos de los mecanismos por
los que se producen estas interferencias es porque se provoca la exocitosis de los cristales de
formazan de manera que se pierden al retirar el medio y al realizar la medida
espectrofotométrica el valor obtenido es inferior al que realmente deberia haber dado. Este
efecto se ha visto que es producido por péptidos de B-amiloide y por determinadas
nanoparticulas como las de silice mesoporosa. Seria interesante hacer alguna determinacion
de la viabilidad celular complementaria mediante otras técnicas, como la citometria de flujo,
mediante la actividad lactato deshidrogenasa (Fisichella et al., 2009) o utilizando colorantes de
tetrazolio de segunda generaciéon que originan formazan hidrosoluble, de manera que la
medida se hace directamente sin necesidad de solubilizar la sal (Berridge et al., 2005).
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4. ELABORACION DE FORMULAS FARMACEUTICAS DE APLICACION

TOPICA
4.1. MATERIAL Y METODOS

Con el fin de proporcionar a las vesiculas obtenidas una forma farmacéutica para su aplicacion
topica se evaluaron diferentes excipientes para la incorporacion de las mismas. Asimismo, se

evallo la liberacion del principio activo desde dichas formas farmaceuticas.

4.1.1. Férmulas farmacedticas objeto de estudio

Como férmulas farmaceuticas para la incorporacion de los liposomas se elaboraron dos tipos
diferentes de geles, con dos sustancias gelificantes distintas, y un excipiente emulgente A/O
de amplio uso en farmacia. Los geles son formas farmaceuticas de consistencia semirrigida,
destinados a la aplicacién topica. La ventaja de los geles frente a otras formas farmaceuticas
es que son bien tolerados, facilmente lavables y que proporcionan una sensacion de frescor al
aplicarlos sobre la piel, sin dejar sensacion pegajosa. Se utilizaron varios excipientes con
diferentes propiedades para la incorporacion de los liposomas. Con cada uno de los
excipientes se prepararon tres tipos de formulaciones:

e Formulacion de extracto libre: en él los liposomas fueron sustituidos por extracto
antioxidante sin encapsular con la misma concentracion que la usada para preparar
los liposomas (10 mg/ml), con el fin de evaluar el grado de retencion de la sustancia
activa por parte del excipiente usado, ya que un grado de retencién alto podria
suponer un problema a la hora de la liberacion desde los liposomas.

e Formulacion de arqueosomas o liposomas convencionales: preparacion que contenia
en su interior las vesiculas con el extracto antioxidante encapsulado.

e Formulacion en blanco: debido a que en los ensayos de cesion el método analitico
elegido era espectrofotométrico, de las preparaciones anteriores se elaboraron sus
correspondientes blancos con el fin de poder restar los valores de absorbancia

proporcionados por los componentes de la forma farmacéutica. Asi el blanco para la
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formulacion de extracto libre se elaboré con agua ultrapura, el blanco para la
preparacion de arqueosomas se elabord con arqueosomas vacios, y el blanco para la

formulacion de liposomas convencionales se elaboré con dichas vesiculas vacias.

Las formulaciones elaboradas y el modo de preparacion de las mismas fue el siguiente:
1. Gel de carbopol:
e Carbopol 940 1%

e Suspension de arqueosomas o liposomas convencionales c¢.s.p. 100 ml

e Trietanolamina c.s.p. pH=6

El extracto antioxidante o la suspension liposdmica fue afadida al carbopol 940 lentamente y
bajo continua agitacion hasta la completa disolucion del excipiente. Posteriormente
permanecié 24 h en reposo y pasado ese tiempo se procedid a la gelificacion del mismo

anadiendo unas gotas de trietanolamina para conseguir el pH deseado.

2. Gel de pluronic:
®  Pluronic 720----===----=====sseemeeeenna- 20%

e Suspension de arqueosomas o liposomas convencionales c¢.s.p. 100 ml

El extracto antioxidante o la suspension liposémica fue afiadida al pluronic 720 lentamente y
bajo continua agitacion hasta la completa disolucion del excipiente. Este excipiente se
caracteriza por formar geles reversibles, es decir, esta en estado gel por encima de 30° C, y
por debajo de esta temperatura su estado es liquido. Permanecid 24 h en reposo antes de

someterlo a ensayos de liberacion con el fin de que se estabilizara la estructura.

3. Excipiente cetilico (RFE):

e \Vaselina 869
e Alcohol cetilico 49
o Lanoling----=====ssssseeemmmmmnenaas 109
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Este excipiente se caracteriza porque es capaz de absorber hasta un 60% de agua, ya que
se trata de un excipiente emulgente A/O.

Para su preparacion se funde en un bafio maria el alcohol cetilico, y una vez fundido se
afaden progresivamente la lanolina y la vaselina. Cuando la mezcla esta fundida de manera
homogénea se deja enfriar mezclando en mortero con agitacion constante hasta enfriamiento.

Posteriormente se adiciond un 60% (p/v) del extracto antioxidante o de la suspension

liposomica.

4.1.2. Ensayo de cesion de las formulas farmacéuticas elaboradas

Mediante el ensayo de cesion se evalua la capacidad que presenta la forma farmacéutica
para liberar la sustancia activa. Con estos datos podemos hallar cual es la cinética de
liberacion y que vehiculo es mas indicado para elaborar una formula con las mejores
caracteristicas de liberacion posibles para que la mayor parte del principio activo sea liberado
de ella.

Para los estudios de cesion de farmacos una de las metodologias mas ampliamente
difundida entre diferentes grupos de investigacion es la que utiliza células de difusion vertical
de Franz (Morales et al., 2004; Sinico et al., 2005) (Figura 68). Dichas células constan de dos
compartimentos, uno donador y otro receptor, entre los cuales se situa la membrana de
cesion, que puede ser piel natural 0 una membrana artificial. Ademas posee una camisa
termostatizada que permite mantener la temperatura constante a lo largo del ensayo. En el
compartimento donador se coloca una cantidad conocida de la formulacion a evaluar (no mas
de 0,3 g para evitar el abombamiento de la membrana) y en el compartimento receptor se
coloca la solucion receptora, que en nuestro caso fue agua ultrapura ya que la sustancia activa
era altamente soluble en dicho vehiculo.

Las células de Franz utilizadas en el presente trabajo tenian 40 mm de diametro y un

volumen efectivo de 11,5 ml. Fueron proporcionadas por Vidra Foc (Barcelona, Esparia).
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Figura 68. Célula de Franz: 1) Compartimento donador; 2)

Membrana; 3) Compartimento receptor; 4) Toma de muestra;
5) Camisa termostatizada

Cuando se usan membranas artificiales debe elegirse una que minimice al maximo la
resistencia al paso de la sustancia activa, con el objeto de determinar la fiabilidad de la
influencia de la forma farmacéutica en la cesién de la misma. Por este motivo se ensayaron
dos tipos de membranas hidréfilas, dada la naturaleza del extracto. Estas membranas fueron
la llamada HVLP, membrana de Durapore (polivinilideno fluoruro) y la denominada HA,
formada por una mezcla de ésteres de celulosa., ambas de 0,45 um de tamafio de poro.

Fueron suministradas por Millipore.

Para la seleccion de membrana se llevd a cabo un experimento de cesion de 2 h de
duracién, poniendo en el compartimento donador 0,3 ml del extracto polifendlico con una
concentracion de 10mg/ml en peso seco, la misma concentracion usada para elaborar los
liposomas. Los experimentos de cesion de las formulaciones se prolongaron durante 24 h, y
también se utilizaron 0,3 g de formulacion en el compartimento donador. A intervalos de tiempo
prefijados se tomd una muestra de 1ml, que posteriormente era analizada
espectrofotométricamente en un espectrofotdmetro  UV/VIS Perkin-Elmer Hitachi 124,

determinando mediante una recta de calibrado (y = 1,2617x - 0,0093, r2 = 0,9981) la cantidad
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de extracto polifendlico cedida. El volumen extraido se reponia con solucion receptora con el
objeto de mantener las condiciones sink.

Se realizaron tres réplicas de cada ensayo.
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4.2. RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.1. Caracteristicas organolépticas de las formulaciones elaboradas
1. Gel de Carbopol:

El aspecto de los geles fue mas transparente cuando incorporaban liposomas

convencionales que cuando eran arqueosomas. En ambos casos la incorporacion de
vesiculas con extracto antioxidante proporcionaba a los geles un color pardo, mientras que

los geles de vesiculas vacias eran de color mas blanco (Figuras 69 y 70).

Figura 69. Arqueosomas en gel de carbopol: vacios (A); con
extracto antioxidante (B)

Figura 70. Liposomas convencionales en gel de carbopol:

vacios (A); con extracto antioxidante (B)
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2. Gel de Pluronic:

Los geles que contenian arqueosomas en su composicion, tanto vacios como con extracto
antioxidante, presentaron un aspecto mas transparente que aquellos que contenian liposomas

de fosfatidilcolina, que tenian un aspecto mas lechoso (Figuras 71y 72).

Figura 71. Arqueosomas en gel pluronic: vacios (A) y con extracto

antioxidante (B)

Figura 72. Liposomas convencionales en gel pluronic: vacios (A) y

con extracto antioxidante (B)
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3. Excipiente cetilico:

De consistencia cremosa y color amarillento. No existian diferencias organolépticas entre las

formulaciones con vesiculas vacias y los que contenian vesiculas con extracto antioxidante.

4.2.2. Seleccion de membrana para el ensayo de cesion

De dicho ensayo se observa que ambas membranas dejaban pasar el extracto antioxidante
sin oponer gran resistencia, sin embargo, como se observa en la figura , a los treinta minutos
de ensayo la membrana HA habia dejado pasar el 90% de la sustancia activa, en contraste
con el 70% cedido a través de la HVLP en el mismo periodo de tiempo.

Al cabo de las dos horas la cesion a través de la membrana HA seguia siendo alrededor del

90%, valor que fue practicamente igualado por la membrana HVLP.
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Figura . Cesion de la sustancia activa a través de membrana de HVLP

(polivinilideno fluoruro) y HA (celulosa)

Se decidi6 usar la membrana de HA para los posteriores ensayos de cesion por ser la que

oponia menor resistencia al paso del extracto polifendlico.
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4.2.3. Estudio de la cesion desde las formulaciones farmaceuticas elaboradas

4.2.3.1. Formulaciones con extracto libre

Con el fin de evaluar el grado de retencién de la sustancia activa por parte del excipiente
usado, se procedié a realizar ensayos de cesion a todas las formulas que contenian en su
composicion el extracto antioxidante en forma libre, comprobando el grado en el que el
excipiente iba a influir en la liberacion de la sustancia activa encapsulada en las vesiculas.

Asi, a cada excipiente se le incorpord una concentracion de extracto antioxidante de 10

mg/ml, y se sometieron a un ensayo de liberacion de 24 h de duracidn. Los resultados

obtenidos se muestran en la figura 73.
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— —— —crema de excipiente cetilico
—-m - —gel de carbopol
—x—gel de pluronic

Figura 73. Cesion del extracto antioxidante libre a través de la

membrana HA desde las distintas formas farmaceliticas

En ella podemos observar claramente que el gel de pluronic 720 es el que mas rapidamente
libera el extracto fendlico, con mas del 50% liberado durante la primera hora. La liberacion se
hace mas lenta a partir de la tercera hora, alcanzandose el maximo de liberacion a las 8 h, con
un 93% liberado.

Propiedades intermedias presenta el gel de carbopol 940, en el que la liberacion es algo

mas progresiva, liberando en la primera hora un 25% del total, alcanzandose el 50% alas 5 hy
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aumentando progresivamente hasta las 24 h, en las que se alcanzan niveles de liberacion
comparables a los del pluronic.

Es el excipiente cetilico el que mas retiene al extracto polifendlico, liberando solamente un
12% al final del ensayo.

Posiblemente estas diferencias entre los tres excipientes sean debidas al caracter lipdfilo que
tiene el excipiente cetilico, frente al caracter hidrdfilo de los otros dos. Las propiedades lipdfilas
hacen que al extracto fendlico le cueste mas difundir a través de este vehiculo, que cuando lo
hace a través de uno con caracteristicas similares, en cuanto a hidrofilia, a las que él presenta.

Por todo ello se creyd conveniente elaborar solamente geles de pluronic y carbopol para la
incorporacion de los liposomas, y no utilizar el excipiente cetilico, dado que el alto grado de
retencion del extracto que presentaba hacia previsible que al encontrarse éste incoporado
dentro de liposomas la liberacion fuera todavia menor, y por tanto no interesa para nuestro

objeto de estudio.

4.2.3.2. Gel de carbopol 940

En la figura 74 podemos observar cual es el patrén de cesion tanto de arqueosomas como
de liposomas de fosfatidilcolina una vez incorporados al gel de carbopol. Dicha liberacion se ha
comparado con la producida por la formulacion liposémica en forma libre asi como con el gel

control que posee el extracto polifendlico de forma libre.
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Figura 74. Cesion de los geles de carbopol

Los arqueosomas en forma libre, a lo largo de todo el ensayo, ceden alrededor del 20% mas que
los mismos cuando se encuentran incorporados en el gel de carbopol. Asi, los arqueosomas sin
incorporar al gel llegan a un maximo de cesion del 70%, mientras que cuando se incorporan al gel
la cesion al final del ensayo es de un 50% del extracto fendlico encapsulado.

Si comparamos ambos geles, con arqueosomas y con extracto libre, podemos observar que la
cinética de cesion es igual hasta las 8 h, produciéndose un acumulo mayor pasadas 24 h en el
caso del gel con extracto libre.

En el caso de los liposomas de fosfatidilcolina la diferencia entre la formulacion libre y la
incorporada en el gel es aun mayor, llegando en muchos casos a ser del 30%. Sin embargo esta
diferencia se va haciendo mas pequefa con el paso del tiempo y, asi, a las 24 h del estudio la
cesion producida por los liposomas en gel es mayor que la de la formulacion libre, llegando a un
maximo del 95%, es decir, practicamente la cesion total de la sustancia activa.

Comparando el gel con liposomas convencionales con el de extracto libre observamos el mismo
comportamiento que en el caso de los arqueosomas, con una cinética de cesion igual hasta las 8
h. En este caso pasadas 24 h el acumulo producido por el gel con liposomas es mayor que el del

gel con extracto fendlico libre.
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Si comparamos el gel con arqueosomas y el de liposomas de fosfatidilcolina se observa el
mismo patron de liberacion en las 8 h primeras, con un 30% liberado durante la primera hora, que
aumenta progresivamente hasta alcanzar el 60% a las 8 h. A partir de ese momento la liberacién
por parte del gel que contiene arqueosomas se estabiliza, sin embargo el gel con liposomas
convencionales continua liberando hasta alcanzar el maximo de liberacion a las 24 h.

De acuerdo con los datos anteriores se puede afirmar que tanto en el caso de liposomas
convencionales como de arqueosomas las diferencias encontradas en el proceso de liberacion
han sido similares y es, sdlamente, cuando el extracto esta libre cuando la liberacién es mayor.
Los liposomas convencionales y arqueosomas actuan reteniendo al extracto vy,
consecuentemente, prolongando la duracion de accion del mismo. Dado que nuestro objetivo es
obtener una formulacion farmacedutica de aplicacion cosmeética, pensamos que la cinética de
liberacion con 8 h de estudio es suficiente para asegurar la accion de la sustancia activa estudiada
dado su proceso de liberacion, ya que se obtienen concentraciones adecuadas desde el comienzo

del ensayo.

4.2.3.3. Gel de pluronic 720
Aligual que en el caso anterior, en la figura 75 se ha representado la cesion producida por el gel
de pluronic tanto de la formulacion de arqueosomas como de liposomas convencionales y se ha

comparado con la de dichas formulaciones en la forma libre asi como del gel con el extracto libre.
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Figura 75. Cesion de los geles de pluronic
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Observamos de nuevo que los arqueosomas en forma libre ceden alrededor del 20% mas que
los mismos cuando se encuentran incorporados al gel, en este caso de pluronic. Esta diferencia se
hace ligeramente menor al final del ensayo, de manera que en dicho momento el gel ha cedido un
60% del total del extracto encapsulado, en comparacion con el 70% cedido por la formulacion de
arqueosomas libres. La diferencia es mucho mas notable si comparamos el gel control con los
arqueosomas en gel. Asi, el gel que contiene el extracto antioxidante en forma libre alcanza el
60% de liberacion en la primera hora, llegando a un maximo de cesion del 90% a las 5 h.

Respecto a la cesion, los liposomas convencionales presentan grandes diferencias segun se
encuentren en la forma libre o incorporados al gel. Asi, la cesién que producen los liposomas
cuando se encuentran en el gel es escasa, alcanzando apenas un 20% al finalizar el ensayo,
mientras que la forma libre llega a liberar un 70% de la sustancia activa encapsulada.

Si comparamos los tres geles (extracto libre, arqueosomas y liposomas convencionales) el de
mayor liberacion es, como se ha citado previamente, el del extracto libre. Un nivel intermedio de
cesion se observa para el gel que contiene arqueosomas, alrededor del 60%, y muy baja en el
caso del gel con liposomas convencionales. Este hecho puede ser debido a que en este caso la
interaccion de liposomas con pluronic es mayor y este polimero actia como atrapador de los
liposomas, no teniendo ese efecto sobre los arqueosomas, seguramente por las diferencias
quimicas que existen entre los lipidos usados en cada caso. La composicion del gel de alguna
forma actua como estabilizador de estos compuestos, como hemos encontrado en trabajos que

describen algo similar (Ruiz et al., 2008).

4.2.4. Estudio comparativo entre las formulas farmacéuticas estudiadas

A partir de los resultados anteriores podemos concluir qué forma farmacéutica para la
aplicacion tdpica es mas adecuada para cada una de las formulaciones liposomiales. En las
siguientes figuras representamos conjuntamente para ambos excipientes la liberacion desde

arqueosomas y desde liposomas convencionales.
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1. Arqueosomas

En la figura 76 vemos la cesion de los arqueosomas incorporados en los dos excipientes

utilizados en comparacion con la misma cuado se encuentran en la forma libre.
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Figura 76. Cesion desde arqueosomas

Podemos observar cdmo la cantidad cedida por ambos geles es muy similar durante las
primeras 8 h de ensayo, con un 30% cedido durante la primera hora, cantidad que va
aumentando progresivamente en ambos geles aunque de manera mas rapida en el gel de
carbopol, alcanzando su maximo de liberacion a las 7 h con un 57% de liberacion. El gel de
pluronic, sin embargo, presenta una liberacion mas prolongada en el tiempo, llegando al maximo
de liberacion (60%) a las 24 h.

Dado que el nivel maximo de liberacién alcanzado por ambos geles es practicamente el
mismo, la eleccion de uno u otro gel va a depender de que queramos conseguir un efecto mas
inmediato, para lo que utilizariamos el gel de carbopol, o un efecto mantenido en el tiempo, en

cuyo caso el gel de eleccion seria el de pluronic.
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2. Liposomas convencionales

Al'igual que en el caso de los arqueosomas, la figura 77 representa la cesion de los liposomas
convencionales una vez incorporados a los geles de carbopol y pluronic, y en ella se compara

con la cesién de la formulacién liposdémica en su forma libre.
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Figura 77. Cesion desde liposomas convencionales

De dicha figura se deduce claramente que, en el caso de los liposomas convencionales, la
forma farmaceutica de eleccion seria el gel de carbopol, ya que con el de pluronic se
consigue una liberacion muy escasa, empezando a tener valores de cesién a partir de la
cuarta hora y no llegando a alcanzar un 20% de cesion a la finalizacion del ensayo. Si
comparamos la cesién desde el gel carbopol con la de la forma libre, la primera es mas lenta,
aunque mas duradera y efectiva en el tiempo, alcanzandose valores superiores después de

24 h, cuando la cesion llega al 95% del total.
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Discusion general y conclusiones

A pesar de que en cada uno de los capitulos anteriores se han discutido de forma especifica
y con apoyo bibliografico los aspectos mas relevantes de los resultados obtenidos en este
trabajo de investigacion, se ha considerado conveniente y de utilidad presentar en este

apartado un breve resumen compilativo.

Con la introduccion en Espafa en la década de los 90 del sistema de dos fases para la
extraccion de aceite de oliva se consiguié disminuir el consumo de agua que se requeria en el
proceso, aunque no se consiguid resolver el problema de los residuos, ya que el alpeorujo,
residuo en este sistema de extraccién, también plantea un problema medioambiental. La
posibilidad potencial de su utilizacion como fuente de compuestos fendlicos antioxidantes ha
abierto una nueva puerta de gran interés a la solucion del problema, aunque solo sea de
manera parcial, ya que a pesar de que se extrajeran los compuestos valiosos aun sobraria una
gran cantidad de biomasa residual que requeriria un tratamiento. Lo ideal seria una solucién
que aplicase de manera coordinada varias tecnologias, por ejemplo, combinar la extraccion de
antioxidantes, proceso sencillo que no requiere de gran inversion tecnoldgica, con un posterior
proceso de biorremediacion.

Los resultados incluidos en esta memoria muestran la influencia de la polaridad del
disolvente usado en la extraccion de los compuestos fendlicos, de manera que a mayor
polaridad el contenido fendlico de los extractos es mayor, asi como su capacidad antioxidante,
ya que existe una correlacion lineal entre ambos parametros. Asimismo se ha comprobado
también la influencia que tiene en el contenido fendlico de los extractos la variedad de aceituna

de la que procede el residuo.

Los liposomas han sido y son ampliamente utilizados para la administracion topica de
farmacos y activos cosméticos, ya que mejoran la penetracion de dichas sustancias a capas
mas profundas de la piel y permitien la formacion de un reservorio que localiza la sustancia
activa en el lugar de accién. Una de las ventajas de usar los liposomas como vectores

cosméticos es el efecto positivo que producen sobre el grado de hidratacion de la piel. Este
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efecto deriva del hecho de que la humedad cutanea esta regulada fundamentalmente por los
lipidos del estrato corneo, por lo que los lipidos que conforman la membrana del liposoma
afectan al grado de hidratacion de la piel, produciendo un efecto hidratante y restaurador. Esta
accion beneficiosa que los liposomas per se tienen sobre la piel puede verse favorecida por la
encapsulacion de diferentes agentes de accion cosmética, como antioxidantes. Dado que en el
envejecimiento cutaneo estan fundamentalmente implicados fendmenos de estrés oxidativo,
un aporte exdgeno de sustancias antioxidantes ayudard a los sistemas de defensa
antioxidante propios del organismo a contrarrestar los ataques oxidativos. Si este aporte de
antioxidantes se hace via tdpica, y en forma de liposomas, se facilitara el acceso de estas
sustancias al lugar de accidn.

Los compuestos fendlicos obtenidos del alpeorujo se encapsularon en formulaciones de
arqueosomas de diferente composicion y en liposomas convencionales de fosfatidilcolina de
composicion analoga a los primeros. A pesar de que todas las formulaciones elaboradas
mostraron buenas propiedades de encapsulacion y de estabilidad, los arqueosomas
presentaron ciertas ventajas frente a los liposomas convencionales, lo cual puede considerarse
debido a las peculiaridades quimicas de los lipidos que los constituyen. Asi, el enlace éter
presente en estos lipidos confiere a los arqueosomas resistencia frente a la hidrélisis en medio
acuoso y la carga negativa de los grupos de cabeza polar de los lipidos polares de la arquea
confieren a los arqueosomas una carga de superficie altamente negativa, superior a la carga
también negativa de los liposomas convencionales, lo que hace que pueda esperarse un mejor
comportamiento de estabilidad para los arqueosomas. Asi, los arqueosomas han mostrado
una gran estabilidad tanto por la falta de agregacion vesicular, lo cual se demuestra tanto por
el mantenimiento constante del diametro de particula como por la capacidad de mantener a lo
largo del tiempo la sustancia activa inicialmente encapsulada.

Los resultados obtenidos de los ensayos de citotoxicidad in vitro ponen de manifiesto el
efecto positivo de la utilizacién de liposomas como sistema de vehiculizacion para los
compuestos fendlicos, facilitando el acceso al lugar de accion, como se puede deducir de la
fuerte potenciacion de la actividad antiproliferativa cuando se administran en forma de

liposomas, tanto arqueosomas como liposomas de fosfatidilcolina.
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La incorporacion de las vesiculas obtenidas a una forma farmaceutica de aplicacion topica y
el posterior estudio de liberacion in vitro ha mostrado que es posible la utilizacion de geles para
la administracién de los arqueosomas y liposomas convencionales con compuestos fendlicos
antioxidantes, mientras que el excipiente cetilico no seria adecuado con este fin. En el caso de
los arqueosomas los dos geles evaluados producen un resultado similar, liberando la sustancia
antioxidante de forma progresiva desde el inicio y durante 8 horas. En el caso de los
liposomas convencionales sélo el gel de carbopol seria util ya que el gel de pluronic
interacciona de alguna forma con las vesiculas formando una estructura que retiene a la

sustancia activa, haciendo que ésta se libere de forma muy lenta y poco efectiva.
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CONCLUSIONES

1. De las diferentes muestras de alpeorujo estudiadas, la procedente de la variedad de
aceituna picual ha demostrado ser la mas adecuada para la obtenciéon de
compuestos fendlicos antioxidantes. Teniendo en cuenta que esta variedad es la
mas abundante en Andalucia y que la produccion de aceite de oliva
fundamentalmente se realiza a partir de ella, el presente estudio pone de manifiesto
la idoneidad de la utilizacion de este residuo tanto para disponer de una fuente
abundante y economica de antioxidantes como para aportar una solucion parcial al

problema medioambiental que el residuo representa.

2. Los compuestos fendlicos obtenidos a partir de alpeorujo y empleados en este
trabajo han mostrado caracteristicas apropiadas para ser incorporados eficazmente
en el interior de vesiculas lipidicas con diferente composicion, sin que se produjeran

alteraciones en sus propiedades antioxidantes.

3. El hecho de que los lipidos de arqueas presenten cabeza polares de notable carga
negativa condiciona el que el potencial zeta presentado por los arqueosomas sea
superior al mostrado por los liposomas convencionales elaborados con
fosfatidilcolina. Consecuentemente se puede esperar una mayor tendencia a la
estabilidad por parte de los arqueosomas obtenidos a partir de los lipidos polares de

Halobacterium salinarum CECT-396.

4. Todas las formulaciones de arqueosomas elaboradas en este estudio, han mostrado
buenas propiedades de estabilidad, asi como un Optimo rendimiento en la
encapsulacion de los compuestos fendlicos ensayados. Este hecho, unido a la
fluidez que los lipidos arqueales proporcionan a la membrana de estas vesiculas,
hacen de los arqueosomas un sistema de vehiculizacion idéneo para la

administracién tdpica de antioxidantes.
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Los ensayos de citotoxicidad realizados sobre la linea celular HT-29 con vesiculas
vacias ponen de manifiesto una notable menor toxicidad de los arqueosomas en
comparacion con los liposomas convencionales. Teniendo en cuenta que la
diferencia entre ambas formulaciones radica en el tipo de lipido empleado en la
elaboracion, se puede deducir que los lipidos arqueales son menos téxicos que la
fosfatidilcolina comercial utilizada y, por lo tanto, se pueden considerar apropiados

para la preparacion de formulaciones farmaceduticas.

La actividad antiproliferativa que los compuestos fendlicos obtenidos de alpeorujo
han mostrado sobre la linea celular HT-29 fue muy superior cuando se administraron
incorporados en liposomas, independientemente de que se tratara de arqueosomas
0 de liposomas convencionales. Este hecho permitiria la utilizacion de los
antioxidantes en bajas concentraciones, lo que pone de manifiesto la validez de los
liposomas elaborados como sistema de vehiculizacion de este tipo de sustancias

activas.

A la hora de elegir un excipiente con el fin de proporcionar a las vesiculas
elaboradas una forma farmacedutica de aplicacion cosmética cabe destacar que el
excipiente cetilico, al presentar un alto grado de retencion de las sustancia activa, no
es adecuado para la incorporacion de las vesiculas; y que los arqueosomas
presentan una mayor versatilidad, pudiéndose utilizar indistintamente los excipientes
carbopol o pluronic, mientras que en los liposomas convencionales sélo seria

adecuada la utilizacion de carbopol.

La incorporacion de las vesiculas al excipiente seleccionado permite la obtencion de
una forma farmaceutica que libera la sustancia activa de forma gradual durante 8 h.,
observandose una liberacion mas homogénea en el caso de los arqueosomas, lo

cual pone de relieve la utilidad de dicha forma farmacedtica con fines cosméticos.
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CONCLUSIONI

1.

Perseguendo lo scopo di utilizzare le sanse umide come fonte di antiossidanti, si
dimostra che le piu adatte a tal fine sono quelle che provengono dalla varieta picual.
Dal momento che tale varieta ¢ la piu abbondante in Andalusia e la produzione di olio
d'oliva discende per lo piu proprio da questa varieta, si manifesta un doppio effetto
positivo: da un lato si ha una fonte abbondante ed economica di antiossidanti e
dall'altro si fornisce una soluzione parziale al problema ambientale che questo tipo di

rifiuti rappresenta.

| composti fenolici estratti hanno mostrato la loro capacita di essere incapsulati in
modo efficace allinterno delle vescicole lipidiche con differente composizione, senza

che si producessero alterazioni nelle loro proprieta antiossidanti.

Il fatto che i lipidi degli archei possiedano gruppi polari con una notevole carica
negativa fa si che il potenziale zeta degli archeosomi sia superiore a quello dei
liposomi di fosfatidilcolina. Di conseguenza ci si pud aspettare una maggiore

tendenza alla stabilita da parte degli archeosomi.

Tutte le formulazioni di archeosomi preparate hanno mostrato sia le loro proprieta di
stabilita che le rese ottime nell'incapsulazione dei composti fenolici usati. Questo,
sommato alla fluidita che i lipidi degli archei conferiscono alla membrana delle
vescicole con essi preparate, fa si che gli archeosomi siano ottimi sistemi di

veicolazione delle sostanze antiossidanti per I'uso topico.
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5. Gli studi di tossicita in vitro performati sulla linea cellulare HT-29 per testare gli
archeosomi e i liposomi di fosfatidilcolina vuoti hanno svelato una tossicita molto
minore per i primi. Tenendo conto che la differenza tra le due formulazioni testate
consiste nel tipo di lipido usato nella preparazione, si puod dedurre che i lipidi degli
archei siano meno tossici della fosfatidilcolina commerciale usata, e quindi siano

ottimi per la preparazione di preparati farmaceutici.

6. Le proprieta antiproliferative sulla linea cellulare HT-29 che i composti fenolici
ottenuti dalle sanse umide hanno mostrato, sono decisamente superiori quando usati
in forma di liposomi, sia archeosomi che liposomi di fosfatidilcolina. Questo fara in
modo che gli antiossidanti si possano usare in concentrazioni piu basse, rendendo

validi questo tipo di liposomi come sistema di veicolazione per sostanze attive.

7. In riferimento alla scelta di un eccipiente per inserire le vescicole in un preparato
farmaceutico per applicazione topica si puo evidenziare che I'eccipiente cetilico, dato
lalto grado di ritenzione della sostanza attiva, non & appropriato per linserimento
delle vescicole: e che gli archeosomi sono piu versatili quando si deve scegliere un
eccipiente per la loro incorporazione, essendo possibile I'utilizzazione di entrambi gli
eccipienti proposti (carbopol e pluronic) mentre per i liposomi di fosfatidilcolina

sarebbe appropriato solamente l'uso di carbopol.

8. L’incorporazione delle vescicole nell’eccipiente permette di ottenere un preparato
farmaceutico che rilascia la sostanza attiva in maniera graduale nel corso di 8 ore,
essendo piu homogenea nel caso degli archeosomi, ponendo in rilievo l'utilita di

questo preparato per I'uso cosmetico.
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