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RESUMEN

RESUMEN

La oxitetraciclina, antibiético de amplio espectro, de baja solubilidad en
agua y de gran utilidad en medicina veterinaria se propuso como
antibidtico a utilizar en el sistema de liberacién controlada.

El fosfolipido empleado para la formacion de los agregados lipidicos fue la
fosfatidilcolina a partir de yema de huevo comunmente conocida como
lecitina de huevo. Para observar la influencia de la relacién entre
oxitetraciclina y fosfolipidos se propusieron relaciones 1:1, 1:10 y 1:100
asi como diferentes concentraciones de cloruro de sodio para observar la
influencia de la fuerza i6nica. Para la formacién de los liposomas se
empled la técnica de evaporacidén en fase reversa. Los liposomas formados
fueron caracterizados por tamafio de particula (dispersién de luz), nimero
de liposomas (microscopia Optica), porcentaje de encapsulacién
(ultracentrifugacién a 100000 rpm y cuantificacion del sobrenadante por
UV) y potencial zeta (zetdmetro) para posteriormente realizar los estudios
de liberacién empleando celdas de difusion de Franz.

Los resultados indican que los liposomas de oxitetraciclina funcionan como
sistema de liberacion controlada (SLC) y que factores a considerar para su
formulacién posterior son relacién oxitetraciclina/fosfatidilcolina- y fuerza
ionica; aunque no se descarta realizar estudios previos con mezclas de
fosfolipidos y demads excipientes de la formulacién para determinar como
afectan estos a la elaboracién de los liposomas y a la estabilidad.



INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

La produccién animal a gran escala ha favorecido el desarrollo de
productos que protegen la salud de los animales. Por razones econdmicas
y ambientales, muchas formas de produccién animal suponen la
concentraciéon de un gran nimero de animales en un espacio reducido. En
esta situacion, las infecciones subclinicas pueden dafiar seriamente la
productividad, ya que, en un momento dado, pueden alcanzar
proporciones clinicas y afectar rapidamente a todos los animales de ese
ambiente cerrado. Al manejarse un gran numero de animales la
administracion de farmacos, sobre todo cuando se hace uno por uno, es
dificil y tardado ademds que generalmente los tratamientos son con dosis
diarias.

éComo reducir la frecuencia de administraciones y mantener las
concentraciones terapéuticas de la oxitetraciclina en los animales? La
propuesta para resolver este problema, utilizando los avances hasta ahora
alcanzados por la Tecnologia Farmacéutica, es la implementacién de un
sistemma de liberacién controlada, en donde la liberacion de la
oxitetraciclina a partir de la forma farmacéutica permitird una prolongacién
del tiempo de liberaciéon del farmaco y serd controlado para seguir una
cinética preestablecida.

En el presente trabajo se realizé el estudio de liposomas como sistema de
liberacién controlada de oxitetracictina de donde se obtuvieron resultados
con los que se puede decir que los liposomas de oxitetraciclina son una
buena propuesta para la posterior formulacion de oxitetraciclina en forma
parenteral para su apficaciéon en bovinos.
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2 ANTECEDENTES
2.1 Los antibiéticos en veterinaria

Los antibiéticos se empezaron a utilizar en medicina veterinaria poco
después de su aplicaciéon en medicina humana. Hoy en dia la gran variedad
de antibidticos existentes permite el tratamiento de enfermedades
infecciosas que afectan tanto a los animales de compafiia como a los
destinados al consumo humano, contribuyendo asi a mantener la salud de
fa poblacion.

El empleo de antibidticos en animales de compaifiia tiene fines
fundamentalmente terapéuticos y a veces profildcticos, mientras que en
los animales productores de alimentos también se pueden utilizar como
promotores del crecimiento afadiéndolos en el alimento en dosis
subterapéuticas durante periodos de tiempo relativamente prolongados.

La practica de incluir antibiéticos en la alimentacion de los animales esta
muy extendida desde que en 1950 Stokstad y Jukes observaron que tras
la administracion de pequefias dosis de clortetraciclina aumentaba su
ritmo de crecimiento®.

Los mecanismos mediante los cuales los antibiticos aceleran el
crecimiento y favorecen un mayor aumento de peso en los animales que
los consumen no se conocen bien. Se cree que la forma en que promueven
el crecimiento se debe a la eliminacién de organismos causantes de
infecciones subclinicas, a la reduccién de sustancias téxicas, como el
amoniaco, que retardan el crecimiento, y a la menor destrucciéon y
competencia por nutrientes en el tracto gastrointestinal por parte de los
microorganismos2. Como consecuencia existe una mayor capacidad de
adaptacién de los animales a los cambios de alimentaciéon y manejo, y una
disminucion de enfermedades causadas por el transporte y los cambios de
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ambiente, con lo cual se logran mayores ganancias de peso, con menor
cantidad de alimento consumido, en periodos menores de tiempo®

Tras la administracién de antibidticos en veterinaria es necesario respetar
un plazo de espera o periodo de supresion antes de utilizar la carne, leche,
huevos o cualquiér producto animal, para que el antibiético haya sido
eliminado totalmente y no queden residuos o que éstos se encuentren por
debajo del limite maximo de residuos fijado en cada caso.

En granjas y ranchos de gran produccién se manejan miles de animales,
por lo que la administracién de fadrmaco para profilaxis ¢ tratamiento se
vuelve una tarea dificil y cansada para las personas responsables de la
administraciéon de farmaco, sobre todo si esto se tiene que hacer uno por
uno de los animales (administracion de tabletas, inyecciones, etc.), tal es
el caso de la oxitetraciclina, antibidtico de amplio espectro utilizado para
varias enfermedades en bovinos, caprinos, porcinos y aves. La
oxitetraciclina se administra preferentemente via intramuscular ya que es
un farmaco sensible al contacto con el aire, a la exposicion de la luz y a
cambios de températura por lo que no se recomienda su administracién en
mezcla con el alimento, aunado a esto las administraciones son
recomendadas por los médicos veterinarios cada 24 horas.

2.2 éQué es la oxitetraciclina?

La oxitetraciclina pertenece a la familia de las tetraciclinas.. Las
tetraciclinas son antibidticos de amplio espectro activas contra
grampositivos y gramnegativos aerobios y anaerobios, rickettsias,
micoplasmas y clamidias®. La oxitetraciclina tiene como principal diferencia
estructural de las demas tetraciclinas la presencia del grupo hidroxilo en la



ANTECEDENTES

posicion 5 de la estructura base como se puede apreciar en la tabla

siguiente:

N
Compuesto Sustituyente (s) Posicion
Clortetraciclina -Cl 7
Oxitetraciclina -OH, -H S
Demeclociclina -OH, -H, -ClI 6,7
Metaciclina - OH, - H, = CH2 5 6
Doxiciclina -0OH, -H,-CH3, - H 5 6
Minociclina - H, - H, - N(CHa3)2 6,7

2.2.1 Ficha Técnica de la oxitetraciclina®

Nombre 4-(dimetilamino)-1,4,4,5,5¢q,6,11,12a-hexahidroxi-6-
quimico:. metil-1,11-dioxo-2-naftacencarboxamida
L Biostat (Pfizer), Terramicina (Pfizer)Stecsolin (Squibb),
Sinénimos: )
Imperacin (ICI).
Peso
460.434 g/mol
molecular:

Polvo cristalino amarillo, poco soluble en agua. Se
disuelve facilmente en soluciones diluidas acidas 6
alcalinas

Descripcion
fisica
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Rotacién
éptica: -203° a - 216°(0.250g en solucién de HCI 0.1 M)
Método de
obtencién: A partir de cultivos de streptomyces rimosus
Mecanismo de |Inhibe la sintesis de proteinas uniéndose a la subunidad
accioén: 30s de los ribosomas bacterianos.

Inyeccién intramuscular (no muy recomendada por
Via de causar dolor e irritacion), intravenosa lenta o

administracién: | subcitanea, por via intrauterina, oral o tépica, segun sea
el caso y las necesidades del tratamiento.

Se produce en estomago y en intestino delgado superior.
Disminuida por los alimentos. La oxitetraciclina se
absorbe medianamente (60 - 80%), presenta una vida
media de 6 a 12 h y su velocidad de absorcién es muy
lenta ya que la concentracién plasmatica de una solo

Absorcién:

dosis se logra en 4 horas

2.2.2 Usos clinicos

La oxitetraciclina es recomendada en medicina veterinaria para los
siguientes padecimientos®

Enfermedad Bacteria
Rinitis Astrofica Pasteurella haemolytica
Pasteurella multocida
Bordetella bronchiseptica

Onfalitis Corynebacterium pyogenes .
E. coli
Staphylococcus aureus
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Streptococcus agalactiae
Streptococcus uberis

Metritis E. coli

Streptococcus pyogenes
Pasteurelosis y enfermedades del Pasteurella haemolytica
tracto respiratorio Pasteurella multocida
Septicemia Salmonella dublin

Streptococcus pyogenes

Erisipela Erysepelothrix rhusiopahtiae

2.2.3 Dosis

Bovinos: 20 mg/ kg de peso vivo por via parenterat®.

2.3 Sistemas de liberacién

Si se exceptia el caso concreto de la administracién por infusién
intravenosa continua, puede sefialarse que las formas farmacéuticas
convencionales de dosificacion de medicamentos, presentan ciertos
inconvenientes o limitaciones, para alcanzar el fin que se persigue en un
sistema de liberacién controlada. La liberacién del principio activo, a partir
de la forma de administracion, se produce generalmente de una manera
brusca y rdpida, lo que se traduce en el organismo, en una gran
fluctuacién entre las concentraciones mdxima y minima que se obtienen,
tanto en el plasma, como en los diferentes tejidos, lo que puede traer
riesgo de toxicidad en algunos casos, o pérdida de eficacia en otros,
dentro del intervalo de dosificacién aplicado.

Para salvar estas dificultades se puede utilizar farmacos de vida media de
eliminacién mas prolongada, o bien acortando la frecuencia de
administracién. En el primer caso, teniendo en cuenta que el estado
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estacionario se alcanza cuando se igualan las velocidades de absorcion y
de eliminacién del farmaco, se va a producir una acumulacidon de fadrmaco
(6 metabolitos), con el perjuicio que ello representa para el paciente,
sobre todo en situaciones de tratamientos prolongados. En el segundo
caso, dada la mayor complejidad terapéutica que representa esta forma de
proceder, puede ‘comprometerse el cumplimiento de la prescripcion por
parte del enfermo y por tanto, la propia eficacia del tratamiento que se
pretende.

Asi surgieron las formas farmacéuticas de liberacién retardada (el fArmaco
se libera global y masivamente, pero no de forma inmediata a su
administraciéon sino al cabo de un cierto tiempo prefijado), de liberacién
prolongada (tras la liberacion inmediata de una dosis inicial de principio
activo continua liberando cantidades que aseguran niveles plasmaticos
terapéuticos durante al menos 6-8 horas) y formas de liberacién sostenida
(después de la cesién inicial de farmaco la liberacién se prolonga durante
un tiempo relativamente largo, normaimente 24horas). Hoy se prefiere el
término, mas general, de formas farmacéuticas o sistemas de liberacién
modificada donde se incluyen todas aquellas que en su disefio intervienen,
de una u otra forma, modificaciones en el proceso tecnoldgico que son
determinantes del lugar de liberaciobn (formas o sistemas de liberacidn
diferida, que incluyen las formas enterosolubles y las de liberacion
colénica) y del control de la liberacién del fadrmaco (formas o sistemas de
liberacidon controlada), la diferencia entre ellas se aprecia claramente en la
figura 1. Las formas de liberacidén controlada permiten la prolongacion del
tiempo de cesidn del principio activo a partir de la forma de dosificacion,
como sucede en la concepcidn clasica (prolongada o sostenida) y, ademas,
controlan su liberacidon para que ésta se realice de acuerdo con una
cinética preestablecida y reproducibie que también involucra el lugar de
accién (ubicacién espacial y liberacion temporal). Para el correcto

8
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funcionamiento farmacocinético de un sistema de liberacién controlada el
factor limitante de la absorcion del farmaco sera el de su liberacién a partir
del dispositivo terapéutico’.

Concentracién plasmitica

tiempo

Figura 1. Niveles plasmaticos vs. tiempo para una forma farmacéutica
convencional y diferentes sistemas de liberacion de activos: I)
Liberacién convencional o inmediata; I1) Liberacién inmediata doble
dosis; III) Liberacién a velocidad constante (SLC 6 infusién LV,
continua); IV) Liberacién repetida; V) Liberacién prolongada; VI)
Liberacién retardada o diferida.

En sintesis, puede concluirse que sistemas de liberacidn controlada
aportan como ventaja, frente a las formas convencionales, el hecho de que
permiten obtener a lo largo de todo el intervalo de dosificacion del
medicamento, unos niveles plasmadticos vy tisulares sostenidos vy
terapéuticos, con menores fluctuaciones entre el maximo y el minimo, lo
que conlleva por otra parte a un mejor aprovechamiento y rendimiento del
farmaco utilizado. Por ello, la cantidad de farmaco administrada, en
términos absolutos, se reduce significativamente, en comparacién con
formas farmacéuticas convencionales, lo que representa a su vez un
menor riesgo de aparicion de efectos colaterales no deseables. Ademas,
simplifican notablemente el régimen posoldgico, con lo que mejoran
sensiblemente el cumplimiento de la prescripcion por parte del paciente’-8.
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2.3.1 Liposomas como sistemas de liberacién

El empleo de liposomas en terapéutica ha demostrado su potencial como
sistemas para la liberacién de farmacos®. Dependiendo de su naturaleza
(composicién lipidica!®!?, tamafio!®!3, carga superficial'®), del farmaco
encapsulado!®® y de los componentes de la forma farmacéutica final, la
formulacién liposémica puede favorecer la accion local’’ o la sistémica’®de
farmacos de diversos grupos farmacolégicos, tal es el caso de liposomas
de ibuprofeno, este farmaco se administra en la epidural como tratamiento
para el dolor, pero su corto tiempo de accién y lo traumatico de la
administracion la dosificacién continua es penosa para el paciente. Con
liposomas de ibuprofeno se consigue en una sola administracion una
liberaciéon controlada de ibuprofeno aumentando el tiempo de acciéon
dentro del organismo?’

Los liposomas presentan como ventajas para su uso farmacéutico su
capacidad para contener, transportar y ceder principios activos
terapéuticos, asi como que sus componentes no son tdéxicos, son
biodegradables y pueden incorporar una gran variedad de farmacos de
naturaleza hidrofilica o hidrofébica®

2.3.1.1 Definicion de liposomas

Los liposomas son vesiculas (esferas huecas) formadas por bicapas
lipidicas (generalmente fosfolipidos) que incluyen en su interior un
pequeno volumen de disolvente en que han sido preparados. Estos se
forman cuando los fosfolipidos estan dispersos en un medio acuoso
formando una poblaciéon de vesiculas con variados rangos de tamaiio que
van desde diez nandémetros hasta diez micras de didmetro?®

10
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La estructura de bicapa lipidica no es exclusiva de los liposomas ya que
esta conformaciéon se encuentra en todas las membranas biolégicas en
donde ademas de incluirse la fosfolipidos encontramos proteinas y

carbohidratos (Figura 2).

Dobte capa itpidica

Membrana celular

Figura 2. Representacién de la membrana celular y de liposomas.

Dada la similitud entre los liposomas y las membranas celulares estos son
empleados en farmacia para el transporte de farmacos, es decir, como
vehiculos por mimetizar a las membranas dando lugar al desarrollo de
targeting®! (especifico para cierto tipo de células u érganos).

Cuando se incluye un farmaco en liposomas este queda atrapado en el
centro del liposoma si se trata de un farmaco soluble en agua pero si es
insoluble o poco soluble este se vera atrapado en la fase lipidica del
liposoma (entre las cadenas alifaticas?®) como se ejemplifica en la figura 3.

11
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A B

Figura 3. En la ilustracién A) muestra un liposoma multilaminar que
tiene encapsulado farmaco en las zonas hidrofilicas, en B) se muestra
a un liposoma unilaminar que tiene encapsulado dos farmacos uno de
los cuales es hidrosoluble y se encuentra en el interior del liposoma y
otro liposoluble que se encuentra atrapado entre las cadenas alifaticas.

2.3.1.2 Composicion y clasificacion

Los liposomas estan formados mayoritariamente por fosfolipidos. Los
fosfolipidos son una clase de moléculas que tienen una cabeza polar con
un atomo de fdésforo y dos cadenas (colas) no polares formadas a partir de
hidrocarburos. Dada esta conformacion se clasifican como moléculas
anfifilicas, ademads por tener actividad superficial reciben en nombre de

tensoactivos.

Hay muchas especies de fosfolipidos ya que se pueden combinar diferentes
cabezas polares y diferentes tipos de cadenas hidrocarbonadas (Figura 4 y

figura 5).

12
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Grupo Cabeza Nombre
o=5|-—o' u,c\ on
A Colina
Hy cHy
o
o Etanolamina
Ho/\/"”’
Serina
HO' OH
N
b Hy
HO/\<L/\OH Glicerol
H
OH oH

°“ Inosito!

Figura 4. Representacién del grupo fosfatidil y tos diferentes grupos
que funcionan como cabeza polar de la molécula, por ejemplo,
fosfatidilinositol. .

13
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Figura 5. Muestra algunas de las diferentes fosfatidilcolinas que
tienen en comun la colina como cabeza polar y difieren en las cadenas
acilicas.
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La formacion de agregados lipidicos en agua depende de varios factores
como la concentracién de fosfolipidos??, temperatura?3, fuerza i6nica?*25 y
presencia de otras moléculas. Cuando un fosfolipido es adicionado
progresivamente en agua se va disolviendo en el bulto y formando una
pelicula entre el agua y el aire, conforme se va adicionando mas
tensoactivo resulta la formacién de agregados, los primeros agregados se
forman cuando la concentracién es igual a la concentracién critica micelar
{(CMC) es decir la concentracién minima necesaria para obtener una micela
estable?®

La formaciéon de los liposomas no se da inmediatamente después de
agregar los fosfolipidos al medio sino que dadas las caracteristicas de las
cadenas hidrocarbonadas se observan fases de transicion conocidas como
mesofases dependientes de los cambios de temperatura e hidratacion de
las moléculas dando lugar a formas termodindmicas mas favorables?’

Las fases cominmente encontradas en sistemas agua-lipidos son:

Fase laminar (L)

Las moléculas estan ordenas en dos dimensiones. Esta fase representa el
arreglo mas comtun de los fosfolipidos en las membranas bioldgicas.

Hexagonal I (Hy)

Los fosfolipidos estdn organizados en forma de cilindros con la cabeza
polar hacia fuera (orientada al agua) Estos cilindros presentan un arreglo
hexagonal.

15
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En este caso las cadenas alifdaticas se encuentran orientadas hacia fuera
(orientadas a la fase oleosa) formando cilindros, las cabezas polares estdn
orientadas hacia el centro de la esfera formando una pelicula continua

orientada hacia el agua.
Cubica (Q)

Fase discontinua constituida de micelas esféricas con las cabezas polares
formando una pelicula continua orientada hacia fuera (agua).

Incremento de la hidratacion

¢

»

= e
Fosfolipidos de
dgl;le Fosfolipidos de doble cadena larga

Figura 6. Representacién grafica de las fases encontradas en sistemas "
agua-lipidos dependientes de los cambios de hidratacién.

Ademas del tipo de agregados los liposomas se clasifican de acuerdo a su
tamafo y numero de bicapas:
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MLV
oLv
uv
Suv
MUV
LUV
Guv
MVvvV

Vesiculas grandes muliticapas, > 0.5 um
Vesiculas oligocapas, 0.1-1 um
Vesiculas unicapa, cualquier tamaiio

"Vesiculas unicapa pequefias, 20-100 nm

Vesiculas unicapa de tamaiio medio
Vesiculas unicapa grandes, > 100 nm
Vesiculas unicapa gigantes, > 1 um
Vesiculas multivesiculares, > 1 uym

Capllar 4

Quilomicron
Virus T
Plaquetas +
Globulos I
rojos T T
25nm 250 nm 2500nm
0.025 0.25 2.5
micas micres miaess

> 10 micras

Figura 7. Comparacion entre de diferentes tamaiios de liposomas y estructuras
fisioloégicas

2.3.1.3.Metabolismo de liposomas

Dependiendo de su tamafio, carga eléctrica y composicién, en el plasma
sanguineo los liposomas son atacados por lipoproteinas y opsoninas, y
después fagocitados por monocitos y macrofagos, que los conducen a los
organos del sistema reticuloendotelial y a

infeccién.

los sitios donde reside

la

Los liposomas pueden interaccionar con las células de cuatro formas® que

se mencionan a continuacion:
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« Endocitosis por células fagocitarias

« Absorcion a la superficie celular

e Fusion a la membrana plasmatica

e Transferencia de lipidos liposémicos a membranas celulares y

vicerversa.

2.3.1.4 Técnicas de preparacién

En el laboratorio el método mdas empleado para elaborar liposomas es el
conocido como evaporacion en fase reversa®® (Figura 8) que consiste en
disolver los fosfolipidos en un disolvente orgdnico, después se somete a
evaporacion total del disolvente formando una pelicula en ia pared del
recipiente, posteriormente se vierte una disolucién acuosa y se agita
enérgicamente. Los lipidos se agregan formando vesiculas de formas y
tamafios variables. Para lograr que se tengan formas y tamaifios
homogéneos la solucibn se somete a ultrasonificacion garantizando
tamafios pequenos y formas uniformes.

Figura 8. Método de evaporacién en fase reversa
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En la actualidad se comercializan peliculas lipidicas secas?® de donde se
obtienen liposomas al agregar a la pelicula una solucién acuosa y se agita
enérgicamente.

2.3.1.5 Caracterizacién de liposomas

En el estudio de liposomas merece la peria estudiar diferentes
caracteristicas que estan relacionadas con la liberacidén del farmaco y sus
propiedades de estabilidad fisica. Asi la mayoria de los trabajos de la
literatura reportan los siguientes:

1) Fisicas: Morfologia (unilaminar, multilaminar), tamafio de particula,
nimero de liposomas, homogeneidad de la muestra y carga en la
superficie (potencial zeta que se refiere a la carga en la superficie que
tienen las particulas y que permite que se desplacen dentro de un campo
eléctrico. El valor debe estar por encima de + 20 mV para que no se
produzca el fenémeno de agregacién®

2) Encapsulacién: Porcentaje de farmaco encapsulado dentro del liposoma
y reportado como porcentaje de encapsulacién. Generalmente se cuantifica

la cantidad de fadrmaco libre y se resta a la cantidad inicial de farmaco.

3) Estudios de establlidad: Verificacién del tiempo de agregacién y fusion
de los liposomas asi como su vida media de anaquel.

4) Estudios de liberacién del farmaco: Difusién en celdas de Franz con
membranas sintéticas, animal 6 humana.
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2.3.1.6 La lecitina y su importancia en los liposomas

De los fosfolipidos mas empleados para la preparacién de liposomas se
encuentra la fosfatidilcolina 6 comunmente llamada Lecitina. La lecitina es
una mezcla de fosfolipidos que tienen en comin como cabeza polar a la
colina y difieren entre ellos por las cadenas acilicas.

Los acidos grasos y los porcentajes promedio que se encuentran en la
ccomposicidn de la lecitina de yema de huevo con la que se trabajo en el
presente estudio se presenta en la tabla siguiente20

Peso
Acido graso Férmula cadena Porcentaje
molecular
Ac. Palmitico C32H6204 1733 35.5
Ac. Estearico C36H7004 789 13.5
Ac. Oleico C36H6604 785 26.8
Ac. Cis,cis-6,9-octadienoico C36H6204 781 5.7
Ac. y-linoléico C36H5804 777 0.2
Ac. Araquidonoico C40H6204 829 1.0
Ac. All cis-5,8,11,14,17- 3.6
C40H5804 825
eicosapentanoico
Ac. All cis-7,10,13,16,19-
C44H6604 881 1.3
docasapentanoico
Ac. All-4,7,10,13,16,19-
C44H6204 877 1.26
docosapentanoico
Peso molecular promedio 781.66 g/mol
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2.3.1.7 Ficha Técnica de Ia lecitina de huevo®3°

R

\

R—O

R = cadenas acilicas

CHs

o N
D e
I
—P—0

e

Nombre cientifico

(3-sn-fosfatidil)colina
1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina (IUPAC)
Ester diglicérido del acido colinofosférico

Numero CAS Fosfatidilcolina (8002-43-5)

Descripcidn fisica Granular o grasa

Color Amarilla

Punto de fusion 180°C con descomposicion
H (al 1% en una solucién 1%

ge l\faCI) 5.5-7.5

Rotacion especifica (al 10%

en CHCI3:CH30H:H20 7°

65:25:4 v/v/v)

Soluble en

Etanol, propilenglicol, tolueno, hexano, éter,
cloroformo, éter de petréieo

Ligeramente soluble en

Acetona y acetato de metilo

Dispersable en

Agua

Condiciones de
almacenamiento

La lecitina puede almacenarse a temperatura
ambiente (max 20°C) en lugares secos bajo una
atmosfera de gas inerte.

21




ANTECEDENTES

2.3.1.8 Aplicaciones de Ia lecitina

Administraciones parenterales

Los liposomas previenen el dafio de las membranas en el higado producido
por farmacos o sustancias hepatéxicas, como menciona Werner et al
durante el tratamiento con cisplatino en cancer, este farmaco produce
hepatocidad lo cual se disminuye el dafio cuando el cisplatino se encuentra
encapsulado en liposomas3!. Los liposomas de lecitina son utilizados en
estos casos como sistemas acarreadores de farmacos32.

Administraciones orales

La alta concentracion de fosfatidiicolina puede usarse como fuente de
colina en el tratamiento de enfermedades con deficiencia de colina.

La lecitina protege a la mucosa gastrica de efectos agresivos de algunos
medicamentos, por ejemplo la aparicion de dlceras es minimizado con
fosfatidilcolina durante el tratamiento de reumatismo'®

Administracién tépica

La lecitina ha sido empleada en el uso tépico por mds de 25 aiios.
Essaven® incluye en su formulacion lecitina ademas de eosina y heparina
usada en el tratamiento de enfermedades de las venas. Los liposomas a
partir de lecitina incrementan la efectividad del econazol en el tratamiento
de micosis®3e incrementa la penetracion de formacos a través de la piel®*
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Aplicaciones cosméticas

Los liposomas aumentan la humedad de la piel*® y disminuyen el grosor de
la piel ademas de proveer de una fuente de acidos grasos esenciales.

Otras aplicaciones

Los liposomas a partir de lecitina son apropiados para encapsulacion de
proteinas que formuladas con enzimas aceleran la fermentacién durante ia
fabricacién de queso®

También se pueden encapsular proteinas sensibles a la temperatura ya
que los fosfolipidos presentan una baja temperatura de transicion en
medios acuosos>’

Los liposomas y los fosfolipidos estabilizan a las siguientes sustancias
quimicas en agua: Vitaminas solubles en lipidos, Aceites y grasas,
Aldehidos y cetonas insolubles en agua¥, Esteroides, Antioxidantes
solubles en lipidos.

2.4 Estudios de liberacion

Los estudios de difusidon in vitro se realizan con la finalidad de evaluvar y
predecir el nivel de difusion de un farmaco a través de una membrana.
Dichos estudios se pueden llevar a cabo utilizando celdas de difusién ya
sea con una solucion o suspensién del fdrmaco para determinar la
absorcién que presentan, ademas pueden realizarse estudios para otras
formas farmacéuticas como geles, cremas, pomadas y parches para
estudiar la influencia de los excipientes en la formulacién asi como seguir
cinéticas de liberacion para los sistemas de liberacién modificada’.
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2.4.1 Celdas de difusién de Franz

Los diferentes sistemas para determinar el paso de un farmaco a través de
una membrana constan de dos compartimentos, uno donador en el cual se
aplica la forma farmaceéutica, y uno receptor en el cual se cuantifica el
farmaco. El sistema entero es homogéneo y es mantenido a una
temperatura definida y velocidad de agitacién constante. Entre los dos
compartimentos se coloca una membrana de diferente naturaleza: animal,
humana o sintética, el farmaco es determinado por cuantificacion de las
muestras obtenidas de la cdamara receptora de donde se extrae un
volumen conocido de medio y se renueva con medio nuevo con el fin de
mantener el contacto entre la membrana y el medio receptor y condiciones
Sink (cantidad de soluto en el medio que permite alcanzar una
concentracion maxima, por 1o menos 10 veces por debajo del pardametro
de solubilidad). La muestra es protegida de la exposicién con el aire y de
esta manera prevenir la evaporaciéon y cambios en la composicion de la
muestra.

Entre los diferentes sistemas descritos, la celda de FRANZ (1978) ha sido
empleada en la mayoria de los trabajos publicados y puede considerarse
como la celda de referencia como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Celda de Difusién de Franz

Muchos parametros pueden influir en la difusién del farmaco utilizando
celdas de Franz, como por ejemplo:

+ El compartimiento receptor y especialmente su temperatura Y
velocidad de agitacion.

e El medio receptor. Este es mas 0 menos complejo de acuerdo a la
membrana utilizada, por ejemplo cuando se emplean membranas
naturales el medio receptor debe de contener todo {o necesario para
simular condiciones biolGgicas, ademds de poder utilizarse para
mantener las condiciones de la membrana.

« El tipo y la naturaleza de la membrana empleada.

25



OBJETIVOS

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo General

Estudiar los factores fisicoquimicos que influyen en la elaboracién de
liposomas como sistemas de liberacidn controlada de Oxitetraciclina

3.2 Objetivos Particulares

- Elaborar liposomas con oxitetraciclina utilizando el método de
evaporacion en fase reversa.

- Observar como la concentracién de sales en el medio influencia en el
nimero, tamaiio, potencial zeta y carga de liposomas asi como en la
velocidad de liberacién de la oxitetraciclina.

- Estudiar la influencia de la relacién oxitetraciclina/fosfatidilcolina en el
numero, tamafio, potencial zeta, carga de liposomas y en la velocidad de
liberacion de la oxitetraciclina.

- Conocer de liberacién de oxitetraciciina empleando celdas de difusién de

Franz.

- Determinar si los liposomas de oxitetraciclina funcionan como un sistema
de liberacion controfada.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reactivos

Lecitina de huevo Aldrich

Oxitetraciclina Base BP98

Lote 20010811-2. Donacién Laboratorios Aranda S.A. de C.V.

NaH2PO, Grado analitico Baker
NaOH Grado analitico Baker
CH2Cl2 Grado analitico Baker
NaCl Grado analitico Baker

4.2 Material y equipo

Rotavapor Heinpold

Nanosizer Malvern Instruments
Microscopio optico Olympia

Celdas de difusion de Franz (5 mL) Modificada
Espectrofotometro UV-visible Ocean optics
Sonicador Cole Palmer 8890
Ultracentrifuga - Beckman

Spectrapore, spectrum

Membrana celulosa
12000-14000 daltons
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4.3 Metodologia

Para lievar a cabo este trabajo se siguié el siguiente diagrama de flujo:

CH2CI2

(Rotavapor)

v

Lecitina / DCM

Evaporacién |

Recuperacién de

pelicula con

Oxi/buffer con

agitacién

Caracterizacién

de li

0S0mMa.

S

olucion de

recuperacién

(Oxi/fagua &

Oxi/buffer con

diferente

concentracién de|
NacCl)

Lectura en UV

|

:

!

y
I Morfologia I t;llumero de Tama‘no de IP otencial 2 etal istt.ldlcol d: Porcentaje de
- Celdas d
. eldas de P
Microscopia Microscopia Nanosizer Zetdmetro difusién de Espectroscopia
optica Optica E uv
ranz |
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4.3.1 Formacion de liposomas

El método empleado para la preparacion de los liposomas con
oxitetraciclina fue el método de evaporacién en fase reversa. El disolvente
orgdnico que se empled para la formacién de la pelicula de lecitina es
Diclorometano (CH>Cl>) y la solucién de recuperacion es fase acuosa con O
sin buffer y ajustando la concentracién de sates con NaCl.

Para verificar la influencia de la cantidad de fosfolipidos en el tamaiio y
numero de liposomas y su directa contribucién en la liberacién controlada
de oxitetraciclina a partir de este sistema se propusieron las siguiente
relaciones molares de oxitetraciclina/lecitina.

Relacién molar
1:1 1:10 1:100 Disolvente
Oxitetraciclina|3.087e-4 3.087e-4 3.087e-4 Agua/buffer
Lecitina 3.087e-4 3.087e-3 3.087e-2 CH2Cl>

Se consideré6 como 1 de oxitetraciclina 3.087e-4 M porque en estas
condiciones experimentales es la cantidad mdaxima solubilizada del
principio activo.

Para la recuperacion de la capa lipidica formada en el fondo del matraz se
prepararon disoluciones acuosas con diferentes concentraciones de NaCi
(0, 0.079, 0.12, 0.15, 0.22, 0.42 y 0.85 M) para observar la influencia de
la concentraciéon de sales en la formacién de liposomas, porcentaje de
encapsulacién y en la liberacion de la oxitetraciclina.
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Se colocd 1a solucién de PC/DCM en un matraz de bola de 1000 mL y se
evaporo el disolvente en el rotavapor a 40°C a 90 rpm hasta sequedad.

Se retiré el matraz con la pelicula de lecitina formada en el fondo y se
agregd la solucién de recuperacidén agitando durante 10 minutos hasta el

desprendimiento de ia pelicula.

La suspension de liposomas en agua se envasé en recipientes de vidrio y
se Hevaron a sonicar durante 1 h a temperatura ambiente.
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4.3.2 Caracterizacién de liposomas
4.3.2.1 Ndmero de liposomas

Se tomé una muestra representativa de la suspension de liposomas,
previa agitacién, y se observé al microscopio 6ptico con el objetivo de 40X.
Se determiné la cantidad de liposomas contando 50 campos y
determinando el promedio por cada muestra.

4.3.2.2 Tamaiio de los liposomas y Potencial zeta

Se emple6 el Zetasizer®, que muestra la distribucién de tamaio de los
liposomas en la muestra. En este mismo equipo en la modalidad de
potencial zeta se midié la carga de superficie para cada una de las

muestras.
4.3.2.3 Carga de los liposomas

Para verificar la eficiencia de encapsulacién de los liposomas se tomé
lectura de la solucibn madre de oxitetraciclina en agua y buffer,
respectivamente. Las muestras obtenidas en la recuperaciéon y formacion
de los liposomas se llevaron a ultracentrifugacién a 100000 rpm, primero
durante 1 h recuperando el sobrenadante y eliminando el exceso de
lecitina y sometiendo nuevamente las muestras a ultracentrifugacion
(100000 rpm), durante 5 h. Todo esto manteniendo una temperatura
constante de 20°C para posteriormente cuantificar la oxitetraciclina por
espectrofotometria UV-VIS.
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4.3.2.4 Estudios de liberacién controlada de liposomas con
oxitetraciclina en celdas de difusién de Franz

Para este estudio no se emplearon las celdas de difusién comerciales de ia
celda de Franz (Figura 10, inciso a) sino que se empled una versién
modificada de la celda de difusién de Franz (Figura 10, inciso b), donde la
principal diferencia radica en que en la celda comerciat de Franz se tiene
que tomar una alicuota del medio receptor al tiempo establecido para las
condiciones experimentales y recuperar con medio “nuevo” por lo que se
debe considerar un factor de dilucién en cada una de las medidas ademas
de que la membrana queda por algunos instantes sin el contacto con el
medio receptor. La celda de difusién de Franz modificada no requiere de
tomar muestras en ningun tiempo ya que se acondicioné de manera que la
cdmara receptora es una celda de cuarzo que se instala directamente en el
equipo de UV-VIS con temperatura controlada dando como ventajas que
no se considera ningln tipo de dilucién y que la membrana siempre estd
en contacto con el medio receptor, ademas de que durante periodos largos
de tiempo (8 a 24 horas) el equipo se puede programar de manera que no
es necesaria la presencia del operador durante ese tiempo.

- S
==
- =
ToMA DEY tector UV-Vis —]
MUESTRAS i Celda de cuarzo
RECEPTOR Receptor
—_— £ =
Bano t!ontrol de temperatura
a) b)

Figura 10. a) Celda de difusién de Franz comercial y b) celda de
difusién de Franz modificada.
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Se consideré como sistema receptor buffer de fosfatos 0.1 M para simular
fluido biolégico. Se colocd en el espacio interceldas membrana de celofan
como medio de difusién. En la cdmara superior se colocaron 3 mL de una
dispersion de liposomas previamente homogenizado y buffer en la celda
receptor manteniendo una temperatura constante de 37°C por un periodo
de 24 h. Se tomaron muestras cada 10 minutos y se cuantificé la cantidad
de oxitetraciclina por UV-visible,
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S RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Aspecto de las dispersiones

La morfologia de los liposomas en general tiende a ser homogénea entre las
muestras de cada serie. Para la serie de 1:1 la apariencia fisica de las
muestras es ligeramente turbia sin separacion de fases (observacioén diaria
por 15 dias) tiempo en el cual no se observaron precipitaciones o separacion
de fases. El aspecto de las muestras de las series 1:10 y 1:100 es de una
suspension lechosa de color amarillo pdlido que a las 24 h se separa en dos

fases y es facilmente resuspendible (Figura 11)

Figura 11. En a) se muestra el aspecto de la serie 1:1 en donde se
puede apreciar que las muestras son translicidas y que no hay
separacién de fases; b) muestra la apariencia de 1:10 después de sonicar
durante 1 h. A las 24 horas se aprecié una separacién de fases donde la
fase lipidica fue menor; c) muestra la apariencia para la relacién 1:100
donde se observa claramente que después de 24 horas existe la
presencia de dos fases pero que es facilmente resuspendible y de aspecto
homogéneo como se aprecia en d).

En el microscopio 6ptico se observé en general que para las relaciones 1:1
(Figura 12) las muestras presentan un menor numero de liposomas y sélo se
cuantificaron los que se apreciaban a este aumento. Para el niumero de
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liposomas mas pequefios (nm) que no se aprecian por microscopia optica se
corroboré esta tendencia con la distribucién de nimero y tamafio de los
resuitados obtenidos con el Zetasizer. Para las relaciones 1:10 y 1:100
(Figura 9) se observan las mismas tendencias dentro de la misma relacién y
la apreciacion de muestras al microscopio junto con los resultados del
Zetasizer indican la distribucion homogénea de tamaiios de los liposomas es

estas relaciones.

C

Figura 12 Microscopia éptica 40X de oxitetraciclina y PC.
A)1:1,8)1:10y C)1:100
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5.2 Caracterizacion de liposomas

En la tabla 1 se muestran

los resultados de la caracterizaciéon de los

liposomas para cada uno de los sistemas, cabe mencionar que las variables
oxitetraciclina/fosfatidilcolina
concentracién de sales en el medio por lo que las otras cuatro variables

independientes son la

(ndimero, tamaiio,

relacién

% encapsulamiento y potencial

la

zeta) son variables

dependientes y que sus valores se obtuvieron experimentalmente lo que

obviamente lHleva a que todas ellas se encuentren estrechamente
relacionadas.

Concentracién| Nimero de Tamaiio % Potencial

de sales (M) | liposomas [promedio (nm)lencapsulamiento] Zeta (mV)

A1:1 0 10 570 93.72 -41.4
A1:10 0 200 600 93.6 -42.1
A1:100 0 800 670 93.18 -
1B1:1 0.079 10 460 25.05 -12.6
181:10 0.079 200 490 36.49 -34.4
1B1:100 0.079 850 690 29.77 -69.6
2B1:1 0.12 20 300 20.73 -8.1
2B1:10 0.12 270 419 24.08 -30.4
2B1:100 0.12 1500 650 23.01 -62
3B1:1 0.15 25 230 17.77 -5.8
3B1:10 0.15 300 342 12.11 -30.9
381:100 0.15 1800 660 25.05 -56.1
4B1:1 0.22 30 249 15.08 -1.9
4B81:10 0.22 400 335 13.00 -25.5
4B1:100 0.22 2000 610 18.02 -51.6
5B81:1 0.42 40 189 23.09 -1.9
5B1:10 0.42 400 317 28.64 -21.6
5B81:100 0.42 2500 410 26.01 -45.6
6B1:1 0.85 60 255 8.03 s5.3
6B1:10 0.85 500 376 5.01 -13.7
6B1:100 0.85 2500 440 10.00 -45.1

Tabla 1. Resultados de caracterizacidn de liposomas
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5.2.1 Tamaiho de liposomas

La tendencia para este rubro es que conforme aumenta la relacion
oxitetraciclina/fosfatidilcolina aumenta el tamaifo promedio de los
liposomas, es decir, para la relacion 1:1 se observan valores de menor
magnitud respecto a la relacién 1:10 y estos a su vez son menores que
1:100,como se puede apreciar en la figura 13.

650 ] AA\

e00)

=N

:::\gR. a4
\ 'y
.—.\./

Tamafio promedio nm
§

Y T — T )
00 02 04 0s os 1.0

Concentracién de sales (M)

Figura 13. Tamaiio de los liposomas respecto a la concentracién de
sales en el medio: gg ) relacién 1:1, g ) relacién 1:10, A ) relacién
1:100

Esto se debe a la cantidad de moléculas de fosfatidilcolina y a sus
caracteristicas amfifilicas. Las partes hidréfobas (colas hidrocarbonadas)
necesitan exponer la menor superficie de contacto con el agua, lo que se
logra cuando una mayor cantidad de fosfolipidos se agregan para formar
liposomas de mayor tamario evitando asi que gran cantidad de moléculas
en la parte hidréfoba tenga el menor contacto con el agua. Con respecto a
la presencia de iones en el medio se observa para una misma relacion
(1:1, 1:10 y/o 1:100) que conforme aumenta fa concentracion de sales el
tamafio de los liposomas disminuye , 1o que se explica si consideramos
que al aumentar la cantidad de iones en el medio la estructura del agua se
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rompe, favoreciendo el desorden molecular de esta facilitando la formacion
de agregados de menor tamaiio porque en estas condiciones las moléculas
de fosfatidilcolina presentan menor repulsién hacia las moléculas del agua,
ademas a mayor tamafio de liposomas menor superficie de contacto.

5.2.2 Nimero de liposomas

Sirviendo el analisis anterior como antecedente para este apartado se
observa que al aumentar la concentraciéon de sales en el medio y aumentar
el area de contacto de la fosfatidilcolina con el agua la cantidad de
fosfolipidos, que sigue siendo la misma dentro de una misma relacién,
compensa la formacion de liposomas de menor tamafo con una mayor
cantidad como se aprecia en la figura 14.
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Figura 14. Nimero de los liposomas respecto a |a concentracién de
sales en el medio: W) relacion 1:1, L J ) relacién 1:10A ) relacién

1:100

En esta figura se aprecia que la relacion 1:100 es la relacién que tiene
mayor niimero de liposomas y que la relacién 1:1 es la que tiene menor
numero de liposomas.
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5.2.3 Porcentaje de encapsutacién
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Figura 15. Porcentaje de encapsulacién respecto a la concentracion de
sales en el medio: ) relacién 1:1,@ ) relacién 1:10, A ) relacién
1:100

Para el caso del porcentaje de encapsulacién se aprecia que la relacién
oxitetraciclina/fosfatidilcolina no influencia este valor ya que en los tres
casos son muy parecidos entre ellos ademds de mantener una tendencia
casi idéntica (figura 15) debiéndose probablemente a que el volumen total
encapsulado no varia entre las relaciones porque en aquellas donde el
tamafio de los |‘iposomas disminuydé la cantidad de estos aumenté y
viceversa al aumentar el tamafio de los liposomas la cantidad disminuyé.
Con respecto a cada una de estas relaciones y su comportamiento al
aumentar la concentracion de sales en el medio (ruptura de la estructura
del agua) la oxitetraciclina, que es poco soluble, presenta mayor afinidad
con el agua ya que con la desorganizacién de esta por la presencia de las
sales la oxitetraciclina presenta menor repulsién disminuyendo su
necesidad de encapsularse dentro de los liposomas.
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5.2.4 Potencial zeta

Para el potencial zeta (¢) la influencia de la relacién entre la oxitetraciclina
y la fosfatidilcolina se reflejé en la disminucién en los valores de ¢ ya que
a mayor cantidad de grupos fosfatos por mayor concentracion de
fosfolipidos en el medio (carga negativa de la cabeza polar) al formarse los
liposomas la superficie de los liposomas se torna negativa, lo que se ve
reflejado por un aumento de valores negativos de ¢ entre las relaciones de
oxitetraciclina y fosfatidilcolina.

Por lo que respecta a la influencia de la concentracion de sales, como se
puede apreciar en la figura 16 el ¢ aumentd, volviéndose mas positivos,
pero después de la concentracién de 0.22 M se puede observar que la
tendencia del potencial zeta es a mantenerse constante, esto debido muy
probablemente a que los iones sodio del medio tiende a atraerse a los
grupos fosfatos (superficie negativa del liposoma) pero liega el momento
en que no se pega mas sodio por efecto estérico, ademas de que no todos
los grupos fosfato se encuentran reflejados en la superficie por la repulsion
entre las cargas negativas y por efecto estérico.
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¥ T T —r— v J
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Concentracién de sales (M)

Figura 16. Potencial zeta respecto a la concentracién de sales en el
medio:l ) relacién 1:1, @) relacién 1:10, A) relacién 1:100
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5.2.5 Velocidad de liberacion

Con los resultados obtenidos en la celda de difusion de Franz modificada
se realizaron gréficas de concentracién de oxitetraciclina en donador (M)
vs tiempo con la finalidad de observar el cambio en la concentracién del
compartimiento donador y observar los cambios de concentracion
conforme al tiempo (figura 17).

Para cada una de las relaciones se presentan las grificas de las diferentes
concentraciones de cloruro de sodio. Se puede observar que para cada
relacién oxi/PC (1:1, 1:10 y 1:100) la velocidad de liberacién de la
oxitetraciclina es lenta para las preparaciones donde la concentracion de
NaCl es menor y conforme aumenta esta concentracion la velocidad de
liberacién aumenta, pareciéndose el comportamiento al de la
oxitetraciclina en disolucion (sin liposomas). De los resultados de
porcentaje de encapsulamiento se observa que los valores mas altos de
encapsulacién de oxitetraciclina son a 0 y 0.079 M; en estas
concentraciones de NaCl la velocidad de liberaciébn es menor con respecto
a las demas concentraciones, porque al encontrarse menor cantidad de
oxitetraciclina libre (fuera de los liposomas) su difusion es menor, y para
que la oxitetraciclina encapsulada (80% aproximadamente) difunda hacia
el medio receptor deberd salir del liposoma presentandose un efecto de
paso a través doble membrana lo que hace lento el proceso de difusion.
Por el contrario para la preparacion 0.85 M de NaCl (la de mayor
concentracién) la velocidad de liberacién de oxitetraciclina es muy parecida
a la de oxitetraciclina en agua, ya que para esta relaciéon la cantidad de
oxitetraciclina fuera de los liposomas es muy aita por lo que la velocidad
de liberacion del preparado con liposomas es mayor que en el caso de las
concentraciones menores.
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Para una misma concentracién de sal, por ejemplo 0.15M, la velocidad de
liberacion de la oxitetraciclina es menor para la relacién 1:100 oxi/PC, ya
que aunque para las tres relaciones el porcentaje de encapsulacién es el
mismo (aproximadamente 20%) la cantidad de liposomas es mayor para
1:100 presentando mayor dificultad para la difusion de la oxitetraciclina
libre que en la relaciéon 1:1 que es la que presenta una velocidad de
liberacién mas lenta ya que al haber menor cantidad de liposomas el paso
de la oxitetraciclina libre al medio receptor se ve menos impedida. La
misma tendencia se observa en todas las concentraciones de cloruro de

sodio (figura 18).
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CONCLUSIONES

6 CONCLUSIONES

Los resultados indican que el método de evaporacién en fase reversa para
elaborar liposomas con oxitetraciclina es adecuado para lograr este fin. Las
muestras reflejan una distribuci6n homogénea y reducida distribucién de
tamaiios, por lo que se considera que aplicando un sistema mas efectivo
para la reduccion de tamaiio (sonda ultrasénica por ejemplo) se podran
tener liposomas de menor tamafio y facilitar el proceso de esterilizacién si
se propone como posible forma farmacéutica un parenteral.

La concentracién de sales afecta a la formacién de liposomas ya que
conforme aumenta la concentracién aumenta el nimero de liposomas y
disminuyen el tamario de liposomas, porcentaje de encapsulamiento y asi
como también el potencial zeta. -

La relacion oxitetraciclina/fosfatidilcolina da cambios importantes en el
estudio de potencial zeta, tamafio y nimero de liposomas aunque no asi
para la eficiencia de encapsulamiento donde el fArmaco queda atrapado en
iguales porcentajes independientemente de fa relaciéon
oxitetraciclina/fosfatidilcolina. Cabe mencionar que por apariencia se
preferiria las que necesitan menor esfuerzo para su resuspension que para
este caso son los de la relacién 1:1 que ademds son de apariencia menos
grasa y no presenta separacion de fases.

Los estudios de liberacién de oxitetraciclina a partir de liposomas muestran
que los liposomas funcionan como sistema de liberacion controlada y que
se puede reducir la velocidad de liberacién de la oxitetraciclina desde
lippsomas alrededor de 10 veces con respecto a la solucién de
oxitetraciclina libre. '
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Las perspectivas del presente trabajo consisten en desarrollar una
formulacién conteniendo liposomas de oxitetraciclina teniendo en cuenta
las variables que en este estudio se encontré tienen influencia en la
formacion de liposomas como son relacién oxitetraciclina/fosfatidilcolina y
concentracién de sales; ademas de realizar estudios previos con mezclas
de fosfolipidos y demas excipientes de la formulacién para determinar
como afectan estos factores a la elaboracién de los liposomas y a la
estabilidad.
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