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INTRODUCCION

La importancia de la aplicacion y liberacion de un agente cosmético
ha propiciado el desarrollo de nuevos sistemas de liberacién de uno o varios
componentes activos en la piel,

A través de los aiios, los liposomas, vesiculas formadas por
fosfolipidos han mostrado un gran potencial como sistemas de liberacion de
farmacos y de agentes cosméticos, tienen como caracteristica disminuir la
pérdida transepidermal de agua y de incrementar el reemplazo de los lipidos
perdidos en la piel. Ademas pueden contener sustancias hidrosolubles y
liposolubles, tienen alta afinidad a las membranas celulares y son
promotores de la funcion de humectacion natural de la piel.

Por lo anterior los liposomas se han ganado el mercado cosmético
nacional e internacional como sistemas de liberacidn, sin embargo, a pesar
de su importancia, en México no se han realizado esfuerzos para estudiar su
desempefio cosmético y mucho menos para su elaboracién, ya que se
depende totalmente de tecnologias realizadas en el extranjero; por tal
motivo, éste trabajo pretende despertar un interés por el desarrollo de
sistemas de liberacion de cosméticos para su estudio y produccién.



OBJETIVOS

Elaborar liposomas tipo MLV (vesicula grande
multitaminar) por el método del "Rotavapor” .

Proponer agentes cosméticos susceptibles a ser
encapsulados en los liposomas que posean diferentes grados de
solubilidad.

Evaluar la forma 'y el tamafio de los liposomas obtenidos.

Realizar la cuantificacion de los agentes cosméticos
encapsulados.

Determinar la estabilidad fisica de los liposomas por medio
de pruebas de estabilidad acelerada.

Determinar la humectacion sobre estrato corneo de los
liposomas obtenidos por estudios de elongacion,



I. GENERALIDADES

1.1. LA PIEL HUMANA

La piel es un érgano constituido por tejidos reunidos estructuralmente
para desempeiiar actividades especificas, es una estructura compleja que
cumple varias funciones vitales y esenciales para la vida.

La piel es el organo mis grande del cuerpo, tiene una superficie de
2m? con un peso que varia entre 3 y 4.5kg en el aduito promedio. La piel es
una frontera activa que se interpone entre el organismo y el medio ambiente.

La piel ayuda al control de la temperatura corporal, previene la
pérdida de material organico e inorganico, recibe estimulos del medio
ambiente, almacena componentes quimicos, excreta agua y sales y sintetiza
sustancias importantes (19, 53).

El pH de Ia piel esta en un rango de 4.5 a 6 (6).

Estructuralmente la piel consta de dos partes: La parte exterior
compuesta de epitelios llamada epidermis, la cual estd unida a la parte
interior mas gruesa formada por tejido conjuntivo, denominado dermis.
Debajo de la dermis se encuentra una capa o tela subcutinea de tejidos
llamada fascia superficial, y estd formada por el tejido conjuntivo areolar y
adiposo. Las fibras de 1a dermis se extienden dentro de la fascia superficial y
fijan la piel a la tela subcutdnea, la cunal a su vez esta fijamemente adherida a
los tejidos y organos subyacentes (19, 53).
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Figura 1. Estructura de la piel (10).

1.1.1. Epidermis

La epidermis estd compuesta de epitelio estratificado en cuatro o
cinco capas celulares, dependiendo de su localizacién en el cuerpo. En las
areas de mayor friccion como las palmas y las plantas de los pies, la
epidermis tiene cinco capas, en las partes restantes del cuerpo tiene cuatro
capas. La epidermis se regenera por si misma en un periodo de 45 dias(5,
19, 53).

Las capas que forman a la epidermis son de adentro hacia afuera:

1. ESTRATO BASAL.

Es una capa simple de células columnares, capaces de divison celular
continua. La epidermis crece por la division de las células del estrato basal y
en las capas profundas del estrato espinoso. A medida que estas células se
multiplican hacen presion hacia la superficie.

2. ESTRATO ESPINOSO.

Esta capa, encima de la capa basal, contiene de 8 a 10 filas de células
poligonales que se unen intimamente. La superficie de estas células tiene
una apariencia espinosa.



3. ESTRATO GRANULOSO.

Consta de dos o tres filas de células aplanadas que contiene granulos
de una sustancia denominada queratohialina que colorea intensamente. Esta
sustancia esta involucrada en el primer paso de la formacion de la queratina,
la queratina es una proteina impermeable al agua, que se concentra en la
capa mas superficial de la dermis. La capa granulosa contiene células cuyo
nicleo se encuentra en diversos estados de desintegracion.

4, ESTRATO LUCIDO.

Esta capa existe solamente en la piel gruesa, en las palmas de las
manos y en las plantas de los pies. Consta de tres o cuatro filas de células
muertas, claras y planas que contienen una sustancia transliicida denominada
eleidina. La eleidina se deriva de la queratohialina y se transforma
finalmente en queratina.

5. ESTRATO CORNEO.

Esta capa consta de 25 a 30 hileras de células muertas aplanadas
dispersas en un medio lipidico, las células estan formadas de la proteina
queratina. La queratina sirve como cubierta impermeable al agua. Estas
células se desprenden y son reemplazadas continuamente.

Los lipidos en el estrato comeo estan formados por acidos grasos,
esteroles y ceramidas. Con una menor proporcion de fosfolipidos que en la
capa basal.

El estrato corneo sirve como barrera contra las ondas luminosas y
caloricas, las bacterias y muchas sustancias quimicas (6, 15, 19, 28, 53, 61).

Se han identificado tres subcapas en el estrato comeo en base a
diferencias de tincion caracteristicas, llamadas basal, intermedia y capas de
células germinativas (4).

El agua juega un papel importante en las propiedades fisicas de
estrato cérneo. El resistir la pérdida de humedad que se requiere para la
flexibilidad, depende de 1a presencia de ciertos lipidos en asociacién con las
proteinas de la porcion celular del estrato comeo. La plasticidad de 1a piel
por la unién de agua ha sido asociada con lo llamado "agua secundaria”, la
cual es unida molecularmente a los componentes del estrato comeo.

Los lipidos protegen a la piel de dafio por agua y pérdida excesiva de
humedad con la formacion espontinea de emulsiones con agua en la
superficie de la piel.



El estrato corneo ha sido comparado como un sistema de tabiques
(proteinas) embebidas en un cemento (lipidos) (42).

Cuando los componentes lipidos son degradados la cohesividad
disminuye y resulta la descamacion (6).

El color de la piel se debe a un pigmento denominado melanina, que
va del amarillo al negro. Este pigmento se encuentra en las capas basal,
espinosa y granulosa de las personas de raza blanca. En los negros la
melanina se encuentra en todas las capas epidermales. Cuando la piel se
expone a los rayos ultravioletas, aumentan la cantidad y la oscuridad de la
melanina, la cual da mayor proteccién al cuerpo contra las radiaciones. Otro
pigmento Hamado caroteno se encuentra en la cornea y en las dreas grasosas
de la dermis en las personas de origen oriental. El color rosado de la piel
caucdsica o blanca es debido a los vasos sanguineos de la dermis. La
epidermis no posee vasos sanguineos.

1.1.2. Dermis

La dermis estd compuesta de tejido conjuntivo que contiene fibras
coldgenas y elasticas. Numerosos vasos sanguineos, nervios, glandulas y
foliculos pilosos se hallan en la dermis. La region superior a la dermis
denominada region papilar, debido a que su drea superficial se encuentra
aumentada grandemente por pequefias proyecciones de forma de dedo,
denominadas papilas. Estas estructuras se proyectan en la epidermis y
contienen corpusculos tactiles (de Meissner) que son terminaciones
sensibles a la presion profunda.

La porcion restante de la dermis se llama zona reticular. Esta area
contiene muchos vasos sanguineos ademas fibras colagenas y elasticas. Los
espacios entre las fibras entrelazadas estdn ocupadas por tejido adiposo y
glandulas sudoriparas. La region reticular esta unida a los 6rganos profundos
como el hueso y el misculo por la tela subcutanea.



1.1.3. Organos accesorios

Los organos derivados de la piel: glandulas, pelos y uiias,
desempefian funciones necesarias y a veces vitales. Los pelos y las uflas
ofrecen proteccion al cuerpo, mientras que las glandulas sudoriparas
cumplen su funcion vital ayudando a regular la temperatura corporal. Las
glandulas sebdceas sirven para la secrecion de desechos (19, 53).

1.2. MEMBRANAS CELULARES

Las membranas celulares son soluciones viscosas bidimensionales
que rodean a todas las células vivas, actuan como barreras con
permeabilidades selectivas.

La mayor parte de las membranas estin compuestas de forma
predominante de lipidos, proteinas y carbohidratos.

1.2.1. Lipidos de membrana

Los lipidos constituyen del 25 al 80 % en peso de 1a membrand
variando su cantidad y tipo de una célula a otra.

Los lipidos son cominmente de naturaleza anfipatica (contienen
regiones hidrofobicas -no polares- y regiones hidrofilicas -polares-).

Los elementos lipidicos de la composicién de la membrana son
fosfolipidos, glicolipidos, esfingolipidos y esteroles.

Del 35 al 75 % de los fosfolipidos de membrana estan representados
por la fosfatidilcolina, mientras que los fosfolipidos cargados negativamente
(fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y difosfatidilglicerol) junto con la
fosfatidiletanolamina constituyen del 15 al 25%.

En ambientes acuosos los lipidos polares se dispersan en forma de
micelas (estructuras globulares) en las que los extremos hidrofébicos de
naturaleza hidrocarbonada se alejan de los ambientes acuosos, mientras que
las regiones hidrofilicas interactiian con la fase acuosa. Por lo cual los



fosfolipidos se dispersan con facilidad en soluciones acuosas, pero sin llegar
a ser una verdadera solucion molecular.

En la figura 2 se observan los arreglos moleculares de los fosfolipidos
en sistemas acuosos (9).
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Figura 2. Arreglos moleculares de los fosfolipidos en sistemas acuosos (9).

1.2.2. Proteinas de membrana

La mayoria de las membranas contienen de un 50 al 60 % de proteina.
Cada tipo de mebrana contiene varias o muchas clases de proteinas o
polipéptidos. Las proteinas de membrana pueden clasificarse en dos
categorfas: proteinas extrinsecas o periféricas, que se hallan unidas
débilmente a la superficie de la membrana y pueden separarse de ella en
forma soluble, y las proteinas intrinsecas o integrales constituyen el 70 % o
mas de la proteina total de la membrana, estan unidas muy fuertemente a la
porcion lipidica y s6lo pueden separarse por un tratamiento drastico.

Otra clasificacion de las proteinas es por su composicién y
propiedades de solubilidad.
a). Proteinas simples como albiminas, giobulinas, gluteinas, prolaminas,
albuminoides. .
b). Proteinas conjugadas como nucleoproteinas, fosfoproteinas,
porfirinoproteinas, glucoproteinas, lipoproteinas.
c). Proteinas derivadas, protaminas e histonas, proteasas, peptonas,
péptidos.



En general las membranas celulares contienen proteinas simples, que
pueden ser globulares (32).

1.2.3. Carbohidratos de membrana

Los carbohidratos asociados a las membranas celulares constituyen en
promedio, entre €l 2 y 8 % en peso seco total de la membrana.

Entre los carbohidratos que con mayor frecuencia se encuentran en las
membranas plasmaticas estan, galactosa, manosa, fructuosa, glucosa,
glucosamina y acido sidlico. Estos suelen asociarse con las proteinas y los
lipidos formando glicoproteinas y glicolipidos.

1.2.4. Organizacién molecular de las membranas

En la actualidad, se considera un arreglo molecular dindmico, en
donde las moléculas presentan una gran movilidad dentro de la estructura y
se encuentran en interaccion permanente. Muchos procesos que se realizan
en y alrededor de las membranas dependen de las interacciones especificas
entre sus componentes.

En la figura 3 se observan el modelo de membrana de Danielli y
Davson (A) en la cual las proteinas estan asociadas de manera globular a las
cabezas polares del fosfolipido a ambos lados de 1a bicapa; y el modelo de
Robertson (B) en el que se plantea a las proteinas integradas pero en
estructuras extendidas en contacto directo con las cabezas de los
fosfolipidos.
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Figura 3. Modelo molecular de membrana de Danielli y Davson (A),
Modelo de membrana de Robertson (B) (32).

El modelo mas satisfactorio actualmente de estructura de membrana
es el de Mosaico Fluido postulado por S.J. Singer y G.L. Nicolson. Este
modelo afirma que los fosfolipidos de membrana se hallan ordenados en
bicapas formando una matriz fluida de cristales liquidos. En esta bicapa, las
moléculas lipidicas individuales pueden moverse lateralmente, dotando a la
bicapa de fluidez, flexibilidad y resistencia eléctrica, ademas de relativa
permeabilidad a las moléculas muy polares.

Las proteinas de la membrana son globulares, algunas de las proteinas
se hallan incluidas en la membrana y penetran en la fase lipidica desde cada
lado, mientras que otras se hallan totalmente sepultadas en ella.

En la figura 4 se observa el modelo del mosaico fluido para la
estructura de una membrana (32).

PROTEINA PERIFERICA

FOSFOLIPIDOS

Figura 4. Modelo de membrana del mosaico fluido (32).

10



1.3. LIPOSOMAS

A partir del aflo de 1960 los liposomas fueron estudiados por
Bangham y Papahadjopoulos (29). Los liposomas son vesiculas esféricas
constituidas por una bicapa de moléculas anfipaticas y una cavidad en su
centro en medio acuoso. Los liposomas tienen un gran potencial como
sistemas de liberacion de farmacos y agentes cosméticos, pueden ser
incluidos péptidos en las vesiculas y ser administrados por diferentes vias.

Las cadenas lipofilicas se orientan hacia la mitad de la bicapa,
mientras que las cadenas polares se disponen en la superficie intema y
externa de la vesicula como se observa en la figura 5 con el modelo de un
liposoma (30).

Figura 5. Modelo de un liposoma (30).

Las membranas formadas por una doble capa de fosfolipidos son
semejantes a las membranas celulares del tejido vivo en su estructura y
pueden ser producidas sintéticamente.

En la actualidad existen nuevos productos cosméticos con liposomas
que pueden encapsular ingredientes activos necesarios para la piel y ser
aplicados directamente sobre la misma. Los liposomas son acarreadores
eficientes y especificos de farmacos y otras sustancias (13, 37).

El primer cosmético con liposomas fué denominado Capture. Los
nuevos productos tienen nombres tales como Brookosomas, Dermosormas,
Glicosomas, Lipocutin, Lipodermin, Concentrado de liposomas E-10,
Natipides, Niosomas, Esfingosomas, Super-Lipodermin, etc (30).



1.3.1. Clasificacién de los liposomas

Dependiendo de! tamafio, volumen de capacidad acuosa, numero de
bicapas y estructura multimembrana pueden clasificarse en tres tipos:

1.Vesicula pequeiia unilaminar (SUV), Hecha de una pared y una cavidad
acuosa simple, su didmetro va de 80 a 100 nm.

2.Vesicula grande unilaminar (LUV). Con un didmetro entre 200 y 1000
nm, se caracteriza por un amplio volumen acuoso cuarenta veces mayor que
el pequeiio.

3.Vesicula grande multilaminar (MLV). Muchas paredes y
compartimentos concéntricos, el tamafio puede alcanzar entre 400 y 2500
nm (38).

En la figura 6 observamos la representacion esquematica de los tipos
de liposomas anteriormente sefialados.

SUV

: A]
MLV 0 o

Figura 6. Representacion esquematica de diferentes tipos de liposomas,
vesicula grande multilaminar (MLV), vesicula pequefia unilaminar (SUV) y
vesicula grande unilaminar (LUV) (14).

Otra manera de clasificar a los liposomas, de acuerdo a Weiner et al.
es el que muestra la tabla 1 (60).
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TIPQ DE VESICULA TERMINO USADO TAMANO  (yim)
FEQUENA UNILAMELAR SONICADA suv 0.025-0,08
VESICULA GRANDE MULTILAMELAR MLV 0.05-10
. VESICULA GRANDE UNILAMELAR LoV 0.1
' EVAPORACION EN FASE REVERSA REV 0.5
PRENSA FRANCESA FPV 0.05
INYECCION CON ETER EIV 0.02

Tabla 1. Ejemplos de nomenclatura usada para liposomas de acuerdo al
método de elaboracién (60).

1.3.2. Materiales usados en la preparacion de
liposomas

Los liposomas estin formados de fosfolipidos naturales,
semisintéticos y/o sintéticos, ademas de esteroides y otras sustancias (26).

A. FOSFOLIPIDOS

Son moléculas complejas, triésteres de glicerol en los que una cadena
lateral de un icido graso es reemplazada por un diéster asimétrico de un
4cido fosforico. La mitad de éste diéster se une a una molécula de glicerol,
mientras que la otra mitad se une a diversos grupos formando derivados
3.

En la figura 7 se observa un modelo esquematico de un fosfolipido.

THoSITOL
CLICEROL

ACIDO CRASO

Figura 7. Modelo esquematico de la estructura de un fosfolipido (24).

Los fosfolipidos representan mas del 50% en peso de lipidos
presentes en las membranas bioldgicas. La estructura quimica general de
este tipo de lipidos se ejemplifica con el acido fosfatidico (60).



Existen diferentes familias de fosfolipidos por esterificacion de el
4cido fosfatidico con amino alcoholes y alcoholes (glicerol, etanolamina,
colina, serina ¢ inositol)(37).

El fosfolipido mads abundante en plantas y animales es la
fosfatidileolina (PC), también llamada lecitina, y la fosfatidiletanolamina
(PE), algunas veces referida como cefalina.

En la fosfatidilserina (PS), el dcido fosforico del acido fosfatidico
(PA) es esterificado a el grupo hidréxilo del aminoacido L-serina, y en el
fosfatidilinositol (PI) a uno de los hidroxilos de el azicar ciclico inositol. En
el caso de fosfatidilglicerol (PG), el alcohol es esterificado al grupo fosfato.
Las estructuras quimicas de los anteriores fosfolipidos se representan en la
figura 8 (60).

GRUPO SUSTITUYENTE

-OH Ac. fosfatidico
MOLECULA FOSFATIDIL

CHz CHyNHg+
COO-
Fosfatidilserina

-CBy-CHy NHg

Fosfatidiletanolamina

-CH, CH-N(CH),
Fosfatidilcolinia

~CHCH -G
OH O
Fosfatidilglicerol

OH
Fosfatidilinositol

Figura 8. Estructuras quimicas de fosfolipidos utilizados comunmente en la
preparacion de liposomas (60).

B. FOSFOLIPIDOS SINTETICOS
Generalmente se usan fosfolipidos saturados como dipalmitoil
fosfatidil colina (DPPC), diestearil fosfatidil colina (DSPC), dipalmitoil



fosfatidil etanolamina (DPPE). dipalmitoil fosfatidil serina (DPPS), acido
dipalmitoil fosfatidico (DDA), dipalmitoil fosfatidil glicerol (DPPG):

Algunos fosfolipidos insaturados son utilizados en la preparacion de
liposomas incluyen: dioleoil fosfatidil colina (DOPC), dioleoil fosfatidil
glicerol (DOPG) (60).

C. ESTEROIDES

El colesterol y sus derivados son incluidos como componentes de las
membranas de los liposomas por aumentar la estabilidad de los mismos (39).
El colesterol es abundante en tejidos animales y se localiza principalmente
en las membranas celulares,

La introduccion de este esteroide tiene tres efectos reconocidos:
Incrementa la fluidez de las bicapas, reduce la permeabilidad de las
membranas a moléculas solubles en agua y estabiliza la membrana en
presencia de fluidos biologicos como el plasma.

En los liposomas sin colesterol es conocida la rdpida interaccién con
proteinas plasmaticas, produciendo inestabilidad fisica (26).

D. OTRAS SUSTANCIAS

Diacilglicerol, estearilamina y dicetilfosfato son incorporadas en los
liposomas para impartir carga superficial negativa y positiva,

Sin embargo, un nimero de compuestos con cadena larga simple
hidrocarbonada y con cadena con un grupo ionico son sintetizadas y son
capaces de formar vesiculas, incluyen sales cuaternarias de amonio y
fosfatos dialquilicos (60).

1.3.3. Formacion de liposomas

Los lipidos capaces de formar liposomas exhiben una doble
naturaleza quimica anfipatica. Estudios usando resonancia magnética nuclear
muestran que los grupos polares de la fosfatidilcolina tiene unidas de 15 a
25 moléculas de agua. En la figura 9 se representan las propiedades
anfipaticas de los fosfolipidos (21).
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. Figura 9. Propiedades anfipaticas de los fosfolipidos (21).

Este fenomeno puede ser entendido en términos cuantitativos
considerando la concentracion micelar critica (c.m.c.) de la fosfatidilcolina
en agua.

La c.m.c. es definida como la concentracion de lipidos en agua
(generalmente expresados en moles/litro) en la cual los lipidos forman
micelas o estructuras bilaminares manteniéndose en solucidn como
monomeros.

La carga de energia libre entre el agua y un grupo hidrofobico explica
la preferencia de lipidos a ensamblarse en estructuras bilaminares
excluyendo al agua tanto como sea posible de los grupos hidrofobicos en
orden para bajar el nivel de energia libre y aumentar la estabilidad de la
estructura agregada.

Un alto contenido de actividad superficial de las moléculas no
garantizan Ja habilidad de formar bicapas en presencia de agua. El tipo de
estructura fisica de los fosfolipidos en solucion depende del equilibrio de las
regiones polar y no polar de las moléculas individuales (37).

PE" AcUa LIPOSCHA < ’
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1.3.4. Factores que afectan al encapsulado

La localizacion del farmaco o agente cosmético en el liposomas
depende de un gran numero de factores (solubilidad, coeficiente de
particion, naturaleza del activo -polar o no polar-, etc).

La eficiencia de la captura dependera del uso de concentraciones de
sustancia o activo que no exceda la saturacion en el compartimiento acuoso
(sustancia polar) o en las bicapas (sustancia no polar). El método de
preparacion puede afectar la localizacion y eficiencia de captura.

La incorporacion de agentes cosméticos con solubilidad significativa
en ambas fases puede ser indeseable ya que la membrana lipidica no puede
ser una barrera para el pasaje de un lado a otro del liposoma (33, 60).

Las sustancias liposolubles pueden unirse a la doble membrana y las
sustancias hidrosolubles atraparse en el interior acuoso como se muestra en
la figura 10 (13).

MEMBRANA BIMOLECULAR LIPIDICA

00000000000000
T
e

PTG
00000000000000

@ susTancia
LIPOSOLUBLE

i]i'( SUSTANCIA HIDROSOLUBLE

Figura 10. Diagrara esquematico de la incorporacién de sustancias solubles
e insolubles en agua (48).

Algunos agentes cosméticos a encapsular pueden ser; activos de
origen vegetal (extractos de romero, hiedra, cola de caballo, etc), vitamina E
(alfa tocoferol), vitamina C y vitamina A, aloe vera, elastina, colageno,
sacaridos neutrales, factores humectantes naturales como aminoacidos y
aziicares, retinoides, esteroides, fragancias y antisépticos, etc (35, 37, 46).



1.3.5. Efecto cosmético

Los liposomas han sido empleados en cosméticos y productos para el

cuidado de 1a piel por varios afios con gran éxito.

En la figura 11 se muestran los factores que pueden modular la

permeacion percutanea (43).

: I |
i Propiedades in‘hinsetas afectadas

L
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Variables biolégicas Variables extrinsecas
-Herencia -Medio amhiente: pH, Temperatura,
-Edad Humedad.
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-Dieta, dafio fisico y compuestos

-Estructura, Bioquimica, Hidratacion, Funcion
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Rango o extension de absorcion percutanea

coadministrados.

Figura 11, Factores bioldgicos en la absorcién y permeacion (43).

Los liposomas en preparaciones cosméticas tienen como caracteristica
reducir la pérdida transepidermal de agua e incrementar el reemplazo de los

lipidos pérdidos en la piel.

Pueden contener sustancias de diferente solubilidad, tienen alta
afinidad a las membranas celulares y son promotores de la funcién de

humectacion natural de la piel (43).

La figura 12 muestra el efecto potencial cosmético de los liposomas
sobre la piel, en la primera fase los fosfolipidos cubren la queratina del
estrato comeo, este proceso es el responsable de las sensaciones sobre la

piel entre la capa o pelicula después de la aplicacion.
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Figura 12. Efecto potencial de los liposomas en la piel (29, 30).

Esta pelicula lipofiliza la superficie de la piel y no puede ser removida

con agua, y solo ligeramente con detergentes.

Como resultado se tiene un efecto oclusivo ligero y la pelicula reduce
la pérdida de agua transepidermal, lo que tiene una ventaja sobre la piel seca
(30, 31).

Las sustancias lipofilicas son integradas dentro de la membrana del
liposoma. En contacto con la célula, los liposomas son absorbidos y pueden
interaccionar por intercambio de lipidos sobre la membrana del liposoma y
la membrana celular, absorcion, endocitosis, liberacion del contenido de
liposomas al contacto o dentro de la membrana celular, fusion del liposoma
y la membrana celular (17).

1.3.6. Preparacion de liposomas

Se han reportado varios métodos de preparacion de liposomas.
Algunos de los métodos mds conocidos son: vortexacién (8), sonicacién (8,
61), prevesicula (8), infusion con éter (8), evaporacion de fase reversa (8,
18, 34), inyeccion de etanol (60), fusion inducida con calcio (8), remocidn
de colatos (8, 61), evaporacion rotatoria bajo presion reducida (rotavapor)
(12, 18, 23, 40, 46, 60), prensa francesa (40), etc.

El método de infusion con éter consiste en disolver los fosfolipidos
con éter, se inyecta lentamente esta disolucion en una solucion acuosa a
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temperaturas entre 55 y 65°C. El éter se evapora y se forman vesiculas
grandes unilaminares (LUV).

La evaporacién rotatoria a presion reducida es un método por el cual
se obtienen vesiculas grandes multitaminares (MLV), se disuelven los
fosfolipidos en un solvente volatil, se coloca en el rotavapor a presion
reducida. Se forma la pelicula de fosfolipidos y se agrega una solucién
acuosa con agitacién moderada.

La sonicaci6n consiste en dos etapas, en la primera es la accién del
ultrasonido y en la segunda se utiliza la cromatografia en gel o
ultracentrifugacion para formar vesiculas pequefias unilaminares (SUV).

La fusién inducida con calcio consiste en adicionar calcio en una
mezcla de fosfolipidos acidos, la infusién de induce y la formacion de
estructuras laminares.

El método de evaporacion en fase reversa se divide en dos etapas, la
primera es la disolucién de los fosfolipidos en un solvente organico voldtil y
la adicion de una solucién acuosa con agitacion hasta obtener una emulsion.
La segunda etapa es la eliminacién del solvente por evaporacion a presion
reducida.

La inyeccion con etanol consiste en disolver los fosfolipidos en etanol
y son inyectados dentro de una solucién buffer formando vesiculas pequefias
unilaminares.

La remocién de colatos se Ileva a cabo con una dispersién acuosa de
detergente y fosfolipidos formando micelas. El detergente es removido y las
micelas se enriquecen de fosfolipidos hasta formar vesiculas bilaminares.

1.3.7. Caracterizacién de los liposomas

VOLUMEN INTERNO Y EFICIENCIA DE ENCAPSULACION.

Estos parametros son utilizados para describir el formaco o agente
cosmético soluble en agua atrapado en el compartimento acuoso del
liposoma (48).

La eficiencia de la encapsulacién describe el porcentaje de fase
acuosa atrapada durante la preparacién del liposoma; expresado como
porcentaje atrapado/mg de lipido.
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El volumen interno atrapado y la eficiencia de encapsulacién depende
enormemente del contenido del liposoma, concentracion del lipido, método
de preparacién y activo usade (60). Se puede utilizar también la
cuantificacién del activo, lisando el liposoma con un detergente y utilizar
HPLC nommal o en fase reversa. El volumen atrapado es calculado en base
del didmetro asumido de 1as vesiculas (56).

El nimero de bicapas presentes en el liposoma pueden ser
determinados por microscopia electronica de criofractura y resonancia
magnética nuclear (2, 49, 60).

También se puede emplear la difraccion de rayos X (49, 60).

DISTRIBUCION DEL TAMANO DE PARTICULA.

Existe un gran nimero de métodos para determinar estos pardmetros,

los usados comiinmente son:
1. Barrido de luz. Los nuevos instrumentos tienen un rango entre 10nm y 1
um). Muchas preparaciones requieren de una estimacién aproximada de su
distribucion de frecuencias. La dificultad de la interpretacion de los datos
del tamaiio de particula se debe a que particulas grandes en una dispersion
con pequefias particulas pueden tener un impacto dramatico en el didmetro
aproximado reportado.

Esta técnica se utiliza durante el proceso de preparacion de liposomas
(control de proceso) y/o durante el almacenamiento (49, 55, 60).

El coeficiente de difusién es estimado utilizando la ecuacién de
Stokes-Einstein para obtener los radios aproximados de las vesiculas y por
lo tanto del didmetro de los liposomas (2, 16, 45, 49),

2. Microscopia de luz. Este método es utilizado para examinar la
distribucion de tamafio de particula de preparaciones MLV. La inclusién de
una sustancia fluorescente como la 6-carboxifluoresceina (6-CF) en la
bicapa permite examinar los liposomas bajo microscopia fluorescente (1, 47,
51, 60).

3. Microscopla electronica con tincién negativa. En este método se utiliza
molibdato o fosfotungsteno como revelador, es el método de eleccién para el
andlisis de distribucién de tamafio de cualquier preparado de 5 um (60).

La muestra se coloca en buffer u otra solucién, y se coloca en una
plancha de cobre cubierta de una pelicula de carbono, agregando acido
fosfotungsténico o molibdato de amonio (2, 16, 45, 47).

21



4. Microscopla electronica de criofractura. Este método es qtil para
observar las estructuras morfolégicas de los liposomas. Desde planos
fracturados a través de las vesiculas. Este método provee datos sobre el
diametro, tamailo, distribucion del tamafio de particula y niimero de capas.

Otros métodos para la caracterizacion de los liposomas son la
turbidez, viscosidad y fluidez (47, 60).

1.3.8. Comportamiento de fase de los liposomas

Un caricter importante de los fosfolipidos de membrana es la
existencia de una dependencia reversible de la temperatura de transicion de
fase, donde la cadena hidrocarbonada de los fosfolipidos sufren una
transformacién de un estado ordenado (gel) a un estado fluido desordenado
(liquido cristalino).

Estos cambios han sido documentados por microscopia electrénica de
criofractura, pero es mas fielmente demostrado por Calorimetria de Barrido
Diferencial (DSC).

En la figura 13 se representa la transicion de fase de fosfolipidos de
gel a liquido cristalino (21, 37, 46, 48, 60)

CADENA ACILICA C DA DE CADENAS
POTReRons P RARRYIRTTRY
sBBE r BusasBbEs
GEL LIQUIDO CRISTALINO
( PUNTO DE TRANSIGCION N
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PRETRANSICION
N
Y
>
CALOR o
. . J

Figura 13. Transicion de fase de fosfolipidos de gel a liquido cristalino (60).



El estado fisico de la bicapa afecta profundamente la permeabilidad
de los liposomas.

Cada uno de los fosfolipidos puros seleccionados regularmente para
los liposomas tiene una Tm (Temperatura de transicion de fase)
caracteristica para la transiciéon de gel a liquido cristalino.

La temperatura de transicion depende de la naturaleza del fosfolipido
y puede variar entre -20 y +90°C. Mezclando diferentes componentes en la
bicapa puede causar un cambio en la Tm y/o una completa desaparicion de
la transicion de la fase (48).

En la tabla 2 se muestran las temperaturas de transicion de fase de
algunos fosfolipidos usados en la preparacion de liposomas,

FOSFOLIPIDOS CARGA Tm (°C)
Dilauril fosfatidil colina [] -2
Dimiristol fosfatidil colina [ 23
Dipalmitol fosfatidil colina 0 “
Dioleoil fosfatidil colina 0 -22
Diest il fi idil fosfatidi 0 58
Acido dimiristol fosfatidico - 57
Acido dipaimitoil fosfatidico - 67
Dimiristoil fosfatidil glicerol - 26
Dioleoil fosfatidil glicerol -1 -8
Dilauril fosfatidil glicerol -1 4
Diest il fosfatidil g! -1 55
Dipali il idil gl A 49
Dig f dil I - 60
Dimiri fosfatidil 1 0 48
Fosfatidil colina de huevo ] -10
Fosfatidil glicerina cerebral - 67
Esfingomielina cerebral - 32

Tabla 2. Temperaturas de transicién de fase de algunos fosfohpldos usados
en la preparacion de liposomas (38, 48, 60).
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1.3.9. Estabilidad de los liposomas

La estabilidad de cualquier producto farmacéutico o cosmético se
define como la capacidad de la formulacion de mantenerse dentro de los
limites definidos por un periodo de tiempo predeterminado (60).

Los liposomas son termodinamicamente metaestables, debido a la alta
curvatura de sus estructuras vesiculares en solucion acuosa.

La mayor degradacion quimica que sufren es la autoxidacion,
resultando la formacion de peroxidos y aldehidos parcialmente toxicos. La
hidrélisis da la formaci6n de lisolecitinas y dcidos grasos libres, debido a
elevadas temperaturas y rangos extremos de pH (el rango minimo de
hidrolisis es de pH 5 a 8 ) (3).

ESTABILIDAD QUIMICA.

La estructura quimica de los fosfolipidos es susceptible a la
degradacidn por proceso hidrolitico y oxidativo.

La autoxidacion de las lecitinas genera productos intermediarios que
incluyen oxi-, peroxi- y epoxilipidos, que son degradados a compuestos
carbonilicos, hidrocarburos y furanos. La hidrélisis de lecitinas forma
lisofosfolipidos y acidos grasos libres.

Los productos de degradacion de la autoxidacion son toxicos y los de
la hidrolisis incrementan enormente la permeabilidad de los liposomas y por
ésto puede perderse el farmaco o agente cosmético encapsulado.

El colesterol usado en combinacion con los fosfolipidos es oxidado y
sus productos de oxidacion también afectan las propiedades de membrana
del liposoma (3, 50, 60).

También puede afectar la luz en los liposomas que contienen
sustancias fotooxidables (debido a los rayos UV) (13, 60).

Para evitar la autoxidacion se pueden adicionar agentes antioxidantes
sintéticos como el butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidrexitolueno (BHT);
o naturales como la vitamina E, vitamina C y vitamina A, que ademas de
tener propiedades cosméticas ayudan a la estabilizacién. También se utilizan
fosfolipidos hidrégenados, uso de atmosfera de argén o nitrogeno para
minimizar la exposicion al oxigeno, uso de contenedores resistentes a la luz,
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remocion de metales pesados por el uso de EDTA. La hidrlisis puede ser
eliminada por el uso de otros fosfolipidos sintéticos.

Otros métodos de estabilizacion son la  polimerizacion,
microencapsulacion de los liposomas y el uso de surfactantes no ionicos (8,
16, 21, 24).

ESTABILIDAD FISICA

Los liposomas son termodindmicamente metaestables intrinsecamente
con un gran contenido de energia libre en los extremos de su curvatura, en
especial en pequeiias vesiculas.

Esta energia libre es reducida a través de la fusion de formas grandes
multilaminares, que son favorablemente energéticas. El proceso de fusion va
acompaiiado por la pérdida del farmaco o agente cosmético encapsulado.

Las técnicas de proteccion fisica involucran el congelamiento y la
liofilizacion de los liposomas, ademas de equilibrar las cargas de los
componentes. .

Se han utilizado la estabilizacion de los liposomas con
crioprotectores. Estos agentes se adicionan y las vesiculas pueden resistir las
temperaturas de congelacion y liofilizacion.

Algunos agentes crioprotectores son disacaridos (trialosa, sucrosa,
maltosa y lactosa), aminoacidos (alanina, prolina, betaina, y betaina
glicinal), glicerol, butanodioles, trioles y propanodioles (3).

PRUEBAS DE ESTABILIDAD

Las pruebas a altas temperaturas son las mas utilizadas (>25°C) para
productos heterogéneos. Varios laboratorios almacenan sus productos a
temperaturas entre 4°C (refrigeracion) a 50°C. Las temperaturas usadas en
los ciclos de calor-congelacion pueden ser variadas.

Para los liposomas las altas temperaturas pueden alterar la naturaleza
de la capa interfacial dramaticamente, especialmente si la temperatura de
transicion de fase es rebasada. Si se espera que el producto sea expuesto a
temperaturas de 45°C por un periodo extenso de tiempo o periodos cortos
(transporte y almacenamiento) se justifican estudios a 45-50°C (ciclos de
calentamiento-congelacion y a largo tiempo).
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Un estudio de un producto a estas temperaturas determina el aumento
de temperatura que puede resistir y ademas si existe dafio determinar si es
reversible o irreversible a temperatura ambiente (60).

1.3.10. Toxicidad de los liposomas

Los liposomas tdpicamente son muy bien tolerados.

La administracion de liposomas que contienen una alta proporcién de
fosfolipidos cargados negativamente, como es el fosfatidilinositol causa que
la piel se reseque cuando se aplica en humanos. El potencial téxico de los
liposomas aumenta considerablemente por la inclusion de componentes no
fosfolipidicos.

La aplicacion topica de los liposomas en la piel es raramente asociado
con intolerancia local. Las formulaciones con liposomas tienden a proteger
los tejidos de los efectos tdxicos de componentes encapsulados y son mejor
tolerados que la sustancia libre (39).

1.3.11. Propiedades de los agentes cosméticos
utilizados en la preparaciéon de los liposomas tipo
MLV.

1. COLAGENO.

El colageno es una proteina fibrosa insoluble del tejido conectivo,
tendones y huesos. Constituye cerca del 60% de la proteina en los
vertebrados. Se desnaturaliza arriba de los 37°C.

El coldgeno es sintetizado por células llamadas fibroblastos. Se
produce primero un monémero, el tropocolageno, conocido también como
coldgeno soluble. El tropocolageno existe en forma monomérica por un dia
después de su sintesis por los fibroblastos, asi que un porcentaje del
colageno corporal esta presente como tropocoldgeno, esta presencia en la
dermis es parcialmente responsable de mantener la piel firme y suave.

El colageno es rico en prolina e hidroxiprolina, presenta una
estructura triple helicoidal (figura 14), la cual le confiere propiedades de
retencion de humedad, imprime elasticidad, combate resequedad y la
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escamacion de la piel. La propiedades anteriores permiten que el coligeno

sea utilizado ampliamente en los cosméticos.
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Figura 14, Estructura basica del colageno (7).

El tropocoldgeno extraido del tejido conectivo usando acidos diluidos,
para el uso en cosméticos como Clearcol®, de Laboratorios Croda, presenta
una moderada solubilidad en agua y tiene excelentes propiedades para la
retencion de humedad, formando una pelicula en la piel que da la sensacion
de suavidad (7).

El colageno se ha utilizado para secuestrar liposomas en una matriz-
gel, induciendo su gelacién por temperatura o pH (61).

2. VITAMINA E.

La vitamina E o acetato de alfa-tocoferol es un liquido oleoso claro,
ligeramente amarillo y viscoso. Es soluble en grasas, solventes organicos
como etanol, cloroformo y acetona, insoluble en agua.

La vitamina E tiene propiedades antioxidantes y puede conferir mayor
estabilidlad a los lipidos que forman los liposomas. Ademis posee
propiedades emolientes en la piel.

La estructura del acetato de alfa tocofero! (vitamina E) se muestra en la figura

15 (25,27, 54).
CHg
CHgy CHgy CHy
CH3

Figura 15. Estructura quimica de la vitamina E (25, 54).




En el caso de la vitamina E por ser un compuesto lipofilico las
concentraciones para la preparacién de los liposomas no debe superar al
10%, debido a que pueden ocurrir entre la vitamina E y los componentes de
la membrana una interaccion que puede ser perjudicial (33).

3. GLICERINA,

La glicerina es un liquido claro, incoloro, inodoro e higroscopico de
sabor dulce. Es soluble en agua y alcohol, insoluble en éter, benceno,
cloroformo y aceites fijos y volatiles.

La glicerina o glicerol tiene propiedades humectantes a
concentraciones menores del 30%, a mayores concentraciones se produce el
efecto contrario debido a su alta higroscopicidad.

En la figura 16 se muestra su estructura quimica (20, 27, 54).

THZOH

CH —OH

CH , OH

2

( C3 Hg 03)

. Figura 16. Estructura quimica de Ia glicerina (27).
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II. METODO

2.1. REACTIVOS

Fosfo 97® Fancor (fosfolipidos), Clearcol® Croda (colagena al 1%),
Vitamina E GR, Metanol GR, Cloroformo GR, Glicerina GR, Tripsina
Sigma, Potasio dihidrogenofosfato GR Merck, Potasio hidrogenofosfato
trihidrato GR Merck, Acido fosfotungsténico GR, Rojo de rutenio GR,
glutaraldehido GR; isopropanol, acido tricloroacético, acetonitrilo, acido
acético, hidroxido de tetrabutilamonio y acido sulfirico grado HPLC Baker.

2.2. EQUIPO

Microscopio electronico de transmision Jeol-100, Microscopio éptico
Olympus, Rotavapor R-100 Brinkmann, Balanza analitica Sauter
TYP414/10, Estufa Kinet, Camara fotografica Minolta X-9, Tensiémetro Du
NOUY CENCO, Vermier, HPLC LDC Analyical, Detectores Spectro
Monitor 3100 (UV), Refracto Monitor 1V (Indice de refracci6n), Detector
electroquimico, centrifuga Eppendorf 5415C. Columnas cromatograficas:
Rezex ROA-organic acid 300x7.8 mm con tamaiio de particula de S5um en el
caso de glicerina, columna C)g Perkin Elmer para la vitamina E y Supelco
304 para coldgena.

2.3. MATERIAL BIOLOGICO

Ratones albinos de ambos sexos de aproximadamente 6 meses de edad y
de 30g aproximadamente de peso libres de dieta.
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2.4, PROCEDIMIENTO

2.4.1. PREPARACION DE LIPOSOMAS TIPO MLV,
(18, 23, 40, 46, 60)

Se implemento este método, por ser el que se adapta a las condiciones y
al material disponible en el Laboratorio de Investigacion de Farmacia en la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

Se elaboraron liposomas multilaminares cargados con los agentes
cosméticos : Colagena, glicerina, vitamina E y agua, (éste Giltimo también fué
considerado excipiente dentro de la formulacién). Las proporciones de las
formulaciones fueron establecidas en estudios preliminares realizados en este
laboratorio.

La formulacion de las preparaciones de liposomas fué siempre de
fosfolipidos:agente cosmético:agua,(porcentaje en peso). Se prepard una
formulacion diferente para cada agente cosmético de acuerdo a su
solubilidad en agua; manteniendo en las cuatro formulaciones un porcentaje
de fosfolipido constante (2.5%), el % de agente cosmético es diferente para
cada uno de ellas, completando el 100% de la formulacién con agua, como
se muestra enseguida:

COMPONENTE FORMULACIONES(% EN PESO)

COLAGENA GLICERINA  VITAMINAE AGUA
Fosfolipidos 2.5 2.5 25 25
Agente cosmético 2.5 1.0 0.1 —
Agua 95 96.5 97.4 97.5

El procedimiento de preparacion de las formulaciones es es siguiente:
Los fosfolipidos fueron disueltos en una mezcla de solventes orgéanicos
(cloroformo-metanol, 3:1) a temperatura ambiente. Esta mezcla se colocé en
el rotavapor a una temperatura de 40°C, se agitdé moderadamente hasta la
evaporacion del solvente, posteriormente se adicioné agua con el agente
cosniético en las proporciones correspondientes.
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2.4.2. CICLO DE ESTABILIDAD (36).

Se colocaron las muestras de las diferentes formulaciones en tubos de
rosca resguardados de la luz por tres meses. El ciclo fue de 7 dias a 45°C, 1
dia a 25°C, 7 dias a 5°C y 1 dia a 25°C. La evaluacion se realizé de manera
visual inspeccionando si ocurria separacién de fases, cambio de color o
precipitacion.

2.4.3. EVALUACIONES FISICAS

Se realiz6 la prueba de gota (dejando caer en agua una gota de cada
formulaciéon, que indica la presencia de vesiculas). Por otro lado, las
formulaciones preparadas de observaron con microscopio dptico
inmediatamente y después de dos meses de su elaboracién, asi mismo, se
analizaron por microscopia electrénica de transmision con tincion negativa y
rojo de rutenio (2, 16, 45, 47).

TINCION NEGATIVA: Una gota de las formulaciones se colocan en
una rejilla de cobre con una pelicula Formvar® por 10 minutos y el exceso se
remueve con papel filtro. Se coloca una gota de 4cido fosfotungsténico al 1%
pH 7 por 15 minutos, se remueve el exceso y se deja secar. Las muestras
tefidas se observan en el microscopio electronico de transmision Jeol-100.

TINCION NEGATIVA CON ROJO DE RUTENIO: Se coloca la
muestra, (aproximadamente 5 ml), en una solucién de glutaraldehido-rojo de
rutenio por 15 minutos, posteriormente se sigue el procedimiento antes
mencionado para la tincion negativa.

Las fotografias fueron tomadas en la UNAM, Facultad de Estudios
Superiores Cuautitldn en la seccion de Microscopia Electrénica.

2.4.4. ESTUDIO DE HUMECTACION (1, 3, 5, 44, 57).

Se midi6, con la ayuda de un tensiémetro Du NOUY modificado y
previamente validado (Apendice B), la capacidad de elongacion de muestras
de piel de ratén tratadas con los liposomas preparados, utilizando como
control muestras de piet tratadas con una mezcla de los materiales empleados
en las formulaciones anteriores. Se utilizé como referencia muestras de piel
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tratadas con agua, considerado como un agente humectante natural. El
estudio se realizo a diferentes fuerzas y tiempos de exposicién . Las pruebas
se realizaron a 37°C.

OBTENCION DE ESTRATO CORNEO DEL DORSO DEL
RATON POR DIGESTION ENZIMATICA: Se descerebra al ratén y se
obtiene 1a piel del dorso, se elimina el pelo y la grasa subcutdnea colocando
la muestra en una bolsa y sumergiéndola por 3 minutos en un bafio de agua a
60°C. Se coloca la muestra por el lado de la dermis en papel filtro
impregnado de una solucion de tripsina al 1% en buffer de fosfatos a pH 8
por 30 minutos a 37°C. Lavar con agua destilada y cortar en tiras de 0.5cm
de ancho por 3cm de longitud.

INCUBACION DE LAS MUESTRAS: Las muestras de estrato corneo
son incubadas con un volumen de 70 pl de las diferentes formulaciones de
liposomas y mezcla de los materiales utilizados, ademas de agua. Las
muestras se exponen a diferentes tiempos (20, 60, 90, 120 y 180 minutos) a
una temperatura de 37°C. '

ESTUDIO DE ELONGACION: Este estudio se realizé utilizando un
tensiémetro de Du NOUY modificado y previamente validado.

Se utilizaron adaptadores para fijar la piel, después se hizé girar el dial
del tensiometro y se midi6 la capacidad de elongacién de la muestra.

La elongacion se mide con un vemnier y la fuerza aplicada en dinas se
determina mediante la curva de calibracion hasta un valor dado por la misma.

2.4.5. CUANTIFICACION POR CLAR (CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION) (62)

Se prepararon las formulaciones de liposomas encapsulando glicerina a
concentracion de 15.1656 mg/ml, de colageno a 27.9783 mg/ml, y de
vitamina E a una concentracién de 1.0266 mg/ml.

Se centrifugaron las muestras a 14000 rpm durante 30 Horas. Se tomo el

sobrenadante de Ia parte superior para su cuantificacion por CLAR. La
cuantificacion se realiz6 a temperatura ambiente.
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La coldgena fué cuantificado utilizando como fase movil una mezcla de
acido sulfirico 0.005mM/Agua a una velocidad de flujo de 1 ml/min con un
detector de indice de refraccion.

Para la cuantificacion de glicerina la fase moévil fué una mezcla de
isopropanol: agua (50:50)/ 4cido tricloro acético al 1% a una velocidad de
flujo de 2 ml/min con deteccion ultravioleta a 220 nm.

La vitamina E se cuantifico utilizando como fase mévil una mezcla de
isopropanol, acetonitrilo, agua, acido acético, hidréxido de tetrabutilamonio
(600:200:200:4:5). La velocidad de flujo fué de 0.9 ml/min, el detector
electroquimico es a 5100; el detector 1 es a 0.07V y el detector 2 a 0.5V, la
celda guardia a 0.55V.

En todos los casos se realizé la cuantificacion por triplicado utilizindo
curvas de calibracion.

La cuantificacién por CLAR se realiz6 en la UNAM Campus Iztacala,
en el Laboratorio de nvestigacion de Productos Naturales.

e RPN o AU ST UL R . i " . PSS SE SRR R S Y
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1. RESULTADOS

Preparacion de liposomas tipo MLV

Se obtuvieron liposomas con diferentes agentes cosméticos por el
método de rotavapor, como puede observarse en las fotografias tomadas en
el microscopio dptico, figuras 17A, 18A, 19A y 20A en las que se observan
las vesiculas formadas.

En las fotografias tomadas con el microscopio electrénico utilizando la
técnica de tincion negativa, se observan las vesiculas aprecidndose también
forma y tamafio, figuras 21A, 224, 22B,22Cy 22D.

Ciclo de estabilidad

En todas las muestras de las diferentes formulaciones se observa una
estabilidad de por lo menos dos meses. Se evalud la estabilidad de forma
visual buscando separacién de fases y por medio de la observacion al
microscopio 6ptico y electronico.

Se observa la diferencia entre las muestras recién preparadas con gran
poblacion de vesiculas, y después de dos meses de almacenamiento
sometidas a el ciclo de estabilidad con proteccién a la luz presentan fusién y
aglomeracion de vesiculas disminuyendo su poblacién,

Lo anterior se aprecia en las figuras 17A y B; 18A y B; 19A y B; 20A
y B, fotografias tomadas en el microscopio 6ptico de las formulaciones
liposomadas recientemente (A) y después de almacenamiento por dos meses
(B); agua, glicerina, colagena y vitamina E respectivamente.



La fusion de las vesiculas se observa mas claramente en las fotografias
obtenidas en el microscopio electrénico por tincion negativa, figuras 21A y
21B.

Evaluaciones fisicas

La prueba de gota se realizd a las muestras de las diferentes
formulaciones liposomales, encontrandose en todas la formacion de hilos que
indican la presencia de vesiculas.

Las fotografias obtenidas en el microscopio 6ptico de las diferentes
formulaciones recién preparadas y con dos meses de almacenamiento se
observan en las figuras 17A y B; 18Ay B; 19Ay B; 20Ay B.

Las fotografias del microscopio electronico utilizando la tincion
negativa se observan en la figura 21A y 21B. También se obtuvieron
fotografias en el microscopio electrénico utilizando la tincion negativa-rojo
de rutenio (colorante que tifie las membranas), apreciandose mucho mejor la
forma casi esférica y tamailo de las vesiculas. El tamafio, de
aproximadamente un 80 % de la poblacion de liposomas, ésta en un rango de
100 a 300 nm, aunque se observan liposomas del orden de los 1000 nm. Las
figuras 22A, 22B, 22C y 22D muestran los liposomas de las formulaciones
de agua, glicerina, colagena y vitamina E respectivamente.

El tamafio de las vesiculas se evalué considerando la poblacién que se
observa en los negativos de las fotografias tomadas por el microscopio
electronico y se realizo el tratamiento utilizado por Doane (64) en el cual se
utiliza un nomograma para determinar el tamafio de un objeto a partir de las
fotografias tomadas por microscopia.

Estudio de Humectacion
Se midio con ayuda de un tensiémetro Du NOUY modificado y

validado la capacidad de elongacion de las muestras de piel de raton (estrato
corneo) tratadas con las formulaciones de liposomas, mezclas de los
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materiales y agua como agente humectante natural. El estudio se realizo a
diferentes fuerzas y tiempos de exposicion.

En la tabla 3 se muestran los datos de elongacion del estrato corneo
sometida a una fuerza constante de 7137.97 dinas tratado con los diferentes
formulaciones a diferentes tiempos de exposicitn, éstos datos se representan
en la grafica 1.

En las tablas 4, 5, 6 y 7 se representan los datos de elongacion a 60
minutos sometidos a diferentes fuerzas con las diferentes formulaciones
liposomadas y sus mezclas; asi como también la aplicacién de agua. Los
graficos 2, 3,4 y 5 muestran estos resultados.

Ademas en la tabla 8 se recopilan los datos de elongaclén obtenida de
todas las preparaciones liposomadas a diferentes fuerzas de elongacion a un
tiempo de 60 minutos en la grafica 6 se representan estos resultados.

Cuantificacion por CLAR

Se prepararon formulaciones de liposomas de glicerina, colagena y
vitamina E a concentraciones de 15.1656mg/ml, 27.9283mg/ml y
1.0266mg/ml repectivamente. Se cuantificaron por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién obteniéndose concentraciones de 10.22 mg/ml,
0.4946 mg/mt y 0.136mg/ml en el sobrenadante (62, 63).

Por lo tanto la eficiencia de encapsulacion es de 32.61 % de glicerina,
98.23 % de colageno y 98.66% de vitamina E en los liposomas.

El célculo de la eficiencia de la encapsulacion se realizé considerando
la concentracién inicial de la formulacion menos la concentracién del
sobrenadante, el resultado es la concentracion que se encapsulé en las
vesiculas. Después se realiz6 1a relacion en la cual la concentracién inicial es
el cien porciento para obtener la eficiencia de 1a encapsulacion.
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Figura 17. Liposomas cargados de agua (A) recientemente preparados y (B)

con dos meses de almacenamiento. Microscapio optico 40X.
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Figura 18. Liposomas cargados con glicerina (A) recientemente preparados y

(B) con dos meses de almacenamjento. Microscépio 6ptico 40X.




a9
Figura 19. Liposomas cargados de coldgeno (A) recientemente preparados y

(B) con dos meses de almacenamiento. Microscopio optico 40X.




Figura 20. Liposomas cargados de vitamina E (A) recientemente preparados
y (B) con dos meses de almacenamiento. Microscépio 6ptico 40X.
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4
Figura 21. Liposomas cargados de agua (A) recientemente preparados y (B)

con dos meses de almacenamiento. Microscdpio electronico. Tincion
negativa 10000X.




Figura 22, Liposomas recientemerte preparados cargados de (A) agua;
(B) glicerina; (C) colageno y (D) vitamina E. Microscdpio electronico
Tincion negatica-rojo de rutenio 10000X.
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GLICERINA
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Figura 22. (continuacion). Liposomas recientemente preparados cargados
con (A) agua; (B) glicerina; (C) colageno y (D) vitamina E. Micrsocopio
electrénico, Tincion negativa-rojo de rutenio 10000X.

C

COLAGENO

VITAMINA E
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TIEMPO (mirwsos) ELONGACION (mm)
AGUA GLICERINA  COLAGEND MITAMINA E
0 0 0 0 0
2 29 a7 28 28
60 A 25 30 29
0 30 27 1.8 24
120 34 15 24 . 29
180 14 10 1.0 1.2

Tabla 3. Elongacion (Efecto de humectacion) del estrato corneo sometido a
una fuerza constante de 7137.97 dinas y tratado con liposomas cargados con
agua, glicerina, colageno y vitamina E a diferentes tiempos de exposicion.

FUERZA (dnas) ELONGACION (mm)
AGUA MATERIAL LIPOSOMAS
C/AGUA
0 0 0 0
1773 03 05 09
*52.20 05 08 18
5350.36 05 08 25
ek 1] 06 12 ad

Tabla 4. Elongacion (efecto de humectacién) sobre estrato coémeo a 60
minutos de aplicacién de agua, mezcla de materiales y liposomas cargados
de agua.



ELONGACION (mm)

FUERZA (dinas) :
AGUA MATERIAL LIPOSOMAS
: C/ GLICERINA
0 0 0. [1}
1774.31 03 05 0.8
5220 123 1.0 1.9
5350.38 0.55 1.1 20
71397 08 15 25

Tabla 5. Elongacion(efecto de humectacién) sobre estrato cémeo a 60
minutos de aplicacién de agua, mezcla de materiales y liposomas cargados

de glicerina.

ELONGACION (mm)

FUERZA (dinas)
AGUA MATERIAL LIPOSOMAS
C 1 COLAGENO 1
0 0 0 0
1774.31 0.3 05 t0 .
3562.20 0s 16 24
5350.38 0.55 18 26
7137.97 05 26 30

Tabla 6. Elongacion (efecto de humectacion) sobre estrato cémeo a 60
minutos de aplicacion de agua, mezcla de materiales y liposomas cargados

de colageno.
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FUERZA (dinas) ELONGACION (mm)
AGUA GLICERINA  ODLAGEND  WITAMINA E

0 0 0 0 0
1774.31 [13:] 08 10 09
220 18 18 24 19
5350.38 25 20 26 22

« 73797 34 28 30 28

Tabla 7. Elongacion(efecto de humectacion) sobre estrato cémeo a 60
minutos de aplicacion de agua, mezcla de materiales y liposomas cargados
de vitamina E.

FUERZA (dinas) ELONGACION (mm)
AGUA MATERIAL LIPOSOMAS
CIVITAMNAE
o) 0 0 0
177431 03 (iX:} 0.9
X62.20 0.5 13 18
5350.38 0.55 20 - 22
pakra: o 06 30 : 29

Tabla 8. Elongacioén (efecto de humectacion) de estrato cémeo tratado con
liposomas cargados de agua, glicerina, coldgeno y vitamina E durante 60
minutos.
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Grifica 1. Elongacion (Efecto de humectacion) del estrato cormeo sometido a
una fuerza constante de 7137.97 dinas y tratado con liposomas cargados con
agua, glicerina, colageno y vitamina E a diferentes tiempos de exposicion.
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Grafica 2. Elongacién (efecto de humectacion) sobre estrato cérneo a 60
minutos de aplicacién de agua, mezcla de materiales y liposomas cargados
de agua.
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Grifica 3. Elongacion(efecto de humectacion) sobre estrato cérmneo a 60
minutos de aplicacion de agua, mezcla de materiales y liposomas cargados
de glicerina.
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Gréfica 4. Elongacion (efecto de humectacién) sobre estrato cérmeo a 60
minutos de aplicacién de agua, mezcla de materiales y liposomas cargados
de colageno.
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Grafica 5. Elongacion(efecto de humectacion) sobre estrato comeo a 60
minutos de aplicacién de agua, mezcla de materiales y liposomas cargados
de vitamina E.
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Griafica 6. Elongacion (efecto de hun'xeét‘a‘c‘ién)b de estrato comeo tratado con

liposomas cargados de agua, ghcerma, coldgeno y vitamina E durante 60
minutos.
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IV. DISCUSION

En las formulaciones de los liposomas se utilizo la proporcion de
fosfolipidos al 2.5 % (P/P). La colagena, que es un agente cosmético
medianamente hidrosoluble, se emple6 al 2.5%. La vitamina E, material
altamente lipofilico, presenté problemas de separacion de fases por lo que se
construyd un diagrama ternario para determinar la zona de maxima
estabilidad, empleandose a una concentracion del 0.1% (apéndice A).
Inicialmente la glicerina -muy hidrosoluble- se utilizo al 2.5%, pero debido a
su capacidad para solubilizar fosfolipidos se disminuyé la concentracién al
1%.

Los lotes preparados se sometieron a la prueba de gota y, aunque esta
no es una prueba confirmatoria, se detectd la formacion de vesiculas.

La prueba de estabilidad demostré que los liposomas mantienen sus
propiedades durante un periodo de por lo menos 2 meses iniciandose,
después de este tiempo, la fusion de las vesiculas.

En las fotografias obtenidas en el microscopio optico se observa que
en todos los lotes recién preparados (Figuras 17A, 18A, 19A y 20A) existe
una mayor densidad de vesiculas que en los lotes almacenados durante 2
meses (Figuras 17B, 18B, 19B y 20B).

El estudio de microscopia electronica de transmisién con tincitn
negativa-rojo de rutenio (colorante que tifie las membranas celulares). Se
realizo para confirmar la formacion de los liposomas en los diferentes lotes,
y se encontré la presencia de vesiculas como muestran las figuras 22A, 22B,
22C y 22D. Por otra parte, se analizaron también lotes recién preparados y
lotes con dos meses de almacenamiento y se observé que en los primeros las
vesiculas eran mas numerosas, regulares y definidas (Figura 21A) que en los
lotes con almacenamiento (Figura 21B) en donde incluso, se detectan
aglomerados de liposomas.

Con las observaciones anteriores se demuestra que las diferentes
formulaciones si contienen liposomas, por lo que se procedié a evaluar el
efecto de humectacion y emoliencia de cada formulacién sobre el estrato
comeo de raton. En esta prueba se valoré la elongacion de las muestras de
estrato comeo sometidas a una fuerza constante de 7,137.97 dinas con
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respecto al tiempo de aplicacién de cada formulacion, se obtuvé la grafica 1,
en el que se observa que a un tiempo de 60 minutos todas las formulaciones
presentan un comportamiento similar. Las muestras tratadas con los
liposomas conteniendo agua presentaron a este tiempo la mayor elongacién,
seguidos de la preparaciéon con colagena, después con vitamina E y por
vltimo 1a formulacién de glicerina. A partir de los 60 minutos la elongacioén
de todas las muestras a excepcion de las tratadas con vesiculas cargadas con
agua disminuyd.

Se evalué también la elongacion de muestras de piel sometidas a
diferentes fuerzas, para lo que se eligi6 la aplicacion a 60 minutos por
presentarse en éste tiempo la mayor uniformidad con una respuesta alta.

E! efecto sobre la piel de cada uno de los lotes de liposomas fué
comparado con el efecto obtenido por la aplicacion de la mezcla de sus
componentes, asi como también con el efecto obtenido por la aplicacién de
agua (Grificos 2, 3, 4y 5). En todos los casos, con excepcion de la vitamina
E, las muestras tratadas con los liposomas presentaron una elongacién
mucho mayor que la presentada por las muestras tratadas con la mezcla de
materiales y ain méas que las tratadas con agua. En el caso de la piel con
aplicacion de la formulacion con vitamina E, la elongacion resulté similar
con los liposomas y la mezcla.

Por otra parte, se observo también que al someter las muestras de piel
a un tiempo constante de 60 minutos y a diferentes fuerzas la elongacién
obtenida con todas las preparaciones fué aproximadamente 3mm,
exceptuando a la preparacion con glicerina con la que se obtuvd una
elongacion de 2.5mm (Grafico 6).

El tamailo, de aproximadamente ¢l 80 % de la poblacion de los
liposomas, ésta en un rango de 100 a 300 nm, aunque se observan vesiculas
del rango de 1000 nm. El tamafio se encuentra dentro del rango establecido
en la bibliografia para las vesiculas grandes multilaminares.

La eficiencia de encapsulacion para los liposomas de glicerina fué del
32.61%, de los liposomas de colageno del 98.23% y de los liposomas de
vitamina E del 98.66%, determinada por CLAR.
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VI. CONCLUSIONES

Se obtuvieron liposomas tipo MLV (vesicula grande
multilaminar) por el método del rotavapor.

Se consiguié encapsular agentes cosméticos con diferente
grado de solubilidad en los liposomas; agua, glicerina, coldgeno y
vitamina E.

Aproximadamente un 80% de la poblacion de liposomas
tiene un tamafio de 100 a 300 nm y son de forma casi esférica.

La eficiencia de encapsulacion de los liposomas de glicerina
fué de 32.61 %, del colageno de 98.23 % y de vitamina E de
98.66%.

La estabilidad de los liposomas es de aproximadamente dos
meses en todas las formulaciones.

Se comprobd que las formulaciones de los liposomas
presentan mayor efecto que las mezclas de los componentes. El
efecto de los liposomas varia de acuerdo al material cargado,
observandose el mayor efecto con la carga de agua, seguida por
las cargas de colagena y de vitamina E y por tltimo por la carga
de glicerina.

La formulacion de liposomas con agua son los que presentan
mayor efecto humectante.
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VIL APENDICES

APENDICE A

Diagrama Ternario agua:fosfolipido:vitamina E

Se realizé el diagrama ternario fosfolipido:agua:vitamina E para determinar
las concentraciones donde la vitamina E se mantiene estable, sin existir globulacion
e inestabilidad.

Se elaboraron diferentes lotes con diferentes concentraciones de fosfolipido,
agua y vitamina E.

Las muestras se mantuvieron en observacion durante tres meses a temperatura
ambiente (25°C) y a temperatura de refrigeracion (4°C).

La evaluacion se realiz6 de manera visual buscando la separacion de las fases,
cambio en la coloracion y por medio del microscopio Optico para observar la
presencia de las vesiculas o globulos de vitamina E.

Las concentraciones utilizadas fueron las siguientes:

LOTE %DELIPIDO % DE AGUA % DE VITAMINA E

I 25 97.4 0.1
I 20 97.7 0.3
m 2.0 97.4 0.6
v 25 95.0 25
v 2.0 94.0 4.0
A7l 7.0 92.5 0.5
vl 1.0 91.0 8.0
AZ11 5.0 91.0 4.0
IX 1.0 98.0 1.0

Tabla 9. Proporciones de los componentes para el diagrama de predominio.

Las zonas de cada concentracion estan sefialadas en la figura 23 donde se
representa el diagrama temario de vitamina E:agua:fosfolipido.



Las caracteristicas de cada zona se muestran en la tabla 10.

ZONA CARACTERISTICAS DE LAS SUSPENSIONES
LIPOSOMALES

Suspension opaca ambar homtogénea estable.
Suspensién opaca ambar homogénea.
Suspensién lechoss con precipitado.
Suspensi6én opaca con precipitado ambar.
Suspensi6n lechosa con espuma en Ia
superficie.

Suspensién ambar oscuro con precipitado,
Suspension lechosa con esp y precipitado
S i6 b p y presenta

p con
precipitado.
Suspensitn opaca lechosa con espuma.

= Egs <Z2ERT

Tabla 10. Caracteristicas de las zonas de predominio del diagrama ternario.

10% , 90%

FOSFOLIPIDO Acua

o Vi1

0% - VITAMINA E 0%

100%

Finura- 23. Naarama Ternario Fosfol fpido:anua;Vitamina E.
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" APENDICE B.

Validacion del Tensiémetro Du NOUY Modificado

El procedimiento de validacion fué el mismo realizado por Villalobos y
Albarran (57), se utilizaron pesas de peso conocido, el tensiometro Du Nouy y
adaptadores para colocar las pesas.

Con pesas de referencia se hicieron combinaciones y estas masas se
convirtieron en dinas al multiplicarlos por la constante gravitacional (981cm/s?).

PESAS PESO REPORTADO (g)

1 0.9850

2 1.9945

4 4.9953

5 5.0048
COMBINACIONES PESOS (g) FUERZA(dinas) -
a 1 0.9850 966.29
b 2 1.9945 1956.60
c 1y2 2.9795 2922.39
[ 4 4.9953 4900.39
4 1y5 5.9898 5875.99
g 2y 5 6.9993 6866.31
h 1,2y5 7.9843 7832.60

Se realiz6 la prueba con dos analistas y las muestras fueron evaluadas
aleatoriamente.
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Gréfico 7. Grifico de validacién del Tensiématro de Du Nuy.



En la Tabla 11 se muestran los valores obtenidos en la validacion de fa
balanza de torsion.

CALIBRACION ¥ VALIDACION

b = 0.075979101 m = 5.593229834 exp -3
r = 0.999960981 r? = 0.999921965

§ = 25.07857143 yan = 13.429242

yon-1 = 13.46938931 % = 4470,152857

xon = 2400.887934 xon-1 = 2408.065492
Ly? = 135958.92 Ly = 4213.2 i

Ixy= 24250110,32 Ix? = 4325416945 .

Ix = 750985.68 n = 168.

ECUACION GENERAL DE UNA RECTA:
vy==mx +b
x = dinas
Yy = unidades del aparato

Yy = 5.593229834 exp -3 x + 0,075979101

Error estindar de la regresion

Zy? -bIZy- mZI xy
Sy/x = =0.119344091
{(n-.1)

Error estandar para la pendiente;'

35079677 exp=6' .

~—-=-Z.= 9.211166047 exp. -3
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Suma de cuadrados de la regresion

sCr = m(Zxy) +  bIy .- (Ey)2 /.xr.e ]
B réplicas por peso
‘de. pesos ensayados

scr = 30295.51851

Suma de cuadrados del error dé }g'grésién E

SCer = Ty? - mEXY - b'E 2.éé§§4i67
Suma de cuadrados del error puro L 7

Scep = T toda x [Z y? =/( ly):z”/r ].="1.3
Suma de cuadrados de la falta de ajuste ‘

scfa = SCer - SCep = 1.06434167

# de mediciones realizadas 168

Error estandar de regresion 0.119344091
Coeficiente de determinacion 0.999921965
Coeficiente de correlacion 0.999960981
Suma de cuadrados de regresion 30295,51851
Suma de cuadrados del error de regresion ~ 2.36434167
Suma de cuadrados del error puro 1.3

Suma de cuadrados de Ia falta de ajuste 1.06434167

Tabla 12. AnaAlisis de varianza para la curva de calibracién del
Tensibémetro Du NOUY. ,

FUENTE DE GRADOS DB sC
VARIACION LIBERTAD

REGRESION 1
ERROR DE n-2
REGRESION 166
FALTA DE

{n=2) -t (£-1)
AJUSTE - 13
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Como el valor de Fexp para la regresion es mayor al valor de F de tablas con
un grado de libertad para el numerador y 166 para el denominador y con un 99% de
confianza (F1,166,0.99 = 6.63) y como ademas el F exp para la falta de ajuste es
menor al F de tablas con 131/35 grados de libertad al 95 % de confianza
(F131,35,0.95 = 1.51) el modelo lineal es correcto para describir la relacion entre la
cantidad pesada y la lectura., tal relacion la observamos en el Grafico 7. Curva de
calibracién de la balanza de torsion .

A los datos de la tabla 11 se les realizo el analisis de varianza (disefio
factorial 2x2x7 completamente al azar) para evaluar REPRODUCIBILIDAD Y
REPETIBILIDAD.

REPRODUCIBILIDAD Y REPETIBILIDAD
apr
Totalj-ésimodia T.j.. =X £ T Xijkl = 4213.2

dpr
Total i-ésimo dia Ti... =2 T Z Xijkl = 4213,2

Xijkl = l-ésima observacion
i-ésimo analista
j-ésimo dia
k-ésimo peso

- Suma dé cuadrados total

“SCT =6 n (n) :
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Suma de cuadrados deBido alos factores -

adp _. _
sct =r E I Z(Xijk. - X....}?%= 27319.25743

Suma de cuadrados del error experimental
SCe = SCT - SCt = 2968.585415
Tabla 13, Tabla condensada de ANADEVA para evaluar la

reproducibilidad y repetibilidad de las mediciones del
aparato.

FUENTE DE GRADOS DE scC MC Fcal
VARIACION LIBERTAD
a-1 sCa .Sca/gla MCa/MCe
ANALISTA 1 0.045738- . 0.045738° .0.002157027
d-1 scd scd/gld MCd/MCa
DIA 1 0.053529 0.053529 0.0025244549 N
) adp (r-1) sce Sce/gle
ERROR 140 24668.585415  21.20418154

El F de tablas tanto para el factor analista como para el factor dia tiene un
grado de libertad para el numerador y 140 grados de libertad para el denominador,
con un nivel de confianza de 95%, y tiene un valor de (F1,140,0.95 = 3.90).

Como el F anterior es mayor a los valores de Fexp tanto para el factor dia
como al factor analista se dice que hay reproducibilidad entre analistas y entre dias.
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LINEARIDAD

Analizar por triplicado 5 diferentes pesos

Tabla 14. Datos de linearidad.

PESO ADICIONADO UNIDADES DEL- APARATO -

PESO EN g  DINAS 1 e e

0,9850 966.29

a
b 1.9948 1956.60
e 4.9953 4900.39
£ 5.,9898 - +.5875.99’
h

7.9843:" 832.60

Ty maTe)

0.89662;
£:0.53014

y .on = 2537.970936
7R =74306.374" S

% on-1'=72615. 684212 s

JEyE y=64481579 :

TRy, =:373862172.3 Txt = 373958109.9

Ixi= 54595 61 n= 15

“pt= pendneme experimental
o B ="pendiente tedrica
grados de libertad = n-2= 13
‘a= 0.95

SE* =X (y-7F)?/ n2=9.6464825 exp 12 -



Ix? =Tx? - ( Ix )? /n = 95785254.49 -

grados de libertad del error = 25, v o :
€ =bi-pz2/Sbl i ‘S:)Dlz"',‘; SE® /Ex?
Sbiz = 100709.473  Sbi = 317,34755
t intercepto = by - B3 / Sby =-0.08276542
t pendiente =M1 - My/ Sby = 1365659474 exp -5
Valor texp parala pendiente = 1.365659474 exp -5

Valor texp para el intercepto = - 0.08276542

Valor teorico de la t de student con 13 grados de libertad y un nivel

de significancia de 0.05 = 2.1604

Ya que el valor del coeficiente de correlacion es muy cercano a uno y los
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valores de F exp son menores a los F tedricos (tablas) estadisticamente se dice que
¢l método es lineal.

PRECISION Y EXACTITUD

Determinar 10 mediciones a un peso de (b) 1.9945g = 1956.5 dinas.

Tabla 15. Datos de presiciédn y exactitud.

! H.;Dm.;lmuhth!-‘ |

PESO ADICIONADO PESO DETERMINADO
b {unidades del aparato) {dinas)

10.9 1935.200451
10.9 1935.200451
11.0 1953,079209
- 11.0 1953.079209
- 10.9 1935,200451
‘11.0 5 g 1953,079209
,=10.9. . 1953.200451
11,0 . 5 ) .. .71953,079209

71100 5 . PO 1953.079209%
‘11,0 oL .0 ..1953.079208 -

"R =, 1948, 927706
: - Xo n-17:299,232545093;
Zx .

%G n ='8.758761328 . -
Ext = 37067113.52 [
_ri =710




Coeficiente de variacion (CV) = 0.450107231 (%)

Prueba t de student L
Ho=x =4 ' L 7;l='195‘¢i‘.6"
Ha = ; * B : ‘.
texp = ’ ‘(-."1‘.;2.]'.;85‘:”5":‘1.”3"‘ L

‘ fa[é)rsln'

' t.;“'é'x'= '6.5’65759052 S
P ( x - t(s/n)< n< X+ t(s/n))
Valor experimental de t de student

Como t experimental es menor’ aI iétodoes” exacto para esa
determinacion. T

El coeficiente de variacién es menor auno por lo que'se dlce que el método es
preciso.

SENSITIVIDAD

G = m /(Sx/y)= 0.046866416 dinas
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