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® Resumen

Se presenta un estudio de la encapsulacion del 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (vainillina) en
liposomas del tipo vesiculas multilaminares, modificadas conel 1-O-alquilglicerol sintético 1-O-decilglicerol
(C10),ysureactividad conelradical libre estable difenil-p-picril hidrazi (DPPH). Los liposomas obtenidos
fueron caracterizados en cuanto a su eficiencia de encapsulacién, capacidad de retencion del soluto
encapsulado y su capacidad de captura de radicales libres. Los resultados muestran una adecuada
eficiencia de encapsulacion (mayor del 45 %) y una elevada retencion de la vainillina inmovilizada tras
siete dias de almacenamiento, superior al 95 %. Estos parametros no fueron influenciados por la
composicidn lipidicade las vesiculas. Los encapsulados del aldehido mostraron una elevada reactividad
con el difenil-p-picril hidrazi, en comparacion con el 1-O-decilglicerol y la vainillinasin encapsular. La
reactividad mostré dependencia de la composicion lipidica de los liposomas, siendo esta mayor en las
vesiculas que contenian el alquilglicerol, lo que sugiere que dicho compuesto aumenta la captura de
radicales libres de las formulaciones. Estos resultados demuestran que es posible encapsular la vainillina
en liposomas, con una buena eficiencia de encapsulacion y de retencidn, asi como con la posibilidad de
aplicacion de las formulaciones obtenidas en la terapia antioxidante.

Palabras clave: liposomas, vainillina, 1-o-alquilgliceroles, radicales libres, antioxidantes.
e Abstract

A study is presented of the encapsulation of 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde (vanillin) in
liposomes, multilamellar vesicles type, modified with the synthetic 1-O- alkylglycerol decilglicerol (C10),
and the reactivity of this system with the radical diphenyl-p—picril hidrazi (DPPH). The liposomes were
characterized interms of encapsulation efficiency, holding capacity of the encapsulated solute and ability
to capture free radicals. The results show an adequate encapsulation efficiency (greater than 45 %) and
highretention ofimmobilized vanillin after 7 days of storage, in the range of 95 %. These parameters were
notinfluenced by the lipid composition of the vesicles. The encapsulated aldehyde showed a high reactivity
with diphenyl-p-picril hidrazi, compared with decilglicerol unencapsulated and vanillin. The reactivity was
dependentofthe lipid composition of liposomes, this being greater in vesicles containing decilglicerol and
suggesting that the compound increases the capture of free radicals in the formulations. These results
demonstrate the feasibility of liposome-encapsulated vanillin, with good encapsulation efficiency and
retention, as well as the applicability of the formulations obtained in the antioxidant therapy.

Keywords: liposomes, vanillin, 1-O-alkylglycerols, free radicals, antioxidantes.
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® Introduccion

Los liposomas son vesiculas lipidicas artificiales
que se forman espontdneamente al suspender lipidos
como lafosfatidilcolinaenunmedioacuoso/1/.Desde
su descubrimiento en 1965, han constituido valiosos
instrumentos en el estudio de las biomembranas y
como sistemas de liberacidn controlada de farmacos
y cosmeéticos. Asi, se puede observar muchas
formulaciones farmacéuticas a base de liposomas,
utilizadas para tratar infecciones, neoplasias, como
transportadores de antigenos y material genético /2/.
Los componentes més frecuentes en estas membranas
son la fosfatidilcolinay el colesterol /3/.

Lasvesiculas liposomales poseen la caracteristica
de ser muy versatiles, permitiendo lamodificacion de
suestructura, incorporando otras moléculas diferentes
de los fosfolipidos y el colesterol, con el objetivo de
dotarlos de propiedades especificas /4/.

Algunos abordajes estan dirigidos a incorporar
moléculas activas farmacolégicamente como
componentes estructurales de las vesiculas
liposomales. Asi, Gopinath y colaboradores /5/
esterificaron &cido ascorbico en las vesiculas para
dotarlas de actividad antioxidante. Se ha logrado
también potenciar la actividad inmunomoduladora
variando lacomposicion de fosfolipidos insaturadosy
saturados /6/.

Todas estas tecnologias constituyen alternativas
para mejorar las propiedades de los liposomas, y al
mismo tiempo potenciar la actividad de la molécula
gue se quiere encapsular.

Los 1-O-alquilgliceroles (1-OAG) son éteres
lipidicos con diversa actividad farmacoldgica, que in
vivo actian como precursores de los plasmalégenos
[7]. Debido a la dificultad de obtenerlos de fuentes
naturales, en el Instituto de Farmacia y Alimentos de
la Universidad de la Habana se desarrollé la sintesis
de laserie homologa, desde el 1-O-octilglicerol (C8)
hasta el 1-O-octadecilglicerol (C18) /8/. En el caso
especifico del 1-O-decilglicerol (C10), han sido
demostradas sus propiedades antidrepanocitarias,
antitumorales y como promotor de la absorcion /9/.

En la literatura cientifica consultada se informa
sobre la obtencién de formulaciones liposomales
utilizando éteres lipidicos como los 1-OAG /10/. Se
hanempleado como componentes de estos preparados,

especificamente miembros sintéticos de la serie
homdloga que comprenden desde el 1-O-
tetradecilglicerol (C14) hastael 1-O-nonadecilglicerol
(C19). Sinembargo, noexisten hasta lafechareportes
de formulacionesque incorporen C10comoalternativa
para influir sobre las caracteristicas de las vesiculas
y de las moléculas inmovilizadas en estas.

Este abordaje seriaventajoso, puesto que se podrian
aprovechar las propiedades del éter para potenciar la
actividad bioldgicade lossolutos que seaninmovilizados
en los liposomas.

Existen compuestos como el 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido (vainillina) que son de interés
farmacéutico por su actividad farmacoldgica, peroen
determinadas aplicaciones sus propiedades se ven
afectadas al interactuar con el medio bioldgico. Este
aldehido aroméatico ha sido empleado como
antimutageno, antinflamatorio, antioxidante y
antidrepanocitario/11/. A pesar de haber demostrado
ser efectivo en estos estados patoldgicos, persisten
problemas en cuanto a su absorcion intestinal y
oxidacion en el higado /12/.

Teniendo en cuenta losantecedentes mencionados,
el éter lipidico C10 podriamejorar las propiedades de
liposomas del tipo vesiculas multilaminares (MLV)en
cuanto a potenciacion de los efectos farmacologicos,
como esel caso del efecto antioxidante, através de un
sinergismo con los efectos de la vainillina. En este
sentido, el aldehido constituye unamoléculaadecuada
como modelo de soluto a encapsular.

Materiales y métodos

Para la obtencion de las vesiculas, se utilizé
fosfatidilcolina de yema de huevo (ePC) obtenida
segln el método de Pangborn y col. /13/. El 1-O-
decilglicerol fue obtenido por sintesis quimicaa partir
de la reaccién de Williamson entre el 1,2-O-
isopropilidengliceroly el 1-clorodecano, enel Instituto
de Farmacia y Alimentos de la Universidad de La
Habana.

El Colesterol (Ch) utilizado es de Sigma® (USA)
y los solventes orgénicos (cloroformo y metanol)
fueron de lamarca UNI-chem® (China). Se afiadieron
a la mezcla inicial de lipidos para todas las
formulaciones, 20 umol de vainillina (Panreac®,
Espafia) La composiciony relaciones molares de los
lipidos utilizadas para laobtencion de los liposomas, se
muestran en la tabla 1.
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TABLAI. COMPOSICION DE LAS DIFERENTES FORMULACIONES
LIPOSOMALES ESTUDIADAS

Simhbolo Fosfatidilcolina | Colesterol | C10 Relacion molar
umol umol umol | de los componentes
ePCiCh 20 20 11
ePC:ChiC10 20 20 2 1:1:0.1
ePC:ChDS 20 10 1:0.5
ePCCh0 5210 20 10 2 1:0.53:0.1

Para obtener las preparaciones liposomales, se
prepararon soluciones cloroférmicas conteniendo
una mezcla de ePC, colesterol, vainillinay C10 en
las relaciones molares correspondientes para cada
formulacion. Esta solucion fue evaporada al vacio
en un rotoevaporador (IKA®, Alemania), hasta
obtenerse una fina pelicula lipidica en las paredes
del recipiente que contenialamezcla. Estapelicula
fue sometida a vacio por un periodo adicional de
media hora para eliminar las trazas de solvente. A
continuacion se afiadio al recipiente de reaccion
1 mL de agua destilada y se someti6 a agitacion en
vortex (IKA®, Alemania), obteniéndose asi una
suspension de aspecto lechoso que contenia los
liposomas. Estas suspensiones se mantuvieron a
temperatura ambiente durante siete horas para
completar el proceso de hinchamiento de las
vesiculas y luego se almacenaron a 4 °C. Fueron
realizadas tres preparaciones por composicion
lipidica.

Purificacion de las vesiculas liposomales

La purificacion de las vesiculas se llevo a cabo
por centrifugacion. Se sometieron las diferentes
formulaciones a una fuerza centrifuga de 10 000 G
durante 90 min, y a 4 °C en una centrifuga
refrigerada Neofuge 15 ® (China). Luego se
separaron los sobrenadantes y se sometieron las
preparaciones a tres lavados consecutivos con
agua destilada, resuspendiendo en 1 mL, luego
centrifugandoy colectando los sobrenadantes. Los
precipitados finales se resuspendieron en 1 mL de
agua destilada y se conservaron a 4 °C.

Determinacion de la eficiencia de
encapsulacién

Para determinar la vainillina encapsulada en los
liposomas, se determind laconcentracion de vainillina
en los sobrenadantes. Este valor se le resto a la
cantidad de vainillina afiadida inicialmente y asi se
estimé por diferencialamagnitud de laencapsulacion.
El por ciento encapsulado se determind segun la
formula:

CVi-CVsn
%E= - 100

Cvi

donde %E = por ciento de encapsulacion, CVi
concentracion de vainillina inicial, CV sn
concentracion de vainillina en el sobrenadante.

Laconcentracion de vainillinase determind segun
el método Folin Ciocalteu/14/. Debido aestareaccion,
se desarroll6 un color azul, el cual fue leido a 550 nm
en un espectrofotometro Rayleigh® (China).

Estudio preliminar de Ia retencion del
soluto por las vesiculas liposomales

Los liposomas de diferente composicion fueron
almacenados a 4 °C durante siete dias. Al cabo de
este tiempo, las preparaciones fueron sometidas a
centrifugacion y posterior determinacion de la
concentracién en los sobrenadantes, tal y como se
procedid para la determinacién de la eficiencia de
encapsulacion.
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Determinacién del por ciento de captura
del radical difenil-p-picril-hidrazi (DPPH)

El DPPH es un radical libre estable que se emplea
comlUnmente en la determinacion de la actividad
antioxidante de diversos compuestos. El principio del
método se basa en que las soluciones alcohdlicas de
este radical desarrollan un intenso color violeta que
disminuye a medida que interactlia con otra especie
capaz de capturar radicales libres /15/.

Para la determinacion de la reactividad de los
compuestos frente al radical DPPH, se mezclaron en
un vial de 1,5 mL, 0,5 mL de solucién etandlica de
DPPH con 1 mL de las diferentes formulaciones.

Estas mezclas de reaccion fueron preparadas por
triplicado para cada formulacion liposomal evaluada
y seincubarona25°C por 1h. Al cabo de este tiempo,
las preparaciones fueron sometidas a centrifugacion
a 10 000 G durante 90 min y se colectaron los
sobrenadantes.

Fueron evaluados los liposomas de composicion
ePC:Ch0,5:C10 y ePC:Ch0,5. De formasimilar, con
el DPPH se enfrentaron soluciones etandlicas de
vainillinalibre alamismaconcentracién promedioque
se encontraba encapsulada en las formulaciones
liposomales. También se evalud la reactividad de
soluciones etandlicas de C10 frente al DPPH,
procediéndose de forma similar y usando una
concentracion del éter igual a la utilizada en las
preparaciones liposomales.

A los sobrenadantes, las soluciones de C10 y de
vainillina se les determind la absorbancia a 517 nm.
Como blanco de absorbancia, se utilizé una solucion
del propio DPPH, mientras que como control positivo
soluciones acido ascérbico.

La ecuacion para determinar el por ciento de
captura del radical DPPH es:

IpDPPH % = (AP-AM)/AP - 100

donde: Ip = Por ciento de captura, AM =absorbancia
de la (muestra), AP = absorbancia del DPPH o
blanco.

Analisis estadistico

Se aplicd laprueba de Kolmogorov-Smirnov para
comprobar la normalidad de los datos. Para las
diferentes réplicas de un mismo experimento, se
aplicd la estadistica descriptiva, obteniéndose las

medias y las desviaciones estandar en cada caso. Las
comparaciones de las medias de diferentes grupos en
todos los experimentos se realizaron mediante
ANOVA declasificacionsimple, acopladoalaprueba
de Duncan cuando se detectaron diferencias. El nivel
de significacion utilizado fue de 0,05. Todo el
procesamiento se realizé con el paquete Statistica
for Windows version 8.1.

® Resultados y discusion

Caracterizacion de los liposomas obtenidos

Lafiguralmuestra larelacion entre lacomposicion
liplidica de los liposomas y la eficiencia de
encapsulacion. Es importante sefialar, que cuando se
utilizé una relacion molar ePC:Chol:C10 (1:1:1) las
vesiculas no se formaron (resultados no mostrados),
indicando que C10 no permite la agregacion de los
restantes componentes en estructuras liposomales.

El 1-O-decilglicerol posee en su estructura una
solacadenaalquilicasaturadade 10 &tomos de carbono,
unida por un enlace éter en la posicion 1 del glicerol.
Aunque posee grupos hidroxilos polares, no tiene
carga eléctrica.

Todas las caracteristicas descritas anteriormente
hacen de C10 un compuesto con las caracteristicas de
un lipido formador de micelas. Estos compuestos en
las bicapas lipidicas modifican el empaquetamiento de
los restantes componentes, y originan zonas de
curvatura que desestabilizan la membrana /16/.

Arelaciones molares suficientes las moléculas de
C10, debido a sus propiedades surfactantes, forman
micelas que dispersanalos fosfolipidos, y no permiten
su agregacion en estructuras organizadas como los
liposomas.

Los liposomas fueron preparados variando la
relacion molar y el nGmero de componentes con
respecto a laePC. En todos los casos, se aplicaron 20
umol devainillinaalamezclade lipidos de partida. Se
representan los valores promedios del por ciento de
encapsulacion + desviacion estandar (DE) de n= 3
preparaciones. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la eficiencia de
encapsulacion para los liposomas de diferente
composicion evaluados (P > 0,05).
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Fig. LEficienciadeencapsulaciénde lavainillinaen liposomas MLV de
diferente composicion.

Como puede apreciarse en el grafico, la menor
eficiencia de encapsulacion observada estuvo por
encima del 45 % y la mayor fue de 60 %, lo que
esta en concordancia con lo esperado para un
soluto que se puede inmovilizar en las bicapas de
las MLV /17/.

No se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,5) al comparar las eficiencias
de encapsulacion de las diferentes formulaciones
liposomales ensayadas. Sin embargo, la presencia
deunlipido formador de micelas como C10 pudiera
afectar la eficiencia de la encapsulacion de las
vesiculas que lo contienen por desestabilizacion de
las membranas, como se ha explicado
anteriormente.

Aunque el efecto no es significativo
estadisticamente a la relacion molar estudiada
(0.1), el hecho de que en las formulaciones que
contienen C10 se aprecie una tendencia no
significativa a que disminuya la eficiencia de
encapsulacion, unido a que la presencia de este
éter lipidico impida la formacion de las vesiculas
cuando estdaunarelacion unoauno con los demas
componentes, sugiere que a relaciones mayores a
0.1 el efecto sobre el nivel de encapsulacion se
hace mucho mas pronunciado.
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Este aspecto debe ser tenido en cuenta a la
hora de seleccionar con que relacion molar se
prepararén los liposomas. Lo ideal es llegaraun
compromiso entre una adecuada encapsulacion,
buenaestabilidad y actividad bioldgica.

Influencia de la composicion lipidica de
los liposomas en la capacidad de
retencién de vainillina

Lafigura2 muestralacapacidad pararetener
la vainillina de los liposomas obtenidos,
conservados a una temperatura de 4 °C. La
retencion de vainillina se determiné
centrifugando las vesiculas después de siete
dias, con el objetivo de separar el soluto liberado;
luego se determind la concentracién de vainillina
en los sobrenadantes.

Los liposomas se mantuvieron almacenados
siete dias a 4 °C, y posteriormente fueron
centrifugados para determinar en los
sobrenadantes la vainillina liberada. Se
representa el promedio + la desviacion estdndar
de tres preparaciones. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre
los valores de laretencidn paralos liposomas de
diferente composicion (P > 0,05).
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Fig. 2 Retenciondevainillinaen MLV de diferentes composiciones lipidicas.

La retencion de vainillina por las MLV no se
modifico de manera significativa (p > 0,5) con la
composicion lipidica de las vesiculas; incluso, la
retencion fue elevadaen el caso de laformulacion que
contiene C10, el cual desestabiliza lamembranacomo
se menciono anteriormente. Esto puede explicarse
porque C10 se encuentra en bajas concentraciones, y
eso hace que no se haga evidente su efecto
desestabilizador. Ademas, la vainillina, con su grupo
hidroxilo en posicion para, puede formar puentes de
hidrégeno con cualquiera de los oxigenos de las
uniones éster presentes en la fosfatidilcolina. A esta
interaccion también contribuirian las interacciones
hidrofdbicas entre el anillo aromatico y el -CH, del
grupo metoxi de la vainillina con las cadenas
carbonadas de los acidos grasos esterificados en los
fosfolipidos. Dichas interacciones pueden favorecer
la retenciéon de la vainillina por las membranas
liposomales.

En general, los liposomas mostraron una elevada
capacidad deretencionalossiete dias de almacenados,
estando en todos los casos por encima del 90 %.

Determinacién de la capacidad de captura
del radical DPPH por las vesiculas
liposomales

En las enfermedades neurodegenerativas, el
cancery en la mayoria de los estados patolégicos, se

ha reportado una contribucion significativa del dafio
por especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno
(ERO) /18/. Esto implica que toda sustancia capaz de
prevenir este tipo de dafio posee unaventajaadicional
como agente terapeutico.

En este experimento fueron evaluadas las
composiciones ePC:Chol:0,5:C10, ePC:Chol0,5y la
vainillina sin encapsular a la concentracion de 1,5
mg/mL. Seeligi6 estaconcentracion de vainillina por
ser igual a la concentracion promedio de vainillina
encapsulada. También se evalud lasolucionetandlica
de Cl10alaconcentracionusadaen laobtencionde las
vesiculas. El procedimiento utilizado se describiden la
seccion materiales y métodos.

Se observaron diferencias estadisticamente
significativas (P < 0,5) en la captura del DPPH para
los liposomas de diferente composicion ensayados.
Las vesiculas que poseen C10 presentaron un por
ciento de capturasignificativamente maselevado que
el resto de lascomposiciones evaluadas (p <0,05). La
composicion que no contenia C10, a su vez presentd
unacapturasignificativamente mayor que lavainillina
sin encapsular. Esto Gltimo es de esperar teniendo
en cuenta que a la capacidad de la vainillina, que
estd en la membrana inmovilizada, de capturar
radicales libres se suma a la de la ePC que
contiene dobles enlaces capaces de reaccionar con
las EROs como se ha reportado /19/.

88 Vol. XXI1V, N° 1, enero-abril, 2012



Revista Cubana de Quimica, pags. 83-90

100

—
—

a0

g0

et

70

50 4

% de Captura

40 o

30 A

10 4

L)

Control
99 02

PC-ChO S-c10
08 56

PC.Chi,S
76,44

c10
23,20

sl rdl lom &
43,90

Fig. 3 Capacidad de capturadelasdiferentes preparacionessobreel radical DPPH.

Se evaluaron las formulaciones liposomales
ePC:Ch0.5:C10y ePC:Ch0.5. También se evalud la
vainillinalibrey C10alamismaconcentracionen que
fueron incorporados en los liposomas. Se observa el
elevado por ciento de captura de la formulacién
liposomal que contiene C10. Letrasdiferentesindican
diferencias significativas (P< 0,05).

Resultanotable el hecho de que laformulacion que
posee C10 sea la que presente mayor por ciento de
captura aunque el éter en forma libre presenta baja
reactividad. Este fenémeno pudieraestar relacionado
con la capacidad de los 1-OAG de modificar las
propiedades de las membranas bioldgicas /20/.

Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que es
posible encapsular vainillina en liposomas tipo
MLV con buena eficiencia de encapsulacion y
estabilidad. La presencia de C10 a la relacion
molar utilizada no influye, de manera notable, en
la eficiencia de encapsulacion y en la retencion de
vainillina, siendo ésta adecuada como relacién de
partida para la obtencion de las vesiculas.

En general, los liposomas de diversa
composicion mostraron una elevada capacidad
de reaccion con el DPPH, siendo la misma
significativamente mayor en las vesiculas
modificadas con el 1-O-decilglicerol. Los

resultados observados avalan las potencialidades
de las formulaciones obtenidas en la terapia
antioxidante.
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