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Introduccion

I. INTRODUCCION.

Desde que el hombre comenzé a criar animales para su beneficio surgié también la
preocupacion por la salud de los mismos. Las enfermedades parasitarias fueron y
son un azote para las producciones ganaderas. Estas patologias estan adquiriendo
progresivamente una gran importancia por su efecto directo sobre la sanidad global
del animal'¥, debido al contacto muy estrecho y constante de los animales, lo que
favorece el contagio y diseminacion de las enfermedades. La garrapata sigue siendo
hasta la fecha una de las plagas que provoca grandes pérdidas a la ganaderia en
México. Si no se realiza un tratamiento adecuado a tiempo, estas enfermedades
pueden tender a la cronicidad, con el coste econémico que puede suponer a nivel de
la explotacion¥,

Como consecuencia, estos parasitos han desarrollado resistencia principalmente a
los compuestos organofosforados y amidinas, entre otros, aumentando con esto la

complejidad en el control.

La diferentes acciones del parasito sobre el hospedador (expoliatriz, traumatica,
irritativa, toxica, antigénica etc.) repercuten negativamente en las producciones del
animal afectado. En la accién expoliatriz, el parasito sustrae sustancias nutritivas que
ahectoparasitos y endoparasitos son responsables de ejercer, entre otras, una accion
traumatica por su localizacion a nivel de las diferentes porciones del intestino, a nivel

de los vasos sanguineos, linfaticos entre otros 6rganos..

Sus efectos no soOlo se derivan de su accidn como parasitos en si, sino de su
capacidad de transmitir a sus hospederos importantes enfermedades causadas por
diferentes agentes como: virus, protozoarios, bacterias y rickettsias. Lo anterior,
resulta en pérdidas de produccion y productividad, ademas de contaminacién de
alimentos para el consumo humano'?.

Al manejarse un gran numero de animales la administracion de farmacos, sobre todo

cuando se hace individualmente es dificil y tardado adicionalmente los tratamientos
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son con dosis diaria, para el caso de la deltametrina el tratamiento de los animales es
en bafios quincenales. Por lo que surge una pregunta: ¢ Como reducir la frecuencia
de administraciones y mantener las concentraciones terapéuticas de la deltametrina

en los animales??

Debido a lo anterior surge la propuesta de una formulacién de liberacién modificada.
Las formas farmacéuticas de liberacién modificada modifican la velocidad y el sitio de
liberacion del principio activo respecto a las formas farmacéuticas de liberacion
inmediata con el mismo principio activo, teniendo como obijetivo la reduccion en la

frecuencia de administracion para mejorar el cumplimiento terapéutico.

En la actualidad uno de los sistemas mas utilizados para modificar la liberacion de
los principios activos son los sistemas de encapsulacion: los liposomas son vesiculas
selladas, concéntricas cuyas paredes estan formadas por una bicapa lipidica,
generalmente fosfolipidos y que encierran como minimo un compartimento interior
acuoso. Pueden tener un diametro en el orden de los nandmetros 6 los micrometros.
Los fosfolipidos usados generalmente son: fosfatidilcolina, fosfatidilserina,
fosfatidilglicerol, esfingomielina, diestearoilfosfatidilcolina, dimiristoilfosfatidilcolina u
otros lipidos como el colesterol y el pB-sitosterol. Con el objetivo de incrementar la
eficiencia de encapsulacién y estabilidad se han disefiado liposomas con
modificaciones en la carga superficial. Con la adicion de estearilamida se obtienen
liposomas con carga positiva y fosfatidilserina, acido fosfatidico o diacetilfosfato para
carga negativa. Otro parametro importante es la temperatura de transicion de los
fosfolipidos, determinado por su composicién de &cidos grasos, lo que influye en la
permeabilidad de los liposomas y en su forma de interactuar con la célula. También
se han disefiado liposomas de forma tal que pueden dirigirlos hacia determinados
organos. En estos se encuentran los llamados liposomas sensibles al pH y a la
temperatura. Los liposomas pueden ser clasificados atendiendo al numero de
lamelas: vesiculas multilamelares (MLV), formados por un compartimento acuoso
central y varios interlamelares asi como un numero variable de bicapas, con un
tamafio de particula de 400 - 350 nm; vesiculas unilamelares, formadas por una
bicapa que engloba un solo compartimento acuoso, con un didmetro entre 20-50 nm
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las SUV (pequeiias vesiculas unilamelares, por sus siglas en inglés) y entre 50 - 250
nm las LUV (grandes vesiculas unilamelares, por sus siglas en inglés). Existen
diferentes técnicas para obtener un liposoma, la mayoria se fundamentan en la
encapsulacién pasiva, lo que se sustenta en la capacidad de los liposomas de
englobar un determinado volumen acuoso y solutos en el contenido, durante el

proceso de formacion®®!.

Una vez que se haya logrado la encapsulacion del activo, esta debe interactuar con
la célula para liberarse posteriormente al citosol o a la membrana plasmatica. Estas
interacciones pueden ser por: adsorcién, fusion, transferencia lipidica o por contacto
entre el liposoma y la célula. Luego la liberacion es rapida, por lo que se habla
solamente de un efecto retraso de la biodisponibilidad del activo®.

La biodistribucion de los liposomas esta relacionada con el tiempo de vida media que
permanecen en circulacion sanguinea, en general son fagocitados por los
macréfagos. Se acumulan fundamentalmente en bazo, higado y médula 6sea y

pueden interactuar con compuestos citosélicos!™.

La propuesta para resolver este problema, es empleando los avances hasta ahora
alcanzados por la Tecnologia Farmacéutica, como es la implementacion de un
sistema de liberacion modificada, en donde la liberacion de la deltametrina a partir de
la forma farmacéutica permitirA una prolongacion del tiempo de liberacién del

farmaco y sera controlado para seguir una cinética preestablecida.
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[I. ANTECEDENTES.

Antiparasitarios en veterinaria.

En los sistemas de produccion ganadera del mundo, las afecciones parasitarias son
consideradas como causa importante de pérdidas en la productividad ganadera, debido a
dafios tales como: morbilidad y mortalidad de los animales, reduccién de los niveles de
produccion y productividad, alteraciones reproductivas y altos costos del control, entre
otros. Los ultimos treinta afios se han caracterizado por el desarrollo y aplicacion en
distintas areas ecoldgicas del mundo, de numerosas estrategias de control de endo y
ectoparasitos que afectan la produccion animal. La mayoria de ellas mostraron ser
altamente eficaces, practicas y econémicas para el control de parasitos, (antihelminticos,
acaricidas, insecticidas). Casi sin excepcion y en la medida que los antiparasitarios fueron
perdiendo eficacia, esto como consecuencia de la resistencia desarrollada por los
parasitos, estas estrategias se hicieron menos rentables, comprometiendo en algunos

casos, el propio sustento del sistema productivo.!”

Esta resistencia de las poblaciones parasitarias se ha desarrollado en un marco mundial
de profundas transformaciones politicas, sociales y econOmicas que, sin duda,
modificaron la actitud del productor agropecuario ante la problematica del control
parasitario. Resulta facil instaurar una estrategia de control cuando la economia de un
pais o region se encuentra en apogeo, los farmacos son eficaces y el productor se
encuentra dispuesto a colaborar. La situacidbn cambia radicalmente, cuando la empresa
agropecuaria presenta problemas de financiamiento y el productor debe enfrentar otras

prioridades, como es el caso de nuestro pais.!”

La disponibilidad futura de nuevos antiparasitarios en nuevas formulaciones 6 nuevas
formas farmacéuticas de éstos, no soOlo se encuentra comprometida por el progresivo
aumento de los casos de resistencia y los crecientes costos de investigacion y desarrollo,
sino también por una cierta falta de conocimiento y competencia para el descubrimiento
de nuevos farmacos y/o formas farmacéuticas. Ademas, el "elevado umbral" que significo
el descubrimiento y desarrollo de farmacos endectocidas por sus caracteristicas de
espectro y potencia, ha complicado las posibilidades para que la industria farmacéutica

pueda desarrollar a corto plazo alguna molécula "superior”, que justifique una inversion en
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investigacién y desarrollo. Es por lo anterior la busqueda de nuevas formulaciones con
moléculas ya existentes. Es asi como se ha indicado que dado el alto costo y bajo retorno
de la investigacion y desarrollo de parasiticidas, en el futuro se requerird de nuevos
enfoques en el proceso de descubrimiento de farmacos y de formulacién de las ya
existentes, lo que implicara un mayor componente de investigacion basica y tal vez,

mayores costos.

El escenario de principios de siglo XXI se caracteriza ademas por la crisis econémica del
sector agropecuario, por mercados cada vez mas regionalizados, competitivos y
exigentes. En este marco econdmico productivo, si no ocurre un cambio drastico en el
enfoque de control, cabe esperar un aumento progresivo de casos de resistencia multiple
en distintas especies/géneros de endo y ectoparasitos junto a la posibilidad de crear
desequilibrios ecoldgicos y ocasionar la presencia de residuos de pesticidas en carne,

leche y lana.

El reto radica en encontrar estrategias de control que permitan una combinacién del uso
prudente y racional de los antiparasitarios disponibles, asi como estrategias de control no
guimicas, que aseguren mantener las poblaciones parasitarias por debajo de su umbral
econdmico, que no produzcan residuos en carne y leche y que tengan un minimo impacto

ambiental.

2.1 Enfermedades Parasitarias.

Cuando se habla de “parasitosis” esto representa un capitulo fundamental dentro de la
salud ganadera, pues provocan esencialmente afecciones de la piel, tejidos adyacentes y
anexos, que ademas de dar lugar a cuadros clinicos que en algunos casos llegan a la
muerte del animal provocando pérdidas de carne, lo cual se ve reflejado en una
disminucién de los rendimientos productivos. Sin entrar en definiciones estrictas podemos
decir que un parasito se trata de un organismo mas pequefio que vive dentro o sobre otro
organismo mas grande y a sus expensas. Este organismo méas grande es el hospedador,

o sea es el organismo que hospeda al parasito y los hay de diferentes tipos”.

Cuando el parasito vive en continua e intima asociacion con el hospedador, depende

metabolicamente del mismo y lo perjudica en mayor o menor grado, causandole un dafio
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en su salud, pudiendo llevarlo a la muerte, afectando en forma directa la economia de la

produccion.

En animales de cria, los parésitos debilitan al animal, retrasan su crecimiento y
produccion, ademas de traer todo tipo de perjuicios, que parecen dificiles de manejar y
como toda enfermedad si no es atacada a tiempo, puede terminar en la afeccion muy

perjudicial para la salud de la poblacion de ganado.
CLASIFICACION ELEMENTAL

Los grupos de parasitos son diversos, siendo en su gran mayoria invertebrados, cestodos
(tenias), trematodos, nematodos (gusanos cilindricos), insectos (moscas, mosquitos,

piojos), aracnidos (acaros de la sarna, garrapata).

Protozoarios unicelulares tripanosoma, coccidios, babesia

Chatos | Cestodes (tenias)

Helmintos
0] Acantocéfalos
Vermes

Cilindricos Nematodos

Metazoarios

Pluricelulares Insectos Moscas, mosquitos,
piojos

Artropodos . <
Aracnidos Acaros, garrapatas

Tabla 1. Clasificacién de algunos parasitos!®

Dichos grupos de parasitos actian sobre el animal hospedador por diferentes
mecanismos de accion, llegando a causar en el animal un mismo perjuicio pero de
diversas formas. Por ejemplo pérdida de la ganancia diaria de peso causada por diarrea

cronica o por irritacion y/o estrés prolongado e intenso.
ACCION PATOGENA DE LOS PARASITOS

La accién patdgena que los parasitos ejercen sobre sus hospedadores puede ser:



Antecedentes

1) Mecanica: es la accion que ejerce el parasito por su mera presencia al ocupar
espacios, por ejemplo: el intestino, u otras cavidades, pueden obstruirse por la presencia

en su luz de nematodos de tamafio considerable®.

2) Expoliatriz: es la acciobn que ejerce el parasito al alimentarse a expensas del

hospedador. Hay grados de expoliacion®™:

a) El parasito puede consumir los alimentos del hospedador incluidos sus
desechos.

b) El parasito puede consumir la sangre del hospedador (parasito hematéfago).

3) Traumatica: es la accion que ejerce el parasito al lesionar los tejidos del hospedador
(parasito histiéfago)™.

4) Téxica: accion producida por la liberacion de ciertos metabolitos del parasito que al ser

absorbidos producen dafios celulares?.

5) Trasmision de enfermedades: los parasitos son capaces de trasmitir otros parasitos,

bacterias, virus o rickettsias®.
ECTO Y ENDO PARASITOS

Los ectoparasitos viven en el exterior de sus hospedadores, adheridos a la piel, plumas,
branquias, etc. Ellos son por ejemplo los &caros de la sarna, las garrapatas, las pulgas y

los piojost®.

Los endoparasitos viven en el interior de sus hospedadores (intestino, pulmones,
rifones, etc.), y son por ejemplo los nematodos gastrointestinales, pulmonares o renales

respectivamentel®.,

2.1.1 Principales parasitosis del ganado vacuno.

Dependiendo del sistema de explotacion, tienen mas importancia unas parasitosis que
otras. Por ejemplo, en los sistemas intensivos algunas infecciones soélo se presentan de

forma esporadica debido a las escasas oportunidades que tienen los animales de
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contagiarse, pero otros procesos son mas prevalentes precisamente en los animales
mantenidos de esa forma. No obstante, otras enfermedades parasitarias, no guardan una
relaciobn demasiado estrecha con el tipo de produccién de la explotacion. A su vez los
ectoparasitos y endoparasitos son responsables de ejercer una accion traumatica por su
localizacion entre otros érganos a nivel de porciones intestinales, a nivel de los vasos
sanguineos, linfaticos, etc. Estos traumatismos posibilitan la entrada de gérmenes
diversos, dando aparicién de infecciones secundarias, que pueden ser mas graves que la

parasitosis inicialt* ¥.

A continuacion se expone un grupo de enfermedades catalogadas como ectoparasitosis
las cuales son causadas por ectoparasitos y el tratamiento que se tiene actualmente para
cada una de ellas.

2.1.1.1 Ectoparasitosis.

Dentro de este grupo se engloban las enfermedades parasitarias que se transmiten a

través de vectores externos (garrapatas, piojos, sarnas, entre otras).

2.1.1.1.1 Enfermedades parasitarias producidas por garrapatas.

Son infestaciones causadas basicamente por garrapatas de la familia ixodidae y de la
familia Argasidae que realizan una accién traumatica sobre el hospedador alimentandose
de liquidos tisulares y de sangre. Se desarrollan en épocas del afio con temperaturas
altas (primavera-verano). La humedad al igual que la temperatura son factores que
determinan el desarrollo del parasito*.

Un tratamiento adecuado y ampliamente utilizado consiste en bafar a los animales con
productos organofosforados o a base de piretroides (deltametrina). El tratamiento con

inyecciones de avermectinas subcutaneas al 1% también ha demostrado su efectividad.

En el caso particular de la deltametrina el método de tratamiento de mayor difusion es el
de bafio de inmersion, ya que se logra que el animal se moje totalmente y asi el se pone

en contacto con los distintos estadios evolutivos de la garrapata. El ganado trae consigo

10
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las neo-larvas fijadas en su cuerpo las cuales fueron colectadas en los potreros y las
llevan al bafio las cuales alli mueren. Para lograr la "limpieza del ganado" es necesario
repetir el bafio a intervalos regulares (21 dias) durante por lo menos 9 meses, ya que
cualquier descuido que permitiera la evolucion de una sola teleogina, ésta reinfestara el
campo con sus aproximadamente 3.500 huevos y todo el esfuerzo, lamentablemente
resultara nulo. Es necesario recordar que un buen manejo y control del bafiadero son los

factores que aseguran 6ptimos resultados en un bafio!®.

Algunas recomendaciones de los bafios son: No bafiar en horas de intenso calor o frio, ni
cuando el animal estd muy cansado o sediento. Los animales encerrados por la tarde
deberan bafiarse a la mafana del dia siguiente; en su defecto, si el encierre es por la
mafana, podran bafarse a la tarde. No efectuar bafio cuando hay mucho barro en los
corrales. No bafar cuando exista amenaza de lluvia. En caso de llover dentro de las 12
horas de haberse bafado, se deberd repetir el mismo. El producto a utilizar debe
conservarse en su envase original, cerrado y al abrigo del medio ambiente, evitando

temperaturas extremast®.

Cubicaciéon. Frecuentemente se toma la capacidad del bafadero con formulas
geométricas o por comentario del personal o propietario anterior, esto provoca errores;
por consiguiente, se debera tomar un recipiente de 1 6 5 litros perfectamente calibrado y
con esto calibrar un recipiente mas grande (lata de 20 litros). Una vez calibrado se llenara
la pileta de reposicion (cachimbo) del bafio, es conveniente si tiene 1000 litros, ponerle
una cubicacién a los 500 litros (marcar). En caso de no disponer de este tipo de pileta, se
realizara la operacion con un tambor de 200 litros. Durante el llenado del bafiadero debe
hacerse la primera marca en la varilla a los 4000 6 5000 litros, después ir sefialando cada
1000 litros hasta los 8000 litros y, hasta completar el nivel de nado se marcara cada 500.

Ante posible ingreso de agua en la pileta, en el caso de lluvias, inundaciones etc., y para
tener un mejor control de la misma, se deberdn cubicar 2000 litros méas sobre el nivel de
nado e ir marcando cada 500. Una vez cubicado el bafio se prepara el pie en la forma que
se explica en la etiqueta del producto. Se agitara la emulsion en forma enérgica haciendo
pasar 50 - 70 animales para que el pie de bafio tenga una emulsion uniforme. Estos

animales deben volver a mezclarse con la tropa para ser bafiados nuevamentel®.

Bafio: Se iran introduciendo los animales al bafio; de inmediato el horquillero le sumergira

por primera vez la cabeza. Si al colocarlo, el animal sumergié la cabeza, la sumergida no

11
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se cuenta. Los 15 segundos que el animal debe permanecer en el bafio comenzaran a
contarse a partir de la caida al bafiadero. Cada horquillero se hara responsable de dos
animales y no mas, pues hay que frenarlo con la horquilla para que estén el tiempo
necesario. Con cada animal que se introduce al bafio se incorpora también una cantidad
apreciable de materiales extrafios (barro, bosta, etc.), que van decantando lentamente y
arrastran en su caida al principio activo que tiene la caracteristica de adherirse a las
particulas sélidas del bafio. Esto hace que las reposiciones y refuerzos deban hacerse en
tiempo y forma correctos. Estas operaciones se realizardn al desgaste del 10% del
bafiadero y no mas, ni adn al terminar, porque sino el bafio se empobrece y los animales
reciben subdosis. No eliminar los pelos y particulas que se encuentran en flotacion,

mezclando éstas con agitadores antes de iniciar el bafio!®.

e

e
?M

Iy L
A '

Figura 1. Bafio garrapaticida para ganado vacuno'®
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A su vez se ha de tener en cuenta que las garrapatas transmiten enfermedades
parasitarias, que son incluidas dentro del grupo de las zoonosis, como la Piroplasmosis
(Babesiosis, Theileriosis). Estos parasitos son transmitidos al hospedador por medio de la

saliva de las garrapatas infectadas!”.

2.1.1.1.2 Enfermedades parasitarias producidas por Piojos

Existen dos tipos de piojos, los chupadores de los géneros Linognathus, Solenoptes y
Haematopinus, y los masticadores del género Damalinio que se sitian a nivel del cuello,

espalda, region perineal y cola de los animales afectados!!.

Los piojos masticadores se alimentan de restos de piel y escaras y ejercen una accién
irritativa sobre el hospedador. Por el contrario los piojos chupadores entran en contacto
con la sangre, y ejercen una accion hematofaga y traumatica. Los animales afectados por
estos piojos presentan un intenso prurito, se frotan contra objetos y pueden llegar a

provocarse auto-lesiones y alopecias generalizadas!™.

Un tratamiento muy extendido se basa en la utilizacibn de bafios con productos
organofosforados, piretroides y carbamatos. La utilizacién de avermectinas inyectables
también ha demostrado su eficiencia frente a piojos chupadores, ayudando a controlar
significativamente los masticadores, que si son cubiertos por los tratamientos a base de

avermectinas tépicas o “pour-on”™.

2.1.1.1.3 Sarnas.

Infestaciones causadas por la presencia de 4caros de los géneros Psoropes, Chorioptes,

Demodex y Sarcoptes!!.

Estos acaros que viven en la piel de los animales afectados, se transmiten por contacto
directo o a través de utensilios contaminados. Estos pardsitos ejercen una accion
traumatica sobre el animal alimentandose de sangre y linfa y provocando un intenso

prurito que cursa con la aparicion de papulas/ pustulas que al cabo de unos dias se
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convertiran en costras. Es aconsejable que el tratamiento antiparasitario se realice previa

limpieza en las costras™.

Se puede seleccionar un tratamiento topico a base de piretroides organofosforados, o

carbamatos.

2.2. Garrapata.

2.2.1 Importancia de la garrapata en la ganaderia.

La garrapata figura como uno de los ectoparasitos de mayor importancia econémica a
escala mundial, por las mermas que ocasiona en la produccién de ganado bovino,

caprino, vacuno, lanar y caballar’).

Una consecuencia directa de la parasitacion por garrapatas son la menor cantidad de
alimentos ingeridos por el ganado, las pérdidas de peso por toxinas e irritacion, las
anemias producidas por pérdidas de sangre transmision de hemoparésitos y la
considerable depreciacion de las pieles a causa de las perforaciones producidas por los
piquetes. Ademas, estas perforaciones permiten el acceso de bacterias, micosis termales

y larvas de moscas (miasis)!".

Al lesionar la piel para chupar sangre, muchas especies de garrapatas pueden transmitir
también los mas diversos agentes patdgenos; como son virus, bacterias, riquetsias y
protozoos. Esto puede conducir a enfermedades agudas, crénicas o incluso a la muertel”.
De las estimadas 1,000 millones de cabezas de ganado vacuno en el mundo, entre el 70y
80% vive en paises tropicales y subtropicales en los que la garrapata es activa durante

todo el afio”.

La pérdida de peso en un bovino parasitado por garrapatas Boophilus spp. se calcula en
0.26Kg/garrapata/afio y por Amblyomma ssp. hasta 1.09 Kg/garrapata/afio. Esto ocasiona
pérdidas de varios miles de millones de dolares en la economia pecuaria mundial. En

México, el ultimo calculo oficial reportd que la infestacién por garrapata Boophilus spp.
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provocé pérdidas por concepto de pieles de mas de cuarenta y siete millones de dolares

por afiol’.

2.2.2 El ciclo biolégico de las garrapatas.

Su ciclo bioldgico esta compuesto por cuatro estadios: huevo, larva, ninfa y adulto. Las
garrapatas hembras ponen los huevesillos en areas de vegetacion abundante, el tiempo
de eclosion de los huevos depende de la especie y de las condiciones del medioambiente,
después de este periodo se libera la larva y se mueve en el pasto en busca de su primer
hospedador y su primer alimento, después de esta comida la larva se deja caer y muda
para convertirse en ninfa y comienza la busqueda de su préximo huésped, una vez
alimentada la ninfa nuevamente se deja caer para mudar a adulto, la adulta ya
diferenciada se alimenta por un tiempo determinado, durante este tiempo se enjurgita
aumentando su peso hasta 100 veces, copula y se deja caer al habitat empezando a
ovopocitar y con ello se cierra el ciclo de la vida. Posteriormente la garrapata adulta
hembra muere, el macho se puede alimentar varias veces. Todas las etapas estan
fuertemente influidas por el ambiente, cuando las condiciones son favorables el ciclo es
menor debido a que la garrapata no entra en periodo de latencia y es relativamente corto,
cuando no, las garrapatas tienen la facultad de entrar en un periodo de latencia lo cual les

permite persistir en el ambiente hasta por 250 dias o mas!” .
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CICLO DE VIDA DE LA GARRAPATA

HEMBRA
ENJURGITADA

HEMBRA
OVOPOSITANDO

IMUDA DE NINFA : HUEWOS
A ADULTO

MUDA DE LARVA
A NINFA

Figura 2. Ciclo bioldgico de la garrapata®®

El ciclo bioldgico de los ixodidos se caracteriza por el nimero de animales que parasitan
durante su vida. Ciertas variedades pasan toda su vida parasitaria sobre un solo animal,
algunas parasitan sobre dos, mientras que otras son parasitos consecutivos de tres
animales huéspedes. El conocimiento de estas peculiaridades es importante para la lucha
contra las garrapatas. Se conocen alrededor de 650 especies pertenecientes a 13

géneros de ixodidos!" &,

En México se han identificado 43 especies de 7 géneros de la familia Ixodidae: Boophilus
sp., Amblyomma spp., Dermacentor spp., Anocentor spp., Haemphysalis spp.,

Rhipidephalus spp. e Ixodes spp.["®

De la familia de Argasidae los 3 géneros mas importantes en México son: Otobius spp.,

Ornithodoros spp. y Argas con un total de 8 especies reportadas!’ &.
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Agente Infeccioso

Transmisor

Enfermedad

Babesia bigemina

Boophilus spp.

Fiebre de Texas

o Piroplasmosis

Babesia Boris

Boophilus spp,.

Ixodes spp.

Hemoglobinuria

epidémica

Anaplasma

Boophilus spp.,dermacentor spp.,

Anaplasmosis

marginale Rhipicephalus spp., Amblyomma
spp., Ixodes spp., Haemaphysalis
spp.,

Boophilus spp.,

Anaplasma

Anaplasmosis

centrale* Haemaphysalis spp.

Ehrlichia bovis Amblyomma spp., Rickettsias bovina

Haemaphysalis spp.

Borrelia* theileri Boophilus spp. Espiroqueldsis Bovina

*Posible presencia en el pais.

Tabla 2. Principales agentes infecciosos y enfermedades del bovino, transmitidas por garrapatas en

Méxicol” 8

2.2.3. Adaptabilidad ecoldgica.

La subsistencia de las garrapatas en sus diversos estados de evoluciéon (huevo, larva,
ninfa, adulto) esta determinado por factores climatolégicos como lluvias, sequias, altitud,
heladas, temperaturas medias nocturnas y diurnas, tipo de vegetacion, asi como por la

cantidad de animales a disposicion de cuya sangre se alimentan estos parasitos!”.

Cabe mencionar que los factores climatolégicos afectan especialmente a los delicados

huevesillos y a las fases no parésitas de la garrapatal”.

Las hembras de los ixddidos después de haber chupado suficiente sangre buscan lugares
protegidos en el suelo donde segun la variedad deponen cantidades determinadas de
huevos (Boophilus spp. entre 2,000-3,000, Amblyomma spp. Hasta 5,000). Es por esto
qgue el microclima del suelo (vegetacién espesa, temperatura y humedad relativa), estan

importante para su sobreviviencia”.

Estos huevesillos son muy sensibles a las sequias y las larvas que salen de ellos también

evitan los ambientes secos y las altas temperaturas, a que estos factores les perjudican.
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Las ninfas y especialmente las garrapatas adultas son mucho mas resistentes a estos

factores climatolégicos!”.

2.3 Piretroides

Durante investigaciones a modificaciones de estructuras quimicas de piretrinas naturales,
un cierto numero de piretroides sintéticos fueron producidos con diferentes propiedades
fisicas y quimicas y una gran actividad biologica. Varios de los primeros piretroides
sintetizados fueron comercializados de inmediato, muchos de estos para el control de
insectos de casa. Otros piretroides mas recientemente sintetizados han sido introducidos

como insecticidas en la agricultura y en la ganaderia por su excelente actividad."®!

Los piretroides constituyen otro grupo de insecticidas en adicion a los organoclorados,
organofosforados, carbamatos y otros compuestos. Entre los mas comercializados se
encuentran la aletrina, resmetrina, d-fenotrina, tetrametrina, cipermetrina, deltametrina,

fenvalarato, permetrina, etc!*?.

Quimicamente los piretroides sintéticos son ésteres de éacidos especificos (ej. Acido
crisantémico, acido cisantémico halo-sustituido, acido 2-(4-clorofenil)-3-metilbutirico) y de
alcoholes (egj. Aletrolona, alcohol 3-fendxibecilico). Para ciertos piretroides el o los centros
asimétricos existe en el acido y/o el alcohol secundario, y los productos comerciales
algunas veces consisten en una mezcla de ambas isbmeros opticos, (1R,1S o d/l) y
geomeétrica (cis / trans). Sin embargo més de la actividad insecticida de muchos de estos

productos reside solamente en uno o dos isémerost® %!,

Los piretroides son neurotéxicos, actian sobre los axones en el sistema nervioso central y
periférico por la interaccion con los canales de sodio en mamiferos y/o insectos. Una sola
dosis produce signos téxicos en mamiferos, tal como son tremores, hiperexcitabilidad,
salivacion, coreo-atetosis y pardlisis. Los signos desaparecen facil y rapidamente y los
animales se recuperan generalmente con una semana. En niveles cercanos a una dosis
letal los piretroides sintéticos causan cambios transitorios en el sistema nervioso tal como
es la inflamacion axional y/o degeneracion de la mielina en el nervio ciatico. Ellos no son
considerados causa de retraso neurotéxico de el tipo inducido por algunos compuestos

organofosforados.
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El mecanismo de toxicidad de los piretroides sintéticos y su clasificacién es de dos tipos.*:
9 Basados en estudios de fijacién sobre receptores del acido gamma-aminobutirico

(GABA) los piretroides sintéticos pueden ser clasificados dentro de dos tipos!*:

e Los piretroides que no son alfa-ciano.

Teflutrina
Acido Alcohol

| || :
F
0
CF3>: /\‘(‘: e

Cl

CHs

Tipo I: No contienen el grupo alfa-ciano-3-fenoxibe

e Los piretroides alfa-ciano-3-fenoxibencil.
Permetrina

Alcohol Fenoxibencilico

E:>%\i/o\/©\0)i>

Tipo Il: Contienen el grupo alfa-cianno sobre el 3-fenoxibencil

2.3.1 Piretroides que no contienen un grupo alfa-ciano (aletrina, d-fenotrina,

permetrna, tetrametrina, cismetrinay bioresmetrina) (Tipo I: T-sindrome).

Los piretroides que no contienen el grupo alga-ciano dan un aumento pronunciado a la
actividad repetitiva en organos de los sentidos y en las fibras nerviosas sensoriales.
Estos compuestos, también inducen una repetitividad pronunciada de disparos de la
terminal nerviosa del motor presinaptico en la union neuromuscular. No hay efecto
significativo del insecticida sobre la liberacion de neurotransmisores o en la sensibilidad
de la membrana subsindptica, sobre las fibras de la membrana muscular. El disparo
presindptico repetitivo fue también observado en el ganglio parasimpético tratado con

estos piretrodes!™".
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Los piretroides sintéticos actuan directamente sobre el axdn a través de la interferencia
con el mecanismo de los canales de sodio que permite la generacion y conduccion de
cada impulso nervioso. El estado transcicional de los canales de sodio es controlado por
dos mecanismos de accion separados, referidos a la activacion y desactivacion de los

canales™Y,

La presencia del piretroide en el organismo afecta la corriente del canal de sodio durante
la despolarizacién, la apertura rapida de la activacion del canal y el lento cierre proceden
normalmente. Sin embargo una vez que el canal de sodio esta abierto la activacion
qgueda restringida en la posicion de apertura a la molécula del piretroide. Aunque
basicamente todos los piretroides tienen el mismo mecanismo de accion, existen

diferentes tipos de relajacién para varios de los piretroidest**.

2.3.2 Piretroides que contienen el grupo alfa-ciano sobre el 3-fenoxibencil alcohol

(deltametrina, cipermetrina, fenvalerato y fenpropanato) (Tipo Il: CS-sindrome).

Los piretroides con el grupo alfa-ciano causan una intensa repetitividad en la linea lateral
del 6rgano en la forma de alargamiento en la cadena del impulso. Cada una de las
cadenas de impulsos puede alargarse hasta mas de un minuto y conteniendo miles de
impulsos. La duracion de las cadenas de los impulsos nerviosos y el nUmero de impulsos

por cadena se incrementa con la disminucion de la temperatura**.

Los estudios que se han realizado sugieren que los piretroides que contienen el grupo
alfa-ciano afectan principalmente los canales de sodio en la membrana del nervio y
causan una prolongacién en la cadena del impulso nervioso aumentando la trascendencia

en la permeabilidad del sodio en la membrana durante la excitaciéon™.

2.3.3 Deltametrina.
2.3.3.1 Identidad, propiedades fisicas y quimicas.

La deltametrina fue sintetizada en 1974 y comercializada por primera vez en 1977.
Quimicamente es el isbmero (cis) de 8 ésteres estereoisoméricos del analogo dibromo del

‘acido crisantémico, acido 2,2-dimetil-3-(2,2-dibromovinil) ciclopro-panocarboxilico (Br,CA)
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11]

con alcohol alfa-ciano-3-fenoxibencilico™. La deltametrina es un piretroide sintético de

amplio espectro y agente neurotoxico de rapida actividad. La deltametrina de calidad

técnica tienen las siguientes caracteristicas:

Color Blanco

Estado Fisico Polvo

Nombre IUPAC | (S)-alfa-Ciano-3-fenoxibencil  (1R)-cis-3-(2,2-dibromovinil)-2,2-
dimeilciclopropanocarboxilato

Sinénimos Decametrina, Decis®, K-othrin®.

Formula C2oH19BraNO3

Molecular
Peso Molecular | 505.2

Est,ruc_:tura By CHz, CHz O oy
Quimica . y o

™.
o A
Br AFIRI & H
H H (5]

Cig

Punto de fusion | 98-101°C y contiene mas del 98% del material.

Solubilidad (A | 2ug/L en agua, es muy soluble en la mayoria de disolventes
20°C) aromaticos, acetona, etanol, metanol, dioxano, THF, DMSO,
dimetilformamida.

Presion de [ 2.0x 10° Pa

vapor (A 25°C)
Estabilidad Es estable a la luz, el calor y el aire, pero inestable en medios
alcalinos.

Densidad 0.5g/cm?®

Relativa
(agua=1)

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de la deltametrina
2.3.3.2 Produccién y empleo.

El consumo mundial de deltametrina en 1987 era de aproximadamente 250 toneladas. La
deltametrina se utiliza en cultivos como de café, maiz, cereales, las hortalizas y lUpulo y
en productos almacenados. Se emplea también en higiene animal, en la lucha contra los
vectores y en salud publica. Se fabrica cominmente como solucion concentrada
emulsionable, solucién concentrada en pequefiisimo volumen, polvo humectable, solucion
concentrada, en suspension y polvo para utilizacion en seco sola o en combinacién con

otros plaguicidas®*™.
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2.3.3.3 Ingestién, metabolismo y excrecion.

La deltametrina se absorbe facilmente por via oral y con menor facilidad por la piel, pero
la tasa de absorcion depende considerablemente del disolvente o vehiculo. La

deltametrina absorbida se metaboliza y se excreta facilmente.

La toxicidad y el modo de accion de la deltametrina se han estudiado extensivamente.
Después de la administracion de una sola dosis a ratas (1.75 mg/kg via intravenoso, 7.5 o
10 mg/kg intraperitoneal, o a 15 o 50 mg/kg via oral), fueron observadas las siguientes
reacciones: salivacion profusa, fuertes temblores del cuerpo, lagrimacion y mortalidad fue
observada. Los efectos neurotoxicos de la deltametrina se han atribuido sobre todo a su
atascamiento a los canales voltaje-sensibles del sodio. Compuestos de la misma familia
se consideran neurotoxicos, segun lo demostrado por la correlacién de los niveles de
deltametrina en cerebro con el inicio de muestras del envenenamiento en ratas. La
inyeccion intracerebral de deltametrina producen signos de neurotoxicidad en un minuto o
menos en ratones. No se localizé ningun estudio de toxicidad en el cual los metabolitos de

deltamerina fueran administrados a animales!.

Los datos de toxicocinética para la deltametrina y otros piretroides son incompletos y en
algunos casos contradictorios. Es conocido que la deltametrina es absorbida rapidamente
cuando es administrada por via oral e intraperitoneal y es incorporada faciimente al
sistema nevioso central reportdndose concentraciones mucho mas altas de deltametrina
en la mayoria de las regiones del cerebro que en plasma de ratas dosificadas por via oral,
mientras que se ha documentando niveles relativamente bajos del cerebro en ratas
después de una administracién intraperitoneal®.

Se sabe que el metabolismo de deltametrina en ratones y ratas esta mediado por una
esterasa en el anillo del éster y por hidroxilacion en el citrocromo P450. Las constantes
metabolicas para estas vias de administracion fueron determinadas recientemente in vitro
para la rata adulta macho Sprague-Dawley. Esta documentado que el 27% de una dosis
de 2.4 mg/kg via intravenosa de deltametrina en ratas hembras fué excretada en las
heces, posiblemente como metabolitos. Por via oral se observé que 13-20% de la
deltametrina fue eliminado en heces de las ratas en un plazo de 2-4 dias después del bolo

oral que dosificaban con 0.9-1.6 deltametrina/kg'.
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Los modelos fisiologicos basados en la farmacocinética han sido herramientas utiles en
analisis de la dosis-respuesta y el gravamen de riesgo de una variedad de productos
qguimicos téxicos. Sin embargo no hay un modelo fisioldgico farmacocinético publicado

deltametrina u otros piretroides!.

2.3.3.4 Efectos en los seres humanos.

La deltametrina puede provocar sensaciones cutaneas en los trabajadores expuestos. Se
han reportado varios casos de intoxicacion no mortal debidos a exposicion ocupacional
por no respetar las precauciones de seguridad. Son sintomas frecuentemente reportados
adormecimiento, picor, formicacion y sensacion de ardor, y vértigo. En ocasiones se ha
descrito un eritema maculoso. La mayor parte de esos sintomas son temporales y
desaparecen en 5 o0 7 dias. No se han reportado reaccioén adversa a largo plazo. Se han
descrito tres casos no mortales de intoxicacion por deltametrina tras la ingestion de varios

gramos del producto™.

2.4 Sistemas de liberacion.

2.4.1 Definicion y aplicacion

Si se exceptla el caso concreto de la administracion por infusién intravenosa continua,
puede sefialarse que las formas farmacéuticas convencionales de dosificacion de
medicamentos, presentan ciertos inconvenientes o limitaciones para alcanzar el fin que se
persigue en un sistema de liberacion controlada. La liberacion del principio activo a partir
de la forma de administracion se produce generalmente de una manera brusca y rapida,
lo que se traduce en el organismo en una gran fluctuacion entre las concentraciones
méaxima y minima que se obtienen, tanto en el plasma como en los diferentes tejidos, lo
gue puede traer riesgos de toxicidad en algunos casos o pérdida de eficacia en otros

dentro del intervalo de dosificacion aplicado.

Durante los siglos XIX y XX se present6 la revolucién de los farmacos y se desarrollaron
nuevos productos como polvos o liquidos de administracién oral o aplicacién externa. A

partir de la década de los 30’s se comienza a trabajar sobre los sistemas de liberacion
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controlada. En 1937 la Royal Society of Medicine en Londres describe un método para
formular hormonas de administracion subcutanea que presentan una liberacion continua
durante tres meses en diversos animales. Esta idea se practicé de manera eficiente en
1950 para mejorar el crecimiento del ganado y en las ultimas dos décadas el desarrollo de
formulaciones de liberacion sostenida de administracion intramuscular y subcutdnea se ha

incrementado en la industria farmacéutica humana y veterinarial*? %/,

La aplicacion de los sistemas de liberacion controlada tiene por objeto la eficiencia
terapéutica y la seguridad, disminuyendo la dosis y el nimero de administraciones. Asi
mismo mediante estos sistemas es posible transportar y liberar proteinas, asi como dirigir

los farmacos a lugares especificos reduciendo su toxicidad™*.

Los nuevos sistemas de liberacion modificada abarcan los conceptos de liberacion
sostenida o prolongada, retardada y rapida. La primera comprende cualquier sistema de
suministros de farmaco que logre la liberacién lenta a lo largo en un periodo prolongado,
gue retarda la liberacion del farmaco y su aparicion en la circulacién. La segunda define
un perfil de liberacion de farmaco constante, abarca los sistemas que pueden ser
sometidos a un control especifico en la liberacion con la finalidad de mantener niveles
constantes de farmaco en plasma. La liberacion rapida se caracteriza por alcanzar
concentraciones terapéuticas rapidamente (como en una infusion) pero el perfil cae

también rapidamente (fig. 3) 5161,

El desarrollo de un sistema de liberacion modificada de farmacos requiere del
conocimiento de parametros que influyen en la liberacion y absorcién del farmaco. Es
importante conocer las propiedades quimicas y fisicoquimicas del farmaco, sus
caracteristicas farmacocinéticas, asi como la interaccion de éste con el sistema de

liberacion y los fluidos biolégicos™® 171,
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Figura. 3. Perfiles de liberacion™®

2.4.2 Consideraciones para el desarrollo de un sistema de liberacion modificada.

Durante el desarrollo de un sistema de liberacion es necesario considerar la
biocompatibilidad de todos los agentes, los cuales deben ser quimicamente inertes, no
carcinogeénicos, hipoalergénicos y estables en el sitio de administracion y no
desencadenar respuesta inmunoldgica. En el ramo veterinario la eleccidén de la ruta de
administracion considera aspectos como la especie, la dosis y el costo. Las vias de
administracion mas utilizadas en este campo son: bucal, nasal, rectal, oral, intravaginal,
intramuscular, dérmica y transdérmica; y con ellas se abarca desde unas horas hasta dias
o afos de liberacion del farmaco. Algunos de los parametros involucrados en el desarrollo

de un sistema de liberacién controlada de farmacos son los siguientes:

Fisicoguimicos

pKa: Afecta la permeabilidad en funcion del pH y el estado ionico del farmaco. La
solubilidad se incrementa con la ionizacion pero la absorcién disminuye. En el caso de
formas parenterales los cambios del estado de ionizacion pueden provocar precipitacion
del farmaco que conduciria a una irritacion local, el tamafio de particula del precipitado

puede afectar el perfil de liberaciont*”.

25



Antecedentes

Coeficiente de particion: Indica la lipoficidad del farmaco que puede influir en el paso de
éste a través de las barreras biolégicas para ser absorbido. La liberacién del farmaco
desde una matriz esta relacionada directamente con la diferencia de solubilidad en esta y

el medio al que se libera™”.

Solubilidad: La solubilidad del farmaco en el polimero que constituye el sistema,
determina la velocidad de liberacion. También la solubilidad que presente el farmaco en
el medio de disolucion al que va a llegar influye en la velocidad de liberacion, esta
solubilidad se puede mejorar con el uso de cosolventes. Es importante que al hacer
estudios de liberacion del sistema se mantengan condiciones sink (concentracion de

soluto 10 veces por debajo de la solubilidad)™".

Estabilidad: La estabilidad del farmaco a factores como pH, humedad y temperatura, tanto
en el proceso de fabricacibn como en su transporte y almacenamiento para garantizar la

seguridad del producto y su efecto terapéutico™ .

Difusividad: La difusion es el paso de moléculas de farmaco a través de la matriz
polimérica o del reservorio y se lleva a cabo por un gradiente de concentracion del
farmaco e involucra el doblamiento de las cadenas poliméricas para dejar el espacio
necesario para la difusion del farmaco. Esta propiedad resulta importante porque de ella

depende la velocidad con la que el farmaco sea liberado por este mecanismo*”.

Potencia: La potencia se refiere a la dosis necesaria de un farmaco para alcanzar un
efecto determinado. Si se necesita administrar un farmaco por absorcion transdérmica se
requerira uno de enorme potencia dada la limitada capacidad de la piel para absorber

medicamentos?,

Farmacocinéticas

Absorcion: Es una etapa importante principalmente en las formas de dosificacion orales
ya que de la eficiencia de este proceso depende en muchas ocasiones el efecto
terapéutico que se desea. Cuando los farmacos presentan biodisponibilidad deficiente se
recomienda su administracion parenteral o la incorporacién de los mismos en un sistema
de liberacién controladal*®.
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Distribucién: Una vez que el farmaco es absorbido se distribuye en el organismo de
pendiendo de la propiedades fisicoquimicas del farmaco. Esta distribucion puede
ocasionar toxicidad en algunos organos por lo cual se busca un sistema de liberacion

modificada que este dirigido a un sitio especifico™®.

Metabolismo: Los farmacos que presentan metabolismo de primer paso o los farmacos
susceptibles a condiciones fisiologicas como el pH gastrico y la unidon a proteinas
plasmaticas son candidatos para un sistema de liberacion modificada en una formulacién

parenteral. .

Eliminacion: Cuando la excrecion es dependiente de las concentraciones plasmaticas, la
liberacion modificada puede afectar la rapidez de eliminaciobn para mantener la
concentracion del farmaco en plasma y alargar su efecto. Los farmacos cuya vida media
en el organismo es muy corta (esto es de 6-8 hrs) son buenos candidatos para

incorporarlos en un sistema de liberacién modificada** *".

2.4.3 Clasificacion de los mecanismos de liberacion

Los sistemas de liberacién controlada se pueden clasificar de acuerdo a su mecanismo de

liberacién de la siguiente maneral*® ™

Velocidad de liberacion preprogramada.
Activacion modulada de la liberacion

Regulacion por retroalimentacion.

A

Liberacién dirigida.

Las tres primeras se refieren a un control en el tiempo de liberacion y la ultima se refiere

aun control en la ubicacion espacial en la que es liberado el farmaco
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Figura 4. Mecanismos de liberacion

1. Velocidad de liberacion preprogramada: El perfil de liberacion se controla por difusién

molecular del farmaco a través de una barrera. Se describe mediante la segunda Ley de

difusién de Fick. Existen tres tipos!*® 7\

a) Permeacion a través de una membrana polimérica: El farmaco se encapsula con

una membrana de permeabilidad especifica para formar un reservorio el cual

puede ser solido, una suspension o una solucion. La liberacién depende de los

coeficientes de particion y difusion del farmaco, de la porosidad de la membrana y

de la concentracién del farmaco en el reservorio (ec. 1)

Q/t = (Km/r Kam Dy Dm / km/r Dm hd + Kam Dy hm) (CR) (ec. l)
Qlt es la velocidad de liberacion del farmaco.
(K » Kam son los coeficientes de particion interfacial entre el farmaco y la e la membrana y la

capa de difusion.

Dy ,Dm son los coeficientes de difusion a través de la membrana de grosor (hy,) y a través

de la capa de difusién de grosor (hg).

Cr es la concentracion del farmaco en el dispositivo
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b) Difusion a través de una matriz polimérica: El reservorio es preparado como una
dispersion homogénea del farmaco en el polimero (hidrofilico o lipofilico), esta
dispersion puede lograrse mediante diferentes técnicas como la de difusion del
disolvente o por una fusion del polimero. La liberacion estd controlada por la
cantidad de farmaco en el reservorio, la solubilidad de este en el polimero y su

difusién a través de la matriz (ec. 2)

Q/t * = (2ACRrDp)"? (ec. 2)

Q/t* es lavelocidad de liberacion del farmaco

A es la dosis inicial de farmaco.
Cr es la solubilidad del farmaco en el polimero.
Dp es la difusién del farmaco a través de la matriz polimérica

c) Microreservorio: Implica la microdispersion de una suspension acuosa del
farmaco con un polimero mediante un proceso mecanico de dispersion
(homogenizacioén). La liberacion es dependiente de variables fisicoquimicas como
la solubilidad del farmaco en el polimero y se lleva a cabo por difusion o disolucion
(ec. 3)

dQ / dt = (d, Dg mKp hg + Dg hymK,) [NS, — (D1 Dy (1-n) / hy) (1/Ky + 1Km)]  (ec. 3)

dQ/dt es la velocidad de liberacion del farmaco.

K1, Km, Kp son coeficientes de particién del farmaco y el reservorio, entre el reservorio y la
membrana y entre la membrana y el medio de difusion.

Ds, Dy, Dy representan la difusion a través del reservorio de grosor (h;); a través de la
membrana de grosor (h,); y a través de la capa de difusion de grosor (hg).

m = a/b y es la relacién entre la cantidad de farmaco dentro (a) y fuera (b) de la matriz.

S1, Sp son la solubilidad del farmaco en el compartimiento liquido y en la matriz polimérica.

2. Activacion modulada de la liberacion: La liberacion del farmaco desde un reservorio o
matriz puede ser facilitada por el suministro de energia mediante diferentes medios.
Dependiendo del tipo de energia usada y el proceso de aplicacion, estos sistemas se

clasifican como fisicos, quimicos o bioquimicos!® "),
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a) Mecanismos fisicos

e Presion osmdtica: La liberacibn se modula mediante un gradiente de presion

osmotica entre el reservorio del farmaco y el medio que lo cubre. Depende de la
permeabilidad al agua y del area superficial efectiva de la membrana
semipermeable utilizada. La diferencia de presion provoca la reduccion de
volumen en el reservorio liberando el farmaco de manera controlada. La

formulacién puede ser sélida o en solucion.

Orificio de
liberacion

g e —.,
¥ —

Recubrirmiento
semipermeable

Solutos osmoticamente
activos

1\."

RESERVORIO

AR AR BN

Figura 5. Regulacion por presion osmatica

e Presion hidrodinamica: Esta constituido por un contenedor en el que se encuentra

el reservorio de farmaco, entre estos compartimientos se encuentra una capa
absorbente de un polimero hidrofilico, la cual genera una diferencial de presion
hidrodindmica que reduce el volumen del reservorio forzando al farmaco a salir por

un orificio de manera controlada.

Qrificio de
liberacion

Conternedor

RESERVORIO \ Contenedor
i LiQuing colapsable
Capa
hidrofilica

Aperturas
anufares

Figura 6. Regulacién por presion hidrodinamica

e Presion de vapor: El farmaco es administrado con un dispositivo para infusion el

cual se separa de un sistema de bombeo por una divisién de libre movimiento que

contiene un fluor de fluorocarbono que vaporiza a la temperatura corporal. Esta
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vaporizacion genera una presién que desliza la division y provoca la salida del
farmaco con un flujo continuo. La liberacién se controla por la diferencia de presion,

la viscosidad de la formulacién y el tamafio de la canula de infusion.

Activacion mecanica: El reservorio de farmaco es contenido en un equipo con un

sistema mecénico de bombeo que libera el farmaco en una cavidad especifica
como la nariz, el volumen liberado es independiente de la fuerza aplicada y la

duracioén de la activacion.

Activacion _magnética: El reservorio es una dispersion del farmaco en una matriz

polimérica. La liberacion es lenta por la incorporacion de un mecanismo

electromagnético (anillos magnéticos) que es activado por vibracion.

Aniflo
magrético

Imne

Cubierta
pofimérica

MAGNETOS

Figura 7. Regulacion magnética

Sonoforesis: Utiliza energia ultrasonica para abrir los poros de una membrana que
contiene el reservorio del farmaco para que este pueda ser liberado.

lonotoforesis: utiliza corriente eléctrica para activar y modular la difusién pasiva del
farmaco a través de una membrana biolégica como la piel facilitando su
permeacion.

Hidratacion: El reservorio es homogéneamente dispersado en una matriz de un

polimero hidrofilico que se hincha por hidratacion.
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Figura 8. Activacion por hidratacion

b) Mecanismos Quimicos

Activacion por pH: Permite dirigir la liberacién en una region con un rango de pH

especifico. El reservorio es una dispersion del farmaco con un polimero sensible a
cambios de pH que se encapsula con una membrana polimérica como de
etilcelulosa. El farmaco es liberado por difusion y controlado por la solubilidad de la
membrana y la permeabilidad.

Estomago
pH<3
' Vaciamiento
' gastrico
\ Recubrimiento

Farmaco

sensible

© Fluido
pH=7.5 ' intestinal

Membraha
r=" -t- %= porosa

:RESERI.-"DRID ]
4
L = - -l- -

Farmaco

Figura 9. Regulacion por pH
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e Activacion idnica: Es utilizada para farmacos ionicos. Se forma un complejo entre el

farmaco y una resina de intercambio ionico con un contraion adecuado, este
complejo se recubre con un polimero como el polietilenglicol 400 y se encapsula
con una membrana de etilcelulosa (permeable al agua) que regula la liberacion por

difusion del farmaco en un medio electrolitico con el que intercambia iones.

tomplejo Pared
Farmaco-Resina intestinal

Polimero

Farnraco

Ion

Recubrimiento

Figura 10. Activacion idnica

e Hidrolisis: El reservorio del farmaco es dispersado homogéneamente con un
polimero en sistemas particulados. La liberacion del farmaco es regulada por la
hidrolisis que es capaz de degradar el polimero del que se constituyen las

particulas

¢) Mecanismos bioquimicos

e Activacion enziméatica: El reservorio en encapsulado en microesferas junto con un

polimero biodegradable. En donde la liberacion es activada por la hidrolisis

enzimatica del polimero mediante una enzima especifica en un cierto tejido.

3. Regulacion por retroalimentacion: La regulacion se realiza por la concentracion de una
sustancia quimica presente en el organismo, la cual es detectada por un receptor que se

encuentra dentro del sistema de liberacién. Existen varios tipos*® 7
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a) Bioerosion. El farmaco es dispersado en una matriz polimérica que es recubierta
por una enzima especifica como la ureasa, la cual al encontrarse con su sustrato
urea, la degrada generando amonio que incrementa el pH del medio e induce la

degradacion del polimero para liberar el farmaco.

Hreasa
inmovilizada

ledin alcaling
ALIFRD —* EROSION

Hidrocoriisona

Figura 11. Bioerosion

b) Biorrespuesta: El farmaco es contenido en una membrana polimérica sensible a

la penetrabilidad de un agente quimico que se encuentra presente en el tejido.
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Figura 12. Biorrespuesta

c) Autorregulacion: Depende del mecanismo de union reversible y competitiva. El
reservorio es encapsulado con una membrana polimérica semipermeable, la
liberacion es regulada por la penetracion de un agente quimico que estimula la
salida del farmaco.

Concanavalina A I r‘.:suﬁ{".-a
glicosilada

A Glucosa

Membraha

® G-Insulina
polimérica

fiberada

Figural3. Autorregulacién

4. Liberacion dirigida: El desarrollo de un sistema de liberacion dirigido a un sitio
especifico busca reducir la toxicidad de ciertos farmacos inespecificos. El disefio de estos

dispositivos implica la incorporacion de un elemento de reconocimiento como un
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anticuerpo, para que se una selectivamente a una célula o tejido blanco de tal manera que
el farmaco contenido en el sistema donador pueda ser depositado en ese lugar y ejerza
su efecto. Algunos sistemas también incluyen un agente solubilizante que facilite la

disponibilidad del farmaco*® ",

POLIMERO

/—

Sofubilizante

Membrana
celilar

Figura 14. Liberacion dirigida

2.5 Liposomas

2.5.1 Definicion de liposomas

Los liposomas son vesiculas (esferas huecas) formadas por bicapas lipidicas
(generalmente fosfolipidos) que incluyen en su interior un pequefio volumen de disolvente
en que han sido preparados. Estos se forman cuando los fosfolipidos estan dispersos en
un medio acuoso y se les aplica una fuerza externa formando una poblacién de vesiculas
con rangos variados de tamafio que van desde diez nanémetros hasta diez micras de

diametro®??.
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La estructura de bicapa lipidica no es exclusiva de los liposomas ya que esta
conformacion se encuentra en todas las membranas biolégicas en donde ademas de

incluirse la fosfolipidos encontramos proteinas y carbohidratos (Figura 2).

Exterior de la célula
Proteina de
membrana
: ' \Glicupruteinﬂ

Fozfolipido

Colesterol

el L T T )
L o e g
- “ o LT "'."'.
et 1_-,-,..:1.?-

Membrana
Plazmatica

Doble capa lipidica

Figura.l5. Representacion de la membrana celular y de liposomas.

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

6rganos)Y.

Cuando se incluye un farmaco en liposomas este queda atrapado en el centro del

liposoma si se trata de un farmaco soluble en agua, pero si es insoluble o poco soluble

este se vera atrapado en la fase lipidica del liposoma (entre las cadenas alifaticas) como
22]

se ejemplifica en la figura 16

s
A -

Figura 16. A) muestra un liposoma multilaminar que tiene encapsulado farmaco
en las zonas hidrofilicas, en B) se muestra a un liposoma unilaminar que tiene
encapsulado dos farmacos uno de los cuales es hidrosoluble y se encuentra en
el interior del liposoma y otro liposoluble que se encuentra atrapado entre las
cadenas alifaticas.
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2.5.2 Composicién y clasificacion

Los liposomas estan formados en su mayoria por fosfolipidos. Los fosfolipidos son una
clase de moléculas que tienen una cabeza polar con un grupo fosforico y dos cadenas
(colas) no polares formadas a partir de hidrocarburos. Dada esta conformacion se
clasifican como moléculas anfifilicas, que por tener actividad superficial reciben en
nombre de tensoactivos. Hay muchas especies de fosfolipidos las cuales proceden de

combinar diferentes cabezas polares y diferentes tipos de cadenas hidrocarbonadas

Grupo Cabeza Nombre
|
0=k—0 H3C\ on
j’ /N+/\/ Colina
Hae” \
CH3
o) o]
o o PN Etanolamina

[e]
/YJ\ Serina
HO OH

HO/Y\O” Glicerol

” Inositol
OH

OH

Figura 17. Representacion del grupo fosfatidil y los diferentes grupos que
funcionan como cabeza polar de la molécula.

La formacion de agregados lipidicos en agua depende de varios factores como la
concentracién de fosfolipidos®”, temperatural®!, fuerza i6nica®” y presencia de otras
moléculas!®. Cuando un fosfolipido es adicionado progresivamente en agua se va
disolviendo en el bulto y formando una pelicula entre el agua y el aire, conforme se va
adicionando mas tensoactivo resulta la formacion de agregados, los primeros agregados
se forman cuando la concentracion es igual a la concentracién critica micelar (CMC), es

decir la concentracién minima necesaria para obtener una micela estable!?®.
La formacion de los liposomas no se da inmediatamente después de agregar los

fosfolipidos al medio, sino que dadas las caracteristicas de las cadenas hidrocarbonadas

se observan fases de transicion conocidas como mesofases dependientes de los cambios
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de temperatura e hidratacién de las moléculas dando lugar a formas termodinamicas mas

favorables??’].

Las fases comunmente encontradas en sistemas agua-lipidos son:

Fase laminar (L). Las moléculas estan ordenas en dos dimensiones. Esta fase representa

el arreglo mas comun de los fosfolipidos en las membranas biologicas.

Hexagonal | (H)). Los fosfolipidos estan organizados en forma de cilindros con la cabeza

polar hacia fuera (orientada al agua), estos cilindros presentan un arreglo hexagonal.

Hexagonal Il (H;). En este caso las cadenas alifaticas se encuentran orientadas hacia
fuera (orientadas a la fase oleosa) formando cilindros, las cabezas polares estan
orientadas hacia el centro de la esfera formando una pelicula continua orientada hacia el

agua.

Cubica (Q). Fase discontinua constituida de micelas esféricas con las cabezas polares

formando una pelicula continua orientada hacia fuera (agua)

T
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Figura 18. Representacion grafica de las fases encontradas en sistemas agua-
lipidos dependientes de los cambios de hidratacion.
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Ademas del tipo de agregados los liposomas se clasifican de acuerdo a su tamafio y

namero de bicapas:

MLV  Vesiculas grandes multicapas, > 0.5 um
OLV Vesiculas oligocapas, 0.1-1 um

uv Vesiculas unicapa, cualquier tamafio
SUV  Vesiculas unicapa pequefias, 20-100 nm
MUV  Vesiculas unicapa de tamafio medio
LUV  Vesiculas unicapa grandes, > 100 nm
GUV  Vesiculas unicapa gigantes, > 1 um

MVV  Vesiculas multivesiculares, > 1 um

Capilar
Cuilomicron = '/_\\
Virds T R
Plaguetas + i

Globulos ry

rojos -+ |
25 nm 230 nm 2500nm > 10 micras
0.025 0.25 2.5
micras — micras micras

Figura 19. Comparacion entre de diferentes tamafios de liposomas y estructuras fisioldgicas

2.5.3 Metabolismo de liposomas

Dependiendo de su tamafio, carga eléctrica y composicion, en el plasma sanguineo los
liposomas son atacados por lipoproteinas y opsoninas, después fagocitados por
monocitos y macréfagos, que los conducen a los 6rganos del sistema reticuloendotelial y

a los sitios donde reside la infeccion.

Los liposomas pueden interaccionar con las células de cuatro formas que se mencionan a
continuacion*®:

¢ Endocitosis por células fagocitarias

e Absorcion a la superficie celular

e Fusion a la membrana plasmatica

¢ Transferencia de lipidos liposémicos a membranas celulares y vicerversa.
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2.5.4 Lalecitina, los esteroles y su importancia en los liposomas

Los esteroles son importantes componentes de las membranas naturales y la
incorporacion de los esteroles dentro de los bicapa de los liposomas puede traer acerca
de los mejores cambios en las propiedades de estas membranas. En los mamiferos el
esterol predominante es el colesterol, con una cantidad significante de 7-dehidro-
colesterol que es encontrado en las membranas subcelulares. Comunmente los esteroles
gue se encuentran en las plantas son el estigmasterol y sitosterol mientras el ergosterol
es un esterol endogeno de hongos y algunos protozoarios. Las caracteristicas comunes
de todos estos esteroles son los grupos 3 B-hidroxil, ndcleos planares de esteroles y una
cadena a lado, estos grupos son esenciales para las caracteristicas del comportamiento

de los esteroles en la membrana para ser demostrado'??.

El colesterol por si mismo no forma estructuras en bicapas, pero puede ser incorporado
hasta las membranas fosfolipidicas en altas concentraciones, por arriba de las
proporciones molares 1:1 o 2:1 de colesterol a fosfatidilcolina. En membranas naturales,
la proporcion molar varia de 0.1 — 1, dependiendo de la anatomia y la localizacion celular.
Siendo una molécula amifética, el colesterol se inserta hasta la membrana con un grupo
hidroxil orientado paralelamente a la superficie acuosa y la cadena alifatica esta alineada
paralelamente a las cadenas acil en el centro de la bicapa. Los grupos 3-B-hidroxil estan
en posicion en el mismo nivel con los residuos carboxilo de los ester vinculados a los
fosfolipidos. La presencia de los nucleos de esteroles rigidos a lo largo de los primeros 10
carbonos de las cadenas de fosfolipidos tienen el efecto de reducir el libre movimiento de
estos carbonos, mientras al mismo tiempo se crea un espacio de rango ancho del
movimiento de los carbonos remanentes al final de la cadena. En ciertas concentraciones
de colesterol el area de las membranas esta ocupada por la combinacion de las cadenas
acil y esterol en igual cantidad o equivalente a las que estan ocupadas por las cabezas de
fosfatidilcolina, las membranas de fosfatidilcolina con altos niveles de colesterol no
muestran la cadenas inclinadas que son observadas en la fasel de los compuestos de

liposomas puros de fosfatidilcolina®?.

A continuacion se describen las caracteristicas fisicoquimicas de la lecitina, el colesterol y

el B-sitosterol.
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Color

Casi blanco, pero es transformado rapidamente a Amarillo
cuando entra en contacto con el aire

Estado Fisico

Nombre IUPAC

L-a-fosfatidilcolina

Sinénimos

Lecitina, fosfatidil colina , L-a-(dipalmitoil)lecitina .

Formula
Molecular

C42Hg2NOgP

Peso Molecular

760.09 g/mol

Estructura
Quimica

@)
O H:C—O0—C—Rez

CHs

(@)
| |

H.C— O —p —CH2—CH2—NtY—CHs

o CHs

Ri—C—O0—cCH

Solubilidad
20°C)

(A

Insoluble en agua pero puede formar dispersiones coloidales.
Soluble en 12 partes en: alcohol, cloroformo, éter, en aceites
minerales y acidos grasos.

Saponificaciéon

196

Estabilidad

Estable, ligeramente sensible al calor y al aire, e incompatible
con fuertes agentes oxidantes.

d424

Color

1.0305
Tabla 4. Datos Fisicoquimicos de la Fosfatidilcolina

Blanco

Estado Fisico

Cristales

Nombre IUPAC

Colest-5-en-33-ol

Sinénimos

Colesterin

Formula
Molecular

C27H460

Peso Molecular

386.64g/mol

Estructura
Quimica

H

Punto de fusion

148-150°C

Solubilidad (A
20°C)

Practicamente
ligeramente soluble en alcohol , 1g9/2.8mL éter, 1g/4.5mL
cloroformo, también es soluble en benceno, aceites y grasas.

insoluble en agua ( 0.2mg/200mL H,0),

Estabilidad

Es estable . Incompatible con fuertes agentes oxidantes.

Densidad
Especifica

1.07

Tabla 4. Datos Fisicoquimicos del Colesterol
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Color

Blanco

Estado Fisico

Cristales

Nombre IUPAC

(3B)-estigmaste-5-en-3-ol

Sinénimos

Campestrol, 22:23-dihidroestigmasterol, a-dihidrofucosterol, a-
fitosterol cincol, cupreol, sitosterin.

Formula
Molecular

CooHs0

| Peso Molecular

414.69 g/mol

Estructura
Quimica

H

Punto de fusion

138.15°C

Solubilidad (A
20°C)

Casi insoluble en agua, soluble en solventes organicos.

Estabilidad

Estable, sensible a temperaturas elevadas.
Tabla 6. Datos Fisicoquimicos del B-Sitosterol

2.5.5 Técnicas de preparacion

En el laboratorio el método mas empleado para elaborar liposomas es el conocido como

evaporacién en fase reversa ®®(Figura) que consiste en disolver los fosfolipidos en un

disolvente organico, después se somete a evaporacion total del disolvente formando una

pelicula en la pared del recipiente, posteriormente se vierte una disolucion acuosa y se

agita enérgicamente. Los lipidos se agregan formando vesiculas de formas y tamafnos

variables. Para lograr que se tengan formas y tamafios homogéneos la solucién se

somete a ultrasonificacion durante 15 minutos, garantizando tamafios pequefos y formas

uniformes.
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W Los fosfolipidos
se organizan
en hicapas

Figura 20. Método de evaporacion en fase reversa

2.5.6 Caracterizacion de liposomas

El estudio de liposomas merita examinar diferentes caracteristicas (NUmero de liposomas,

el tamafio, la carga) que estan relacionadas con la liberacion del farmaco y sus
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propiedades de estabilidad fisica. Asi la mayoria de los trabajos de la literatura reportan

los siguientes:

2.5.6.1 Microscopia Optica

El microscopio Optico es esencial para €l andlisis de muestras pequefias, debido a que se
emplea para aumentar o ampliar las imagenes de objetos y organismos no visibles a
simple vista. Las particulas no coloreadas se captan en el microscopio como faltos de
color y transparentes, con poca estructura interna, puesto que no presentan suficiente
contraste. Con la ayuda de coloraciones se consigue una absorcion diferencial de luz de

modo que las distintas estructuras se visualizan.

2.5.6.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es un instrumento que permite la observacién
y caracterizacion superficial de materiales organicos e inorganicos, entregando
informacion morfolégica del material analizado. A partir de él se producen distintos tipos
de sefias que se generar desde la muestra y se utilizan para examinar muchas de sus
caracteristicas. Las principales utilidades del SEM son la alta resolucién (~100A), la gran
profundidad de campo que le da la apariencia tridimensional a las imagenes y la sencilla
preparacion de las muestras. EI SEM cuenta con una resolucion de 3 nm en alto vacio y
una magnificacién de hasta 300,000X (Fig. 21).

Cuando el haz de electrones choca contra la muestra, ocurren interacciones entre dichos
electrones y los atomos que componen la muestra. De ahi surgen sefales tales como:
electrones secundarios, electrones retrodifundidos, rayos x caracteristicos, electrones
Auger, catodoluminiscencia. Todas estas sefiales se producen simultaneamente pero

cada una de ellas son captadas por detectores diferentes.

Uno de los detectores mas comunes es el de electrones secundarios. Los mismos son
emitidos desde la muestra como consecuencia de las ionizaciones surgidas de las
interacciones inelasticas. Por esta razon, poseen baja energia (50 ev). Ellos brindan una
imagen de la morfologia superficial de la muestra. Por lo anterior la evaluacién

morfologica de las particulas se realiza mediante la técnica de microscopia electrénica de
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barrido ya que con ella es posible contar con una evidencia del tamafio y forma de los

liposomas obtenidos.

im 1dm 4cm imm 100um 10pm 4pm 100nm 10nm 1nm 1A  01A

10 'm 10<m 10%9m 10%*m W0 m 10%m 10""'m 10%m W0¥"m 10"%m 10""m
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¥
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p— h =

e

Molécula

pequefia | orbital
ﬁrﬂanzﬂna : | ¢ }‘, electranico
E Atomo

Humano Abeja Pelo Bacteria ADN

Figura 21. Relacion de tamafios y particulas

2.5.6.3 Tamafio de particula (¢)

Se realiza mediante PCS (espectroscopia de correlacion de fotones) y LD (difraccion
laser). La primera técnica mide la fluctuacién de la intensidad de la dispersion de la luz
causada por el movimiento de las particulas. La segunda se basa en el angulo de
difraccion de la luz producido por las particulas, a menor tamafio se observan angulos
mas grandes. Los equipos meden el tamafio de particula de acuerdo a la intensidad,

volumen y niimero!?%,

2.5.6.4 Potencial Z ()

La medicién de este parametro ayuda a predecir la estabilidad de las dispersiones
coloidales. La medicién se basa en la movilidad electroforética de las particulas, para lo
cual existen varios métodos para medir este pardmetro. La agregaciéon disminuye a
valores altos de potencial Z (mayores de +30mV y menores de -30mV) debido a la

repulsion de las particulas cargadas. El conocimiento del potencial zeta es determinante
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para estimar la unidbn a macrofagos y la agregacion entre particulas. Practicamente todos
los coloides acuosos son negativos -14mV a -30mV. A mas negativo la estabilidad
aumenta, esto se consigue por la adicion de electrolitos anionicos. Si el potencial es de -
30mV o menos, la repulsion es suficiente para conferir una gran estabilidad y entre -45 y

70 mV la estabilidad esta asegurada®®.
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[ll. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General
e Elaborar liposomas con deltametrina y diferentes esteroles, utilizando el método de
evaporacion en fase reversa, para conocer como la relacién Lecitina (LC):Esterol
(Est) influye en tamafio y potencial Z de las vesiculas formadas.

3.2. Objetivos Particulares

e Elaborar liposomas con deltametrina por el método de evaporacion en fase

reversa.

e Estudiar la influencia de la variacion de la relacion deltametrina/esterol (colesterol y

pB-sitosterol) en el tamafio y potencial zeta de liposomas

e Determinar si los liposomas de deltametrina funcionan como un sistema de

liberacion controlada, para una posterior formulacion.
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IV. Parte Experimental

4.1. Reactivos

e Cloruro de Sodio
Cristales
J.T. BAKER

e Hidroxido de Sodio
Perlas
J.T. BAKER

e Fosfato de Sodio Dibasico 12-Hidratado
Cristales
J.T. BAKER

e Fosfato de Sodio Monobéasico Monohidratado
Cristales
J.T. BAKER

e Colesterol
5-colesten-3p-ol
Cristales
Grado de pureza 99+%
SIGMA

e [-Sitosterol
Cristales
Grado de pureza 44%
ALDRICH

e Lecitina
L-a-fosfatidilcolina
Grado de pureza 60%
SIGMA
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4.2. Equipos e Instrumentos

e Evaporador Rotatorio
Modelo: LABOROTA 4000
Marca: Heidolph

e Sonicador
Modelo: Cole-Parmer 8890

Marca: Cole Parmer

e Balanza Analitica
Modelo: Explorer

Marca: Ohaus

e Espectrofotométro
Modelo: S-2000

Marca: Ocean Optics, Inc.

e pH/mV/°C meter
Modelo: pH-500 Series
Marca: Cole Parmer

¢ Microscopio Electronico de Barrido
Modelo: JSM-5900LV

Marca: Jeol
e Zetasizer

Modelo: ZS 3600

Marca: Malvern Instrument
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4.3. Metodologia

4.3.1 Formacién de liposomas

El método empleado para la preparacion de los liposomas con deltametrina durante este
trabajo fue el de evaporacion en fase reversa. Se empleo como disolvente orgénico
Diclorometano (CH.Cl, ) y solucién reguladora de fosfatos pH=7.5 concentracién 0.1M

para resuspender.

La solucion reguladora de fosfatos pH= 7.5 se con el fosfato monobasico o dibasico y se
titula dependiendo de lo anterior con una base o con un acido, se ajusta le fuerza ionica a

0.1M con cloruro de sodio.

Para llevar a cabo este trabajo se procedi6é a preparar 25 mL de solucibn a una

concentracion final de 0.0001 M, conforme a los siguientes diagramas.

Relacion porcentual
Lecitina : Esterol

0.0001M
AN

., LC vacios
Relacién molar :

1:1 (mol/mol) LC 100% : Est 0%
AL LC 80% :Est 20%
4 N

LC 60% :Est 40%

- Lecitinay
Deltametrina Colesterol o LC 50% : Est 50%

0.0001M B-Sitosterol
LC 40% : Est 60%

LC 20% :Est 80%

LC 0% : Est 100%

EStvacios

Figura 22. Diagrama que muestra la relacion deltametrina/lecitina/esterol en la formulacién de cada

serie.
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Como ya se menciond anteriormente los liposomas de deltametrina, compuestos de

Lecitina y de un esterol (Colesterol o B-Sitosterol) se elaboran por el método de

evaporacion por fase reversa.

Se prepara una solucion stock para cada una de las muestras (Deltametrina, Lecitina,
Colesterol y B-Sitosterol) a una concentracion 0.001M de la cual se toman las alicuotas
correspondientes para preparar 25 mL de cada muestra de acuerdo a las relaciones
presentadas en el diagrama anterior, la concentracion de deltametrina es constante
(0.0001M) y se varia la concentracion de lecitina y esterol dependiendo del porcentaje
requerido para tener una concentracion de 0.0001M. Los componentes se encuentran
disueltos en dicloro metano (CH,Cl,). Se colocan los 25 mL de la muestra en un matraz
bola de 1000mL, éste se coloca en el rotavapor a una inclinacion de 45° a una
temperatura de 35°C y 90rpm a presién reducida hasta formar una pelicula con los lipidos
y la deltametrina en el matraz y que todo el solvente organico haya sido evaporado.
Luego se rehidrata la pelicula con 25 mL de buffer de fosfatos a un pH= 7.5y FI=0.1M de
NaCl, se agita con fuerza para promover la formacion de los liposomas, las muestras son
vertidas en frascos adecuados (de 30mL) para el volumen obtenido se etiquetan y
seguido de esto la muestra se somete a sonicacion de 60KHz, a temperatura ambiente
(25°C) durante 15 min para homogenizar el tamafio y la forma de los liposomas. Ya

teniendo las muestras de los liposomas de deltametrina se procede a su caracterizacion.
Cabe mencionar que se elaboran muestras siguiendo las mismas relaciones establecidas

en el diagrama anterior pero sin el farmaco (deltametrina), estas muestras son los
blancos.
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b) El procedimiento para la elaboracion de los liposomas fue la siguiente

SE HACE LA MEZCLA CORRESPONDIENTE
DE LAS ALICUOTAS DE: LECITINA
ESTEROL (COLESTEROL 6 B-SITOSTEROL)
DELTAMETRINA
EN DICLOROMETANO
PARA LA PREPARACION DE LA MUESTRA

\/

EVAPORACION TOTAL
EN ROTAEVAPORADOR

|

SE FORMA UNA PELICULA EN
LA PARED
DEL RECIPIENTE

|

SE RESUSPENDE CON BUFFER DE
FOSFATOS
(pH = 7.5, Conc. 0.1 M, Fza. lonica 0.1M)
Y SE AGITA VIGOROSAMENTE.

|

SE SOMETE A ULTRQSONICACIO[\I
GARANTIZANDO TAMANOS PEQUENOS
Y FORMAS UNIFORMES

|

CARACTERIZACION DE LOS
LIPOSOMAS

|

|

Morfologia

|

Microscopia

|

Tamafio de
particula

|

Zetasizer

|

Potencial
zeta

|

Zetasizer

Figura 23. Metodologia para elaboracién y caracterizacion de liposomas.
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Parte Experimental

Para conocer la influencia de diferentes tipos de esteroles y de la variacion de las

cantidades de los mismos en la elaboracion

liposomas y su contribucion directa en el

sistema de liberacion de la deltametrina, se propusieron las siguientes relaciones molares

de Lecitina /Esterol (tabla 4.1) manteniendo constante la concentracion de la deltametrina

en 0.0001M. El volumen de las muestras es de 25mL.

Deltametrina %Lecitina %Esterol
100 0
0.0001M
0.0001M
80 20
0.0001M
0.00008M 0.00002M
60 40
0.0001M
0.00006M 0.00004M
50 50
0.0001M
0.00005M 0.00005M
40 60
0.0001M
0.00004M 0.00006M
20 80
0.0001M
0.00002M 0.00008M
0 100
0.0001M
0.0001M

Tabla. 7 Relaciones molares lecitina/esterol para las formulaciones

Y para la recuperacion de la capa lipidica formada en el matraz se utilizé para este caso

es buffer de fosfatos pH 7.5 con una fuerza ionica 0.1M.
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4.3.3. Caracterizacion de los liposomas.

4.3.3.1 Microscopia Optica

Para cada muestra se procede de la siguiente manera, se agita la muestra
(aproximadamente 30 segundos) se toma una alicuota la cual es situada en el porta
objetos, se le coloca azul de metileno y se cubre con el cubreobjetos y se coloca en la

platina del microscopio, se observa con los objetivos de 10x, 40x y 100x.

Figura. 24. Microscopio Optico

4.3.3.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

A cada una de las muestras obtenidas se procedié de la siguiente manera, se agita la
muestra (por aproximadamente 30 segundos), se toma una alicuota se sitia en papel
carbon adecuado para el microscopio y se deja secar, luego se coloca la muestra en el

microscopio y se observa para obtener la micrografia.

Figura 25. Microscopio Electrénico
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4.3.3.3 Tamaiio (¢) y potencial Z (£)

Las muestras obtenidas son liquidas, para medir el tamafio de particula se agitan
(aproximadamente durante 30 segundos), se toman 2mL de la muestra y se coloca en la
celda de cuarzo, se deja reposar durante 15 minutos esto es para evitar que el
movimiento causado a las moléculas por la agitacion afecte la medicién, luego de
transcurrido el tiempo de reposo se mide el tamafio de particula. Para la medicion del
potencial Z se sigue el mismo procedimiento pero colocando la muestra en una celda para
potencial Z.

CELDA PARA
POTENCIAL Z

CELDA PARA
TAMARO DE
PARTICULA

Figura 26. Zetasizer asi como las celdas que usa el quipo

para potencial Zy para tamafio de particula.
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V. Resultados y Anélisis de resultados

5.1 Aspecto de las dispersiones.

El aspecto que presentan en general las dispersiones de liposomas tienden a ser
visualmente homogéneas entre las muestras de cada serie. Para todas las series la
apariencia fisica de las muestras es transllicida sin separacion de fases durante los
primeros 3 a 4 dias, cabe mencionar que para las proporciones de Lecitina 20% - Esterol
80% y Lecitina 0% -Esterol 100% en ambas series (colesterol y B-sitosterol) se da la
presencia de particulas visualmente mas grandes de color blanco aunque éstas son casi
imperceptibles. Hay evidencia para suponer que este comportamiento es por la alta
hidrofobicidad que presentan los esteroles, al estar en concentraciones elevadas se
perciben de una manera mas definida, ya que se ha encontrado en la bibliografia que los
esteroles por si solos no son capaces de formar micelas ni liposomas. Después de 4 0 5
dias presentan sedimentacion en el fondo del frasco, el precipitado presenta una coloraciéon
blanco-lechosa y es facilmente resuspendible ya que la muestras vuelven a tornarse

uniformes después de agitarlas recobrando asi su aspecto inicial.

Lo anterior se entiende con base a las caracteristicas propias de las suspensiones
floculadas, ya que no se observa la presencia de un sedimento compacto (cake), cuyo
proceso de sedimentacion se da de manera muy organizada, haciendo asi que la adhesion

entre las particulas sea muy fuerte y por lo tanto no facilmente rompibles.

Las particulas defloculadas descienden en sedimento y son gradualmente comprimidas por
el peso de cada una de ellas; la barrera energética es entonces vencida, permitiendo a las
particulas ponerse en contacto unas con otras. Para resuspender y redispersar estas
particulas, es necesario nuevamente vencer esta barrera energética alta. Ya que este no es
facilmente alcanzable por la agitacion, las particulas tienden a permanecer fuertemente
atraidas unas con otras y formar un cake duro ( sedimento compacto muy sélido). Cuando
las particulas estan floculadas, la barrera energética es adn mas grande para ser
remontada, y entonces las particulas aproximadas residen en la segunda minima energia,
el cual esta a una distancia de separaciéon de aproximadamente de 1000 a 2000 A. Esta

distancia es suficiente para formar floculos de estructuras laxas.
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En resumen las particulas defloculadas estan débilmente unidas, el descenso rapido no

forma un cake y son facilmente resuspendibles; las particulas defloculadas descienden
lentamente y eventualmente forman un sedimento en el cual la agregacion ocurre con la

siguente conformacion de un cake duro que es dificil de resuspender.

A continuacion se presentan las muestras obtenidas de los liposomas con deltametrina.

04/06/2007 04/06/2007

04/06/2007

Figura 27. A) Serie de liposomas de Lecitina(Lc) y Colesterol(Ch) sin farmaco, B) Serie de liposomas
de Lecitina(Lc) y Colesterol(Ch) con farmaco, C) Serie de liposomas de Lecitina(Lc) y Sitosterol (Sit)

sin farmaco y D) Serie de liposomas de Lecitina(Lc) y Sitosterol(Sit) con farmaco

5.2 Microscopia Optica.

La presencia de liposomas se verific6 mediante microscopia 6ptica, con esto se pudo

constatar para todas las relaciones de las muestras obtenidas- la presencia de liposomas,
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de forma general el nimero de liposomas que se observa en todas las muestras no es

constante ya que como se puede observar en las figuras en algunos casos si se observa

mayor presencia de liposomas que en otras muestras.

% Lecitina

Serie Contiene

farmaco

Presencia de F

liposomas

Formas esféricas o

de dona

Formas amorfas

Poblaciones

aglomeradas

Ch = Colesterol
Sit = B-Sitosterol
+++ = Presencia
++ = Regular presencia
+ = Poca presencia
= Ausencia

Tabla 8. Observaciones en microscopio 6ptico y las caracteristicas visuales que presentaron cada una

de las series de liposomas.

Observando la morfologia de aquellos que son de mayor tamafio (mayores 10um) se
presentan con una forma redonda y de dona, también se puede observar que se
encuentran en algunos casos en forma de agregados. Para los liposomas méas pequefios
(menores a 10um) que no se aprecian por microscopia oOptica se realizd una Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM).

Las iméagenes por microscopia Optica que se muestran a continuacion corresponden a las
muestras con una concentracion de 50% Lecitina y 50% esterol para ambas series, esto se
debe a que en ambas series es en donde mejor se aprecia las poblaciones de los

liposomas.
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10X
. -B

100X

Figura 28.. Microscopia Optica de las muestras A) LC50 Ch50 y B) LC50 Sit50
en los aumentos de 10x, 40x y 100x

5.3 Microscopia electrénica de Barrido (SEM).

Se tomaron micrografias electronicas de las materias primas: deltametrina, lecitina,

colesterol y B-sitosterol con la finalidad de observar aspectos morfologicos. En estas
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micrografias se observa una estructura en forma de cristales tanto para el colesterol como

para el B-sitosterol, las estructuras de estos presentan una gran similitud entre si como era
de esperarse debido a que su estructura quimica varia sélo por un grupo etilo (tablas 4,5y
6). Para la micrografia correspondiente a la lecitina se puede observar una estructura no
cristalina con un aspecto butirdceo lo cual es de esperar ya que se trata de una mezcla de
fosfolipidos. Con lo que respecta a la micrografia de la deltametrina se puede apreciar que
hay agregados y la forma de los cristales es diferente a la del caso de los esteroles lo cual

indica que cristalizan en un sistema diferente.

Figura 29. Microscopia Electrénica de Barrido de A) B-sitosterol, B) Colesterol,

C) Lecitinay D) Deltametrina.

En las micrografias correspondientes a los liposomas se confirma efectivamente la
presencia de estos, de una manera mas clara se observa con respecto a la microscopia

Optica la morfologia presentada por lo liposomas, éstos son esféricos. Se advierte la
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presencia de tamafios muy variados desde aproximadamente 200um hasta

aproximadamente 150nm, éste es un intervalo grande lo que indica la existencia de
poblaciones muy variables en cuanto a tamafios. Esto nos lleva a considerar la presencia
de liposomas son multilamelares o debido a que se puede observar una fusion entre ellos
podriamos pensar que los liposomas pequefios se han fusionado para dar estos liposomas
de mayor tamafio lo cual puede deberse al proceso de liofilizacion por alto vacio de la
camara del equipo de SEM favorece la fusion de particulas y apelmazamiento como se ha

informado en la bibliografia cuando no hay crioprotectorest?.

E=1=1x] 180w FQ-USAI Z8kU . BEE = FQ-USAI

ZakV 21,4806 FQ-UsSAI

FR-USAI P = SRR FOQ-USAI
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Figura 30. Micrografias electronicas de las muestras A) LC50 Ch50 y B) LC50 Sit50 con farmaco.
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5.4 Tamafio de Particula (¢)

La medida del tamafio de particula es un pardmetro extremadamente importante debido a
gue la estabilidad, la reactividad quimica, la opacidad, la fluidez de los farmacos son

afectadas por el tamafio y las caracteristicas de las particulas

Como se ha mencionado antes una de las ventajas de los liposomas es su capacidad de de
incluir moléculas de formas y tamafios diferentes, asi como de sus caracteristicas
hidrofobicas e hidrofilicas. En caso de componentes lipidos solubles los cuales son
incorporados dentro de la membrana la méxima cantidad tomada por los liposomas es
directamente proporcional a la cantidad de los componentes en la membrana esto es

independiente del tamafio de los liposomas 33,

El tamafio de particula es un parametro que depende de las variables del proceso de
formacion de liposoma, entre estas se encuentran numerosos factores que intervienen en
el proceso como lo son el grosor de la capa de lipidos formada en el matraz después de la
evaporacion, el acomodo de las bicapas lipidicas al momento de rehidratar, el tiempo de

agitacion para la formacion de los liposomas asi como el tiempo de sonicacion.

Para este caso en especifico uno de los factores a considerar principalmente es el uso de
dos tipos de esteroles (colesterol y el p-sitosterol) y la variacidon porcentual de estos con

respecto a la lecitina en la composicion molar.
Es importante recordar que se trabajaron con formulaciones blanco las cuales consistian en

la misma relaciébn molar pero con la excepcién de que éstas no contienen principio activo

(liposomas vacios o liposomas sin farmaco).

En la tabla siguiente se muestran los resultados para cada una de las formulaciones

realizadas
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Colesterol B-Sitosterol

Tamafio de particula (nm) Tamafio de particula (nm)

% Lecitina - - - - - -
Liposomas vacios Liposomas con Liposomas vacios Liposomas con

Farmaco Farmaco
256.8 156.6 256.8 156.6
165 137.2 235.4 787.4
203.4 339 254.6 998.8
213 494.4 653.4 408.8
232.8 315.6 714.17 620
359.8 489.2 837 914.8
269.4 424.4 486 307

Tabla 9. En la siguiente tabla se observan los valores promediados de los tamafios que presentan

cada una de las muestras.

—e— Liposomas de colesterol sin farmaco
—e— Liposomas de colesterol con farmaco
1200 - Liposomas de p-sitosterol sin farmaco

—m— Liposomas de B-sitosterol con farmaco
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o
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Figura 31. Grafica del tamafio de particula de las formulaciones obtenidas de liposomas.
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El tamafio de los liposomas vacios tanto para los de colesterol como para los de j-

sitosterol es un tamafio menor que para aquellos que tienen incorporada la deltametrina. Lo
cual puede ser un indicativo de que el farmaco interviene en el tamafio de las vesiculas
formadas, esto puede deberse a que el farmaco es hidrofébico y se incorpora
intercalandose entre las bicapas lipidicas que conforman la membrana de los liposomas en
lugar del interior de los mismos en donde el medio es acuoso. Con lo anterior se estaria

corroborando la encapsulacion del farmaco en los liposomas elaborados.

Si se compara el tamafio de las vesiculas formadas del colesterol con respecto al B-
sitosterol el tamafio presentado por los liposomas en relacién al B-sitosterol son mayores
tanto en el caso de liposomas vacios como en presencia del farmaco lo cual esta en

concordancia con el volumen de cada una de estas moléculas, colesterol 1239 A3 y 1321

A

Cuando se adicionan esteroles como parte de los lipidos para formar la membrana de los
liposomas, independientemente cual de ellos sea, se advierte que el tamafio aumenta a
medida que se incrementa la proporcion de los mismos respecto a la lecitina, se mantiene
una no muy clara tendencia en la aumento del tamafio de particula. Esto se puede deber al
volumen extra que ocupan los esteroles dentro de la bicapa, pero al llegar a una cantidad
determinada (50%), es decir relacion molar 1 a 1, el nimero de cadenas acilicas y
esteroles se iguala entre ellos y con el grupo fosfatidilcolina, evitando la inclinacion tipica de
la fase gel de la lecitina y por lo tanto dando un aumento al volumen total de las vesiculas.
A 60% de esterol, la formacién de vesiculas no se ve favorecida por la presencia de éste,
asi que de nuevo se forman liposomas con proporciones adecuadas, lo cual hace que el
comportamiento sea similar al observado en relaciones menores. A partir del 50% de
esterol en la mezcla que conforma a los liposomas, pareciera que los liposomas formados
tienen una composicion similar a los anteriores probablemente debido a que el esterol por

encima de estas cantidades no es capaz de formar vesiculas estables.

A grandes proporciones de esteroles, la cantidad de lecitina es muy pequefia por lo cual es
probable que aunque se formen liposomas esto sea en menor concentraciéon y lo que se
mide es una suspension de farmaco y esterol, ya que las medidas concuerdan con
estandares de estas sustancias. Para los casos en los que la formulacion esta conformada

al 100% del esterol y 0% de la lecitina esta informado en la bibliografia que el colesterol ni
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el B-sitosterol por si solos no tiene la capacidad de formar vesiculas en este caso
34, 35]

liposomast!

5.5 Potencial Z (€)

Casi todas las particulas en contacto con un liquido presentan una carga eléctrica en su
superficie. Un punto de particular interés es el potencial donde se unen la capa difusa y la
de Stern. Este potencial es conocido como el potencial zeta, el cual es importante porque
puede ser medido de una manera muy simple, mientras que la carga de la superficie y su
potencial no pueden medirse. El potencial zeta puede ser una manera efectiva de controlar
el comportamiento del coloide puesto que indica cambios en el potencial de la superficie y
en las fuerzas de repulsion entre los coloides. Dicho de otra manera el potencial Z es un
parametro indicativo de la estabilidad de sistemas coloidales farmacéuticos como los
liposomas obtenidos para cada una de las formulaciones, es decir que tanto pueden
atraerse las particulas para formar agregados. Se recomienda que para resuspender
facilmente este tipo de preparados, el potencial Z tenga valores por debajo de +30mV o por
debajo de -30mV, en donde esta demostrado que las fuerzas de repulsion son menores

gue las de atraccion.

A continuacidon se muestran las graficas correspondientes a los liposomas vacios de
colesterol y pB-sitosterol asi como las gréficas correspondientes a los liposomas de

colesterol y B-sitosterol ya con farmaco incorporado.
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Gréfica A

Potencial Z

A) Liposomas de colesterol sin farmaco

Grafica B

Potencial Z (mV)

B) Liposomas de colesterol con farmaco
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Grafica C
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Potencial Z

C)Liposomas de B-sitosterol sin farmaco.

Grafica D

Potencial Z

D) Liposomas de B-sitosterol con farmaco.

Figura32 Graficas de Potencial Z: A) Liposomas de colesterol sin farmaco, B) Liposomas de colesterol

con farmaco, C)Liposomas de [-sitosterol sin farmaco y C) Liposomas de B-sitosterol con farmaco.
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De las graficas que acabamos de observar se obtuvo la siguiente tabla con los valores

promedio obtenidos para las formulaciones de liposomas.

% Lecitina

Colesterol

Sitosterol

Potencial Z (mV)

Potencial Z (mV)

Liposomas vacios

Liposomas con

Farmaco

Liposomas vacios

Liposomas con

Farmaco

-24.7

-22.3

-24.7

-22.3

-22.9

-25.2

-15.9

-14.3

-26.5

-24.4

-16

-10

-10.8

-46

-11.4

-17.8

-14.6

-18.4

-10.9

-21

-18

-14.5

Tabla 10. En la siguiente tabla se observan los valores promediados de los tamafios que presentan

cada una de las muestras.

—e— Liposomas de colesterol sin farmaco

—e— Liposomas de colesterol con farmaco
Liposomas de p-sitosterol sin farmaco

—m— Liposomas de B-sitosterol con farmaco

0 I T I T I T I T I T I 1
1 0 20 40 60 80 100

Porcentaje de lecitina
-10 - -

ol . 7 T~

1 |
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\

.\o

Potencial Z promedio (mV)
i
1

Figura 33. Grafica de potencial Z de las formulaciones obtenidas de liposomas.
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Tanto en la tabla como en la gréfica se muestran los valores de potencial Z obtenidos para

cada una de las formulaciones.

Cabe mencionar en el caso de liposomas vacios en ausencia 0 presencia de esterol el
potencial Z es muy bajo del orden de -10.8 a -28.1mV estos resultados difieren con

31]

respecto a los informados en la literatura, cuando no hay presencia de sales®Y. Esto se

puede deber a una posible interaccion con los iones Na".

Se observa que el farmaco a bajas concentraciones de esterol éste practicamente no
interactia con la superficie del coloide dado que los cambios del potencial Z son
practicamente insignificantes sin embargo y en similitud al estudio del tamafio de particula
a partir del 50% los cambios son mas notorios mostrando una probable afinidad de la

deltametrina por el esterol.

En consideracion a la influencia de los cambios estructurales entre los esteroles sobre el
potencial Z, se observa un comportamiento general en el cual el B-sitosterol confiere una
menor carga en superficie que el colesterol. Esto puede deberse a que esta molécula
presenta una menor densidad de carga en la superficie de los coloides, debido a mayor

volumen ocupado dentro de la membrana de esta molécula.

En general, el comportamiento de los preparados con respecto a su potencial zeta es
dependiente del tipo de esterol utilizado. En el caso del B-sitosterol se visualiza que al
aumentar su concentracion en el liposoma el potencial Z se ve incrementado (disminuye en
su valor absoluto). Esto es debido a que la densidad de carga en la superficie se ve
disminuida lo que indica que éste se va intercalando en la membrana entre las cadenas
acilicas exponiendose hacia el exterior entre los grupos fosfatidil que son los que dan las
caracteristicas eléctricas. Estos resultados estan en concordancia con los resultados
comentados en el apartado de tamafio de particula. Sin embargo para el caso del colesterol
y teniendo en cuenta otros estudios similares®* **! se comprueba que a bajas
concentraciones (por debajo de 50%) esta molécula no se expone al exterior y por lo tanto

no hay cambios en el potencial Z.

La uUnica muestra que presenta un potencial Z que indica estabilidad fisica es la
correspondiente a la de liposomas de colesterol con farmaco en la relacion 50% colesterol
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y 50% lecitina, lo cual indica que las fuerzas de repulsién son mayores que las fuerzas de

atraccion.

El potencial zeta de todas las muestras obtenidas a excepcion de la ya mencionada, indica
gue su estabilidad fisica no va a ser la adecuada, puesto que oscila entre -28.1 y -10 mV.
Lo que muestra de la posible formaciébn de agregados, esto se puede corroborar
visualmente y con las micrografias mostradas en la figura 30. El potencial Z indica que la
estabilidad cinética no esta siendo la adecuada por lo que se plantea cambiar la fuerza
i6nica al adicionar electrolitos o el cambiar el buffer utilizado, esto se plantea con la

finalidad de favorecer la separacion de particulas.

La repulsiéon electrostatica llega a ser importante cuando los coloides se aproximan y la
doble capa comienza a interferir, esta energia aumenta fuertemente cuando las particulas
se acercan, esta energia llega a un valor maximo cuando las particulas estan casi juntas y
disminuye a cero fuera de la doble capa, su valor esta relacionado con el potencial de la
superficie. La atraccion de van der Waals entre los coloides es ciertamente el resultado de
las fuerzas entre las moléculas individuales de cada coloide, el efecto es aditivo , o sea una
molécula del primer coloide experimenta la atraccion de van der Waals de cada molécula
del segundo coloide, esto se repite para cada molécula del primer coloide y la fuerza total

corresponde a las suma de todas ellas.

Con lo anterior se podria decir que la formacion de fléculos debido a la interaccion de las
cargas contenidas en los liposomas, las cuales estan dadas por los grupos fosfatidil, la
formacion de fléculos y la adhesién coloidal en el sistema son provocadas por la interaccion
de las cargas de los liposomas contenidas tanto en la parte hidrofilica (aniénica) como la
hidrofébica (cadena hidrocarbonada) pues al estar en contacto las partes difusas o
membranas de los coloides se presenta una redistribucién de las cargas. Asi como la
existencia de fusion entre los mismos debido al mismo fenémeno. El hecho de que existan
floculos o fusién coloidal podria depender del tamafio del coloide, ya que entre mayor sea
el tamafio de este, mayor es la carga contenida en el mismo y por lo tanto mayores son las
fuerzas de atraccion intercoloidal. Esto concuerda con lo observado en las micrografias de
SEM.
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VI. CONCLUSIONES.

1. Se logré la elaboracion de liposomas de deltametrina usando dos diferentes

esteroles por el método de evaporaciéon en fase reversa.

2. Se obtuvieron 28 lotes diferentes de formulaciones de liposomas, 14 de ellos con
deltametrina y otras 14 formulaciones las cuales consistian en la misma relacion
molar pero con la excepcién de que éstas no contienen principio activo (liposomas

vacios o liposomas sin farmaco).

3. Se corroboré en el analisis visual, microscopia Optica y microscopia electronica de
barrido que para los casos en los que la formulacion esta conformada al 100% del
esterol y 0% de la lecitina como esta informado en la literatura que el colesterol ni el

B-sitosterol por si solos no tiene la capacidad de formar vesiculas.

4. Las muestras obtenidas reflejan que la distribucion de los tamafios no es
homogénea, esto se observa en los resultados de tamafio de particula los cuales

estan en el intervalo de 150nm-200um.

5. Los tamafios de las muestras de liposomas nos indica que estos tienen un tendencia
adhesionarse e incluso fusionarse lo cual se corroboré con las micrografias de

microscopia éptica y electrénica.

6. El potencial Z confirma el punto anterior y que con los valores obtenidos se espera
que la formulacion sea inestable, y presente aglomeraciones por lo cual se plantea

hacer un reajuste de electrolitos y en la concentracion de los mismos.

7. La relacion fosfatidilcolina/esterol y en su caso fosfatidilcolina/esterol/deltametrina
nos da cambios importantes en el estudio de la morfologia, tamafio de particula y
potencial zeta de liposomas. Cabe mencionar que por apariencia de las muestras se
preferiria las que necesitan un menor esfuerzo para su resuspension que para este
caso son las relaciones Lc100%-EstO, Lc80%-Est20%, Lc60%-Est40%, Lc50%-
Ch50%, Lc 40%-Est60%.
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8. Las perspectivas de este trabajo consisten en desarrollar una formulacion
conteniendo liposomas de deltametrina y teniendo en cuenta las variables que en
este estudio se encontaron y que tienen influencia en la formacion de liposomas,
como lo son la relacion lecitina esterol, el esterol utilizado (para este caso colesterol

y B-sitosterol para determinar como afectan estos factores a la elaboracion de

liposomas y a su estabilidad.
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