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Capitulo 1. Generalidades. Reactivos utilizados y técnicas.

1. Introduccioén.

Las membranas biolégicas son sistemas complejos formados de lipidos, proteinas
y otras moléculas entre ellas tensoactivos. Las interacciones tensoactivo-
membrana son estudiadas a detalle debido a que sirven como modelos para
numerosos fendmenos biolégicos tales como: eventos de fusion, accion de

farmacos anestésicos o procesos de digestion de grasas en el intestino.

El esquema de solubilizacion de la bicapa lipidica mediante un tensoactivo es
llamado modelo de tres fases. De acuerdo a dicho modelo la transferencia de
tensoactivo de la fase acuosa a la bicapa lipidica es descrito por un equilibro de
particion, lo anterior denominado Fase 1. Sin embargo, so6lo una parte del
tensoactivo se puede incorporar entre los fosfolipidos; no obstante, una
concentracion mayor de tensoactivo hace que la membrana comience a
desintegrarse. Lo anterior, es sefial del inicio de la Fase 2, donde coexisten
micelas formadas por tensoactivo-lipido con bicapas mixtas (el tensoactivo esta

incluido en la membrana).

Las vesiculas comienzan a abrirse en hojas lamelares o micelas cilindricas y una
vez que esto ocurre las bicapas lipidicas se convierten en micelas mixtas, lo cual

completa a la Fase 3(1,2).

Este trabajo estudiamos el proceso de particion en liposomas formados por DPPC
mediante la técnica de ITC, DSC y tamafio de particula.

Con la finalidad de encontrar las mejores condiciones del proceso mediante su
caracterizacion fisicoquimica, a continuacion se describes y definen conceptos,

reactivos y las técnicas.



1.1Liposomas
1.1.1. Definiciéon

Los liposomas son vesiculas esféricas de auto ensamblaje con un tamafio que
oscila entre 20 nm a 10 um, estan compuestos de una bicapa lipidica que es
formada con las cadenas hidrofobas de los lipidos, los grupos polares de los
lipidos estan orientados hacia el exterior, y hacia la cavidad interior, donde los
lipidos estan rodeados por un ambiente hidréfilo [3]. Su estructura es similar a la
de las células, y por eso son empleados para el estudio de las interacciones entre
los lipidos de la membrana y/o biomoléculas tales como ADN o proteinas, o como

sistemas de liberacion controlada de farmacos.

Los liposomas pueden existir como vesiculas unilamelares o multilamelares. Las
vesiculas unilamelares consisten en una bicapa lipidica que separa el nacleo
acuoso de un ambiente acuoso exterior, mientras que las vesiculas multilamelares
tienen multiples bicapas de lipidos que separan los diferentes ambientes acuosos.
Los liposomas normalmente consisten en diferentes tipos de fosfolipidos de origen
natural, pero otros lipidos tales como el colesterol se pueden incluir para mejorar
sus caracteristicas. Con el fin de obtener liposomas de composicidn mixta
(fosfolipidos de diferente longitud de cadena o lipidos como el colesterol) los
lipidos se disuelven en un disolvente organico que posteriormente se evapora de
la mezcla y se obtiene una pelicula seca. Los liposomas se forman
espontaneamente cuando esta pelicula seca se dispersa en un medio acuoso.
Como se ha mencionado, los liposomas tienen la capacidad de funcionar como
portadores de farmacos hidrdfilos, hidrofobos y anfifilicos. Los farmacos de
caracter hidrofilo se pueden encapsular en el nucleo acuoso, mientras que los

farmacos hidréfobos y anfifilicos se pueden incorporar dentro de la bicapa lipidica.
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~ Bicapa formada por Fosfolipidos.

Moléculas de farmaco lipofilo.

Fig. 1.1. Representacion de Liposomas, en la bicapa lipidica, se pueden en capsular farmacos de

caracter lipofilo.



1.1.2. Lipidos

Los fosfolipidos (PLs, por sus siglas en inglés, Phospolipids) que se encuentran
tipicamente en altas proporciones en las membranas celulares son un
componente importante en las formulaciones de liposomas. Un PL consta de dos
acidos grasos unidos a un grupo de cabeza polar que puede ser glicerol o
esfingomielina. Los PLs son moléculas anfipaticas y tienen ambos grupos:
hidréfobos e hidrofilos. Las dos cadenas de hidrocarburos constituyen las colas
hidréfobas, mientras que el grupo fosfato por su caracter polar constituye el grupo
hidrofilo. Los PLs pueden constar de diferentes grupos de cabeza y cola que

afectan a la carga superficial y la permeabilidad de la bicapa de los liposomas [4].

La estabilidad de la membrana del liposoma depende del grado de compactacion
de las cadenas hidrocarbonadas de las moléculas de lipidos. La longitud de la
cadena de hidrocarburo y el grado de saturacion de las cadenas de acilo
determinan la temperatura a la cual la membrana se transforma de una "fase gel"
totalmente extendido y estrechamente empaquetada a una desordenada "fase
fluida" cristalina liquida, la cual es conocida como la temperatura de transicion

principal (Tm).
1.1.2.1 Fosfatidilcolinas.

Las fosfatidilcolinas (PC, por sus siglas en inglés, Phosphatidylcholine) son un
grupo de fosfolipidos cuya principal caracteristica es la incorporacién de la colina

(amina cuaternaria), que se encuentra unida al éster fosforico, en la cabeza polar.

Este tipo de fosfolipidos son componentes principales de las membranas
bioldgicas y se pueden obtener facilmente a partir de fuentes naturales como la

yema de huevo o de leguminosas como la soja.

Entre las fosfatidilcolinas que se emplean para la preparacion de liposomas estan:



% Dimiristoil fosfatidilcolina con una cadena saturada de 14 atomos de

carbono.

Fig. 1.2. Molécula Dimiristoil fosfatiilcolina.

# Dipalmitoil fosfatidilcolina con una cadena saturada de 16 atomos de
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Fig. 1.3 Molécula Dipalmitoil fosfatidilcolina.



% Diestearoil fosfatidilcolina con una cadena saturada de 18 atomos

carbono.
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Fig. 1.4. Molécula Diestearoil fosfatidilcolina.
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1.1.2.2. Colesterol.

Colesterol (Chol, por sus siglas en inglés, Cholesterol) es uno de los lipidos
(esterol) utilizados en las formulaciones de liposomas y su incorporacion en la
bicapa lipidica tiene un efecto importante sobre las caracteristicas del mismo. La
presencia de Chol en la bicapa lipidica mejora la estabilidad asi como la rigidez de

la membrana, debido por la forma altamente ordenada.

La estructura molecular Chol, con los cuatro anillos de hidrocarburos, hace que
sea fuertemente hidrofobo. La presencia del grupo hidroxilo (OH) unido al extremo

de Chol hace que en parte sea débilmente hidrdfilo.

Fig. 1.5. Molécula de Colesterol

El Chol puede ser incorporado en las bicapas de lipidos en concentraciones de 1:1
molar, no forma una bicapa con el mismo, por lo tanto, se necesitan otros
fosfolipidos para formar una bicapa. Debido a sus propiedades anfipaticas el Chol
se inserta en la bicapa orientando el grupo OH hacia el nlcleo acuoso y la cola

rigida hidréfoba hacia las bicapas de fosfolipidos.



1.1.3 Clasificacion de los liposomas

La clasificacion de los liposomas se basa en su tamafio y lamelaridad, dichos
factores dependen de su composicion y del método de preparacion. Los

principales son tres:

# Las Vesiculas multilamelares (MLV, por sus siglas en inglés, multilamellar
vesicles). Son vesiculas con un tamafio que va desde 100 nm a varios
micrometros de diametro, dependiendo del método de preparacion. Se
componen de un gran numero de bicapas lipidicas concéntricas y debido a
su gran lamelaridad son empleados preferentemente para la incorporacion

de moléculas hidréfobas.

~ Las Vesiculas unilamelares pequefias (SUV, por sus siglas en inglés, small
unilamellar vesicles). Son vesiculas que consisten de una sola bicapa v,
tedricamente, puede ser tan pequefios como aproximadamente 20 nm de
diametro. Estos liposomas son mas adecuados para la administracion

parenteral debido a su homogeneidad en tamario.

~ Las Vesiculas unilamelares grandes (LUV, por sus siglas en inglés, large
unilamellar vesicles). Son vesiculas generalmente con un tamafio en el
orden de 100 nm diametro que consisten de igual manera en una bicapa
lipidica. Estos liposomas pueden atrapar una mayor cantidad de farmacos
hidréfilos debido a su ndcleo acuoso mas grande en comparacioén con los
SUV.
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Fig. 1.6. Representacion de la clasificacion de liposomas en base a su tamafio y lamelaridad.
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1.2 Tensoactivos.

Los tensoactivos son moléculas anfifilicas que contienen en su estructura una
parte polar o hidrofilica (soluble en agua) y una parte no polar o hidrofébica
(liposoluble, soluble en aceite). Se denominan también agentes con actividad
superficial (derivado de la palabra inglesa surfactants, surface active agents)
debido a que tienen la tendencia de colocarse en las interfases liquido-liquido o
liquido-vapor, formando una capa monomolecular. En solucion acuosa una vez
saturada la superficie con mondmeros tienden a organizarse en agregados,
disminuyendo la energia interfacial. Los grupos hidrofilicos pueden estar cargados
eléctricamente por la presencia de un dipolo o por cargas residuales ya sean
positivas 0 negativas. Algunos ejemplos se muestran en la tabla 1.1. La porcion
hidrofobica esta formada generalmente por cadenas largas de residuos de

hidrocarburos, que pueden contener diferentes estructuras, tales como:

» Cadenas largas lineales alquilicas (C8-C20).

» Cadenas largas ramificadas alquilicas (C8-C20).

~ Cadenas largas de alquilbencenos (C8-C15).

» Residuos de alquilnaftalenos (C3 y mayores).

~ Polimeros de oxido de propileno de alta masa molar (derivados de

polioxipropilén glicol).

Grupos Acidos Grupos Basicos Grupos no iénicos
-COOH -NH> -COO-
-OSO0H >NH -CONH-
-SOzH >N- -NH
-PO3sH: Piridinio -O-
-CH(OH)-

Tabla 1.1: Clasificacion de los grupos hidrofilicos de tensoactivos.
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Cuanto mas largo sea el grupo hidréfobo menor sera la solubilidad en agua y
mayor en solventes organicos. El crecimiento de este grupo causa
empaquetamiento de moléculas de tensoactivo en la interfase e incrementa la
tendencia del tensoactivo a adsorberse o a formar agregados llamados micelas.
Con el numero de carbonos también aumenta el punto de fusién de los
tensoactivos, la adsorcion en peliculas y la tendencia a formar fases de cristal

liquido en solucién.
1.2.1 Clasificacion de los tensoactivos.

De acuerdo con las caracteristicas de la cabeza polar los tensoactivos se
clasifican en tres tipos.

e |bnicos.

e Anféteros.

e No ibnicos.
1.2.1.1. I6nicos

Los idnicos son aquellos que en solucién se ionizan, a su vez se clasifican en

aniodnicos y cationicos.

Los tensoactivos anionicos tienen la carga eléctrica negativa en la parte polar.
Contienen generalmente uno de los cuatro grupos polares solubles (carboxilato,
sulfonato, sulfato o fosfato) combinado con un catidn que puede ser organico
(cadena hidrocarbonada hidréfoba) o inorganico (Na™, K, ca®, Ba™, Mg*, NH4™,
etc.). Estos tensoactivos se emplean en la produccién de barras de jabon donde
se requieren soluciones alcalinas, en productos para el cuidado del cabello y piel,
como agentes emulsificantes en jabones que limpian en seco, jabones liquidos,

etc.
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Los tensoactivos catidnicos tienen la carga de la porcién polar positiva. Suelen ser

derivados de acidos grasos o de petroquimicos conteniendo un nitrégeno cargado

positivamente. El anion es generalmente un ion ClI~, Br, OH™ o SH4 son
comunmente utilizados en detergentes, agentes limpiadores, lavaplatos liquidos,
cosmeéticos, en pigmentos y agentes dispersantes [3]. Dentro de los usos que se
les da esta el de agentes emulsificantes a pH menores de 7, inhibidores de
corrosion para superficies metalicas (proteccion de agua, sales y acidos),
promotores adhesivos contra la humedad en pinturas o bien en contenedores de

pigmentos.

1.2.1.2. Anféteros

Los anféteros son tensoactivos que tienen ambos grupos idnicos, el catidnico
(positivo) y anidnico (negativo). Al alterar el pH de una solucion acuosa el caracter
anionico o catidnico del anfotero puede cambiar. En algunos pH intermedios (no
necesariamente 7), ambos grupos muestran igual ionizacion, a este pH se le llama
punto isoeléctrico. El grupo carboxilato es el mas comun para la parte anidnica; asi
como el grupo amino lo es para la parte catidnica. En el punto isoeléctrico los
tensoactivos presentan un minimo en sus propiedades de espumacion y
detergencia. Muestran excelente compatibilidad con otros tensoactivos,
frecuentemente forman micelas mixtas y las mezclas muchas veces tienen
propiedades funcionales que no se encuentran en ninguno de los componentes
puros, por ejemplo la irritacidn de la piel puede reducirse por debajo del nivel de
aquélla generada por cada uno de los componentes puros. El efecto de mezclar
un anfétero con un aniénico es que reduce la irritacidon de la piel y ojos, aumenta la
viscosidad en presencia de un electrolito, mejora la estabilidad de las espumas y
mejora la detergencia. Muchos anféteros actuan como hidrétropos solubilizando
tensoactivos no iénicos en electrolitos a altas temperaturas. Se usan mezclas
anfétero/anionico en shampoos, espumas de bafio, geles de bafio, jabones

liquidos, limpiadores para manos, jabdén de lavanderia y trastes.
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1.2.1.3. No idnicos

En los tensoactivos no ionicos la carga neta es cero. Se disuelven pero no se
disocian en agua, mediante el efecto combinado de un cierto numero de grupos
solubilizantes tales como enlaces de tipo éter o grupos hidroxilos en sus
moléculas. Las propiedades hidrofilicas son provistas por hidratacion de grupos
amido, amino, éter o hidroxilo.

Los tensoactivos no ionicos tienen la caracteristica de ser estables en presencia
de la mayoria de los productos quimicos. Al no ionizarse en agua, no forman sales
con los iones metalicos, esto para ser utilizados tanto en aguas blandas como en
duras. Su naturaleza quimica origina que sean compatibles con otros tensoactivos

cationicos, anionicos y coloides cargados positiva y hegativamente.

En estos tensoactivos el grupo hidrofébico esta formado por una cadena larga que
contiene una serie de grupos solubilizantes (hidrofilicos), tales como enlaces tipo
eter o grupos hidroxilo en sus moléculas. La repeticion de estas unidades tiene el
mismo efecto que un hidrdfilo fuerte, salvo que no hay ninguna ionizacion. Un caso
similar es el de los azucares que a pesar de su estructura hidrocarbonada,

contienen un alto numero de hidroxilos, haciendo soluble a la molécula en agua.

1.2.2. Glucopirandsidos (Tensoactivos No idnicos).

Los tensoactivos a base de azucares provienen de fuentes renovables y presentan
excelentes propiedades ecoldgicas [5]. Existen diferentes posibilidades de union
entre los grupos de la cabeza del azucar hidrofilica y la cadena alquilica
hidrofébica, de las cuales los mas frecuentes se muestran en la figura 1.7.
Ademas de que la cabeza hidrofilica puede consistir de una o varias unidades de
azucar [6]. En el caso de que la parte hidrofébica tenga dos o mas cadenas

alquilicas se llaman glucolipidos, figura 1.8.
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Fig. 1.7. Ejemplos del tipo de union entre la especie del tipo hidrofébica e hidrofilica: a) enlace éter,

b) enlace éster, c¢) enlace amino, €) enlace amido.

En el caso de la figura (1.7 (a)) donde solo se tiene una unidad de glucosa en la
parte hidrofilica (derivado de la D-glucosa que forma un anillo pirandsido) el cual
esta unido a una sola cadena hidrocarbonada que forma la cola por un enlace
éter, se llaman tensoactivos glucopiranoésidos [6]. La cadena de estos tensoactivos
puede ser de 1 a 18 atomos de carbon. La figura 1.8 muestra la estructura
general de la familia de los glucopiranésidos donde n puede adquirir valores desde
cero hasta 15.

Una importante caracteristica de sus propiedades fisicoquimicas es su
insensibilidad a la temperatura. Esta insensibilidad es causada por la fuerza de los
puentes de hidrogeno entre los grupos —OH del azucar y el agua, los cuales
previenen cualquier deshidratacion importante de las cabezas, a diferencia de
otros tensoactivos no-idnicos como los alcoholes polietoxilados los cuales son muy
sensibles a la temperatura. A pesar de que la sensibilidad a la temperatura podria
ser una desventaja en ciertos campos de aplicacion, este es un parametro

importante que puede ser modificado [7].
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En el caso de la formacion de micelas de este tipo de tensoactivos se ha
demostrado que pequefios cambios en las cabezas de los tensoactivos (anémeros

a y B) pueden tener un gran efecto en la forma y tamafio de las micelas. (8)

Fig. 1.8. a) Ejemplo de estructura de glucolipido. b) Ejemplo general de la estructura de

glucopiranésido

Los glucopirandsidos son solubles en agua, tienen gran actividad superficial,
propiedades emulsificantes y su valor de balance hidrofilico-lipofilico (HLB) de bajo
a intermedio. Son poco toxicos, biodegradables, biocompatibles e inocuos para la
piel. Se pueden obtener directamente de fuentes naturales como el &cido
palmitico, el almidén y el aceite de coco. Son facilmente sintetizables a partir de
fuentes como los alcoholes grasos y oligosacaridos [7].
Los glucopiranésidos se emplean como detergentes para algoddn. En el proceso
de cristalizacion de proteinas de membrana (solubilizandolas haciendo que
pierdan su funcién, para poder ser caracterizadas fisicamente y determinar la
estructura espacial) también se utilizan en la liberacion de farmacos y se han
utilizado en diversos procesos bioldgicos [9], [10].
Las propiedades de las mezclas de tensoactivos que contienen glucopiranésidos
son interesantes desde el punto de vista técnico, en las formulaciones, ya que
muchas veces los tensoactivos no-idnicos son mezclados con anionicos
mostrando efectos sinérgicos.

15



1.2.2.1. Octilglucopirandsido (Tensoactivo No iénico)
El n-octil-beta-d-glucopiranosido (OGP) esta formado por una cadena alquilica con
ocho atomos de carbono unido a una molécula de glucosa, tiene dos anémeros (a

y B), figura 1.9.

HO
oH

OH

HO ‘OH
HO- L”O
o]
HO
OH

Q

Q

Fig. 1.9. Molécula de octilglucopiranésido, con sus anémeros a 'y 8

De los tensoactivos glucopiranésidos es el mas estudiado, tiene una CMC
(Concentraciéon micelar critica) reportada de 18-25 mM con un numero de
agregacion de 27-65 moléculas por micela cerca de la CMC. Se ha utilizado para
solubilizar, reconstituir, purificar y cristalizar proteinas de membrana y proteinas
asociadas con complejos de membrana sin ser desnaturalizadas, ademas de ser
utilizado como emulsificante, como agente limpiador y acarreador de farmacos

debido a que es no toxico y biodegradable [8].
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1.3. Farmacos Antiinflamatorios no esteroideos (AINES).

Es un grupo heterogéneo de farmacos con acciones antiinflamatoria, analgésica y
antipirética, cuyos efectos estan relacionados con la inhibicion de la enzima
araquidonato ciclooxigenasa (COX) y, por tanto, la inhibicibn de la sintesis de
prostaglandinas y tromboxanos (que intervienen en diferentes procesos

inflamatorios).

Son utiles en dolores articulares, musculares, dentarios y cefaleas de diversa
etiologia, incluidas las formas moderadas de migrafa. A dosis suficientemente
elevadas son también eficaces en dolores postoperatorios y postraumaticos,
ciertos célicos y dolores de origen canceroso en sus primeras etapas. Los AINEs
estan indicados especialmente en ciertos dolores caracterizados por una
participacion destacada de las prostaglandinas (por ejemplo, dismenorreas o
situaciones como metastasis o6seas que cursan con intensa actividad

osteoclastica).

1.3.1 Ibuprofeno.

El ibuprofeno es un antinflamatorio no esteroideo (AINE) perteneciente al
subgrupo de los derivados del acido propidnico. Posee una eficaz actividad
antiinflamatoria, antipirética y analgésica. Es probablemente la molécula mas

estudiada clinicamente entre todos los AINEs.

OH

Fig. 1.10. Molécula de ibuprofeno
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1.3.1.1. Mecanismo de accion.

Inhibe la accién de las enzimas COX-1 y COX-2. Los efectos antiinflamatorios del
ibuprofeno son el resultado de la inhibicion periférica de la sintesis de
prostaglandinas subsiguiente a la inhibicion de la ciclooxigenasa. El ibuprofeno
inhibe la migracion leucocitaria a las areas inflamadas, impidiendo la liberacién por
los leucocitos de citoquinas y otras moléculas que actlan sobre los receptores

nociceptivos.

Como otros AINEs no altera el umbral del dolor ni modifica los niveles de
prostaglandinas cerebrales, concluyéndose que sus efectos son periféricos. La
antipiresis es consecuencia de la vasodilatacion periférica debido a una accién
central sobre el centro regulador de la temperatura del hipotalamo.

1.3.1.2. Farmacocinética.

Se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal, presentandose picos de
concentraciones plasmaticas 1-2 horas después de la administracion. Su vida
media de eliminacién es de unas 2 horas aproximadamente. El ibuprofeno se une

fuertemente a las proteinas plasmaticas.

Se metaboliza en el higado, dando lugar a 2 metabolitos inactivos que, junto con el
ibuprofeno, se excretan por via renal bien como tales o como metabolitos

conjugados. La excrecién renal es rapida y completa.

1.3.1.3. Toxicidad

En los estudios de toxicidad los efectos observados coinciden con los de otros
antiinflamatorios no esteroideos. El ibuprofeno no resultdé teratogénico en
diferentes especies animales. Asimismo, tanto los estudios de mutagénesis como

los de cancerogénesis dieron resultados negativos.
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1.4 Técnicas y Fundamentos
1.4.1 Calorimetria

Es la técnica que se basa en la medicion del flujo de calor en una reaccion

quimica o en un cambio fisico usando un equipo llamado calorimetro.

Los calorimetros suelen clasificarse en calorimetros adiabaticos y calorimetros
isotérmicos. Los calorimetros adiabaticos constan esencialmente de un recinto de
paredes adiabdticas, en cuyo interior se coloca la unidad calorimétrica en la cual
se efecttan las mediciones. No existe un material cuya capacidad calorifica sea
cero. Se han desarrollado sistemas que tratan de anular o minimizar las pérdidas

calorificas.

1.4.1.1 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

La calorimetria diferencial de barrido o DSC es una técnica experimental dinamica
que nos permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una
sustancia, mantenerla a temperatura constante durante un tiempo determinado o
para calentarla o enfriarla a velocidad constante en un determinado intervalo de
temperaturas. La calorimetria diferencial de barrido se ha revelado como una
técnica importante en el campo de la ciencias bioldgicas debido a su elevado
grado de sensibilidad y a su rapida velocidad de analisis, esta técnica, por
ejemplo, esta considerada hoy en dia como la mas adecuada para estudiar la
energética de las transiciones plegamiento-desplegamiento de las proteinas. Por
otra parte, la calorimetria diferencial de barrido (DSC) se emplea para determinar
la temperatura de inicio de la fusion de las cadenas lipidicas y otras transiciones
de fase y el area bajo la curva del termograma obtenido (es decir, el cambio de
entalpia AH) representa la cooperatividad del proceso. Dado que la temperatura
de transicién es sensible a la presencia de aditivos en la bicapa, este es un
pardmetro recomendado para monitorear interacciones droga-lipidos y para

detectar impurezas y/o productos de hidrdlisis.
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En la técnica experimental de Calorimetria Diferencial de Barrido se dispone de
dos celdas. Una de ellas contiene la muestra a analizar y la otra corresponde a la
referencia. Se usan calefactores individuales para cada celda y un sistema de
control comprueba si se producen diferencias de temperatura entre la muestra y la
referencia. Si se detecta cualquier diferencia entre los calefactores individuales, se
corregiran de tal manera que la temperatura se mantendré igual en ambas celdas.
Es decir, cuando tiene lugar un proceso exotérmico o endotérmico el instrumento
compensa la energia necesaria para mantener la misma temperatura en ambas

celdas.

En este trabajo se utilizd6 un microcalorimetro modelo VP-DSC de Microcal

Incorporated.

Fig. 1.11. Calorimetro Diferencial de Barrido, VP-DSC

1.4.1.2 Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC).

La Calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) es una técnica analitica que nos
permite estudiar el calor de interaccion entre dos moléculas. La medicion de este
calor permite una muy precisa determinacion de las constantes de equilibrio (K), la
estequiometria y un perfil termodinamico de la reaccion en el cual se incluyen la
variacion en la entalpia (AH) con los datos que se logran obtener se puede

calcular la variacién en la energia de Gibbs (AG) asi como la entropia (AS).
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La Calorimetria de titulacion isotérmica ha demostrado ser extremadamente (util
para el estudio de equilibrios tensoactivo-membrana y se pueden distinguir cuatro

tipos de experimentos en lineas generales:

» La medicion de la concentracion micelar critica (CMC).

~ El equilibrio de reparto entre el tensoactivo monomérico y la membrana

lipidica.

~ Solubilizacion de membrana lipidica a altas concentraciones de tensoactivo.

~ Formacion de membrana tras la dilucion de micelas mixtas de lipido-

tensoactivo.

El microcalorimetro TAM (Thermal Activity Monitor) es un sistema disefiado para la
medicion de procesos de caracter exotérmicos y endotérmicos, a una gran
variedad de reacciones quimicas y bioldgicas. El equipo cuenta con una alta
sensibilidad, detecta diferencias de temperatura de 1x10™ °C. Cuenta con un bafio
de 25L que actla como termostato, manteniendo la temperatura constante en un
intervalo de +2x10™ °C, dentro del bafio estan colocadas cuatro unidades

calorimétricas independientes.

Una unidad calorimétrica cuenta con dos celdas, una que corresponde a la celda
de referencia y otra a la celda de reaccién, ambas celdas estan fabricadas bajo las

mismas dimensiones y hechas de acero inoxidable.
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El calorimetro emplea la configuracion diferencial en la cual los efectos térmicos

que se producen en cada una de las celdas se detectan mediante termopilas,

ambos sensores se conectan en oposicion, de tal manera que los efectos

comunes que se produzcan con la misma velocidad y amplitud se cancelan. Las

termopilas del semiconductor son elementos Peltier que generan una fuerza

electromotriz proporcional a la diferencia de las temperaturas de sus superficies

opuestas que dan como resultado final una sefal eléctrica proporcional al flujo de

calor o potencia térmica neta.

Voltimetro
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Fig.1.12. Microcalorimetro Termal Activity Monitor (TAM) de thermometric, Suecia.
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Se cuenta con jeringas las cuales dispensan las disoluciones titulantes a través de
canulas de un diametro muy pequefio, el volumen de la inyeccién asi como la
velocidad del volumen dispensando y el nimero de inyecciones se controla a
través de un software con el cual también se monitorea el progreso del

experimento.

Los experimentos se realizan bajo agitacion constante que puede variar entre 80 a
100 revoluciones por minuto. EI TAM cuenta con siete sensibilidades disponibles
que son 3, 10, 30, 100, 300, 1000 y 3000 uW las cuales nos ayudan a abarcar un

gran numero de reacciones.

1.4.2. Dispersion de luz.

La dispersion de la luz se considera como el redireccionamiento de la luz que se
produce cuando una onda electromagnética de onda (es decir, un rayo de luz
incidente) se encuentra con un obstaculo o falta de homogeneidad, en nuestro
caso la dispersion de particulas. A medida que la onda electromagnética
interactda con la particula las orbitas de los electrones dentro de las moléculas
constituyentes de la particula son perturbadas periédicamente con la misma

frecuencia asi como el campo eléctrico de la onda incidente.

La oscilacién o la perturbacion de los resultados de la nube de electrones da una
separacion perioddica de la carga dentro de la molécula, lo cual se denomina un
momento dipolar inducido. EI momento dipolar inducido oscilante se manifiesta
como una fuente de radiacion electromagnética, lo que resulta en la luz

dispersada.
1.4.2.1 Dispersion de luz dinamica

Conocida como espectroscopia de correlacion de fotones, esta técnica es uno de

los métodos mas utilizados para determinar el tamafio de particulas.
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Un rayo de luz monocromatica, tal como un laser, en una solucién con particulas
esféricas en movimiento browniano provoca un desplazamiento Doppler cuando la
luz llega a la particula en movimiento, cambiando la longitud de onda de la luz

entrante, este cambio estéa relacionado con el tamafio de la particula.

En este trabajo se utilizd el equipo de DLS, NANOSIZER ZS ZEN(3600) de

Malvern instruments Itd, Malvern, UK.

1.4.3. Microscopia electronica de barrido. (SEM)

El microscopio electrénico de barrido o SEM (por sus siglas en inglés) es el mejor
meétodo adaptado al estudio de la morfologia de las superficies. A diferencia de un
microscopio optico que utiliza fotones del espectro visible, la imagen entregada por
el SEM se genera por la interaccion de un haz de electrones que "barre" un area
determinada sobre la superficie de la muestra. La técnica esencialmente consiste
en hacer incidir en la muestra un haz de electrones, este bombardeo de electrones
provoca la aparicion de diferentes sefiales que, captadas con detectores
adecuados, nos proporcionan informacién acerca de la naturaleza de la muestra.
La sefal de electrones secundarios, que son los electrones arrancados a la propia
muestra por la accién del haz incidente proporciona una imagen de la morfologia

superficial de la muestra.

En este trabajo se utiliz6 el equipo JEOL modelo JSM-35CF.
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Capitulo 2. Objetivos e Hipotesis.

Objetivos:

~ Es

tablecer las mejores condiciones para la elaboracién de liposomas

utilizando dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC) como principal componente en

la
ho

bicapa lipidica mediante la técnica de evaporacion de fase reversa y la

mogenizacion del tamafio de particula mediante sonicacion.

~ Determinar el efecto de la adicién de colesterol (Chol) en la elaboracion de

estos liposomas mediante estudio de tamafio de particula y técnicas

calorimétricas.

» Determinar el cambio de entalpia y el coeficiente de particion para la

for

macion de micelas mixtas formadas por el tensoactivo octil

glucopiranésido (OGP) y fosfolipidos de DPPC:Chol.

~ Determinar el tamafio de particula de los diferentes sistemas estudiados.

& Es

tudiar mediante tamafio de particula y técnicas calorimétricas la

microencapsulacion de un farmaco modelo en los sistemas liposomales.

~ Hacer el andlisis termodinamico de sistemas de liposomas variando los

componentes como se muestra en la siguiente tabla:

Muestra Sistema

A Solucién de Liposomas de DPPC y OGP

B Solucién de Liposomas de DPPC:Chol relacién 4:1 y OGP

C Solucién de Liposomas de DPPC-lbuprofeno y OGP

D Solucién de Liposomas de DPPC:Chol relacién 4:1 y OGP Ibuprofeno

Tabla 2.1. Sistemas de liposomas-OGP a estudiar.
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Hipotesis:

» Las bicapas lipidicas pueden ser utilizadas para microencapsular moléculas
lipdfilicas. La adiciébn de Colesterol y/o un tensoactivo a estos sistemas
modifica su estabilidad. Mediante la determinacion de los parametros
termodinamicos del proceso de particibn del tensoactivo es posible
observar la transiciéon de liposomas hacia micelas y/o vesiculas mixtas y
caracterizar la estabilidad de los sistemas obtenidos.

»  Mediante DSC y caracterizacion de tamafio de particula, es posible evaluar
la calidad de la técnica empleada para la formacion de liposomas.
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Capitulo 3. Metodologia experimental.
3.1. Materiales y equipo.

e Monitor de Actividad Térmica (TAM) Termometric, Suecia, Modelo 2277
e Rotavapor BUCHI R-3

e Balanza analitica OHAUS modelo PM400

e Desionizador de agua

e Sonicador Cole Parmer Modelo 8890

e Matraz de bola de 50mL

e Vaso de precipitados de 100mL

e Matraz Aforado de 100mL

e Matraz Aforado de 10 mL

e Piseta

e [Espatula cromo-niquel
3.2. Reactivos

e Agua desionizada y desgasificada
e Etanol

e Acetona

e OGP (Octil-glicosil-piranosido)

e Fosfatidilcolina

¢ Dipalmitoil Fosfatidilcolina (DPPC)
e Colesterol (Chol)

e Ibuprofeno

Fosfolipidos. Masa Molar (g/mol) Formula Pureza (%)
molecular
Fosfatidilcolina * * 40
Dipalmitoil Fosfatidilcolina 734 C4oHgoNOgP 99
Colesterol 386.6 C,7H460 99

Tabla 3.1. Propiedades fisicas de los fosfolipidos empleados. * La fosfatidilcolina al ser una mezcla de lipidos,

no posee una masa molar ni un formula molecular definida.
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3.3. Metodologia
3.3.1. Técnica de formacion de liposomas.

La primera parte del estudio consistio en la elaboracién de liposomas mediante el
método denominado evaporacion en fase reversa. En dicho método, se parte de
una solucién de fosfolipidos en un solvente organico, este disolvente se elimina
mediante el uso de un rotavapor, a baja presion, y calentando a una temperatura
ligeramente superior al punto de ebullicion del solvente organico empleado a una
velocidad de rotacion de 60 rpm. Tras la eliminacion del solvente organico, los
fosfolipidos quedan adheridos en la pared del matraz de bola, formando una
pelicula, que se hidrata con una solucion acuosa y se somete a un proceso de
agitacion hasta que toda la pelicula se incorpore a la fase acuosa, en este punto
del proceso las monocapas lipidicas que constituyen las micelas se sitian lo
suficientemente cerca unas de otras para dar lugar a las bicapas lipidicas que
constituyen la pared de los liposomas.

Esta solucién de liposomas, se somete a un proceso de sonicacion por 2 horas en
un bafio a una temperatura constante de 10 °C superior a su temperatura de
transicion, con el fin de que al aplicar energia, el reordenamiento de los
fosfolipidos se realice facilmente y se obtenga un tamafio de particula bastante

homogéneo.
3.3.2. Calorimetria de Titulacién Isotérmica (ITC).

Se realiz6 el experimento de titulacion de n-Octil-B-D-glucopiranésido (OGP) con
una solucion de liposomas. Tanto en la celda de referencia como en la de muestra
se coloc6 aproximadamente 1.72 mL de la solucion de OGP 15mM. En la jeringa
de referencia se coloc6 agua desionizada, y en la jeringa de muestra se colocaron

las siguientes soluciones de liposomas.
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Muestra Sistema [10mM]

A Solucién de Liposomas de DPPC

B Soluciéon de Liposomas de DPPC:Chol relacion 4:1 molar

C Solucién de Liposomas de DPPC-lbuprofeno

D Solucion de Liposomas de DPPC:Chol relacién 4:1 molar, Ibuprofeno

Tabla 3.2. Sistemas de liposomas.

Se realizaron 40 inyecciones, cada una de 10uL, a una temperatura de 298.15K.

3.3.3. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Se realizé el experimento de temperatura de transicion de los liposomas de la
siguiente manera: se coloc6 en la celda de referencia agua desionizada y
desgasificada y en la celda de muestra la solucion de liposomas 2mM, se realizan
10 barridos, en un rango de temperatura de 20 a 55 °C, y una velocidad de barrido
de 60°C/hr.

3.3.4. Tamairio de Particula

En un equipo NANOSIZER ZS ZEN (3600) se coloco en una celda de plastico una
solucion de liposomas de concentracion 0.007g/L, considerando al latex de
poliestireno como material estandar, cuyo indice de refraccién es 1.59 y su indice
de absorcion de luz es 0.010; y como dispersante agua a una temperatura de
25°C, estos parametros se establecen en el software del equipo. Se realizaron 3

corridas de 10 repeticiones cada una para un resultado confiable.
3.3.5. Microscopia electronica de barrido.

Las muestras fueron secadas al vacio por una hora, al término fueron recubiertas
de Carbono y Oro mediante la técnica de pulverizacion catédica a alto vacio, una
vez recubiertas fueron observadas al microscopio a diferentes potencias del haz

de electrones.
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Capitulo 4. Modelo termodinamico.

Wenk et al. (1997) presentan un modelo para estudiar la asociacion de un
tensoactivo (en este caso el OGP) con la membrana lipidica considerando un
simple equilibrio de particidbn a concentraciones por debajo de la concentracion

micelar critica (CMC). Parten de la ecuacién siguiente

X, =Kgy (1)

Donde cp; es la concentracion de tensoactivo libre en el seno de la solucion, y X,
es el grado de union y se define como la relacion membrana-tensoactivo unido,

Cpb, respecto a la concentracion total de lipido, c,°.

% :CDb/CLO 2)

Xp es también llamado relacion tensoactivo-lipido, K es el coeficiente de particién

Tomando en consideracion la conservacion de masas del tensoactivo.

Cp°=Cpr+C (3)
A partir de estas ecuaciones, se obtiene

Kk, °
I+k | °

Cpb =Cp° (4)

En el presente experimento, la concentracion de detergente en la celda
calorimétrica se fija (a excepcion de un pequefo efecto de dilucién) y la
concentracion de lipidos, ¢.°, aumenta por inyecciones consecutivas de
liposomas. La variacién de la envolvente detergente esta dada por la primera
derivada de la ecuacion 5

ke, °

5CDb = 5CD om
L

(5)
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Considerando que el calor molar de particion de OGP en la bicapa lipidica de
DPPC es AHp®, y el calor medido de la reaccion esta dado por la siguiente

ecuacion.

S LG YAHL (6)

donde V es el volumen total de la solucion en reaccién, y npp=CppV €s el nimero
de moles del tensoactivo que se encuentra unido a la membrana lipidica. En el
experimento de titulacion, la concentracion de lipido en la celda calorimétrica no

constante sino que se incrementa en cada inyeccion por &cy :

G =GN\ ()

después de i inyecciones el calor acumulado est4 dado por

iKV, ¢, °

. =cp°AH,°V
O, =cp"AH, 1+iKV, ¢; °

(8)
El volumen de la reaccion V, incrementa con cada inyeccion por Viy. Los efectos
resultantes de la diluciébn son tomados en cuenta haciendo las siguientes

sustituciones:
V 5V +iV,,
c °—c, V. /(Vo+iij)

. . : 9)
c,’—c,°V, /(V0+zVin)

Que conducen a

o
SH, =Co °AHp °VLV, A

g 10
PV, +i VALK, ©) (10)

es
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El calor entre dos inyecciones consecutivas 6H;.; y 6H; es
oh,=oH—-oH , (11).

Que es determinado directamente del experimento de ITC . Las ecuaciones 10y
11 fueron aplicadas exitosamente por Wenk et al (1997). para describir la titulacién
lipido-tensoactivo, donde el lipido era 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(POPC) y el tensoactivo era OGP[1,2].
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Capitulo 5. Resultados y Discusion

5.1 Primera serie de experimentos: Determinacion de la cantidad de Chol.

Con el objetivo de encontrar las mejores condiciones para la elaboracion de
liposomas, tener un tamafio de particula homogéneo y una solucién de liposomas
gue no floculara en un periodo minimo de 7 dias, se trabajé con una mezcla de

lecitina al 40% de pureza y Chol 99% de pureza. Se probaron mezclas lecitina:

Chol, en las siguientes proporciones. La lecitina es una mezcla de fosfolipidos.

Soluciéon  Concentracion de Lipido Concentraciéon de Chol [M] Proporcién Lipido:Chol.
[M]
0.01 0.01 11
0.01 0.005 2:1
3 0.01 0.0025 4:1

Tabla 5.1. Relacion de fosfolipidos para la formacion de liposomas.

En un Matraz de Bola de 50 mL, se pes6 una cantidad de fosfolipidos para
preparar una solucion acuosa 10mM. Esta cantidad de fosfolipidos se disolvi6 en
10 mL de diclorometano (CH.Cl,) aplicando calor hasta que todos los fosfolipidos
se disolvieron en el solvente; posteriormente se evapord el solvente organico
utilizando un rotavapor, aplicando vacio, en un bafio Maria a 50°C y a 60rpm,

durante 30 minutos, hasta eliminar todo el solvente posible.

Al final de la evaporacion de CH,Cl,, se obtuvo una pelicula de fosfolipidos
alrededor del interior del matraz, que se hidrat6 con agua desionizada, y se
sometidé a un proceso de agitacion, en un bafio Maria a 50°C , hasta que todo el

film se incorporoé a la fase acuosa.

La solucion de liposomas obtenida, se sonico por 2 horas, y se tomaron alicuotas
a los 0, 5, 15, 30, 60, 120 minutos de sonicacion. Se determino el tamafo de
particula de las soluciones 1, 2 y 3 de la tabla 5.1, obteniéndose los resultados

gue se muestran en la tabla 5.2.
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Tamafo de particula/nm

Tiempo Solucion 1 Solucién 2 Solucién 3
(min.) Tam. de Part. (hm.) Tam. de Part. (nm.) Tam. de Part. (hnm.)

0 783 647.1 425.8

5 384.4 328.8 248

15 87.4 105.6 74.35

30 90.66 89.13 65.54

60 74.64 91.9 50.51

75 75.85 85.9 50.96

Tabla 5.2. Dependencia del tamafio de particula en funcion de la cantidad de Chol en la bicapa

lipidica. La concentracion de fosfatidilcolina para los tres sistemas es constante [0.01M] y la

temperatura de sonicacion varié de 24 y 50°C.
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Fig 5.1. Dependencia del tamafio de particula (diAmetro medio) respecto a la cantidad de Chol , de

las tres soluciones descritas en la tabla 5.2.
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Del analisis de los resultados mostrados en la tabla 5.2. y en la grafica de la figura
5.1 se concluye que se obtienen particulas de tamafio homogéneo en un tiempo
menor cuando el Chol se encuentra a una concentracion de 0.0025M; esto puede
ser debido a que la doble capa lipidica no es muy rigida ni muy fluida. Por estas
razones se decidio trabajar con la solucion 3 de la tabla 5.1, es decir, aquélla en la

cual la relacion fosfolipido: Chol es 4:1.

Con la relacién establecida de lipido : Chol 4:1, se realizaron tres tipos de
experimentos: en el primero se mantuvo la temperatura constante a 24°C, en el
segundo se trabajé a 50°C y en el tercero se partié de una temperatura inicial de

24°C y se fue calentando lentamente hasta llegar a una temperatura de 50°C.

La tabla 5.3 y la figura 5.2 muestran los resultados obtenidos para estos tres
experimentos. Se observa que al trabajar a 50°C el tamafio de particula disminuye
drasticamente (de 668.3 a 86.85 nm) en los primeros 15 minutos, y sigue
disminuyendo de una forma gradual hasta los 43.3 nm a los 75 minutos. Esto
puede ser atribuido a cambios estructurales en la bicapa lipidica donde se pasa

de una fase rigida a una mas flexible.

Por el contrario, cuando se trabajo a 24°C, se necesitO mas tiempo para obtener
un tamafio de particula mas pequefio (91 nm en 90 min). Cuando se calento la

solucion desde 24°C hasta 50°C durante la sonicacion, el tamafio de particula

disminuy6 gradualmente desde 425.8 hasta 50.96 nm en 75 min.

Tiempo de Sonicacion T=24°C T=50°C T=(24a50°C)
(min) Tam. de Part. (nm) Tam. de Part. (nm) Tam. de Part. (nm)

0 612.3 668.3 625.8
5 418 486.6 248

15 414 86.85 74.35
30 460.9 64.02 65.54
60 113 48.06 50.51
75 91 43.3 50.96

Tabla 5.3. Cambio en tamafio de particula en funcion del tiempo de sonicacién. La concentracion
de fosfatidilcolina es [0.01M] y la de Chol es [0.0025M].
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Fig. 5.2. Comparacion de los tamafios de particula, respecto a la temperatura de trabajo en el bafio

de sonicacion.
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5.2. Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC).

Se empleé la calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) para determinar
parametros fisicoquimicos (entalpia, entropia, energia de Gibbs, y la constante de
particion) de los cuatros sistemas de liposomas descritos en la tabla 5.1.

En el experimento se coloco en la celda de muestra la solucion de OGP 15mM,
que esta por debajo de su CMC. En la jeringa se colocd la solucion de liposomas a
una concetracion 10mM. Se inyectaron alicuotas de 10uL. Como referencia o

control, se titul6 la solucion de OGP, con agua desionizada.

Con cada inyeccion de lipidos la concentracion de OGP libre se reduce, por lo que
hay menos tensoactivo disponible para la unién, y el calor experimental de

reaccion disminuye.

Las constantes de particion varian con la composicion de la bicapa y del
envejecimiento de la misma. La tabla 5.4 muestra los parametros termodinamicos
del proceso de particion del OGP en la bicapa y el tamafio de particula para el
sistema DPPC-OGP. Se observa que en este sistema practicamente los
parametros no dependen del tiempo de envejecimiento. Los valores altos
obtenidos para la constante de particibn muestran que el OGP se encuentra
preferentemente unido a la bicapa de fosfolipidos, los valores de cambio de
entalpia y cambio de entropia, sefialan que esté es un proceso espontaneo y
guiado por la entropia, esto debido al efecto hidrofébico, es decir, debido a que al
incorporarse el OGP a la bicapa, las moléculas de agua que lo rodean pasan al

seno de la solucién y tienen mas grados de libertad.

La figura 5.3 muestra el potenciograma para el sistema DPPC-OGP, al inicio de
cada experimento se realiza un calibracidn eléctrica, de caracter exotérmico, que
se observa en el monitor como un pico hacia arriba de tal manera que las sefiales
hacia abajo representan procesos endotérmicos. En todos los potenciogramas
presentados en este trabajo las sefales correspondientes a las calibraciones no
se muestran debido a que salen de la escala. El area de cada curva fue

determinado por el software del DIGITAM 4.1 y representa el calor absorbido o
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cedido en cada una de estas inyecciones (AH). Este calor es representado contra
el numero de inyecciones en la figura 5.4; a estos datos experimentales se ajusta
el modelo termodindmico de particion de Seelig [1,2]. Cabe sefialar que las
discontinuidades sefaladas en las curvas no pueden ser explicadas por este
simple modelo de particién, por lo cual Wenk, et al.(1997), proponen realizar los

experimentos a bajas concentraciones de tensoactivo, pero en nuestro caso,

resulta complicado, porque las sefiales son muy pequenas.

K
Elaboracién de Ejecucion AHogp? 10° AG ogp° TAS ocp® Tamafio
Liposoma DPPC ITC (kcal/mol) (mL/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (nm)
01-Mzo0-13 02-Mz0-13. F 0.0131 2.33 -8.68 8.69 48.61
01-Mzo-13 05-Mz0-13. V 0.0141 2.54 -8.73 8.75 48.61
18-Mzo0-13 19-Mzo0-13. F 0.0155 6.16 -9.26 9.27 48.61
18-Mzo0-13 23-Mzo0-13. V 0.018 6.31 -9.27 9.29 48.61

Tabla 5.4. Pardmetros termodinamicos del sistema de liposomas DPPC 10mM, pH 7.4.

Contribucién Exotérmica.

[N

|7 Contribucién Endotérmica.

A Amplificacién

Fig. 5.3. Potenciograma del sistema de liposomas formados de DPPC con OGP.

El potenciograma de la figura 5.3, como ya se ha dicho, representa al sistema

DPPC-OGP. En las primeras ocho inyecciones se observan dos contribuciones,
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una endotérmica seguida por una exotérmica (véase fig 5.3). La contribucion de
caracter endotérmico se debe a la incorporacion del OGP a la bicapa lipidica,
mientras que la aportacion exotérmica es causada por la desmicelizacion del
OGP. Las sefiales de las inyecciones subsecuentes son de caracter totalmente
endotérmico y decrecen conforme avanza el experimento. A partir de la novena
inyeccién , conforme se adiciona mas solucién de liposomas, la sefial de caracter
endotérmico, comienza a decrecer, debido a que el OGP, comienza a disolver a la
vesicula, porque la bicapa se encuentra ya saturada de OGP, dando lugar ahora a
un nuevo arreglo que es el de la micela mixta, compuesta por fosfolipidos y OGP

como se ilustra en la figura 5.4.
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Fig. 5.4. a) Liposoma. b) Muestra la incorporacién de tensoactivo a la bicapa lipidica. c)

Conforme la cantidad de tensoactivo en la bicapa aumenta, este arreglo comienza a
perder estabilidad. d) La bicapa es destruida. €) con la bicapa destruida, aparece un
nuevo arreglo que es la micela mixta, compuesta por fosfolipidos y tensoactivo.

40



5.5x10” Coeficiente de Particion Liposomas DPPC
5.0x10°
4.5x10°
4.0x10°
C_U -
o
T 35x10°-
3.0x10°
2.5x10° -
2'OX1O-5 T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 o5 30 a5 .
No. de Iny.
Maodel Pariticion (User)
(
et dTATO e+t FREAVDY
Equation crerfrdtATM(e+0C P (1+B*d))M(2)
Reduced 8.78183E-13
Chi-Sar
Adj. R-Square 0.98271
Value
B A 3.15688E7
= 232761E6

Fig. 5.5 Ajuste de Coeficiente de Particion de liposomas de DPPC y en la parte inferior se muesta

la tabla de datos obtenidos tras realizar el ajuste, donde B es la constante del proceso de particion

del OGP (K) y A es la entalpia del proceso de particion del OGP multiplicada por la constante de

particion (AHogp?*K).
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La tabla 5.5. muestra los parametros termodinamicos para el sistema DPPC-OGP
en presencia de Chol. El cambio de entalpia sigue siendo positivo, pero aumenta
en comparacion con el sistema DPPC-OGP en ausencia de Chol, debido a que la
introduccidon del Chol en la bicapa implica un consumo de energia. La constante
de particion aumenta un orden de magnitud y el proceso se hace mas espontaneo.

En ambos casos el proceso de particion esta dirigido por la entropia debido al

paso de las moléculas de agua que rodean al OGP hacia el seno de la solucion.

Elaboracién de K

Liposoma Ejecucion AHogp® 10’ AG ogp° TAS ocp° Tamafio

DPPC :Chol ITC (kcal/mol) (mL/mol) (kcal/mol) | (kcal/mol) (nm)

01-Abril-13 02-Abril-13 F 0.034 7.52 -10.74 10.77 56.48

01-Abril-13 06-Abril-13 V 0.021 6.75 -10.68 10.70 56.48
Tabla 5.5. Pardmetros termodindmicos del sistema de liposomas DPPC:Chol 5mM:1.25mM, pH

7.34.
Contribuciones exotérmicas
Contribuciones endotérmicas
T Amplificacién
Amplificacion

Fig. 5.6. Potenciograma del sistema de liposomas formados de DPPC:Chol. Relacion 4al con
OGP.
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En la figura 5.6 se muestra el entalpograma del sistema DPPC-OGP en presencia
de Chol. A a diferencia del potenciograma DPPC-OGP sin Chol, las primeras
inyecciones solamente muestran una contribucién endotérmica (la contribucion
exotérmica esta ausente), y decrecen conforme avanza el experimento. Como se
ha explicado anteriormente, esto es debido a que la cantidad de OGP aumenta en
la bicapa lipidica, hasta causar su desintegracion y dar paso a la formacién de
micelas mixtas de lipidos-OGP, como se muestra en la figura 5.4. Se observa
también que las sefiales endotérmicas decrecen y posteriormente aparecen

sefales exotérmicas que van aumentando conforme el experimento avanza.

Lo anterior es causado por la falta de OGP libre en el seno de la solucion, en este
momento del experimento, todo el OGP est4 ordenado en las micelas mixtas. Al
momento de agregar mas liposomas, dichas micelas mixtas comienzan a
desintegrarse y se integran a bicapa del liposoma, dando paso a la formacion de

nuevos liposomas, en cuya bicapa lipidica contienen DPPC, Chol y OGP.
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Fig. 5.7. Ajuste de Coeficiente de Particion de liposomas de DPPC:Chol y en la parte inferior se

muestra la tabla de datos obtenidos tras realizar el ajuste, donde B es la constante del proceso de

particion del OGP (K) y A es la entalpia del proceso de particion del OGP multiplicada por la

constante de particion (AHogp*K).
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La tabla 5.6. muestra los parametros termodinamicos para el sistema DPPC-OGP
en presencia de lbuprofeno. EI cambio en la entalpia es positivo y es similar al del
sistema DPPC-OGP. El efecto del envejecimiento en este sistema se ve reflejado
en el valor de la constante de particion, cuando la solucion es fresca el valor de K

es un orden de magnitud mayor respecto a la soluciéon después de tres dias de su

preparacion.

Elaboracién de 7 K
Liposoma Ejecucion AHogp® 10° AG ocp° TAS ocp® Tamarfio
DPPC -Iburpof ITC (kcal/mol) (mL/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (nm)
13-Abril-13 14-Abril-13 V 0.15 2.44 -8.71 8.86 513
13-Abril-13 17-Abril-13 V 0.11 0.919 -8.13 8.244 513

Tabla 5.6. Parametros termodinamicos del sistema de liposomas DPPC:Ibuprofeno 10mM:1.25mM,
pH 7.42.

T 1n12mS0s y: 1.4128pW

Fig. 5.8. Potenciograma del sistema de liposomas DPPC- Ibuprofeno con OGP.

El potenciograma de la figura 5.8, representa al sistema DPPC-OGP en presencia
de lbuprofeno. Las sefiales de las inyecciones para este sistema son de caracter
totalmente endotérmico y muy grandes a comparacion de los potenciogramas
anteriores y van de un orden creciente y después decrecen conforme avanza el
experimento. Las grandes sefales de caracter endotérmico, deben su tamafio a la

la incorporacion del Ibuprofeno, dichas sefiales comienzan a crecer, debido a la
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incorporacion del OGP en la bicapa formada por DPPC e ibuprofeno, después hay
un decrecimiento debido a que el OGP comienza a disolver a la vesicula, ya que
ésta se encuentra saturada de OGP, dando lugar ahora a un nuevo arreglo que es

el de la micela mixta, compuesta por fosfolipidos, OGP y farmaco.
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Fig. 5.9. Ajuste de Coeficiente de Particion de liposomas de DPPC-lbuprofeno y en la parte inferior
se muesta la tabla de datos obtenidos tras realizar el ajuste, donde B es la constante del proceso
de particion del OGP (K) y A es la entalpia del proceso de particion del OGP multiplicada por la

constante de particion (AHogp*K).
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La tabla 5.7. muestra los parametros termodinamicos para el sistema DPPC-OGP
en presencia de Chol e Ibuprofeno. EI cambio en la entalpia es positivo y es
similar al del sistema DPPC-OGP y al sistema DPPC-OGP en presencia de
ibuprofeno. De igual forma que el sistema DPPC-OGP el efecto del envejecimiento

en este sistema no se ve reflejado en el valor de la constante de particion ni en el

valor de la entalpia.

Elaboracién K

Liposomas Ejecucion AHocp® 10° AG ocp® TAS ocp® Tamarfio
DPPC :Chol-buprof ITC (kcal/mol) (mL/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (nhm)

30-Abril-13 01-Mayo-13 F 0.14 2.17 -8.64 8.78 165

13-Abril-13 08-Mayo0-13 V 0.11 1.16 -8.27 8.38 165

Tabla 5.7. Parametros termodinamicos del sistema de liposomas DPPC:Chol mas lbuprofeno
10mM:1.25mM:0.72mM, pH 7.41.

P, uW  E:\OLDAIS\Liposomas DPPC Colesterol Ibuprofenc SmM- OGPL5mM Viejo 080513 B
T: 1n4éml0s y: 3.2191uW

Fig. 5.10. Potenciograma del sistema de liposomas DPPC:Chol e Ibuprofeno con OGP.

El potenciograma de la figura 5.10., representa al sistema DPPC-OGP en
presencia de Chol e Ibuprofeno. Las sefales de las inyecciones al igual que el
potenciograma 4.8 no muestran en las primeras sefiales el aporte endotérmico-
exotérmico, sino que son de caracter totalmente endotérmico y decrecen

suavemente. Como en los anteriores experimentos el OGP se integra a la
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membrana y conforme aumenta la cantidad de éste, la bicapa se comienza a
disolver, y da paso al arreglo de micela mixta, compuesta en este caso por
fosfolipidos (DPPC y Chol), OGP y farmaco.
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Fig 5.11. Ajuste de Coeficiente de Particion de liposomas de DPPC:ChoL.: Ibuprofeno y en la parte

inferior se muestra la tabla de datos obtenidos tras realizar el ajuste, donde B es la constante del

proceso de particion del OGP (K) y A es la entalpia del proceso de particion del OGP multiplicada

por la constante de particién (AHogp°*K).
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La figura 5.12 compara la constante de particion para los sistemas A, B, Cy D
(Ver tabla 3.2) de soluciones frescas y de soluciones viejas aqui estudiadas. Se
observa que en todos los sistemas el valor de K es alto, es decir que el OGP, se
incorpora con gran afinidad a la bicapa. El coeficiente de particion para el sistema
B (Liposomas formados por DPPC:Chol 4al y OGP) es el que tiene el valor mas
alto y también en él se observa el efecto del envejecimiento mas drastico
comparado con los demas sistemas estudiados, pudiéndose atribuir este
comportamiento a la presencia de Chol. El efecto de la presencia del Chol en la K
es contrarrestado al afiadir Ibuprofeno en el sistema D (Liposomas formados por
DPPC:Chol mas Ibuprofeno y OGP) , lo cual sugiere una pérdida de estabilidad de

la bicapa.

8x10" 1

- m  Sol. Fresca.
® Sol. Vieja.

7x10"

6x10’

5x10"

4x10’

K/M™

3x10"
2x10" 1

1x10" -

Sistema

Fig. 5.12. Constante de Particién para los sistemas A (Solucion de Liposomas de DPPC y OGP); B
(Solucién de Liposomas de DPPC:Chol relacién 4:1 y OGP); C (Solucién de Liposomas de DPPC-
Ibuprofeno y OGP); D (Solucién de Liposomas de DPPC:Chol relacion 4:1, Ibuprofeno y OGP).
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Fig. 5.13. Pardmetros termodinamicos para los sistemas A (Solucién de Liposomas de DPPC y
OGP); B (Solucién de Liposomas de DPPC:Chol relacion 4:1 y OGP); C (Solucion de Liposomas de
DPPC-lbuprofeno y OGP); D (Solucién de Liposomas de DPPC:Chol relacion 4:1, Ibuprofeno y
OGP).

La figura 5.13 compara los valores de los pardmetros termodindmicos (entalpia,
entropia y energia de Gibbs) de particién para los sistemas A, B, C y D, de
soluciones. Se observa que en todos los sistemas el valor de la entropia es alto en
todos los casos, por lo que el proceso de particion de OGP es dirigido por la
entropia en cualquiera de los diferentes sistemas. El valor de energia de Gibbs, es
demasiado bajo para todos los sistemas, lo que nos indica que el procesos se da

de una manera espontanea.
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5.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) se empled para determinar la
temperatura de inicio de la fusion de las cadenas lipidicas y otras transiciones de
fase gel a la fase liquida-cristalina y la entalpia representativa de la cooperatividad
del proceso. Dado que la temperatura de transicion es sensible a la presencia de
aditivos en la bicapa, este estudio se realizd para probar la buena manufactura de

los liposomas[11].

[Liposomas DPPC] Tp (°C) AH (kcal/mol) TAS (kcal/mol) AG (kcal/mol)

2mM 36.86 1.64 16.91 -15.27

Tabla 5.8 Valores termodinamicos de la temperatura de pre-transicién de liposomas de DPPC.

[Liposomas DPPC] Tm (°C) AH (kcal/mol) TAS (kcal/mol) AG (kcal/mol)

2mM 40.87 5.34 36.18 -30.84

Tabla 5.9 Valores termodinamicos de la temperatura de transicién de liposomas de DPPC.

La pre transicion ocurre a 5 o 10 grados por debajo de la temperatura de la
transicion principal, con una menor entalpia, y puede ser debido a la rotacién de
los grupos de las cabezas polares o por el movimiento cooperativo de las cadenas

de hidrocarburos, antes de la fusion.

La pre transicion de DMPC y DPPC se ha explicado en términos de cambios
estructurales en la red cristalina lamelar, con la reorganizacién de la bicapa de un
estado lamelar unidimensional distorsionado a una red monoclinica de dos
dimensiones que consta de laminillas de lipidos distorsionado por las ondulaciones

periodicas. Ver figura 5.14.

El cambio entre la fase de gel hacia la fase liquido-cristalino se debe al aumento
de la temperatura en los fosfolipidos, dando como resultado la fusidon cooperativa
de las cadenas de hidrocarburos. La orientacion de las uniones simple carbono-

carbono cambia de una configuracion trans a una configuracion gauche, y la

53



distancia intermolecular entre moléculas es de aproximadamente 2 nm, por
consiguiente, la rotacibn en una molécula y los impactos sobre las moléculas

adyacentes, son factores para decir que la transicion es un evento cooperativo.

La temperatura de la transicion (Tm) de fase principal esta determinada en gran
medida por el grupo de la cabeza polar, junto con la longitud y grado de
insaturacion de las cadenas de hidrocarburos. Para fosfolipidos que tienen el
mismo grupo de cabeza y el grado de hidratacion, lo que aumenta la saturacion de
las cadenas de hidrocarburos por lo que aumenta la temperatura de transicion ,
ademas con cadenas insaturadas trans tienen una Tm mas alta que los que son
insaturados cis. Los fosfolipidos con cadenas de hidrocarburos mas largas tienen
una mayor Tm, asi como la entalpia asociada, a comparacién de aquellos
fosfolipidos con cadenas mas cortas. El efecto del grupo de cabeza en la
transicion principal depende de la fuerza y la composicion de la fase acuosa

iGnica, junto con el pH de lipidos cargados[12].

Fase Gel Fase Liquido-Cristalino

2000 +

Cp (cal/mol)

25 30 35 40 45 50

Temperature (°C)

Fig 5.14 Termograma de liposomas DPPC
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En la figura 5.14, se muestra un termograma en el que se registra de forma
continua la capacidad térmica (Cp) de la disolucién de liposomas de DPPC 2 mM,
en funcién de la temperatura. Dicho termograma se caracteriza por dos picos de
absorcion de calor correspondientes a un proceso de pre-transicion que se realiza
a una temperatura Tp=36.83 °C; y otro de transicion térmica inducida que se
realiza a una temperatura Tm=40.87 °C; ambos corresponden a procesos
endotérmicos. Empleando el Software ORIGIN 8.5, se calcula el area bajo la
curva, el valor obtenido es el cambio de entalpia para cada uno de los procesos
mencionados; las tablas 5.8 y 5.9, reportan los parametros termodinamicos para
ambos procesos, estos resultados concuerdan perfectamente con los reportados
en la literatura [11], lo cual indica que el DPPC en este estudio es un reactivo de
alta pureza y que la técnica utilizada para la elaboracién de liposomas es
confiable. Esto, aunado con las mediciones de tamafio de particula garantizan la
presencia de liposomas de un tamafio homogéneo y por lo tanto la calidad de los
resultados obtenidos mas adelante. Ambos procesos son espontaneos y estan

dirigidos por el cambio de entropia. Para el proceso global AG= -45. 11 kcal/mol.
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Fig 5.15. Termograma de liposomas DPPC:Chol relacion 4:1

[Liposomas

DPPC:Chol] Tp (°C) AH (kcal/mol) TAS (kcal/mol) AG (kcal/mol)

2mM 36.85 6.92 48.51 -41.58

Tabla 5.10 Valores termodinamicos de la temperatura de pre-transicién de liposomas de
DPPC:Chol.

[Liposomas

DPPC:Chol] Tm (°C) AH (kcal/mol) TAS (kcal/mol) AG (kcal/mol)

2mM 41.07 6.57 32.30 -25.74

Tabla 5.11 Valores termodindmicos de la temperatura de transicién de liposomas de DPPC:Chol.
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En la figura 5.15, se muestra el termograma para la disolucion de liposomas de
DPPC:Chol (4:1), 2 mM. A comparacion con el termograma de la figura 5.14, éste
se caracteriza por la diferencia entre el ancho de los dos picos de absorcion de
calor; el primero corresponde a un proceso de pre-transicion realizado a Tp 36.85
°C para el cual el cambio de entalpia es de 6.92 kcal/mol; 5.28 kcal/mol mayor que
en el caso de la disolucién de liposomas de DPPC puro, es decir en este caso se
necesita mas energia para realizar la pre transicion, pero esto se ve compensado
con un cambio de entropia (TAS) 31.60 kcal/mol mayor, dando como resultado un
AG de -41.58 kcal/mol; 23.31 kcal/mol mas negativo, lo cual indica que la
presencia de colesterol hace méas estable al sistema. Un efecto similar se observa
en el proceso de transicion principal a una Tm 41.07 °C. Para el sistema
DPPC:Chol proceso global AG es igual -67.32 kcal/mol; es decir 22.21 kcal/mol

mMAas negativo, por lo tanto es mas estable.
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Fig 5.16. Termograma de liposomas DPPC:Chol e Ibuprofeno.

[Liposomas DPPC:Chol

e lbuprofeno] Tm (°C) AH (kcal/mol) TAS (kcal/mol) AG (kcal/mol)

10 mM 35.71 1.22 10 -8.78

Tabla 5.11 Valores termodinamicos de la temperatura de transicion de liposomas de DPPC:Chol e

Ibuprofeno.

La figura 5.16, nos muestra el termograma de los liposomas de DPPC:Chol més la
inclusién de Ibuprofeno en la membrana a una concentracion 2 mM. A
comparacion con los termogramas de la figura 5.14 y 5.15, éste se caracteriza por
no presentar el pico de absorcion de calor correspondiente a un proceso de pre-
transicion (Tp). La ausencia de la Tp es un indicio de que el lbuprofeno se
encuentra en la membrana y no en el centro acuoso de la vesicula. La

temperatura de transicion disminuye al igual que el valor de la entalpia y la
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entropia. El proceso al igual que los anteriores es dirigido por la entropia y se da

de una manera espontanea.
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Fig 5.17 Termograma del sistema de DPPC/OGP

[Liposomas DPPC /

OGP] Tm (°C) AH (kcal/mol) TAS (kcal/mol) AG (kcal/mol)

2mM 39 0.96 7.09 -6.13

Tabla 5.12 Valores termodindmicos de la temperatura de transicidn del sistema de liposomas de
DPPC/OGP

La figura 5.17, es el termograma del sistema formado por liposomas de DPPC
mas la incorporacion de OGP en la membrana. Al igual que el termograma
anterior, el pico de absorcién de calor correspondiente a un proceso de pre-
transicion (Tp) no se presenta. El pico obtenido es el correspondiente a la
transicion principal, en este sistema la membrana contiene moléculas de
tensoactivo, lo cual hace que la membrana sea un poco mas fluida, y esto se

refleja en un cambio pequefio de la temperatura de transicion.
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5.4 Tamaino de Particula.

Los experimentos de dispersion dinamica de luz (DLS por sus siglas en inglés), se
realizaron para determinar el tamafio de particula mediante el NANOSIZER ZS
ZEN(3600) (Malvern instruments Itd, Malvern, UK) que nos arroja como
informacion el diametro de la particula. Se realiza empleando una solucién 0.07g/L
del sistema a estudiar, considerando al latex de poliestireno como material
estandar, cuyo indice de refraccion es 1.59 y su indice de absorcion de luz es

0.010; y como dispersante agua a una temperatura de 25°C.

En una formulacién el tamafio de particula es una de las caracteristicas
fisicoquimica mas importantes. La razon es que las particulas grandes son
clinicamente inaceptables debido a que pueden formar émbolos. El tamafio se
puede controlar eligiendo adecuadamente el tipo de liposoma que se desee

obtener y a su vez controlando el proceso de su formulacién [12].

La tabla 5.14 muestra el tamafio de particula y el indice de polidispersidad de los
sistemas estudiados. Para el sistema de liposomas de DPPC el tamafio
encontrado fue de 48.30nm (Fig. 5.18). Se observa que al afadir colesterol al
liposoma de DPPC, éste aumenta solamente en un 3.34% (Fig. 5.19). La adicion
de colesterol se hace para controlar la permeabilidad y la fluidez de la membrana,
haciéndola mas rigida. En contraste, al agregar lbuprofeno al sistema de
liposomas de DPPC el tamafio de la particula y el PDI aumentan en un orden de
magnitud (Fig. 5.20), esto se debe a que la membrana de los liposomas formados
por DPPC, es muy flexible, con la incorporacion de un farmaco como el ibuprofeno
(que contiene un ciclo), hace que aumente por mucho la permeabilidad del
sistema y esto se refleja en el gran tamafo de la vesicula. Cuando se agrega
Chol a los liposomas DPPC — Ibuprofeno, se observa una drastica disminucion del
tamafio de particula(Fig. 5.21), en este caso la membrana del liposoma no
aumenta demasiado el tamafio ya que el Chol controla la fluidez y permeabilidad

de la membrana, por lo que la membrana es mas rigida.
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Sistema Tamafio (hm)

Liposomas DPPC 48.30 0.234
Liposomas DPPC:Chol 50.33 0.313
Liposomas DPPC-lbuprofeno 513.3 1.00

Liposomas DPPC:Chol- 117.6 0.434

Ibuprofeno

Liposomas DPPC/OGP 392.1 0.432

Tabla 5.14 Tamafio de particula y el indice de polidispersidad de los sistemas estudiados

Sample Name: Lipozomas DPPC 10mM Hechos 220213, 7 dias despues de su elabora...

SOP Name: mansettings nano

File Naume:  liposoma DPPC 10 mM.dis Dispersant Name: Watar
Record Number: 28 Dispersant RE 1,330
Maierial RE 1,59 Viscoshy (cPy: 08872
Material Absorbtion: 0.01 Measurement Date and Time: Viernes, 01 de Marzo de 2013
Temperature (*Ck: 250 Duration Used (s): 50
Count Rate (kepsk 3912 Measurement Position (mmk 465
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 8
Diam. {nm} “ Intensity Width (nm)
Z-Average (rank 43 4¢ Peak 1: 4830 95.4 2098
P, 0.234 Peak 2: 122 46 494.2
Intercept; 0957 Peak 3: 0.000 [} 0.000

Result quality : oo

Size Distribuion by Infensiy
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Fig. 5.18 Tamafio de particula de liposomas de DPPC.



Sample Name:

Liposomas DPPC-Colesterol 4 a 1 SmM 1.25mM 190213 4

S0P Name: mangsetings.nano
File Name: liposoma DPPC 10 miM DSC 170130 Dispersant Name: \Water
Record Number: 40 Dispersant Rt 1330
Material Rt 1.5% Viscosity (cP): 08872
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: marnes, 12 da febrero de 2012
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 50
Count Rate (kcps): 2525 Measurement Position (mm): 465
Cell Description: Disposable sizing cuvefte Attenuator: 9
Size (rnm): % Intensity Width (Lam):
I-Average (ram): 3210 Peak1: 5033 958 2978
Pa: 0213 Poak 2: 2087 42 5083
Intercept: 0.956 Peak 3: 0.000 0o 0.000
Result quality : Good
w0y
T S ™
£
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Fig. 5.19 Tamafio de particula de liposomas de DPPC:Colesterol.

Sample Name: liposomias DPPC ibuprofeno 10mM 09 052013 4
SOP Name: mansetings nano
File Name: liposoma DPPC 10 mM DSC 1701134 Dispersant Name: Water
Record Number: 52 Dispersant Rt 1.330
Material Rt: 1.53 Viscosity (cP): 08372
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: mares, 14 de mayo de 2013
Temperature ("Ck: 25.0 Duration Used (sk 50
Count Rate (kcps): 966 Measurement Position (mm): 4.65
Cell Description: Disposable sizing cuvelte Attenuator: 7
Size (ramij: % Intensity Width {ramj
Z-Average (ram): 1495 Peak 1: 5133 T28 3769
Pdl: 1.000 Peak 2 2481 272 1884
Intercept: 1.06 Peak 3 0000 00 0.000
Result quality : Refer to quality repon
Size Distribution by Intensity

Irtenaty (%)

Fig. 5.20 Tamafio de particula de liposomas de DPPC e Ibuprofeno.

10000

Size (r.nm)
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Sample Name: liposomas DPPC colestersl ibuprofeno Smid 30 04 2013 2
SOP Name: manseftings nano

File Name: liposoma DPPC 10 mi DSC 1701134 Dispersant Name: Water
Record Number: 52 Dispersant R: 1.330
Material Rt 1.59 Viscosity (cPy: 08372
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: maries, 14 da mayo de 2013/
Temperature (°Cl: 25.0 Duration Used (s): 50
Count Rate (kcps): 38456 Measurement Position (mm): 465
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 8
Size (r.am): % Intensity Width (ram):
Z-Average (ram) 8167 Peak1: 176 96.0 2534
Pdr: 0.434 Peak 2: 2508 40 3027
Intercept: 0957 Peak 3  0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Irfensity (%)

Size {r.am)

Fig. 5.21 Tamafio de particula de liposomas de DPPC:Colesterol e Ibuprofeno.



Sample Name: Liposoma DPPC/OGP 2mM 5
SOP Name: manseftings.nano
File Name: liposoma DPPC 10 mM.dis
Record Number: 44
Material RE 1.59
Material Absorbtion: 0.01

Dispersant Name: Water
Dispersant Rt 1.230
Viscosity (cP): 08872
Measurement Date and Time: Miércoles, 02 de Octubre de 2013

Temperature (“Cj: 25.0
Count Rate (kcpsk: 169.4

Duration Used {s): 50
Measurement Position (mmjk: 465

Cell Description:  Disposable szing cuvette Anenuator: &
Diaum. {mm) s Intensity Wadth (nimp
Z-Average (doml: 1654 Peak 1: 3921 66.4 1923
Pdl: 0432 Peak 2: 89.07 336 28.05
Imtercept: 0977 Peak 3: 0.000 00 0.000

Result quality : Good

Irtensity (%)
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Fig. 5.22 Tamafio de particula de sistema de liposomas de DPPC/OGP.

La figura 5.22 muestra el tamafio de particula del sistema de liposoma de DPPC

con OGP, en este sistema la vesicula de fosfolipidos, contiene en la membrana

una pequefia cantidad del tensoactivo OGP, y como se observa en la figura se

obtiene 2 tamafos de particula, el valor grande de tamafio corresponde a la

vesicula mixta, y el valor pequefio corresponde a una pequefia poblacién de

micelas mixtas.
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5.5 Microscopia electronica de barrido (SEM).

La microscopia electronica de barrido, se empled para confirmar la presencia de
estructuras liposomales. Las muestras fueron secadas al vacio uno de los
requisitos indispensables que deben cumplir la muestra es la ausencia de liquidos,
es decir, la muestra tiene que estar seca y ademas debe ser conductora de la
corriente eléctrica, por lo que una vez seca nuestra muestra fue recubierta de
Carbono y Oro mediante la técnica de pulverizacion catédica a alto vacio, este
recubrimiento tiene que ser suficientemente grueso como para que circule la
corriente eléctrica que se deposita en la muestra y suficientemente delgado para
gue no enmascare o tape las caracteristicas superficiales de interés. Una vez
recubiertas, fueron observadas al microscopio a diferentes potencias del haz de

electrones.

15KV X18888 8833 1.8U D.MET

.

Fig. 5.23 Micrografia de liposoma fabricado de DPPC sin sonicar.
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La figura 5.23 es la micrografia de una muestra de liposomas fabricados solo de
DPPC sin sonicar, la imagen es muy definida ya que el tamafio de liposoma es
muy grande, debido a que probablemente es un liposoma multilamelar.

15KV XZ2bBBB 8612 1.8U D.MET

Fig. 5.24 Micrografia de liposoma fabricado de DPPC después de sonicar 2 horas.

La figura 5.24 es la micrografia de una muestra de liposomas fabricados solo de
DPPC después de 2 horas de sonicacion, la imagen es nitida, ya que el tamafio

de liposoma es de 50 nm.
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15KV X10888
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Fig. 5.25 Micrografia de liposoma fabricado de DPPC y tensoactivo.

La figura 5.25 es la micrografia de una muestra de liposomas fabricados de DPPC
y tensoactivo, la proporcibn manejada es 90:10, después de 2 horas de
sonicacion, la imagen es al igual que la anterior es nitida, en esta foto se puede
observar que los liposomas no son tan circulares como las anteriores fotos, y esto
se debe a que la cantidad de tensoactivo en la membrana, hace que esta sea un
mas fluida.
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Capitulo 6. Conclusién

Mediante los parametros termodinamicos de los procesos de particion de OGP (n-
octil-beta-d-glucopirandsido) obtenidos mediante los experimentos de ITC
(Calorimetria de Titulacion Isotérmica) fue posible observar la transicion de
liposomas hacia micelas y/o vesiculas mixtas. Por los resultados obtenidos, se
concluye que los sistemas que tienen una mayor estabilidad son aquellos que
contiene colesterol en la membrana porque éste ayuda a mejorar la rigidez y la
permeabilidad de la membrana. El proceso de particion en todos los casos es de
naturaleza espontanea y esta dirigido por la entropia.

Los resultados de DSC (Calorimetria Diferencial de Barrido) comprobaron la
calidad de la técnica de manufactura de liposomas por el método de fase reversa,
asi como la calidad de los reactivos empleados. Esta técnica también permitié
comprobar la inclusion de moléculas como el ibuprofeno y el OGP en la bicapa
lipidica. El tamafio de particula es una de las caracteristicas fisicoquimicas mas
importantes para determinar las condiciones de la fabricacion de liposomas como

son la temperatura y el tiempo en el proceso de sonicacion.

Los liposomas son modelos de membranas bioldgicas formadas basicamente por
fosfolipidos. En los ultimos treinta afios, los liposomas han sido cada vez mas
importantes como sistema de administracibn de agentes terapéuticos,
quimioterapéuticos, antigenos, inmunomoduladores y materiales genéticos. Un
gran numero de farmacos basados en este sistema de encapsulacibn se
encuentran en investigacion preclinica y clinica. La industria cosmética también ha
mostrado gran interés en los liposomas y hoy en dia existe una gama a base de
ellos, por ejemplo algunos productos de cuidado de la piel disponibles en el

mercado.
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