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Los Nanoberries consisten en una formulacion li-
posomal ultradeformable de un extracto etandlico
de aradndano (Vaccinium myrtillus), rico en antioxi-
dantes, principalmente antocianinas y otros com-
puestos polifendlicos. Los liposomas, obtenidos por
resuspension de una solucion de fosfolipidos cuyo
solvente se ha eliminado previamente por evapora-
cion, tienen un tamafio promedio de menos de 120
nm luego de someterlos a sonicacién, y contienen al
extracto en su interior acuoso. La adicion de un ac-
tivador de membrana a los fosfolipidos que confor-
man los liposomas les confiere ultradeformabilidad,
esto es, la capacidad de cambiar de forma sin per-
der estructura a temperatura ambiente. Dicha ca-
racteristica los hace especialmente Utiles para la via
tdpica ya que pueden penetrar en el estrato cérneo
en lugar de funcionar solamente como un reservo-
rio en el exterior de la piel, lo cual permitiria apro-
vechar la capacidad antioxidante de los compuestos
polifendlicos para bloquear la accion de radicales
libres originados por el ataque de rayos UV solares.
En el presente trabajo se explica su preparacién por
un nuevo método y se presentan resultados de pe-
netracion cutanea, asi como se plantea su potencial
aplicacién como formulacién cosmética protectora
del dafo a la piel.
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SUMMARY
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Nanoberries are an ultradeformable liposome formulation of an ethanolic extract from bluberry (Vaccinium
myrtillus), rich in antioxidants, mainly anthocyanins and other polyphenolic compounds. Liposomes are ob-
tained by resuspension of a phosopholipid solution in which solvent was previously removed by evaporation.
They have a mean size under 120 nm after undergoing sonication, and they carry the extract in their inner
aqueous space. The addition of a border activator to the phospholipid solution confers ultradeformability
to the formulation, allowing the liposomes to change their shape without losing structure, at room tempe-
rature. Such a feature makes them specially useful for the topical way, as they can penetrate the stratum
corneum instead of act only as a reservoir in the outer surface of the skin. This would allow to take profit of
the antioxidant capacity of the encapsulated polyphenols for blocking the action of free radicals, origined by
exposure to enviromental UV sunlight. In this work we explain a new method for their preparation and we
present preliminar results on cutaneous penetration. We also explore their potential application as a cosme-
tic formulation for protecting skin damage.

« INTRODUCCION

Los polifenoles son un grupo amplio de compuestos que presentan un interés especial como principios
activos cosméticos dado su gran capacidad antioxidante. La misma esta conferida por los grupos hidroxilos
o anillos aromaticos que contienen [1]. Los arandanos (Vaccinium myrtillus) contienen gran cantidad de
estas sustancias [2], principalmente del tipo de las antocianinas, que ademas de ser altamente solubles en
agua, entre sus propiedades no son solamente se cuenta su poder antioxidante [3], sino que también se ha
descripto su accién cardioprotectiva [4] y antiinflamatoria [5], entre otras. El contenido total de antocianinas
en los arandanos ronda los 6 g por kg de fruta [2]. Es de principal importancia la inocuidad de los antioxidan-
tes naturales en comparacién con antioxidantes sintéticos, de los cuales se ha reportado carcinogenicidad
potencial [6, 7]. Sin embargo, el consumo por via oral de arandanos no es suficiente para lograr una buena
biodistribucion de los antioxidantes ya que la absorcion a nivel intestinal es muy baja, menos del 1%, [8],
ademas de que los compuestos se metabolizan apenas ingresan a través del epitelio del intestino [9]. Por
otro lado, los puentes de hidrégeno intermoleculares que forman, los hacen poco capaces de difundir a
través de membranas biolégicas [10].

Por otro lado, los radicales libres generados por el ataque de rayos UV, principalmente UVA y UVB, oxidan
compuestos presentes en las células, dafiandolas, y también activan mecanismos celulares que producen un
ataque sobre el colageno que brinda estructura y soporte a la piel [11]. Es por ello que resulta atractiva la
idea de obtener una formulacion de antioxidantes del ardndano que pueda ser aplicada tépicamente, trans-
portada por un vehiculo adecuado, con el fin de proteger in situ a la piel del ataque de las especies reactivas
del oxigeno generadas por la llegada de los rayos UV [12].

En ese contexto, fueron desarrollados los Nanoberries (NB) [13] basados en liposomas ultradeformables (LU)
hechos de fosfatidilcolina de soja y colato de sodio. El colato de sodio confiere deformabilidad a la membra-
na, haciendo caer drasticamente su modulo elastico respecto de los liposomas convencionales [14], lo que
les permite penetrar a través del estrato corneo (EC) transportando su contenido a la epidermis viable [15], a
diferencia de los liposomas convencionales que no logran transpasar esa primera barrera impermeable que
separa al interior del cuerpo humano de su entorno [16], lo cual es Util para una diversidad de aplicaciones
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en el ambito de la nanomedicina [15, 17, 18] y potencialmente para la nanocosmética [19, 20]. La caracte-
rizacién biofisica de los NB arrojo resultados de baja citotoxicidad, alta actividad antioxidante, y buenos
parametros de estabilidad [13].

« MATERIALES Y METODOS

Materiales

Los arandanos (variedad “Millenia”), fueron donados por The Berry Store (San Pedro, Argentina). La fosfati-
dilcolina de soja (FCS), el colato de sodio (CS), el fosfolipido marcado con un fluoréforo, 1,2-Dimiristoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina-N-(Lissamina rhodamina B sulfonil) (Rh-PE), el Sephadex G-50, el reactivo de
Folin-Ciocalteu y el acido galico fueron comprados a Sigma-Aldrich (Argentina). Los demas reactivos fueron
comprados en grado analitico a Anedra.

Obtencion del extracto etandlico

Los arandanos utilizados fueron cosechados durante la primavera de 2013 en San Pedro, Argentina (Latitud
33°45' S, Longitud 59°45" O. Altura sobre el nivel del mar: 36 m) y mantenidos en freezer a -18°C. El extracto
de la fraccién rica en polifenoles fue preparado en base al trabajo de Montanari [13]. Brevemente, 25 g de
fruta fueron descongelados a temperatura ambiente y luego cortados con tijera y disgregados en mortero,
luego se agregaron 150 mL de etanol 96% y HCl al 0,1%. Tras 60 minutos de sonicacion de bafio a 25°Cy
40 kHz, se filtro en kitasato. El etanol, y el agua contenida en la fruta, fueron eliminados en rotavapor hasta
obtener peso constante. El proceso rindié en promedio 2,6 gramos de extracto (aproximadamente un 10%
del peso de la fruta fresca). Se prepard una curva de calibracién por espectrofotometria para la cuantifica-
cion del extracto obtenido, midiéndose absorbancia a 585 nm sobre alicuotas de diferente concentracién (7
puntos por triplicado).

Determinacion de polifenoles y antocianinas

El contenido total de polifenoles en el extracto fue determinado por el método de Folin-Coicalteu [21, 22]
utilizando acido galico como estandar. Se mezclaron alicuotas de una dilucion en etanol conteniendo 0,25
mg del extracto con 11,5 mL de agua y 0,25 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu bajo agitacion. Tras 5 minutos
se agregaron 0,75 mL de Na,COs3 al 2%, se incubd por 2 hs y se compar6 contra la curva de calibracién ob-
tenida con el acido galico, midiéndose absorbancia a 760 nm en un espectrometro de mesada.

Las antocianinas monoméricas del extracto fueron determinadas por el método del pH diferencial [23] en el
que se agregaron sendas alicuotas del extracto a dos soluciones amortiguadoras, una de pH 1,0 y la otra de
pH 4,5 midiéndose absorbancia a 520 nm y a 700 nm, tomando como estandar los valores para la cianidina-
3-glucosido [24] y calculandose el contenido de antocianina en mg por litro segun el trabajo de Montanari
et al (2013)[13].

Preparacion y caracterizacion de Nanoberries

Los NB fueron preparados adaptando el método previo [13], que esta a su vez basado en las publicaciones
originales para la preparacion de LU [25], reemplazando los largos pasos preparativos por extrusion con una
sonicacion que en total lleva 3 minutos. Brevemente, se mezclaron FCS y CS en proporcidon 6:1 en masa y
se disolvieron en CHCl3:CH30H (1:1, v/v) para luego evaporarse los solventes en rotavapor a 40 °C, obte-
niéndose una pelicula delgada liposomal en la pared de un baldn. Los liposomas entonces se formaron por
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rehidratacion con una solucion de 6,13 mg de extracto seco en 1 mL de buffer Tris con 0,9% de NaCl, pH
7.4, a razon de 40 mg de SPC por mL de solucion de rehidratacién. La suspension obtenida fue sometida a
agitacion ultrasénica (3 ciclos de 30 segundos a 10.000 W con un sonicador de punta, separados por iguales
periodos de descanso) para reducir el tamafio y la lamelaridad. El tamafio y el potencial zeta se determinaron
por dispersion de luz dindmica con un equipo Brookhaven. Asimismo, la presencia de los NB fue confirmada
por microscopia electronica de barrido (MEB), a partir de suspensiones liofilizadas en presencia de un 20%
de sacarosa.

Adicionalmente, fueron preparados como controles NB multilamelares (MLV) (sin el paso de sonicacion) y NB
no ultradeformables (NBNU), obtenidos sin adicion de CS.

Penetracion ex vivo

Los ensayos de penetracién se hicieron en base a Montanari et al. (2010) [20]. Brevemente, un Modelo de Pe-
netracion de Saarbriicken (MPS) fue utilizado en conduciones no oclusivas, incubando los NB sobre descar-
tes de cirugia estética de piel humana, de la region abdominal de un paciente masculino sano. Se utilizaron
liposomas marcados con la sonda fluorescente rhodamina (RhPE) en la membrana lipidica, y conteniendo
al extracto en su interior acuoso. El tejido adiposo fue retirado de la piel y la misma fue congelada a -26 °C.
Se cortaron discos de piel entera (EC, epidermis y dermis) de 24 mm de didmetro con un sacabocados y
se colocaron en el MPS, donde se le aplicaron 11 pl/cm2 de la suspensién liposomal, es decir 0,12 mg de
fosfolipidos/cm?2 de las distintas formulaciones obtenidas, y se incubaron por 1 h a 32 °C. Luego, en algunos
explantos se hicieron cortes transversales con un micrétomo y la piel fue observada al microscopio de fluo-
rescencia para determinar cualitativamente la penetracién de la RhPE. Otros explantos fueron segmentados
por la técnica de tape stripping [20, 15], agrupandose las 20 cintas sucesivas en tres grupos: 1-3, 4-10,y 11-
20, correspondiendo a EC superior, medio y profundo, respectivamente, para ser luego sometidas a un pro-
ceso de extraccion (1 h de agitacién orbital a 35 °C en una mezcla de etanol y agua 1:1 v/v) para determinar
la concentracion de extracto en cada una de ellas en base a la curva de calibracién previamente obtenida.

« RESULTADOS Y DISCUSION

El extracto etandlico obtenido presentd un contenido total de polifenoles de 0,129 mg/mL, correspondiendo
el 26,4 % a antocianinas monomeéricas, fraccion responsable de la actividad antioxidante [23], valores dentro
de los rangos esperables para los frutos de la familia de los berries [26]. La curva de calibracion obtenida para
la cuantificacion del extracto fue la siguiente: y=0,0171x+0,0097, R2=0,9987

Los liposomas obtenidos presentaron una concentracién de fosfolipidos de 52,6 uM y tuvieron 113,7 nm de
diametro promedio, con una desviacion estandar de 0,7 y un indice de polidispersion de 0,262. El potencial
( fue de -8.9 mV. Los valores para NBNU no difirieron significativamente de los hallados para NB, mientras
que los MLV presentaron un tamafo de 608,2 nm promedio, con 12,9 de desviacion estandar y 0,324 como
indice de polidispersion.

Las imagenes por SEM coincidieron con los datos de tamafio, Figura 1, observandose liposomas esféricos
unilamelares.

Notablemente, en controles adicionales liofilizados sin sacarosa (datos no mostrados) pudo determinarse
por MEB que se conservo la estructura de los liposomas. Normalmente se necesita la presencia de un crio-
protector al liofilizar liposomas para que estos no coalescan durante el proceso [27]. Es posible que la alta
cantidad de azucares contenidos en el extracto etandlico presente en la formulacion actien por si mismos
como crioprotectores ante la eliminacion del agua.
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Figura 1: Imagen por MEB donde se observan los NB con 50.000 aumentos.

Los ensayos de penetracidn por tape stripping revelaron una mayor recuperacion del extracto en todas las
regiones del EC cuando fue administrado en forma de NB. No se observaron diferencias significativas en la
distribucion de las demaés formulaciones, que tuvieron todas perfiles de penetracion mucho menores que
el obtenido para NB, Figura 2. El uso de un control unilamelar no ultradeformable y de uno ultradeforma-
ble no unilamelar puso de manifiesto que el éxito de la penetracién de los NB se debe a la conjuncién de
ambas caracteristicas. La penetracion, en condiciones no oclusivas, se debe a la presién de deshidratacion
generada por el gradiente de humedad existente a través del estrato cérneo (CEVC el mismo numero de
antes), por eso, al comenzar a secarse la suspension, los liposomas son presionados por esta fuerza hacia el
interior. Solo las formulaciones ultradeformables pueden escurrirse a través de los canales estrechos entre
los corneocitos, que tiene solo un par de decenas de nanémetros de ancho. Los demas liposomas, ya sea
por su tamafio mucho mayor o por la rigidez de su membrana, no consiguen ingresar al EC.

2.5+
E 20/ = NB
E E_——r-“}\{ -&- Exracto libre
15
k= -+ MLV
S 10 4+ NBNU
; g:",_—-a--‘ _L:'____ﬁ
E 0.5
0.0 .
] @ ot
¥ & <
& é,@' &

Figura 2: Penetracion de formulaciones en EC por la técnica de tape stripping. Se observan las cantidades de
extracto recuperadas de los grupos de cintas correspondientes a EC superior, medio y profundo para todas las
formulaciones.

Las imagenes de microscopia de fluorescencia fueron concordantes con los perfiles de penetracion, en-
contrandose la marca de la membrana liposomal ultradeformable distribuida a lo ancho de todo el estrato
cérneo de los explantos de piel, Figura 3.

Es importante tener en cuenta que para contrarrestar reacciones radicalarias tanto como las producidas
por especies reactivas del oxigeno, se requiere la presencia de moléculas antioxidantes en el mismo lugar
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donde se generan las primeras. Por ello resulta sumamente promisorio contar con un sistema de entrega de
antioxidantes que permita atravesar el EC transportandolos hasta la epidermis viable.

Figura 3: Corte transversal de piel incubada con NB marcados con RhPE. Se observa el mismo sector de piel en
ambas imagenes, por microscopia dptica (izq) y de fluorescencia con filtro para rhodamina (der)

« CONCLUSIONES

Los extractos de arandano son facilmente incorporados a liposomas ultradeformables manteniendo la funciona-
lidad de sus compuestos polifendlicos. De esta manera pueden penetrar en la piel por la via topica, y asi entonces
se pueden disponibilizar cantidades de antioxidantes que seria muy dificil de acumular en la piel a través del
consumo del fruto por via oral. Estos antioxidantes naturales e inocuos podrian ejercer una accion in situ reaccio-
nando rapidamente con radicales libres generados por exposicion a la fraccion UV de los rayos solares.
Actualmente, nuestra investigacion continda con experimentos para evaluar la disminucion del fotodafio produci-
do por rayos UV sobre cultivos celulares incubados con NB, midiendo su viabilidad luego de la exposicion a fuentes
de radiacién, y con la formulacion de hidrogeles conteniendo NB para facilitar su aplicacién sobre la piel.¢
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