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1. INTRODUCCION

ia piel es el organo mas grande del cuerpo, realiza funciones protectoras,
homeostiticas, sensoriales e inmunolégicas. Dadas sus dimensiones, es uno de
los mejores sitios para la liberacion no invasiva de agentes terapéuticos en el
organismo [1, 2]. La ruta transdérmica utiliza a dicho érgano como puerta de
entrada para cumplir con este objetivo.

Los sistemas terapéuticos que emplean esta ruta evitan los problemas
ocasionados por el metabolismo del “primer paso” hepéatico y disminuyen la
toxicidad sistémica; pueden emplearse para el tratamiento de tejides locales que
se encuentran inmediatamente por debajo del sitic de aplicacion en la piel
(miasculos y articulaciones, por ejemplo), o con el fin de llegar a circulacion
sistémica. Esto ultimo representa un gran reto debido a que los activos tienen
que cruzar muchas barreras para lograr su permeacién y absorcién [1, 2, 3, 4, 5].

El estrato cormeo proporciona la mayor proteccién contra los agentes extemos,
Unicamente moléculas muy pequenas pueden atravesarlo, haciéndolo a
velocidades muy bajas (0.4 mg h-? cm? para el agua). Esta regién contiene de 15 a
20 capas de cflulas muertas queratinizadas (corneocitos), que se acomodan
formando una estructura similar a la de una pared: los corneocitos estan
separados por intersticios estrechos, rellenos con lipidos en estado cristaline que
son impermeables [excepto para los compuestos de bajo peso molecular). Esta
arquitectura de “ladrillo y mezcla” previene la permeacion transdérmica de los
farmacos, por lo que la mayoria de las moléculas administradas en forma
epicutanea permanecen en la superficie de la piel a menos que sean
transportadas a través de ella por algiin acarreador u organismo invasor [6}-

En respuesta al interés que despertd la posibilidad de emplear vesiculas lipidicas
para promover la liberacién no invasiva de farmacos a través de la piel, Gregor
Ceve y Gabrnele Blume [7] disefiaron los Transfersomas, una clase especial de
acarreadores de este tipo.




Estas vesiculas estin formadas por compuestos naturales y - anfipaticos
suspendidos en una solucién acuosa (figura 1). Al igual que los liposomas,
contienen una bicapa lipidica que rodea a un nicleo acuoso [7]. Debido a la
incorporacion de un agente activo de superficie en su membrana, los
Transfersomas son altamente flexibles, propiedad que les facilita una rapida
penetracion a través de los espacios lipidicos intercelulares del estrato cérneo
(cuyo tamario es apreciablemente menor al de las vesiculas) {5, 8, 9, 10, 11, 12].

Marcador
fluorescente

Fosfolipido
(Fosfatidilcolina de
Soya)

Molécula Anfifilica

{suavizante de
membrana

FIGURA 1.
colorantes lipofilicos fluorescentes (rodamina y Buoresceina) [13].

Lo anterior se refleja en el flujo caracteristico de las suspensiones
Transfersémicas a través de barreras cuyos poros son considerablemente mis
estrechos. Al incrementar la fuerza, incrementa la velocidad de transporte de una




suspension Transfersémica, hasta que se alcanza un flujo maximo (muy similar
al del liquide suspensor]. En contraste, la velocidad de transporte para una
suspension liposémica es baja en rangos de fuerza muy amplios, hasta que el

tamario de las vesiculas se acerca al tamafo de poro [7].

Segun los estudios realizados por G. Cevc et. al.,, los Transfersomas cumplen con
todos los requerimientos para penetrar eficientemente las barreras de
permeabilidad, incluyendo la piel intacta de los mamiferos, con una eficacia
cercana al 100 % y una eficiencia de liberacién mayor al 50 %; dichos autores
sugieren que esto depende de la diferencia de presiéon osmética

transdérmica [6, 14].

Ademas, el paso de los Transfersomas a través de la piel es funcién de su
flexibilidad, hidrofilia y capacidad de conservar su integridad mientras
experimentan cambios drasticos de forma; dichas propiedades contribuyen
también a evitar la agregacién y fusién de las vesiculas {7].

Para convertir un liposoma en Transfersoma se debe incorporar un agente activo
de superficie. Otra diferencia entre los liposomas y los Transfersomas es la gran
hidrofilia de éstos qltimos, lo cual le permite a su membrana hincharse mas que
las membranas convencionales [5,15].

Actualmente, se ha legrado exitosamente la liberacién local y sistémica de
diversos esteroides, proteinas y macromoléculas hidrofilicas {estradioi,
diclofenaco e insulina, por ejemplo) a través de sistemas Transfersomicos. Lee et.
al. [16] encontraron que al aplicar vesiculas Transfersémicas en piel se logra la
liberacién transdérmica de material genético, por lo que pueden ser usados
potencialmente para la liberacion no invasiva de DNA plasmide hacia varios
organos del cuerpo.

Por esto y en base a sus propiedades, se considera a los Transfersonﬁas como un
tipo innovador y versatil de vesiculas hipidicas que prometen ser una herramienta
util para lograr la absorcion eficiente de los farmacos tras su aplicacién en piel,
venciendo {de forma no invasiva) el obstaculo que ésta representa [6, 8, 10, 11,
16, 17).




La mayoria de los estudios realizados para determinar la eficiencia de
atrapamiento de los farmacos en este tpo de vesiculas estan basados en el
empleo de moléculas lipofilicas o macromotéculas hidrofilicas. En el presente
trabajo de investigacién se pretende encapsular tres principios activos hidrofilicos
de bajo peso molecular: glicina, fenilalanina y triglicina, como modelo para
determinar la influencia del peso molecular en la eficiencia de atrapamiento.




OBJETIVO GENERAL

& Encapsular tres principios activos de diferente peso molecular y solubilidad en
vesiculas Transfersémicas a través del método de hidratacién de la pelicula
lipidica para determinar la influencia de estas dos variables en la eficiencia de
encapsulamiento de los activos en dichas vesiculas.

OBJETIVOS PARTICULARES

8. Estandarizar la técnica de preparaciéon de Transfersomas variando tiempo de
sonicacion, tipo de agente tensoactivo, nimero de fltraciones asi como el tipo

de membrana a emplear.

B Caracterizar los sistemas preparados midiendo su tamano de particula
mediante la técnica de dispersion dinimica de luz y observando su morfologia
por microscopia de transmisién electrénica con tincién negativa.

™ Encapsular en las vesiculas Transfersomicas tres principios activos
hidrosolubles modelo (glicina, fenilalanina y triglicina) con diferente peso
molecular y diferente solubilidad, empleando la técnica estandarizada de
preparacion.

. Determinar la influencia del peso molecular y la solubilidad en la eficiencia de
atrapamiento en las vesiculas lipidicas, cuantificando los principios activos
por Electroforesis Capilar y Espectrofotometria Visiblie.
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III. MARCO TEORICO
3.1 PIEL (Generalidades)

La epidermis, zona externa de la piel, tiene un grosor que puede variar de 0.04 a
0.2 mm. Esta integrada por capas de células epiteliales escamosas estratificadas.
En la siguiente region de la piel, la dermis {10 a 20 veces mas gruesa que ia
epidermis), sc¢ alojan capilares sanguineos, dertas glandulas, células
inmunelégicamente activas, terminaciones nervicsas, etc. El grosor total de la piel
es de entre 0.5 y 2 mm. La figura 2 ilustra esquemsdaticamente la estructura de la
piel [18].

Poro de la ghindmia Folicolo
sudoripara Plloso
Epldexmsis
Dexmis
Gldasdwta
smdoripaxa
Capa
Subcutines
{Eypodermis)
FIGURA 2.

estrato escamoso, estrato germinativo y estrato besal. La dermis es le capa media de la piel;
contiene terminaciones nerviosas, vasos sanguinecs, pequenos vams]n:ﬁihcos, fokiculos
M,Mw,m&mmnmhmﬂmy&d
hdo.[ac:pam]wuﬁnuulampamﬁpzofunﬂa&ehpu],eﬂmmpnuhpormnraide
Ml&ﬂmym,@ﬂamddwwwlypwdm
contra lesiones
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La epidermis es resistente a los acidos y representa la primer barrera mecanica
entre el interior y exterior de la piel. Previene la pérdida de agua y fluidos
corporales, evita la captacion de agentes nocivos desde el medio ambiente y
obstaculiza la penetracion de farmacos aplicados en la superficie de la piel.

Para alcanzar regiones mas profundas en la piel o tener efecto sistémico, los
principios activos aplicades por via dérmica pueden ser transportados a través de
los corneocitos (localizados en el estrato corneo). Alternativamente, pueden
difundir a través de los intersticios que existen entre los corneocitos. Dichos
intersticios son como laberintos estrechos, cuya amplitud es de aproximadamente
0.1 pm y estan llenos de lipidos en estado cristalino y de redes biopoliméricas.

Esta arquitectura es la que dificulta la penetracién de la mayoria de los principios
activos en la piel intacta, de tal forma que la pequefia cantidad que logra penetrar
es insuficiente para lograr una terapia exitosa. Las capas mas profundas de la
piel normaimente no representan un obstaculo para la permeacién.

3.2 TRANSFERSOMAS

Son vesiculas lipidicas complejas optimizadas, cuya membrana es autorregulable,
extremadamente flexible y deformable. Se ha demostrade que estos acarreadores
lipidicos penetran en la piel sin comprometer sus propiedades protectoras.
Atraviesan espontincamente las barreras impuestas por el estraio cémeo,
transportando materiales desde el sitio de aplicacién hasta un determinado sitio
blanco. Son vesiculas especialmente disefiadas que pueden responder al estrés
externo mediante una rapida deformacién, con un bgjo costo energético {2, 5, 7).

Para explicar la penetracién de los Transfersomas a través de la piel es necesario
conocer los gradientes que existen a través de las capas externas, los cuales
pueden generar fuerzas conductoras que permitan el flujo de lipidos en y a través
de la superficie de 1a piel intacta, siempre que se apliquen en forma de vesiculas
especiales. Después de la aplicacién dérmica de cualquier farmaco o acarreador
lipidico se crea un gradiente de concentracién entre el sitio de aplicacién y el
interior de la piel.




La magmitud de dicho gradiente en términos molares disminuye al aumentar el
peso molecular de la sustancia aplicada. Esto significa que el valor del gradiente
después de una aplicacion estara limitado por la minima concentracién requerida
para lograr el efecto terapéutico y la maxima concentracién de farmaco que se
pueda obtener en la formulacién o solucién aplicada.

Las moléculas de masa pequefia (< 1000 Da} requieren ser aplicadas con una
densidad superficial de 1lmmol/cm? para generar, apenas, un flujo transdérmico
picomolar (10-12 mol/l) por hora ¥y unidad de area. En el caso de los lipidos, es
dificil aplicar dicha densidad superficial. Ademas, obtener concentraciones
lipidicas mayores a 0.3 mol/l es muy dificil debido a lo problematico que resulta
preparar suspensiones lipidicas muy concentradas que sean estables ¥y
homogéneas. Los agregados lipidicos tienen masas moleculares del orden de
megadaltons, por lo que la concentracion de los mismos que se lograra aplicar en
la superficie de la piel sera menor comparada con la que se lograria con los
farmacos o lipidos libres. En este caso, se espera que la permeacién debida al
gradiente de concentracién de las vesiculas sea del orden de femtomoles (10-15
moles} tan pequeria que practicamente se considera despreciable.

Por lo mencionado anteriormente los gradientes transdérmicos de concentracién
lipidica no pueden explicar la penetracion de las vesicuias lipidicas a través de la
piel intacta [15].

Existe otro gradiente transdérmico que s¢ encuentra presente virtualmente bajo
cualquier condicién: el gradiente osmético creade por la diferencia en la
concentracion total de agua entre la superficie y el interior de la piel.

La superficie de la piel contiene normalmente menos del 15% de agua (5 veces
mencs que las capas basales de la piel). El gradiente transdérmico de
concentracién de agua se extiende unicamente por las regiones externas de la piel
(epidermis) y es lo suficientemente fuerte para transportar al menos 0.5 mg de
lipidos por hora y por cm? a través del estrato cérneo [9, 13, 15].




La diferencia de presién entre la superficie y el interior de la piel, provocada por el

gradiente osmotico, puede crear una fuerza del orden de 1011 N por vesicula con
un radio de r, = 60 nm, o bien de 102 N por mol de vesiculas, la cual es suficiente
para transportar un gran nimero de vesiculas lipidicas a través del estrato
comneo intacto. Para que dicha fuerza sea capaz de transportar a las vesiculas
lipidicas mas alla del estrato corneo es necesario que el tamafio y niimero de los
acarreadores sean suficientemente grandes para atravesar la superficie de 1a piel
¥ las capas profundas de la misma_

Los gradientes quimicos creados después de la aplicacion tépica de alguna

sustancia, entonces, no bastan para crear una fuerza impulscra lo

suficientemente grande para transportar macromoléculas a través de la barrera
de la piel La insignificancia de dichos gradientes se justifica mediante las
siguientes consideraciones:

% Si el gradiente transdérmico de farmaco o de acarreador (4d fuera importante
s¢ esperaria que el flujo de cualquiera de estos materiales en la piel () fuera
proporcional a la masa total aplicada, puesto que j adc. Ceve et al, en su
estudio encontraron que una vez que inicia la penetracién lipidica en la piel,
su velocidad depende sélo un poco de la concentracién inicial en la superficie
ya que se obtienen velocidades de penetracion similares para Transfersomas
con dos diferentes concentraciones lipidicas.

% La eliminacién del gradiente transdérmico de hidratacién afecta en gran
medida el transporte lipidico a través de la piel. De hecho, la aplicacion de
vesiculas lipidicas en forma oclusiva les evita por completo penetrar en la piel.

% Por el contrario, las vesiculas lipidicas aplicadas en forma no-oclusiva
penetran en y a través de las capas externas de la piel. Dependiendo de la
composicién de las vesiculas y de la dosis aplicada se pueden encontrar en
capas profundas de la piel ¢ hasta el compartimiento sanguineo.




Esto confirma la conclusién de que la capacidad lipidica para penetrar la piel en
forma espontanea resulta principalmente de los gradientes de hidratacién y de la
alta energia de hidratacién lipidica [15].

De acuerdo a lo anterior, el mecanismo de penetracién de la piel por los

Transfersomas puede explicarse de la siguiente forma:

Cuando se coloca una suspension Transfersémica en la superficie de la piel, el
agua se evapora y las vesiculas comienzan a secarse. Los fosfolipidos son
xerofobicos, es decir, evitan los alrededores secos. Por lo tanto, las vesiculas se
mueven a lo largo de la zona donde existe el gradiente osmoético, siendo atraidas
hacia las areas con mayor contenido de agua en los espacios estrechos entre
células adyacentes. Este fenémeno, junto con la gran capacidad de los
Transfersomas para deformarse, origina una fuerza provocada por las vesiculas
que obliga al ensanchamiento de las uniones intercelulares en la piel y crea
canales transcutaneos de 20 a 30 nm de amplitud. Estos nuevos canales
intercelulares permiten el paso a las entidades lo suficientemente deformables
para adaptarse a ellos. A lo largo de dichos canales en el estrato cémeo, los
Transfersomas alcanzan regiones con alto contenido de agua en las capas
profundas de la piel. Posteriormente, las vesiculas se distribuyen entre las
céhulas. Debido a que son muy grandes para penectrar los vasos sanguineos
cutaneos, los Transfersomas se desvian de ellos y llegan al tejido subcutaneo.
Por ultimo, las vesiculas llegan a circulaciéon sistémica via el sistema linfatico
fenestrado, que tiene aperturas con amplitud suficiente [7, 14, 15].

Solo se presenta una aita capacidad de penetracién cuando el estrés impuesto a
los Transfersomas es suficientemente alto; el pasaje de dichas vesiculas a través
de poros muy estrechos es casi perfecto ain cuando su tamano excede el
diametro del poro por un factor de 4 a 10.

Por el contrario, los liposomas no son deformables, siendo incapaces de atravesar
barreras con poros de diametro menor al suyo, llevandose a cabo el tamizado de
las vesiculas en los poros.




Al aplicar liposomas en la superficie de la piel, sdlo se muestra una capacidad de

penetracion limitada. En consecuencia, se logra un transporte intradérmico
limitado, menor al 2% (en ratones}. La profundidad que alcanzan los acarreadores
liposémicos se limita a las capas externas del estrato cérneo. En contraste con
esto, los Transfersomas pueden transportar un porcentaje mayor o igual al 95%
de la masa lipidica aplicada en o a través del estrato corneo de piel de murino

cuando se aplican en forma no oclusiva [14, }5].

Sin importar el hecho de que la oclusién de la piel incrementa Ia velocidad de
permeacién molecular concentracién—dependiente, el rol de la hidrotaxis en el
transporte transcutaneo de las vesiculas explica porqué la oclusién disminuye la
velocidad de transporte.

Ni aun las vesiculas mas deformables pueden entrar en un pore
significativamente estrecho sin experimentar un cambio de volumen; si la
expansividad/compresibilidad de la bicapa lipidica es muy pequefia, es imposible
atravesar el poro. Cualquier vesicula puede perder algo de su contenido durante
la deformacion en el poro. Esto compensa la diferencia de volumen entre la esfera
¥ cualquier otra forma no esférica adaptada a la forma del poro. Dicho cambio de
volumen no afecta el transporte trans-barrera de los agentes asociados a las
vesiculas.

La alta deformabilidad de las vesiculas permite que ain los agregados mas
grandes mantengan su tamano después de atravesar los poros. G. Cevc y
colaboradores encontraron que la composicion quimica de las vesiculas
Transfersémicas no cambia significativamente durante su pasaje a través de los
poros estrechos [13].

En base a la informacién obtenida hasta la fecha, se piensa que las vesiculas
Transfersémicas conservan su estabilidad fisica, siendo transportadas a través de
la piet en forma de entidades dinamicas intactas [13, 15].




En pnimer lugar se tiene que, en un estudio realizado por G. Cevc y G. Blume[ 5]
encontraron pequenas concentraciones lipidicas {1 y 10%) en sangre después de
8 horas de la aplicacion dérmica de formulaciones Transfersomicas. De acuerdo a
lo anterior, es poco probable que durante un pericdo de 8 horas se degrade una
proporcion apreciable de lipidos por las células que se encuentran en la piel. El
tiempo aproximado de degradacion de los lipidos por los fagocitos es de
aproximadamente 6 horas, por lo que en un experimento que dura 8 horas se
dispone de muy poco tiempo para la degradacién masiva de los liposomas por los
corneccitos (mucho menos activos metabdlicamente que los fagocitos) y la
subsecuente permeacién de los monoémeros resuitantes. En segundo hugar, se
tiene que la efectividad de permeacion de las micelas mixtas lipido—detergente es
menor que en el caso de los Transfersomas. Por 1ltimoe, parte de la radicactividad
lipido-asociada recuperada después de la aplicacion de las formulaciones
Transfersomicas se recupera en el higado, el cual acumula particulas y vesiculas,
pero no moléculas lipidicas sencillas.

Si lo anterior es cierto, se propone que una vez llegando a circulacién sistémica,
los lipidos que componen las vesiculas se distribuyen en las lipoproteinas del
suero y posteriormente circulan en el organismo.

Para que el transporte de los acarreadores a través de la piel sea exitoso es
importante que la fuerza impulsora sea mayor que la resistencia a ia penetracién
de la piel de los acarreadores. El alcance de los agentes que se transportan a
través de la piel por medio de los acarreadores ultradeformables se ve afectado
por: las caracteristicas de la piel, las caracteristicas del acarreador, las
interacciones farmaco-acarreador, las interacciones farmaco-piel, la dosis
aplicada y la forma de aplicacién [14. 15].




3.3 ELECTROFORESIS CAPILAR (EC)
[atémicadeseparadéndﬁc&ofméﬁeasebasamdpﬁndpiodequealapﬁw
un campo eléctrico externo a una solucién de especies cargadas, cada ion se
mueve hacia el electrodo de carga opuesta a una velocidad determinada por el
campo eléctrico aplicado, la forma de las especics migrantes y el ambiente que las
rodea (figura 3) [19].
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FIGURA 3. Proceso de Separacién Electroforética [18]
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estabilidad mecénica al electrolito, las separaciones se basan en las diferencias
entre las relaciones carga/masa de los analitos.




Electroforesis Capilar es un término colectivo que incorpora a todos los modos
electroforéticos que se llevan a cabo dentro de un capilar, donde los componentes
de una mezcla se transportan a través de un tubo capilar dispuesto
horizontalmente (parcaalmente enrollado) por efecto de una elevada diferencia de
potencial eléctrico que se aplica a lo largo del tubo y entre dos electrodos [20].

Los componentes basicos de un sistema de Electroforesis Capilar, ejemplificados
en la figura 4, son (19, 20, 21, 22, 23}

¢ Fuente de poder

* Electrodos (anodo y catodo)

e Depositos (viales) donde se colocan los electrodos

¢ Capilar (Medio de Soporte)

* Sistema de enfriamiento del capilar

» Sistema de inyeccién de la muestra

* Detector

El capilar de separacion se llena con electrolito soporte fusualmente buffer] y se
coloca entre dos depésitos que también lo contienen: los electrodos son
conectados a una fuente de poder y se sumergen en los depésitos por separado.

La introduccién de una muestra se realiza substituyendo un depésito de buffer
por el contenedor con la muestra durante este proceso. Un volumen de muestra
definido es introducido en el tubo capilar, ya sea por presion o por la aplicacién
de un pequefio voltaje durante algunos segundos. Después se¢ aplica una
diferencia de potencial (o de corriente) para realizar la separacion. Las especies
idnicas en la muestra migran con direccién y velocidad determinadas por su
carga y masa; eventualmente pasan por un detector y la sefial dbtem'da entonces
se conoce como electroferograma (figura 4) {19, 20].




FIGURA 4. Componenten bisicos del equipo de Electroloresis Capilar [19)

Muchas biomoléculas, tales como aminoacidos, péptidos, proteinas y Aacidos
nucleicos, poseen grupos ionizables y pueden tenerse en disolucion en forma de
especies con carga eléctrica, tanto como cationes (+) 0 como aniones {-).

Ademas, las moléculas que tienen cargas similares poseen distintas relaciones
carga/masa, debide a diferencias en su peso molecular. En conjunio, éstos
aspectos constituyen la base para una migracién diferencial cuando los jones en
disoluciéon se someten a un campo eléctrico por la imposicion de una diferencia
de potencial eléctrico entre dos electrodos. '
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Los cationes se trasladan hacia el edtodo (-} y los aniones hacia el dnodo {+) a
velocidades que dependen del equilibrio entre la fuerza impulsora del campo
eléctrico sobre los iones cargados de la muestra y las fuerzas de friccién
electrostaticas. El material de la muestra debe estar en solucién, puede ser en
agua o en un disolvente miscible en agua. La corriente se mantiene por todo el
circuito ya que los electrodos estan sumergidos en viales que contienen buffer.
Durante la separacién, en los electrodos se producen iones hidroxilo e hidrégeno

en el catodo, mientras que en el anodo se forman iones hidronio y oxigeno.

En disclucién libre, hay una resistencia de friccién minima entre los iones y la
disoluci6n, teniendo hagar una rapida migracién de los iones. La versatilidad de la
electroforesis para separar sustancias con carga eléctrica, desde pequefios iones
inorganicos hasta grandes moléculas, depende en gran parte de que se lleve a
cabo en un medio de soporte adecuado y relativamente homogéneo. Algunas
veces puede idearse un medio que interactie especificamente con los iones que
hay que separar, para explotar asi las_diferencias de la relacién carga/masa e
introducir fuerzas de retardo especiales que convengan al analisis.

La movilidad electroforética se ve afectada por la carga, la forma y tamarnoc del
analito asi como de la viscosidad del medio. Las propiedades del disoivente tales
como la fuerza iénica, pH y la constante dieléctrica, también son importantes
porque influyen sobre la carga efectiva del analito [19].

3.3.1 PRINCIPIOS DE LA SEPARACION ELECTROFORETICA
3.3.1.1 MOVILIDAD ELECTROFORETICA

La separacién electroferética esta basada en las diferencias de velocidad de los
analitos en presencia de un campo eléctrico [20, 21]. La velocidad de un analito

en ausencia del flujo electroosmético esta dada por la ecuacion 1:
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v = pnE (1)

Donde: v = velocidad del analito

4 = movilidad electroforética

E = campo eléctrico
El campo eléctrico es una funcién del voltaje aplicado y de Ia longitud del capilar
(voltos/cm]). La movilidad electroforética depende de: especie i6nica, tamafio,
carga, temperatura, concentracién y naturaleza del analito.

A partir de la ecuacion 2 es evidente que espectes o analitos cargados y pequenios
tienen alta movilidad, mientras que especies cargadas con gran peso molecular
muestran baja movilidad.

- _ 9
# brrn

(2)

Donde : 4 = la movilidad electroforética del analito
g = carga del analito
n = viscosidad de la schucién
r = radio molecular

3.3.1.2 FLUJO ELECTROOSMOTICO

Un constituyente fundamental de la Electroforesis Capilar es el llamado Flujo
Electroosmético (FEQ). Este flujo se origina por la presencia del campo eléctrico
en una solucién iénica cuande entra en contacto con una superficie sélida
cargada. Por ejemplo, en un capilar de silice fundida, la interfase se pone en
contacto con la sofucién que contiene el electrolito soporte.

La superficie del sélido presenta carga negativa debido al aumento en la
ionizacién de los grupos silanol (a pH mayor de 5-6) y conjuntamente con sus
contraiones forman una doble capa eléctrica [22, 24, 25, 26].
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Los iones presentes en el sistema (incluyendo a los contraiones de los grupos
silanol, H*} bajo la influencia del voltaje aplicado son desplazados hacia el catodo
de acuerdo a su carga y arrastran disolvente con ellos dada su solvatacion,

originando asi el denominado flujo electroosmaético.

Para mantener el balance de la carga, los contraiones {en la mayoria de los casos
cationes), que se localizan cerca de la superficie del capilar, forman una doble
capa y crean un potencial muy cercano a la pared. Este potencial que se origina
entre la pared del capilar (grupos silanol ionizados} y los contraiones del
electrolitc soporte es denominado potencial zeta (¢} el cual esta dado por la

ecuacion 3:

_ Amu
¢= (3)
1S
Donde: n = viscosidad de la sohucién

€ = constante dieléctrica del medio
Heo= movilidad del flujo electroosmético

Mientras tanto la velocidad lineal del flujo electroosmético esta dada por la

_<€Eg
o 4 m t4}
Donde: € = constante dieléctrica del medio

E = campo eléctrico
¢ = potencial zeta
n = viscosidad de la sohicién

v, = velocidad del flujo electroosmético

El potencial zeta es determinado esencialmente por la carga de la superficie de la
pared del capilar. Esta carga depende fuertemente del pH por lo que la magnitud
del FEO varia con el pH. A valores altos de pH hay mas grupos silanol ionizados y
por consecuencia un potencial zeta mas alto; a valores bajos de pH hay una
menor superficie ionizada y un potencial zeta menor [22].




El potencial zeta también depende de la fuerza iénica del buffer, de tal forma que
el incremento de la fuerza iénica comprime la doble capa, originando disminucién
del potencial zeta, y del FEO.

Un beneficio del FEQO es que provoca movimiento en todas las especies, ain
prescindiendo de carga, hacia la misma direccién. Bajo condiciones normales
cuando la superficie del capilar esta cargada negativamente, el flujo va del anodo
al catodo.

Los cationes fluirdan rapidamente hacia el catodo dependiendo de la magnitud del
flujo y puede ser en un orden mayor a sus movilidades electroforéticas. Por otro
lado, los aniones trataran de migrar hacia el anodo pero si el FEQO es mayor que
su movilidad electroforética pueden ser arrastrados hacia el catodo.

Ast idealmente, los cationes y aniones, pueden ser separados en una sola corrida
individual, ya que todos tendran una migracién neta en la misma direccién, atin
los neutros. Si, por otra parte la especie se mueve en contra del FEO su velocidad
disminuye. Una especie no cargada se movera a la velocidad del flujo
electroosmotico.
ElFEOafectaIacanﬁdaddeﬁcmpoquelosanajjtospennanmenelcapﬂar
debido a su influencia sobre la movilidad del analito. Esto puede alterar la
longitud requerida del capilar para lograr una separacién, pero aun asi no afecta
la selectividad. Se han propuesto procedimientos instrumentales para el control
directo del flujo electroosmético, pudiendo ser alterado por cualquiera de los
siguientes métodos:

* Modificacién quimica de la pared capilar, como una alternativa para limitar la

adsorcion del analito.

* Ajuste del pH del electrolito soporte.

¢ Concentracion del buffer.




+ Adicion de tensoactivos (a concentraciones por debajo de la concentracién

micelar critica), que pueden actuar como agentes de solubilizacién para
analitos hidréfobos, como reactivos apareadores de iones, ©o como
modificadores de pared.

» Adicion de disolventes organicos, los cuales disminuyen la velocidad del flujo
electroosmético.

» Adicion de selectores quirales, principalmente ciclodextrinas

Fundamentalmente €l controf del FEO requiere de la alteracién de la carga de la
superficie del capilar o de la viscosidad del buffer. Las condiciones que afectan la
carga de Ia superficie de la pared del capilar pueden afectar también al analito
(asi como al pH del buffer).

El FEO puede ser afectado también ajustando la concentracion y la fuerza iénica
del buffer. Altas concentraciones de buffer son utiles pues limitan las
interacciones Coulémbicas del analito con las paredes del capilar por decaimiento
de la carga efectiva en la pared. Sin embargo, €l calentamiento del capilar
restringe el usoc de buffer a altas concentraciones. Las concentraciones tipicas de
buffer estan entre 10-50 mM, pero 100-500 mM y atin més altas se han utilizado
en casos aislados [19].

3.3.1.3 MOVILIDAD APARENTE Y TIEMPO DE MIGRACION

El tiempo requerido por un analito para migrar desde el punto de introduccién de
la muestra hasta el punto de deteccion es llamado “tiempo de migracion” y esta
dado por el cociente de la distancia y la velocidad de migracion {27].

El tiempo de migracion y otros pardmetros experimentales pueden utilizarse para
calcular la movilidad aparente {j.) del analito, mediante la siguiente ecuacién:
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1L
Ha tE Vv (5)

Donde: H, = movilidad aparente {cm?2seg1 V-1

V = voltaje aplicado {V)

{ = longitud efectiva del capilar (al detector) (cm)

L = longitud total del capilar (cm)

t = tiempo de migracion (seg)

E = campo eléctrico (V/cm)
En presencia del FEO la movilidad medida es llamada movilidad aparente, u.. La
movilidad efectiva, ., es la movilidad del analito independiente de las condiciones
experimentales y puede ser calculada a partir de la movilidad aparente. Para esto
es necesario medir el FEO por separado, usando un marcador neutral que se
mueva a una velocidad igual a la del FEO [19].

3.3.2 MODOS DE SEPARACION
La versatilidad de la técnica ha permitido la existencia de diferentes modalidades

de trabajo como: la Electroforesis Capilar de Zona (ECZ}, Cromatografia Capilar
Electrocinética Micelar (CCEM), Enfoque Isoeléctrico Capilar (EIC), Isotacoforesis

Capilar (ITPC), Electroforesis Capilar en Gel (ECG) y Electrocromatografia Capilar
(ECC) [28].

Existen tres mecanismos de separacién en Electroforesis Capilar:
a) Separacién basada en diferentes velocidades bajo un campo eléctrico.
b} Separacién basada en diferentes puntos isoeléctricos.

¢} Separacion basada en diferentes movilidades en un sistema en estado

estacionario.
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Los modos de separacion electroforética estan basados en modificaciones a los

tres mecanismos [29].

3.3.3 ELECTROFORESIS CAPTLAR DE ZONA (EC2Z)

La ECZ es el modo mas simple y ampliamente usado. Las separaciones se llevan
a cabo en un capilar de silice fundida bajo la influencia de un campo eléctrico. La
velocidad de los analitos se modifica controlando el pH, viscosidad o
concentracion del buffer, o cambiando el voltaje de separacién. El flujo
electroosmoético se emplea frecuentemente en este modo de separaciéon para

mejorar la resolhicién o para acortar los tiempos de analisis.

Mecanismo de Separacién

En Electroforesis Capilar de Zona la composicién del electrolito es constante a lo
largo del capilar y en los depésitos en que se encuentran los electrodos. El
electrolito es un medio buffer y conductor eléctrico. Cuando se introduce la
muestra, cada especie i6nica migra en el buffer en una zona discreta a diferente
velocidad con respecto a las demas especies. Las moléculas neutras son
transportadas con el flujo electroosmético en un pico sin resohicion.

Debido a la presencia del flujo electroosmético, tanto aniones como cationes
pueden observarse en una sola corrida; sin embargo, las separaciones pueden
optimizarse para alguna de las especies en particular.

Sistemas Buffer

El buffer se elige de acuerdo al pH requerido; algunos buffers son
particularmente utiles para aplicaciones especificas. El buffer de fosfatos, por
ejemplo, se usa para separaciones de proteinas a bajos pH’s, mientras que el
buffer de boratos se usa para la separacién de carbohidratos y catecolaminas.

Es importante mantener un sistema bien amortiguado, cuya absorcion a la
longitud de onda de deteccién sea pequeia o nula.




Una vez que se ha seleccionado el buffer, la velocidad de los analitos se modifica

controlando el pH, viscosidad o concentracién del mismo, o cambiando el voltaje
de separacion [29].

En este trabajo se utilizd éste modo de separacion (ECZ}, con flujo
electroosmético normal (de anodo a catodo).

3.4 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

La espectrofotometria es el conjunto de procedimientos que utilizan la luz para
medir concentraciones quimicas [20].

3.4.1 Propiedades de Ia Lux

Es conveniente describir a Ia luz a la vez en términos de particulas y de ondas.
Las ondas de la luz constan de campos eléctricos y magnétices, que oscdilan en
planos perpendiculares entre si. La longitud de onda, A, es la distancia entre las
crestas de dos ondas. La frecuencia, v, es el nimero de oscilaciones completas de
una onda en un segundo. La unidad de frecuencia es el inverso de los segundos,
8-1. Una oscilacién por segundo también se llama hertzio {Hz). Una frecuencia de
106 s-1 es, por tanto, de 106 Hz, o 1 megahertzio, MHz.

La relacion entre frecuencia y longitud de onds es:

vA=c¢ (6)

donde c es la wvelocidad de la luz (2,998 x 108 m/s en el vacio}. En un medio
distinto del vacio, la velocidad de la hiz es ¢/n, donde n es el indice de refraccién

de ese medio.

Para longitudes de onda en el visible la mayoria de las sustancias tienen n > 1, de
modo que la luz visible se propaga mas lentamente a través de la materia que en
el vacio. Cuando la luz atraviesa dos medios con diferentes indices de refraccisn,
la frecuencia permanece constante, pero varia la longitud de onda.
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Desde el punto de vista de la energia, se concibe a la luz como particulas
lilamadas fotones. Cada fotén transporta la energia, E, dada por

E=hv ]

Donde A es la constante de Planck (6,62618 x 10 -3¢ J 8. v es la frecuencia

La ecuacién 7 afirma que la energia es proporcional a la frecuencia. Combinando

las ecuaciones 6 y 7, se puede escribir
E=hc=hev (8}

donde v se llama niimerc de onda. La energia es inversamente proporcional a la
longitud de onda, pero directamente proporcional al niimero de onda. La luz roja,
cont una longitud de onda mayor que la luz azul es menos energética que la tuz
azul. La unidad en el Sistema Internacional (SI) del niimero de onda es el inverso
del metro, m -1. Sin embargo, la unidad mas corriente del nimero de onda es el
inverso del centimetro cm ! [20].

3.4.2 Absorcidom de Luz

Cuando una moiécula absorbe un fotén, su energia aumenta. Se dice que la
molécula ha pasado a un estado excitado. Si una molécula emite un fotén, su
energia disminuye. El estado de minima energia de una molécuila se llama estado
fundamental. La radiacion de microondas estimula el movimiento rotacional de
las moléculas cuando absorben esa radiacién. La radiacion de IR estimula el
movimiento vibracional de las moléculas cuando la absorben, y la radiacién
visible y UV hacen que los electrones pasen a orbitales de mayor energia. Los
rayos X y la radiacién UV lejano rompen enlaces quimicos y ionizan moléculas
{figura 5) [20, 30].
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Cuando una muestra absorbe luz, la potencia radiante del haz de haz disminuye.
La potencia radiante, P, es la energia por segundo y por unidad de area del haz de
hiz. La luz se hace pasar a través de un monocromador (prisma, red de difraccién
o incluso un filtroj para seleccionar una longitud de onda.

La luz de una sola longitud de onda se lama monocromitica, o sea, de “un color”.
La luz monocromatica tiene una potencia radiante P del haz que emerge por el
lado opuesto de la muestra. Como la muestra puede haber absorbido algo de hiz,
P < Po(éste ultimo término representa a la potencia radiante inicial).

La transmitancia, T, se define como la fraccién de luz incidente que pasa a través
de la muestra.

T=P (9]
Po

Donde Pp es la potencia radiante incidente y P es la potencia radiante emergente.
Por tante, T puede valer de O a 1. El porcentaje de transmitancia es simplemente
100Ty puede valer desde O hasta 100%. La absorbancia se define comor:

A=logio | P | =-logT {10
Po

Cuando no se absorbe luz, P= P,y A = 0. Si se absorbe el 90% de luz, se
transmite el 10%, y P= P,/ 10. Este cociente vale A = 1.

La absorbancia es importante porque es directamente proporcional a la
concmtradén,c,dc'laespecicqucahsorbclaluzcnlamueﬂtra,segﬁnlaheyde
Beer:

A=gbc {11}

La ecuacién 11, que es el fundamento de la espectrofotometria, tal como se aplica
en quimica analitica, se lama ley de Lambert-Beer o simplemente ley de Beer. La
absorbancia es adimensional. La longitud del paso 6ptico, b, normalmente se
€xpresa en centimetros. La cantidad e se llama absortividad molar {o coeficiente
de extincién) y tiene como unidades M-! cmrt (si la concentracitn esta expresada




en moles por litro}. La absortividad molar es la caracteristica de una sustancia

que nos dice cuanta luz absorbe a una longitud de onda determinada {30].

En la tabla 1 se presentan los colores de la luz visibie, su longitud de onda de

maxima absorbancia y el color absorbido de acuerdo al color que cbservamos.

Tabla t. Colores de la kuz visible [30].

Colores de Ia Inz visible

Longatudazzoond.a] d:a maxima Color absorbido Colbor observado
380 - 420 Vioieta Amarillo verdoso
420 - 440 Azu) violacen Amarilio
440 — 470 Azul Naranja
470 — 500 Yerde azulado Rojo
500 - 520 Verde Parpura
520 - 550 Yerde amarillento Violeta
550 - 580 Amarillo Azul violaceo
580 - 620 Naranja Azul
620 — 680 Rojo Verde azulado
680 — 780 Pirpura Yerde

3.4.3 El Espectrofotémetro

En un espectrofotémetro (aparato para medir la absorbancia de la luz), la uz
procedente de una fuente continua pasa a través de un monocromador, que
selecciona una banda estrecha de longitudes de onda del haz incidente. Esta luz
“monocromatica” atraviesa una muestra de paso optico b, y el equipo mide la
potencia radiante de la luz que emerge.

En espectroscopia visible y UV se coloca normalmente una muestra liquida en
una celda lamada cubeta, que tiene paredes planas de silice fundida. El vidrio es
adecuado para espectroscopia visible pero no para UV, porque absorbe radiacién
UV. Las cubetas mas utilizadas tienen una longitud de paso I cm.

En un instrumento de haz simple no se mide directamente la potencia radiante
incidente Po. En realidad, se mide la potencia radiante de la luz que pasa a través
de una cubeta de referencia que contiene el disoivente puro, ¥y que se define como
Po. Luego se retira esta cubeta y se reemplaza por otra idéntica que contiene la
muestra. La potencia radiante de la luz que llega al detector después de pasar por
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la muestra es la cantidad P. Conociendo Py P se puede determinar T o A. La
cubeta de referencia, que contiene el disolvente puro {o el blanco), compensa la

reflexion, dispersion y absorcion debida a la cubeta y al disolvente [20}.
3.4.4 La ley de Beer en anilisis qnimico

Para determinar un compuestoc por espectrofotometria debe absorber luz, y la
absorcién debe poder distinguirse de la debida a otras sustancias que pueda
haber en la muestra. Dado que la mayoria de los compuestes absorben radiacién
ultravioleta, la absorbancia en el ultravicleta, de ordinario, es de poca utilidad, y
en analisis se utiliza normalmente el espectro visible. Sin embargp, si no hay
espedies interferentes, puede utilizarse la absorbancia ultravioleta.

3.4.5 Desviaciones a Ia ley de Beer

La ley de Beer afirma que la absorbancia es proporcienal a la concentracion de Ia
especie absorbente. Esta ley aplica a la radiaciéon monocromatica y es valida
exactamente para disoluciones diluidas (< 0.01 M) de la mayoria de las
sustancas.

En disoluciones concentradas, las moléculas de soluto interaccionan entre si
debido a su proximidad. Cuando las moléculas del soluto se acercan unas a
otras, sus propiedades (entre las que se encuentra la absortividad meolar]

cambian.

A concentraciones muy altas, los solutos se convierten practicamente en
disolvente. Las propiedades de una molécula no son exactamente las mismas en
diferentes disolventes. Los solutos de una disoludén que no absorben pueden
interaccionar con las especies absorbentes y alterar la absortividad

Si la molécula absorbente participa en un equilibrio quimico que depende de la
concentracién, la absortividad cambia con la concentracién [30].
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3.5. PROPIEDADES QUIMICAS DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS A ESTUDIAR.
En este trabajo se empleara glicina, fenilalanina y triglicina como princpios
activos modelo. Es importante mencionar que se eligieron en base a su pequeiio
peso molecular y a su hidrofilia mas no en base a su actividad farmacologica.

3.5.1 GLICINA

Descripeién: Polvo cristalino blanco inodoro, con sabor dulce. Las soluciones de
glicina son acidas frente al tornasol.

Solubilidad: Un gramo se disuelve en 4 ml de agua y en 1254 mi de alcohol. Poco

soluble en éter.

Usos: En terapia de niastenia gravis (muchos investigadores dudan de su
eficiencia en esta enfermedad). Como liquide para irrigacién en la reseccién
transuretral de la préstata. El acido también ha sido empleado en varias
preparaciones antidcidas, a veces comoc una sal compleja; sin embargo, su
limitada capacidad reguladera del pH no justifica el costo de la mayoria de tales
preparaciones.

3.5.2 FENILALANINA
Descripcién: placas monoclinicas. Agujas hidratadas a partir de soluciones

Solubilidad: 1 g se disuelve en 33.8 ml de agua. Muy ligeramente soluble en
metanol y etanol.

Usos: Componente del saborizante artificial aspartame. Nutriente [30].
3.5.3 TRIGLICINA

Descripcidn: Polvo blanco cristalino y fotosensible.
Solubilidad: 1.8 g en 100 ml de agua. Poco soluble en solventes organicos.

Usos: Fuente de glicina y diglicina [31, 32].
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En la tabla 2 se resumen las caracteristicas generales de glicina, fenilalanina y

otici

I PROPIEDAD GLICTHA FENILALARINA TRIGLICINA
o. © ™ °©
Sy ¥
i H
J‘ s
R B P ta T e
s N N \? i
Estructura k i .'. ! li
0 P e Ny T
i !
EM ! 0
33} i
o
[33]
331
Punto
lsoeléctrs 620 5.48 5.6
pKal = 3.03
pRa's pKal = 234 pKal = 2.58 pKa2 = 3.07
pKa2 = 9.60 pEa2 =90.24 pKa3 = 10.07
Peso
Molecular 75 165.19 191.14
| (g/mol)
Kofw 0.0186 {33] 2.2909 [33] 6.4714 x 10 [33]
Solnbilidad
en 0.25 0.0296 0.00128
{g/mi)




REACTIVOS

.
L -

-

Fosfatidilcolina de frijol de soya (Epikuron 200], pureza = 95.0% (Lucas
Meyer, Hamburg, FRG; Alemantia).

Monooleato de polioxietilen sorbitan (Tween 80} (ICI Surfactants, Wilmington,
DE]).

Alcohol etilico, pureza: 99.92% (Fermont, Monterrey, N.L).
Glicina (Riedel-de Haén, Alemania).

Fentlalanima (SIGMA, EE. UU).

Triglicina (SIGMA, EE. UU).

Membranas de policarbonato, tamano de poro = 100nm (Millipore Corp.,
Bedford, MA; EE.UU).

Membranas de ésteres mixtos de celulosa, tamano de poro = 100 nm
(ADVANTEC MFS, Inc., Japén).

Sephadex G10 (SIGMA, EE. UU).
Ninhidrina monohidratada (J.T. Baker, México)

Agua provista por ¢l sistema de purificacién Milli-Q {Millipore Corp., Bedford,

EQUIPOS

Balanza analitica (BOECO, modele BBC 32, Alemania).

COULTER® N4 Plus Submicron Particle Sizer (Coulter Corp., Miami, FL;
EE. UU).

Sonicador Bransonic® Ultrascnic Cleaner Modelo: 5210 (Branson Ultrasonics
Corporatiton, Danbury, CT).

Rotavapor (Modelo Laborota 4000, Heidolph, Alemania).

Vértex {Mixer, modelo M16715, EE. UU).

Centrifuga (Modelo EBA 12/ 12R, Hettich, Alemania).

Sistema de Electroforesis Capilar P/ACE System MDQ (Beckman, EE. UU).

Espectrofotémetro CARY S0 Conc UV-Visible (Varian Scientific Instruments,
EE. UU).
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4.2 METODOLOGIA

Procedimiento MNo. 1

Preparacion de vesiculas Transfersémicas para determinar el bempo 6ptimo de

sonicacién

1.

10.
11.

12.

13.

Pesar la cantidad requerida de fosfatidilcolina (PC) y agente tensoactivo
(Tween 80 o Colato de Sodioj, de tal forma que se encuentren en la siguiente
proporcion: 15.5% de Tween 80 + 84.5% de PC o 14.0% de Colato de Sodio ¥
86.0% de PC.

Disolver (por separado) los componentes anteriores en la cantidad suficiente
de etanol.

Incorporar las soluciones anteriores {tensoactivo + etanol y PC + etanol).
Evaporar el solvente mediante evaporacion rotatoria a presion reducida (en
Rotavapor).

Secar a vacio {durante toda la noche} la pelicula formada en el punto
anterior.

Suspender la pelicula en solucién de etanol al 7% {v/v}, de tal forma que la
concentracién lipidica sea del 5 % p/v, agitando con vortex durante 15
minutos.

Dejar hidratar la suspension formada en el punto anterior durante 2h.
Someter la suspension preparada a bafo de sonicacién durante 5 minutos a
4°C

Filtrar a través de dos membranas de ésteres mixtos de celulosa o
policarbonato (tamaro de poro 0.1 um).

Caracterizar las vesiculas formadas (Procedimiento No. 4}.

Repetir el procedimientc 4 veces més, desde el punto 1 hasta el 7,
sometiendo ahora las preparaciones a bafic de sonicacién durante 10, 15, 20
¥ 25 minutos a 4° C.

Filtrar a través de dos membranas de ésteres mixtos de celulosa o
policarbonato (tamaric de poro 0.1 um).

Caracterizar las vesiculas formadas (Procedimiento No.3}.
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Procedimiento No. 2

Preparacién de vesiculas Transfersémicas para determinar el niimerg 6ptimo de

filtraciones

1.

Pesar la cantidad requerida de fosfatidilcolina (PC} y agente tensoactivo
(Tween 80}, de tal forma que se encuentren en la siguiente proporcion: 15.5%
de Tween 80 + 84.5% de PC.

Disolver (por separado) los componentes anteriores en la cantidad suficiente
de etanol.

Incorporar las soluciones anteriores (tensoactivo + etanol y PC + etanol).
Evaporar el solvente mediante evaporacién rotatoria a presion reducida (en
Rotavapor}.

Secar a vacio (durante toda la noche)} la pelicula formada en el punto
anterior.

Hidratar la pelicula con solucién etanol-agua al 7% v/v, de tal forma que la
concentracion lipidica sea del 5 % p fv, agitando con vortex

Dejar reposar 2 h la suspension formada en el punto anterior para permitir
que las vesiculas aumenten su volumen (se hinchenj.

Someter la suspension preparada a bafio de sonicacién durante 10 minutos a
4°C.

Filtrar a través de una membrana de ésteres mixtos de celulosa (tamario de
poro 0.1 pm).

10. Caracterizar las vesiculas formadas {Procedimiento No.3}.

Repetir 3 veces el punto No. 9, caracterizando las vesiculas después de cada

bltracion.
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Procedimiento No. 3

Caracterizacion de las vesiculas lipidicas

Aparato:C(HJLﬂRoMHlBSubmlcmn?arﬁdesuer(Comtchorp., Miami, FL)

1.

Agregar aproximadamente 5 ml de diluente {agua) limpio y filtrado a una
celda de plastico limpia.

Agregar una gota de la suspensién Transfersémica preparada al diluente.
Tapar la celda e invertirla varias veces para dispersar la muestra
uniformemente. No se debe agitar.

Revisar que la celda no tenga marca de huellas digitales, si esto ocurre, se
debe limpiar con papel libre de particulas.

Colocar la celda en el compartimiento para la muestra y cerrar la cubierta.
Seleccionar el angulo al cual se quieren realizar las medicicnes (90° para el
presente estudio). Una vez hecho esto, el aparato despliega el rango
establecido de intensidad con que debe cumplir la muestra {5e+4 - let+6
ct/segj.

Determinar la intensidad de la muestra. Si esta excede el limite superior, es
necesario diluir la muestra; en caso contrario se debe concentrar la misma.
Si Ia intensidad entra en el rango establecido, se debe asegurar que dicha
condicion sea estable, ya que si hay fluctuaciones es posible la presencia de
contaminantes en la muestra. Si la intensidad es estable y se encuentra en el
rango establecido, la muestra est4 lista para la medicién.

Procedimdento No. 4

Preparacién de Transfersomas con principio activo* encapsulado

1.

3.

Pesar la cantidad requerida de fosfatidilcolina (PC) y agente tensoactivo
{Fween 80}, de tal forma que se encuentren en la siguiente proporcién: 15.5%
de Tween 80 + 84.5% de PC.

Disoiver (por separado} los componentes anteriores en la cantidad suficiente
de etanol.

Incorporar las soluciones anteriores (Tween 80 + etanol y PC + etanol).




4. Evaporar el solvente mediante evaporacion rotatoria a presién reducida {(en
Rotavapor).

5. Secar a vacio la pelicula formada en el punto anterior durante toda la noche.

6. Suspender la pelicula con una sclucién de principio activo* en etanol al 7%
(v/v), agitando con vértex durante 15 minutos.

7. Hidratar la suspension formada en el punto anterior durante 24 h.

8. Someter la suspension preparada a bafio de sonicacién durante 10’ a 4°C

9. Filtrar a través de dos membranas de policarbonato {tamaiio de poro 0.1 pm).

10. Caracterizar las vesiculas formadas (Procedimiento No. 3).

* Los principios activos paedea ser: Glicina, Fenilalaniaa 6 Triglicina. La conceatraciéa de los
misraos ea ctamol al 7% (v/v] para hidratar ia peliculs lipidica es de 2 mg/ml em todos los
CRsOS.

MOTA: Para preparar Transfersomas control {(vacios) se debe hidratar la pelicula
lipidica inicamente con sohicién etandlica at 7% (punto No. 6).

Procedimiento No. 5

Eliminacién del principio activo libre con Sephadex G10
Pesar 0.8 g de Sephadex G10 en un tubo de ensaye.

2. Hidratar durante 5 horas el Sephadex del punto anterior con 6 ml de agua
destilada. Agitar ocasionalmente.
Lienar una minicohumna con el gel preparado en el Punto No. 2.
Centrifugar el exceso de agua a 3000 rpm durante 5 min.

S. Agregar a la minicolumna del punto anterior el volumen de suspension
Transfersémica indicado por el procedimiento para cada principio activo.

6. Centrifugar a 3000 rpm por 5 mmn.

NOTA: Si no se emplea inmediatamente el Sephadex hidratado, el contenedor

debe cerrarse herméticamente y almacenarse a 4 °C.
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Procedimiento No. 6

Preparacion del reactivo de ninhidrina [34]

L.

4.

Pesar 200 mg de hidrato de tricetohidrindeno CgHse1,2-{CO}2oH20
Disolver los 200 mg pesados en el punto anterior en 50 ml de etanol
absoluto.

Anadir 50 ml de etilenglicol puro ¥ 1 ml de acido acético glacial puro.

Homogenizar.

NOTA. Es preferible preparar este reactivo inmediatamente antes del uso, pero es

posible conservarlo toda la noche en el refrigerador.

Procedimiento Ro. 7

Preparacion de la_muestra analiica para cuantificacién de glicina por

espectrofotometria UV

I.

Preparar Transfersomas cargados con principioc activoe segin el
Procedimiento No. 4.

Eliminar el principio activo libre haciendo pasar 500 ul de suspensién
Transferséomica a través de una columna de Sephadex G10 {Procedimiento
No. 5).

Colectar los 500 pl de suspension transfersomica sin principio active libre
(obtenida en el punto No. 2).

Agregar 500ul de solucion de Propanol al 50% {v/v} a la suspensién
obtenida en el punto anterior, agitar hasta observar un color amarillo
trashicido.

NOTA. Para realizar la curva de calibracién del principio activo se siguen los

puntos que se indican a continuacién:

Preparar Transfersomas vacios (segin el Procedimiento No. 4)
Seguir los puntos 2 y 3 de este procedimiento




Agregar 500 ul de solucion del principio activo en Propanol al 50% (v/v) a
las siguientes concentraciones: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 y 0.6 mg/ml. Para
preparar el blanco se agregan 500 ul de Propanol al 50% (v/v).

Procedimiento No. 8

Cuantificacién de glicina por espectrofotometria UV

1.

oo xwn

Colocar en un vial } ml de muestra analitica, blanco o estandares para
curva de calibracion, preparados de acuerdo al procedimiento No, 7.
Agregar 4 ml de reactivo de ninhidrina (Procedimiento No. 6)

Calentar en bafno maria el vial del punto No.l durante 1.5 minutos.

Enfriar con agua et vial del punto anterior durante 30 segundos.

Colocar en la celda del espectrofotémetro la cantidad suficiente de la
solucion colorida obtenida en el punto No. 4.

Determinar la absorbancia a §75nm.

Procedimiento Ro. 9

Preparacién de la muestra analitica para cuantificacion_de fenilalanina por
espectrofotometrig U.V

1.

Preparar Transfersomas cargados con principio activo segin el
Procedimiento No. 4.

Eliminar el principio activo libre haciendo pasar 200 ul de suspensién
Transfersémica a través de una columna de Sephadex G10 {Procedimiento
No. 5).

Colectar los 200 pl de suspension Transfersémica sin princpio activo libre
(obtenida en el punto No. 2) y transferirla a un tubo de ensayo.

Agregar al tubo de ensayo anterior 1 ml de Cloroformo G.R y 4 ml de agua
destilada a la suspensién obtenida en el punto anterior, agitar la mezcla y
permitir que las fases se separen durante 24 h.
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Separar la fase acuosa y colocarla en un.vaso de precipitado de capacidad

adecuada.

Colocar el vaso anterior en una parrilla magnética encendida a baja
temperatura. Retirar el vaso hasta que desaparezca el olor a cloroformo.
Tomar una alicuota de 2 ml de la fase acuosa del punto anterior y
transferiria a un matraz volumétrico de 10 ml.

Agregar al matraz anterior 2 ml de Propanol y llevar a volumen con

Propanol al 50% (v /v).

NOTA. Para realizar la curva de calibraciéon del principio activo se siguen los

puntos que se indican a continuacion:

Preparar Transfersomas vacios (Procedimiente No. 4).

Seguir los puntos 2 y 3 de este procedimiento.

Agregar 1 ml de Cloroformo G.R y 4 ml de solucion de fenilalanina a las
siguientes concentraciones: 10, 20, 30, 40, 50 y 100 mg/ml. Para preparar
el blanco se agregan 4 ml de agua destilada.

Continuar con los puntos No. 5 a 8 de este procedimiento.

Procedimiento No. 10

Cuantificacién de fenilalanina por espectrofotometria U.V

Colocar en la celda del espectrofotometro la cantidad suficiente de muestra
analitica, blanco o estandares para curva de calibracion de fenilalanina
obtenidas segiin el Procedimiento No. 9.

Determinar la absorbancia a 220 nm.
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Procedimiento Mo. 11

Preparacion de la muestra analitica para cuantificacién de triglicina por

electroforesis capilar

1.

Preparar Transfersomas cargados con principio active segin el procedimiento
No. 4. .

Eliminar el principioc activo libre haciendo pasar 300 p! de suspensién
Transfersémica a través de una columna de Sephadex G10 (Procedimiento
No. 5.

Colectar los 300 pl! de suspensién Transfersémica sin principio activo libre
{(obtenida en el punto No. 2}.

Agregar 300 ut de solucion de Propanol al 50% {v/v) a la suspensién obtenida
en el punto anterior, agitar hasta observar un color amarillo traslicido.

ROTA. Para realizar la curva de calibracién del principio activo se siguen los

puntos que se indican a continuacién:

Preparar Transfersomas vacics {segin el Procedimiento No. 4).

Realizar los puntos 2 y 3 de este procedimiento a los Transfersomas del
punto anterior.

Agregar 300 ul de sohucién del principio activo en propanol al 50% a las
siguientes concentraciones: 50, 100, 150, 200, 250 y 500 pg/ml; agitar
hasta observar un color amarillo trashicido. El blanco se prepara agregando
300 pul de propanol al 50%.

Procedimiento No. 12

Determinacién cuantitativa de triglicina por electroforesis capilar con deteccién

U.V directa [35, 36]

1.

Colocar 100 put del blanco, de los estandares para curva de calibracién, o de
la muestra en un vial del sistema de electroforesis capilar.
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2. Agregar 300 pl de buffer de acetatos pH = 2.17 {0.5 M).

3. Someter la muestra a analisis, programando el equipo de Electroforesis
Capilar de ia siguiente forma:

¢ Enjuagar ¢l capilar con Hidréxido de Sodio 1 M durante 8 minutos.

* Enjuagar el capilar con Hidroxido de Sodio 0.1 M durante 3 minutos.

¢ Enjuagar el capilar con agua desionizada durante 1 minuto.

» Acondicionar el capilar durante S minutos con electrolito soporte (solucién
buffer de acetatos 0.5 M, pH = 2.17).

¢ Inyectar la muestra durante 5 segundos a 0.5 psi de presioén.

s Aplicar 25 kV al sistema para separar los componentes de la muestra.
Detectar la sefial analitica a 205 nm.



V. RESULTADOS

+» ADECUACION Y OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE PREPARACION
DE TRANSFERSOMAS

En la tabla 3 se presentan los resultados de tamano de particula obtenido con las

diferentes combinaciones de los factores estudiados (Tiempo de Sonicacién,

Agente Tensoactivo, Tipo de Membrana y Namero de Filtraciones)

Tabla 3. Tamado de Particala de las vesiculas vacias preparulas variando el tiempo de

sonicackén, agente tensoactivo, tipo de membrana y mimero de filtraciones.

COLATO DE SODIO
Ts Fmpode | g mimwtos 10 minutos 15 minutos 20 minutos 25 mimutos
Numero de
Fikracioncs | E* P E* I aid E* P+ E* | i E* pre
79.70 | 17820 | 84.10] 213.40 | 293.00 [ 24780 | 23640 | 20430 | B1.00 | 240.40
1 7420 | 17770 | 8080 | 21130 | 27680 | 24210 | 23490 | 20540 | 8120 | D176
7600 | 17570 | 8200 | 21730 | 26690 | 26520 | 26610 | 21820 | 8420 | 24070
7040 | 14880 | 7870 | 23960 | 24980 233.00 | 24320 20150 | 7340 | 21490
2 6860 | 15076 | 8060 | 18350 | 22690 | 240.10 | 24250 | 20120 | 71.90 | 22430
7060 | 15176 | 8050 | 191.20 | 23980 | 22060 | 23930 | 20860 | 7890 | 223.20
6790 | 15360 | 7740 | 18120 | 21800 | 22000 | 22020 | 20200 | 6390 | 228.40
3 6970 | 15070 | 75.00 | 18030 | 20820 | 224.60 | 22340 | 201.00 | 6460 | 197.70
7400 { 14360 ] 77.00 | 17560 | 21670 | 20640 { 24750 | 197.10 | 622D | 24650
TWEEN 80
'sromm‘“?'"“.d' 5 minutos 0 minutos 15 minatos 20 minutos 25 minotos
Némero de
Fikracioncs | E* P E* P E* ol E* P E* | i
439.40 205 8) 26610 30330 288 50 36130 376.60 326.30 209 60 379.70
1 423,90 36720 26920 281770 298 3D 33870 36020 32740 8210 41330
416.90 301.10 253.90 31050 e 34820 359.00 33350 29530 418.30
354.70 288 .5 21430 289 20 24120 3260 318.70 307.50 29710 38930
2 353.00 73308 214.50 28670 e 1 M730 M8 29330 30330 37250
354.50 268.70 217.40 32940 23330 328.30 321.40 235.40 30040 Y1240
32R 40 235450 193.30 263.66 20720 315.00 324.10 355.30 Z79.40 35540
3 333.40 26320} 197.90 274,00 20300 326.00 3700 24980 27570 36650
326.00 258 40 19250 37200 A7.50 520 33650 210 27080 348 60

* E = Membranas de Esteres mixtes de celulosa
i* P = Membranas de Policarbonato
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ANALISIS DE VARIANZA

Con los datos de la tabla 3 se realizé un Analisis de Varianza Univariado
5 X 2 X 2 X 3 (Tiempo de Sonicacién X Agente Tensoactivo X Tipo de Membrana X
Numero de Filtraciones) utilizando el Software MSSD.

TABLA 4. Anslisis de Varianza para el experimento factorial 5 X 2 X 2 X 3.

Variable Dependiente: Tamaiio de Particula (nm)

Fuente de Suma de G’:’:“ Cuadrado de F Valor
Variacién Cuadrados las medias calculada | criticode F
Libertad
T 127532388 4 31883.097 329.134 2.45
S 774053858 1 774053.858 7990.673 39
M F9851.097 1 79851.097 824315 3.9
F 44720467 2 22360.233 230.828 3.07
T*S 151286028 4 37821.507 390.437 245
™M 158630.761 4 39657.690 409392 2.45
S*M 19522 918 1 [9522.918 201538 3.92
T*S*M 87562250 4 21890562 225.980 245
T*F 4491.39%4 8 561 487 5.796 202
StF 7101.124 2 3550.562 36.653 307
T*S*F 2527201 8 315.900 3261 202
M*F $02.601 2 401 301 4.143 3.07
T*M*F 4556.929 -1 569.616 5380 2.02
S*M*F 1441.762 2 T20.881 7.442 3.07
T*S*M*F 5161679 8 645210 65.661 202
Error 11624360 120 96_870
Total i 1744491 300 180
Total Corregido 1480867318 179
T = Tiempe de Soaicacién S = Agente Tensoactive (Sarfactante)
M = Tipo de Membrana F =Nimero de fiktracioaes
InteracciSn entre Variables

En la tabla 4 se observa que existe interaccidn entre todas las variables, siendo
menor la del Tipo de Membrana y el Niimero de Filtraciones.

Dicha interaccion significa que un cambic en cualquiera de los factores
estudiados {tlempo de sonicacién, agente tensoactive, tipo de membrana y/o




numero de filtraciones) conduce a la obtencion de resultados diferentes, que no
siguen una tendencia definida [37).

La diferencia entre las medias para los diferentes tiempos de sonicacién y mimero
de filtraciones se determiné a través de la Prueba de Tukey HSD, de diferencia
verdaderamente significativa, {Tablas No. 7, 8, 9 y 10). Los diferentes tipos de
membrana y de agente tensoactivo se analizaron mediante la prueba t de
“Student” {Tablas No. 5 y 6).

Interaccién entre tiempo de sonicacién y agente tensoactive

Como se mencioné anteriormente, los resultados obtenidos con los dos agentes
tensoactivos empleados se compararoen a través de la prueba t de “Student”, en la
tabla 5 se resumen los resultados de dicha comparacién:

TABLA 5. Comparacitn de tamaiio de parh‘cu].a para las vesiculas prepa.radas con dos
agentes tensoactivos: Colato de Sodio y Tween 80 (Prucha t de “Student”).

TENSOACTIVO . Media Yarianza
Colato de Sodio 173.58 2964.91
Tween 80 30437 968.23

C“&I"?;' : Gradosde | Estadistics | P(T<=t) | Valer critice det
Pearson Ebertad t dos colas | (dos colas)

0.10 4.00 4.47 0.0l 278

Con base a este analisis, se encuentra que existe diferencia significativa en el
tamafic de las vesiculas cuando se preparan con Tween 80 o Colato de Sodio
como tensoactivo.

En la figura 6 se observa que al emplear Tween 80 el tamano de las vesiculas es
mayor que con Colato de Sodio. De acuerdo a la desviacién estindar calculada
para cada tensoactivo, se presenta menor variacién en el tamario de particula al
emplear Tween 80 como tensocactive. No se encuentra una tendencia bien
definida en el tamano de particula al aumentar el tiempo de sonicacion.
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Ticmpo (minwtos)
FIGURA 6.

Interaccion entre tiempo de sonicacién y tipo de membrana

En los resuitados mostrados en la tabla 6 se encuentra que no existe diferencia
significativa en el tamario de particula obtenido al filtrar las vesiculas a través de
membranas de policarbonato o a través de membranas de ésteres mixtos de
celulosa. Sin embargo, en la figura No. 7 se puede observar que al filtrar las
vesiculas a través de membranas de policarbonato se obtiene menor variacion de
tamario de particula con respecto al tiempo de sonicacion.
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tipos de membrana: Policarhonato y Esteres mixtos de celulosa (Prueba t de “Student™).

MEMBRANA Media Varianza
Policarbonato 259.92 111954
Esteres 217.73 285226
C‘”"‘I‘“’.;‘ :: Gradosde | Estadistico | P(T<=t) | Valor critica de t
Iibertad t dos colas | (dos colas)
Pearson
012 4.00 1.42 0.23 2.78

Al observar la figura 7, como se habia mencionado, no se encuentra una
tendencia bien definida en el tamafo de particula al aumentar el tiempo de

sonicacion.
350.00
300.00
- - - Policarbonato
E 250.00 —w— Esteres mixtos
-
E .
£ 200.00
-
a
S 150 00
o
[ =
-
S »
- Desviacion esténdar;
I_’olitz'bom&o: 724
50.00 Esteres mixtos: 4.71
5 10 15 20 25

Tiempo de Sonicacién (min)

FIGURA 7.
Griéfico de Tiempo de Sonicacién vs. Tipo de membrana
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Interaccién entre tiempo de sonicacién v nimero de filtraciones

En el grafico de la figura 8 se presenta una tendencia a disminuir el tamano de
particula al aumentar el nitmero de filtraciones.

320
300 -
280 1
Tamadio
=
260 - emmERTSao
de
" . awhy, ...
Particula 240 4 & ‘s,
~$ l"
Promedio g
2201 N
(nm) May '0 & Fittracion |
2004 ... &
\F ~ :
1,, ~ Filtracite 2
I,,, ~¢ mw
180 I Filtracién 3
it
160
5 10 15 20 25
Tiempo {min})
FIGURA 8.

Grifico de Tiempo de Sonicacién vs. Nimero de Filtraciones




Interaccién entre agente tensoactivo y tipo de membrana

En la figura 9 se observa nuevamente que al emplear membranas de

policarbonato y Tween B0 se obtienen vesiculas de mayor tamarfio de particula.

100

Colato de Sodio Tween 80

FIGURA 9.
Gréfico de Tensocactivo vs. Tipo de membrana
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TIEMPO DE SORICACION
Se estudiaron 5 tiempos de sonicacion: 5, 10, 15, 20 y 25 minutos. Se realizo [a
comparacién multiple de medias a través de la prueba HSD de Tukey. A partir de

ésta se encuentra que, con o = 0.05, existen diferencias significativas al sonicar
durante los diferentes tiempos estudiados, excepto entre los 15 y 20 minutos
{Tabla 7). La prueba HSD de Tukey (Tabla 8) de comparacion entre pares
individuales de medias confirma lo anterior:

TABLA 7 Prucha HSD (diferencia rerdaderamente significativa) de Tukey de COM paraciones
mﬁ]h'ples para los diferentes tiempos de sonicacién estudiados.

Variable dependicate: Tamafto de Particula

T = Tiempo de Sorticacion

Intervalo de Confianza al
comparado de Medias Estindar Limite Limmite
inferior superior
TI T2 217861 23198 15.3608 282114
T3 -443333* 23198 -50.7586 -37.9080
T4 483972+ 23198 -54,8225 -41.9719
Ts 225417 23198 28961 -16.1164
T2 Ti -21.7861* 23193 -282114 -153608
LE] -66.1194* 23198 -72.5447 -59.6942
T4 -70.1833* 23198 -76.6086 -63.7580
TS 44.3278* 23198 -50.7531 -37.9025
T3 Tl 44.3333* 23198 37.9080 50.7586
T2 651194+ 23193 59.6942 725447
T4 -4.063% 23198 -10.4892 23614
TS5 21.7917* 2.3198 15.3664 282170
T4 Tl 483972+ 23198 419719 54.8225
™ T0.1833* 23i98 63.7580 76.6086
T3 4.0639 23198 -23614 104892
TS 25.8556* 23198 19.4303 322808
T5 TI 25417+ 23198 16.1164 2896H
T 443278+ 23198 379025 50.7531
T3 221917 23198 -282170 -153664
T4 -25.8556* 2.3198 -32.2808 -19.4303
T1 =5 mimitos T2 = 10 minwtos
T3 = 15 minutos T4 =20 minutcs

TS5 = 25 mintos
* NOTA: La diferencia de kas medias es significativa a un nivel de 0.05.
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TABLA 8 Prueba HSD de Tukey de comparacién entre pares individuales de medias.

Subcoajustos Homozéneos
Prueba de Tukey HSD {a = 0.05)
T = Tiempo de Sonicacion

N = Nimero de datos

Subconjunto
T (min) N 1 2 3 4
0 36 198.3056
5 36 200917
25 36 2426333
5 36 264 4250
20 36 7684889
Significancia 1.000 7,000 7000 0.407

NOTA = La media atmdnica del amafio de muestra es igual a 60.
Anilisis basado en la Suma de Cuadrados de [a tabla 4
El eérmino error es ef Cuadrado de las Medias del esmor = 96.870.

RUMERO DE FILTRACIONES

Mediante la prueba HSD de Tukey de comparaciones muiltiples (tabla 9)
enconttramos que existen diferencias significativas en el tamafio de particula
obtenido con diferente nimero de filtraciones. Como podemos observar en las
tablas 9 y 10 a mayor numero de filtraciones se obtuvo menor tamaio de
particula. A partir de la prueba HSD de Tukey de comparacién entre pares
individuales de medias (Tabla 10} encontramos que todas las medias obtenidas
son significativamente diferentes.
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TABLA 9 Prueha HSD (diferencia verdaderamente signification) de Tukey de comparaciones
multlples para diferente nimero de filtraciones.

Variable dependiente: Tamadio de Particula
F = Niimero de filtraciones

intervalo de Confianza al
Grupode | | rencia Error | 95%
medias de Medias | Esténdar Limite Limite
comparado inferior inferior
Ft . F2 | 223453° 1.7965 180239 266128
F3 | 384400% 1.7969 34,1756 42,7044
2 FI | 223483° 1.7969 266128 12.0839
B | 607 1.7969 11.8272 203561
F3 Fl | -33.4400° i.7969 227044 34.1756
2 | -1s0017* 1.7969 203561 L2272
FI = Primer filtracién F2 = Segunds filtracion

F3 = Tercer filiracitn
* La diferencia de las medias es significativa a un nivel de 0.05.

Tabla 10. Pracha HSD de Tukey de comparacién entre pares individuales de medias.

Sabeoajuntas Homegéncos
Prueba de Tukey HSD (a = 0.05)
F = Numero de Filtraciones

N = Nimero de datos

Subconjanto
ol N 1 2 3
3 60 206117
2 60 236.7033
1 &0 259.0517
| Significancia 1.000 1.000 1.000

NOTA. La media armdnica del tamafio de muestra es igual a 60.
Se muestran las medias por grupos ea subconjuntos

Andlisis basado en la Suma de Cuadrados de La tabla 4

El #érmino error es &l Cuadrado de las Medias del error = 96.870.

Resumiendo la informacién anterior, podemos decir que las coadiciomes
mammmmmwammﬁo
fueron: Tween 80 como agente temsoactivo, 10 minutos de sonicaciém,
membranas de policarbonato y 3 filtraciones.




< INFLUENCIA DEL PESO MOLECULAR Y LA SOLUBILIDAD EN LA
EFICIENCIA DE ATRAPAMIENTO DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS EN
TRANRSFERSOMAS

Caracteristicas de los Transfersomas cargados con glicina, fenilalanina y
triglici

En la tabla 11 y en la figura 10 se puede observar que, para los tres principios
activos, las vesiculas presentan menor tamafio cuando se filtran tres veces. Por
otra parte, el menor tamarno de particula se obtiene con las vesiculas que
contienen fenilalanina y el mayor tamafio con las vesiculas que contienen
triglicina.

Tabla 11. Tamafic de particula promedio de las vesiculas cargadas con los tres diferentes

principios activos

GLICTNA FENILALANINA TRIGLICTHA
Fikracam | 63840 £ 6.55 607.73 £ 5.90 T0E27 + 668
Filtraciom 2 558.43 + 6.55 519.40 + 5.90 o47.13 + 5,68
Filtracitm 3 523.87 + 6.55 476,67 1 5.90 597.67 + 6.68

758 -

709 ¢

Tamafo de Particula (nm

505
455 . . . o __
1 2 3
Nimero de Filtraciones
FIGURA 10.

principios activos.
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Se realizd un analisis de varianza a los datos de tamafo de particula de las
vesiculas cargadas con los principios activos (Tabla 12). Los resultados indican
que existe diferencia entre las medias. Mediante la Prueba de Tukey (Tabla 13),
con a = 0.05, se encontrdé que las tres medias son diferentes. Esto quiere decir
que existe diferencia significativa en el tamario de particula obtenido al cargar los

tres principios activos en las vesiculas lipidicas.

TAB[AIZ.Ané]iﬂsJevaﬁanupanelhmaﬁocleparﬁm]adclumiculasargadumn

NUMERO DE
GRUPOS MUESTRAS SUMA PROMEDIO | VARIANZA
Ghcra 3 15716 52387 3883
Fenibbina 3 1430 476.657 6263
| Toghcina 3 1793 597.67 14249

Analisis de Varianza

L s Swma de | Grados de | Cuadrados X Vador critico
Fueate de variacion S kit . Medi F Probabitidad F
Entre grapos 22315.28 2 1115764 13722 9.7939E-06 514
Deentro de los grpos 48788 6 81.31
Total 22803.16 8

TABLA 13. Pme]:ndeTnLeypancmnpanrla.lrne\LaslletmnaﬂoJepartimﬂa
Diferencia entre medias (Tamaio de Particula)

— T oS
Ghicina — 47.17 73.83
Fenilalanina 47.17 — 121
Triglicina 73.83 121 —

Valor de HSD (diferencia altamente significativa), contra el que se comparan todas tas medias = 22.59.
Criterio de éxito: cualquier diferencia que produzca un valor shsohuto mayor al valor de HSD, se
decharari como significativo. Por bo tanto, las tres medias son diferentes con @ = 0.05.




EFICIENCIA DE ATRAPAMIENTO DE LOS ACTIVOS EN LAS VESICULAS

A continuacién se presenta la determinacion del porcentaje de farmaco atrapado
en las vesiculas lipidicas:

e GLICINA (Cuantificacién por Espectrofotometriz UV)

Ecuacion de Regresion para la curva de calibracién:
y=23977x 107 + 249x10° x

Absorbancia de la solucién estandar de glicina (concentracién = 2 mg/ml) que
pasé a través de Sephadex G10:

0.1640
0.1703
0.1608

x =0.1650

Absorbancia de la muestra de Transfersomas cargados con glicina que pasé a
través de Columna de Sephadex G10:

0.4657

0.4612

0.4720
x = 0.4663

Porcentaje de firmaco atrapado en las vesiculas
Absorbancia debida a la muestra

0.4663 - 0.1650 = 0.3013

¥=0.3013

Ecuacion de Regresion:

¥=23977x102+249x 103x

x = 120.037 mcg/ml
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120037 meg x 5 m! = 1200.37 mcg
ml 0.5 ml ml

120037 meg/ml x 100 =60.0185 %
2000.00 mcg/ml

» FENILALANINA (Cuantificacién por Espectrofotometria UV)
Ecmcdn de regresion para b curva de calibradén:

¥= 00102 + 1.657t x 10”7 x

Absorbandia de la solucién estindar de fenilalanina {concentracién = 2 mg/ml)
que paso a través de la Columna de Sephadex G10:

0.0012

0.0010

0.0013
x=0.0012

Absorbancia de la muestra de Transfersomas cargados con fenilalanina que paso
a través de la Columna de Sephadex G-10:

0.1035

0.1044

0.1040
x=0.1040

Porcentaje de firmaco atrapado en las vesiculas
Absorbancia debida a la muestra

0.1040 - 0.0012 = 0.1028

y=0.1028

Ecuacién de Regresién

¥=00102+1.6571 x 103 x

X = 55.9011 mcmolar
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55.9011 mcmol x 10 ml =0.55901 mecmot
1000 mi ml

0.55901 mcmol x 4.1 ml = 11.4597 memol
2 mi 0.1 ml ml

11.15397memol x 165.19 mg = 1893.032mg/ml
ml I memol

1893.0321mg/m] x 100 =94.65 %
2000.0000 mg/ml

» TRIGLICINA {Cuantificacién por Electroforesis Capilar)
Ecuacion de Regresion
y=668.79+42.23 x

Area bajo la curva de la sohucién estandar de triglicina {concentracién = 2 mg/ml)
que paso a través de la columna de Sephadex G10:

1703

1705

1704
Cx=1704

Tiempo de Migracién: 5.329 min
Les= 50 cm Liotar= 60 cm

Area bajo la curva de la muestra de Transfersomas cargados con triglicina que
paso a través de la columna de Sephadex G10:

6535

6087

6256
x=6292.7

Tiempo de Migracion: 5.358 min, 5.458, 5.350.
Lef= 50 cm Ltotat= 60 cm
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Porcentaje de firmaco atrapado en las vesiculas:
Area bajo la curva debida a la muestra:
6293 - 1704 = 4589

¥ = 4589

Ecuacién de Regresion
¥=668.79+4223x
x =92.828 mcg/ml

92.828 mcg x 0.4 m] x 0.8 ml = 990.166 mcg

ml

990.166 meg/m]_ x 100 =49.51 %

0.1 ml

0.3 ml

2000.000 mcg/m]

m

Al igual que con el tamafio de particula, se realizdé un analisis de varianza a los
datos de eficiencia de atrapamiento de los activos en las vesiculas (Tabla 14). Los
resultados indican que existe diferencia entre las medias. Mediante la Prueba de

Tukey {Tabla 15}, con «

= 0.05, se encontré que las tres medias son
significativamente diferentes. Esto quiere decir que la eficencia de atrapamiento
obtenida para los tres principios activos es significativamente diferente.

TABLA liAnﬂmj&vmmLM&ammm&Lxmpmm

Andlisis de Varianza de un Factor

Gropos Coenta Suma Promedio Yadanra
Glscima 3 180.05 60.02 1.19
Fenilalanina 3 282 47 9416 1.69

| Triplcina 3 14851 49.50 814
Andlisis de Varianza
. Suma de¢ | Grados de | Cuadrados . Valox critico
Foente de vaniacida trad & i Medi F Probabiidad F
Entre grupos 3269.99 2 1634.99 4452722 2.9974E07 5.1432
Desntro de los grupos 2203 6 3167
Total 329202 8




TABLA 15. Prueba de Tulrey para comparar las medias de eficiencia de atrapamiento.
Diferencia entre medias {Eficiencia de Atrapamiento)

Glicina Fenilalanina Triglicina
Glicina - 34.14 10.52
Fenilataninz 34.14 — 44.66
Triglicinz 10.52 44.66 —

Valor de HSD (diferencia altamente significativa}, contra o que se comparan todas las medias = 4.80.
Criterio de éxito: cualquier diferencia que produzea un valor absoluto mayor al valor de HISD, se
declarari como significativo. Por Jo tanto, las tres medias son diferentes con o = 0.05.
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V1. DISCUSION

% ADAPTACION Y OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE PREPARACION DE
TRANSFERSOMAS

Durante su pasaje a través de poros de menor tamaiio, los Transfersomas
transportan eficientemente materiales macromoleculares asociados a ellos.
Siempre que se requiera, pueden volverse hasta 5 veces mas deformables que
cualquier otra vesicula lipidica usada comiinmente. La razon de esto es que sus
componentes son elegidos de tal forma que las vesiculas obtenidas sean capaces
deadaptarseycambia:deformadcpendjendodeltamaﬁoyformadelosporos
[13).

FIGURA 11.

Rep!etenbciéndeun'rransfermaacerc&ulo.ey
paunﬂoa&avésdennporoec&a:l:o[lﬂ.
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En las vesiculas Transfersomicas, el agente tensoactivo tiende a acumularse en
los sitios de mayor estrés. Los tensoactives presentan una gran inclinacién para
formar estructuras curveadas (por ¢jemplo, las micelas); este arreglo disminuye el
costo energético de la deformacién de las vesiculas, favoreciendo entonces su
deformabilidad [14]. En consecuencia, los Transfersomas experimentan cambios
de forma siempre que se requiere, cuando existe estrés en los alrededores o por
confinamiento del espacio (figura 11) [13, 14]. Dependiendo de la aplicacién para
la que se destinen las vesiculas lipidicas sera el tenscactivo de eleccién.
Generalmente se prefieren los tensoactivos no iénices o aniénicos, debide a que
generan menor toxicdad cehular [16].

Por lo anterior, podria esperarse que por tratarse de vesiculas deformables, la
filtracion (extrusion) repetida de las vesiculas no tuviera efecto en su tamano. Sin
embargo, de acuerdo a lo reportado en la bibliografia, el tamafio de los
Transfersomas antes y después de atravesar los poros es practicamente el mismo
a menos que dicho tamafio sea muy grande (= 200-300 nm). La razén de que las
vesiculas grandes se fragmenten durante la filtracion no es que a un maximo
tamaﬁodcparticuhdejendeserdeformabk&s,esméstimquc_ptmtanmm
tendencia inherente a ser pequefias (aproximadamente 100 nm} [14].

Las membranas de policarbonato tienen un tamafo de poro muy uniforme, razén
por la cual se emplean para homogenizar el tamaiic de particula en todos los
estudios realizados con vesiculas lipidicas. Por el contrario, no se encuentra
hasta la fecha informacién en la bibliografia acerca del comportamiento o
propiedades de las vesiculas lipidicas al filtrarlas a través de membranas de
ésteres mixtos de cchulosa.

Al sonicar una suspension de vesiculas lipidicas disminuye su tamafio de
particula, es por esto que dicho método se emplea comminmente para su
homogenizacion. De acuerdo a lo anterior, se esperaba que al aumentar el tiempo
de sonicacion disminuyera gradualmente el tamafic de particula.
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Sin embargo, experimentalmente se encontraron aumentos y disminuciones en
diche tamario sin tendencia aparente (tabla 3 y figuras 6, 7 y 8, paginas 46, 49,
50 y 51). Ademas, se encontrd que el tamasio de particula se modifica de acuerdo
al agente tensoactivo ¥ tipo de Membrana empleados (figuras 6, 7 y 9, paginas 49,
50, 51 y 52).

Esto quiere decir que el tamario de particula no depende sélo de un factor, sino
de la combinacién de las condiciones empleadas para su preparaciéon (agente
tensoactivo, tipo de membrana y tiempo de sonicacisn, etc). Por lo tanto, para
determinar las condiciones 6ptimas para la preparacion de vesiculas
Transfersomicas serd necesario tomar en cuenta los materiales con que se va a
trabajar (tipo de membrana y tensoactivo}, asi como las caracteristicas {tamario
de particula, potencial zeta} que se quiera obtener.

El Magharaby et al [8} y Lee et al [16] en dos estudios independientes encontraron
que, al emplear Tween 80 y Colato de Sodio como tensoactivos, se obtienen
Transfersomas con mayor tamafio de particula al emplear Tween 80. En o
presente estudio se obtuvieron también vesiculas de mayor tamafio al emplear
dicho tensoactivo.

Para evaluar la morfologia de las vesiculas, se observaron las dispersiones
Transfersomicas preparadas con Tween 80 y Colato de Sodio por microscopia de
transmisién electrénica con tincién negativa (técnica de microscopia alternativa a
la microscopia confocal laser), obteniéndose las imagenes que se muestran a

continuadén:



a)

g

Figura 12,
Vesfoulas transfersémicas visualizadas por medio de microscopfa de transmisién electrénioa con tincién negativa a 20,000x y
pnpnruclu ]:mjo las siguisntes condiciones: a) y b) Colato de Sodio, 10 minutos de sonicacién, 3 filtraciones y membranas do

policarhonata; ¢) y d) Tween 80, 10 minutos de sonicacién, 3 filtraciones y membranas de policarbonato.
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En la figura 12 se confirma la obtencién de las vesiculas lipidicas deseadas. Se
puede observar que las vesiculas preparadas con Tween 80 presentan mayor
tamano de particula y que dicho tamafo es mas homogéneo con respecto al
obtenido con las vesiculas preparadas con Colato de Sodio.

Para el propdsito de este estudio y de acuerdo a los resultados obtenidos, las
condiciones 6ptimas para preparar las vesiculas se eligieron con base en lo

siguiente:

En general, el menor tamano de particula se obtiene al sonicar durante 10
minutos {figura 6).

Se obtiene, también, el menor tamano de particula al filtrar tres veces
(figura 8).

Estadisticamente no existe diferencia al emplear membranas de policarbonato
o de ésteres mixtos de celulosa. Sin embargoe, se observa que se logra menor
variactén en el tamano de particula, con respecto al ttempo de sonicacién, al
emplear membranas de policarbonato (figura 7).

El método analitico empleado para la cuantificacion de triglicina
(Electroforesis Capilar) [35,36] no contempla la presencia de otros iones en la
muestra analitica. Segiin un estudio realizado por Lee et al [16], los
tensoactivos influencian el valor de potencial zeta de las vesiculas. De acuerdo
a lo anterior, se eligié al Tween 80 para la preparacion de Transfersomas en
este estudio por ser un compuesto no iénico, para evitar la interferencia de
los iones del tenscactivo en la cuantificacién de triglicina. Otra ventaja de
emplear Tween 80 como tensoactivo es que retrasa la degradacién de las
vesiculas lipidicas debido a estabilizacion estérica, gracias a esto mantiene
estable su tamafio de particula durante, al menocs, 28 dias [16].




* INFLUENCIA DEL PESO MOLECULAR Y LA SOLUBILIDAD EN LA
EFICIENCIA DE ATRAPAMIENTO DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS EN
TRANSFERSOMAS

Al observar el tamarfic de las vesiculas obtenidas (tablas 3 y 5) encontramos que
al cargar los diferentes principios activos aumenta el tamarfo de particula con
respecto al tamarno de las vesiculas vacias. Esto concuerda con la informacién
reportada en la bibliografia [16] ¥ puede deberse a que el volumen ocupado por el

activo inchuido en la fase acuosa incremente su tamano.

En resumen, tenemos que las caracteristicas de las vesiculas cargadas con los
principios activos son las siguientes:

PRINCIFO MO%AR Som TAMARO DE EFICIENCIA DE

ACTIVO PARTICULA ATRAPAMIFNTO
(&/mol) (z/mD) (o)

Ghicina 75 025000 52387 60,0185 %

Fenilalanina 16519 0.02960 476.67 04650 Ye

Trighcina 191.14 000128 597.67 9510 %

Por lo mencionado anteriormente, se esperaba que el tamanioc de las vesiculas
aumentara al aumentar el peso molecular del activo encapsulado. Sin embargo,
en las figuras 10 y 13 se observa que el tamafio de particula de las vesiculas
cargadas con fenilalanina (active de peso molecular “intermedioc”) es el menor de
los tres.
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A la fecha, se han encapsulado en vesiculas Transiersémicas activos como
diclofenaco, estradiol, triamcinolona, inulina, péptidos y protcinas; todos ellos
con una alta eficiencia de atrapamiento (>90%), excepto la inulina [4, 5, 8, 9, 14].
E]l peso molecular de dichos activos varia desde cientes hasta miles de Daltons,
sin haber una tendencia aparente en la eficiencia de atrapamiento segin el peso
molecular. No se ha reportado informacién en la bibliografia sobre la influencia
que tiene el peso molecular en la eficiencia de atrapamiente de los farmacos.



Se esperaba obtener una mayor eficiencia de atrapamiento en las vesiculas
cargadas con glicina, debido a su menor peso molecular, al pequefio tamario de
su moiécula y a la técnica de preparaciéon empleada.

Sin embargo, ésto no ocurri6 asi puesto que, con base en la tabla 16 y la figura
14, el principio active con mayor eficiencia de atrapamiento fue fenilalanina. Por
lo tanto, ia informacién obtenida en este estudio no es suficiente para demostrar
la existencia de una relacién entre el peso molecular de los activos y su eficiencia
de atraparniento.

Fenilalanina

% de activo encapsulady
oo B85 &8 38 S S

Figura 14.
Porcentaje de activo encapsulado con respecto a su peso molecular



De acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas, el mayor atrapamiento obtenido
para fenilalanina se debe a que se trata de una molécula anfifilica, que presenta
afinidad tanto por la fase acuosa como por la fase lipidica, ocurriendo una
particién del activo entre ambas fases, de tal forma que, al hidratar la pelicula
lipidica parte del principio active agregado se reparte en el micleo acuoso de las
vesiculas y otra parte se reparte en la bicapa lipidica de las vesiculas.

De los tres principios activos estudiados, fenilalanina es la que presenta el Ko/w
mas alto (tabla 2}, por lo tanto, es la molécula que presenta mayor afinidad por la
fase lipidica. Lo anterior puede servir para explicar por qué el tamarno de
particula de las vesiculas cargadas con fenilalanina es el menor de los tres [tablas
12 v 13, figura 13). Es probable que al acomodarse la molécula dentro de la
bicapa lipidica, el niicleo acuoso dentro de las vesiculas ocupe un menor
volumen, lo que provoca un menor tamano de particula sin disminuir la eficiencia
de atrapamiento del activo.

En el caso de glicina y triglicina, el tamano de las vesiculas cargadas con el
ultimo activo es mayor (tablas 12 y 13, figura 13), le cual puede deberse a su
mayor peso molecular con respecto a glicina. La eficiencia de atrapamiento de
glicina es un poco mayor que para triglicina (figura 14), esto puede también
relacionarse con su tamafic molecular, pues al ser una molécula mis pequefia y
més hidrofilica, permanece asociada con mayor fuerza a la fase acuosa, por lo
que se atrapa en mayor proporciéon. La siguiente figura ilustra lo mencionado
anteriormente:



Figura 15.
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Hasta la fecha, no se encuentra informacién en la biblografia acerca de la
influencia de la solubilidad de los activos en el tamano de particula de las
vesiculas cargadas [4, 5, 6, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15]. En este caso, no se encontré
una tendencia ¢ una relaciéon definida entre la solubilidad y el tamafio de
particula. Esto se muestra en la siguiente figura:
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estudiados

De acuerdo a la figura 16, el menor tamano de particula se obtuvo con el
principto activo de solubilidad “mtermedia® y ¢l mayor tamafo de particula se
obtuvo con el activo de menor solubilidad.

Como en el caso del peso molecular, no se ha reportado hasta Ia fecha
informacién sobre la influencia de la solubilidad en la eficiencia de atrapamiento
de los principios activos en las vesiculas Lipidicas.

En la figura 17 se observa que el activo que se atrap6 en mayor proporcion fue el
de solubilidad intermedia {en este caso, fenilalanina) ya que, al tratarse de una
molécula anfifilica, se puede repartir entre ambas fases en las vesiculas. De los
dos activos restantes se logra atrapar mayor proporcién de glicina con respecto a
triglicina debido a que la primera es mas hidrosoluble, repartiéndose en la fase
acuosa de las vesiculas.




El menor porcentaje de activo atrapado se obtiene con triglicina debido a que
ademas de ser poco soluble en agua, no es lo suficientemente hidrofobica (tabla

2) como para presentar interacciones de dicha naturaleza con la bicapa lipidica
de los Transfersomas [38].

De acuerdo a los resultados obtenidos, el activo que se atrapé con mayor
eficiencia no fue el de mayor o menor solubilidad en agua, sino el de mayor
afinidad por las vesiculas lipidicas. Esto tiltimo va de acuerdo con lo reportado en
la gran mayoria de las referencias consultadas, en las que se menciona que la
eficiencia de atrapamiento de los farmacos depende de la afinidad del farmaco por
las vesiculas [14] y de la técnica de preparacién de las mismas [39, 40, 41].

La técnica empleada para cargar los principios activos en las vesiculas fue la
misma, por lo tanto, se puede decir que en este caso la afinidad de los activos
estudiados por las vesiculas definié su eficiencia de atrapamiento.

Fenilalanina

% de activo encapsulado
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FIGURA 17.
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VII. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenides {mayor porcentaje de encapsulamiento para
fenilalanina, que es un compuesto anfifilico) ¥ a la informacién bibliogrifica
consultada, se concluye que en este estudio la eficiencia de encapsulamiento fue
debida a la afinidad de los activos por las vesiculas lipidicas, y no al peso
molecular ni a la solubilidad.

Se logré estandarizar la técnica de preparacién de Transfersomas, siendo las
condiciones optimas de preparacién: 10 minutos de sonicacién, Tween 80 como
agente tensoactivo, nimero de filiraciones: tres y empleo de membranas de
policarbonato.

Los sistemas Transfersomicos fueron caracterizados midiendo su tamafo de
particula mediante la técnica de dispersién dinamica de luz. El tamaio de
particula promedio obtenido fue de 300 nm para Transfersomas vacios, 574 nm
para Transfersomas con glicina, 535 nm para Transfersomas con fenilalanina y
649 nm para Transfersomas con triglicina. Se logré observar a las vesiculas por
microscopia de transmisién elccttﬁnica con tincén negativa, encontrando
particulas de forma esférica con una membrang bien delimitada.

Se logré encapsular de manera adecuada a los tres principios activos
hidrosolubles modelo en las vesiculas Transfersomicas empleando la técnica
estandarizada de preparacion. Los porcentajes de principio active encapsulado
obtenidos fueron: 49.51 para Triglicina, 60.0185 para Glicina y 94.650 para
Fenilalanina.
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VIII. ANEXO

CURYAS DE CALIBRACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS
En las tablas 17, 18 y 19, asi como en las figuras 18, 19 y 20 se presentan las
curvas de calibracién realizadas para la cuantificacion de los principios activos.

TABLA 17. Curva de Calibracién de Glicina en propsnol al 50%.
Técnica analitica: Espwh-ofotometria v

Conceatracita Coacentraciéa Coacentracifn
AbsorSancia Absorbancia Absorbancia
{meg/ml) (g /ml] (mg/ml)
0 1] 0 0 0 0
100 0.2473 100 0.2316 100 0.2504
200 0.5117 200 0.5236 200 0.4596
300 0.7120 300 0.7709 300 0.7524
400 1.0202 400 1.0138 400 1.0865
500 1.2043 500 1.2264 500 1.2501
600 1.5157 600 1.4737 600 14805
rd4 |
12
. ==~ Recta de regresion
= I a Reéplica |
o .
= ' .
208 s Réplica2
E : x Réplica3l
<06+
. ' Ecuscitn de Regresite:
4 y=239T7 5107 + 249 x 6%
02 i r=0.9974
i 7 = 09949
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Coaceatracitn (mg/mi)
FIGURA 18.
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TAB[AIB.CnnaJeCa]j]:nciénJeFenilalanjnaenpzopanolalm
Técnica analitica: Espectrofotometria UV

Concentraciba Al : L : : ; ) 3 )
sl
0 0 1] 4]

S50 0.0840 0.0839 0.0832
100 0.1725 0.1706 0.1719
200 0.3489 0.3522 0.3490
300 0.5218 0.5245 0.5220
400 0.6742 0.6760 0.6762
500 0.8250 0.8259 - 0.8266

0_90001
!
o.amoi‘
0.7000 ;
0.6000 -
) ~~&— Recta de regresion
= .
£ 0.5000 | s+ Réplical
£ | * Réplica2
2 0.4000 | * Reéplica3
< |
03000 - Ecwaciin de Regresion:
y=00192+ 16571 x167x
0.2000 - r=0.9993
| ¢ = 0.9986
0.1000 -
0.0000 1 N o
¢ 100 200 300 400 500 600
Conceatracida (meg/ml)
FIGURA 19.

Curvat].eCa]i]:raciénrlanﬁlaIaninaenPropanolalm%
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TABLA 19. Curva de Calibracién de Triglicina en propencl al 50%. Técnica analitica:
Electroforesis Capilar

Corceatracién ABC1 ABC2 ABC3
meg/mi
1] 4] 0 4]
S0 213t 2154 2225
100 4719 4740 4810
150 7405 7380 7355
200 9471 9487 9423
250 11581 11600 11620
500 21857 20854 22592

~&~ Recta de Regresion
& Réplica l
¢ Réplica2
T Réplica3

FIGURA 20.
Curva de Calibracién de Triglicina en Propancl al 50%
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