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1. Introduccioén.

1.1 Definicién del proyecto.

La pinocembrina (5,7-dihidroxiflavonona, C15H1204) es un flavonoide abundante en
la miel, propdleo y en algunas otras especies de plantas; esta molécula ha
demostrado tener actividad biolégica como antioxidante, antifungico, antibacterial,
antiinflamatorio y anticancerigeno. A pesar de su gran potencial en formulaciones
farmacéuticas, el uso de la pinocembrina esta limitado debido a su baja
solubilidad.

En esta investigacion, uno de los principales objetivos es disefar
nanoacarreadores  biocompatibles, como  son los liposomas de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), de pinocembrina, estables y biodisponibles para
potencializar sus aplicaciones terapéuticas.

Se prepararon liposomas de DPPC, DPPC con colesterol, DPPC con
pinocembrina y DPPC con colesterol y pinocembrina para identificar cual de los
sistemas resulta mas estable y mas viable para su utilizacion como sistema
acarreador. El colesterol fue utilizado para proporcionar mas estabilidad a la
membrana formada. También se estudié la eficiencia de encapsulacion en los
sistemas liposomales propuestos.

Las propiedades de los sistemas liposomales fueron estudiadas por medio de
técnicas, como son: calorimetria diferencial de barrido (DSC), dispersion dinamica
de luz (DLS), microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia electronica
de transmision (TEM). La eficiencia de encapsulacion fue estudiada con la técnica

de espectrometria de UV-Visible.



1.2 Objetivos generales.

>

Disefiar un sistema nanoacarreador estable que permita incorporar la
pinocembrina a la bicapa lipidica formada por
dipalmitoilfosfatidilcolina(DPPC).

Determinar los parametros fisicoquimicos de la nanoencapsulacion de la

pinocembrina en un liposoma de dipalmitoilfosfatidilcolina(DPPC).

1.3 Objetivos Particulares.

v

v

Preparar liposomas de DPPC, DPPC: CHOL, DPPC: PINO vy
DPPC:CHOL:PINO.

Determinar los parametros termodinamicos de los liposomas, como son AH,
AS, T1,y T por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Determinar el tamafio de particula y potencial Z de los liposomas formados,
por técnicas dispersivas de luz.

Determinar la morfologia y lamelaridad de los liposomas elaborados por
medio de Microscopia Electréonica de Barrido (SEM) y Microscopia
Electrénica de Transmision (TEM).

Determinar el porcentaje de saturacion de la bicapa lipidica

Determinar la eficiencia de encapsulacion de la pinocembrina en DPPC por
medio de espectrometria de UV-Visible.



La pinocembrina es una sustancia hidrofoba. Los fosfolipidos forman estructuras
llamadas liposomas, que son biocompatibles y que pueden alojar en su interior
tanto sustancias hidréfobas como hidrofilas. La adicion de colesterol al sistema
liposomal aumenta la estabilidad y hidrofobicidad de la bicapa lipidica. Basados en

estos antecedentes se plantea la siguiente.

1.4 Hipotesis.

La disponibilidad y la estabilidad del sistema liposomal formado por pinocembrina,

colesterol y DPPC mejoraran.



2. Antecedentes.

2.1 Flavonoides.

Los flavonoides son moléculas de origen natural derivados de una clase de benzo-
y-pirona, distribuidos ampliamente entre las plantas. Las diferencias individuales
dentro de cada subclase se determinan por la variaciéon en nimero y disposicion
de los grupos hidroxilo, asi como por la naturaleza y extension de alquilacion. Los
flavonoides tienen mudltiples actividades biologicas incluyendo las acciones

potentes anti-alérgicas, anti-inflamatorias y antivirales. [1]

Quimicamente los flavonoides son de naturaleza fendlica y se caracterizan por
poseer dos anillos aromaticos bencénicos unidos por un puente de tres atomos de
carbono, con la estructura general Cg -C3 -Cg, los cuales pueden formar o no un

tercer anillo (Figura 2.1). [2]

Figura 2.1 Estructura basica del esqueleto flavondlico.

Los anillos son denominados A, B y C; los &omos de carbono individuales son
referidos por un sistema numérico, el cual utiliza niumeros ordinarios para los
anillos A y C y numeros con apostrofe para el anillo B. Los flavonoides naturales
suelen presentar al menos tres hidroxilos fenolicos y se encuentran generalmente

combinados con azucares en forma de glucésidos, aunque también se presentan



con relativa frecuencia como agliconas libres [3]. En la figura 2.2 se presentan las
principales clases de flavonoides y compuestos relacionados, en donde se pueden
encontrar las flavononas que son coloridas, por ejemplo; la pinocembrina,

compuesto de interés en este trabajo.
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Figura 2.2. Las principales clases de flavonoides y compuestos relacionados. [4]



2.2Pinocembrina.

La pinocembrina, también llamada 5,7-dihidroxiflavonona, CisH1,0,4 (figura 2.3)
con masa molar pequefia, es uno de los fitoquimicos principales entre los

flavonoides. [5]

Estudios anteriores revelaron que la pinocembrina puede ser extraida de
diferentes fuentes naturales como algunas plantas, la miel y del propdleo, aunque
esta obtencion se ve obstaculizada por la baja disponibilidad y por los complicados
procedimientos de purificacion. También puede ser sintetizada quimicamente, sin
embargo, la sintesis quimica también se obstaculiza por el uso de productos
quimicos toxicos, condiciones de reaccion extrema y una resolucion enantiomérica
sofisticada. Se ha optado también por la produccion microbiana, para mejorar los
rendimientos de una manera mas econdémica y respetuosa por el medio ambiente,

por la ingenieria metabdlica o la biologia sintética. [6]

La pinocembrina tiene una variedad de efectos biol6gicos que han sido bien
investigados con anterioridad, los cuales pueden ser antitumoral, antimicrobiano,
antiinflamatorio, tiene propiedades antifingicas, ejerce actividad anticancerigena
y accién antioxidante. El disefio de nuevos medicamentos basados en estos
efectos puede ser beneficioso, ya que la pinocembrina ha demostrado ser un
candidato farmacolégico potencialmente prometedor, su uso esté limitado debido a
su baja solubilidad. En esta investigacion, uno de los principales objetivos es
disefiar nanoacarreadores biocompatibles, como son los liposomas de DPPC, de
pinocembrina, estables y biodisponibles para potencializar sus aplicaciones

terapéuticas. [7-9]



HO O

OH O

Figura 2.3 Estructura quimica de la pinocembrina.

2.3 Fosfolipidos.

Los fosfolipidos son moléculas anfifilicas cuya parte hidrofébica esta constituida
por dos o mas colas hidrocarbonadas. Son miembros de una gran familia de
acidos grasos. Su principal caracteristica es que juegan un papel importante en las
células de los seres vivos debido a su estructura y metabolismo.

Las fosfatidilcolinas son fosfolipidos derivados de acidos grasos de cadena larga,
compuestos por dos cadenas de acilo y un componente de glicerol que une a las
dos cadenas con una cabeza polar de fosforilcolina, las cuales se diferencian por
el nimero de carbonos que pueden ir de 12 a 18 carbonos dependiendo del 4cido
graso del que provienen, por ejemplo Dimiristoilfosfatidilcolina (14 C),
Dipalmitoilfosfatidilcolina (16 C) utilizado en esta investigacion (figura 2.4) y
Diestearoilfosfatidilcolina (18 C). Las fosfatidilcolinas son un producto de
separacién de la lecitina, que es una mezcla de lipidos saponificables derivada de

tejidos animales y vegetales. [10-11]
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Figura 2.4. Estructura de L-alfa-dipalmitoilfosfatidilcolina. [12]

Los fosfolipidos pueden clasificarse segun la carga de la cabeza polar como
anioénicos que tiene cabeza polar cargada negativamente, catidnicos con cabeza
polar cargada positivamente, zwiterionicos en los cuales pueden tener la cabeza
polar tanto cargada negativamente como positivamente dependiendo del medio y

los no ibnicos donde la cabeza polar no tiene carga.

2.4Liposomas.

Los liposomas se consideran modelos de gran importancia para el estudio de
membranas biolégicas. Debido a que tienen muchas propiedades fisicoquimicas
similares a las membranas celulares, tales como la permeabilidad de la
membrana, la actividad osmotica, la interaccion con varios solutos, las
caracteristicas de la superficie y la composicion quimica. La fluidez de sus
membranas y su estructura auto-cerrada son parametros esenciales para el
estudio de la membrana bioldgica. [13]

Los liposomas (figura 2.5) son sistemas vesiculares constituidos por moléculas
anfifilicas (normalmente fosfolipidos) que forman una doble capa mediante un
autoensamblaje que orienta la fraccion polar de las moléculas hacia el medio

acuoso interno y externo de la estructura. Debido al orden que adquiere el



liposoma, éstos adoptan una forma esferoide, que posee una region liposoluble en
el interior de la membrana y regiones hidrosolubles en el interior y exterior del
liposoma, pueden estar formadas por una 0 mas bicapas o lamelas de fosfolipidos.
Debido a la estructura y orientacion de los liposomas, estos adquieren la
capacidad de encapsular farmacos de caracter hidrofébico en la doble capa de
fosfolipidos. Los liposomas, también tienen afinidad por aquellos farmacos de
caracter hidrofilico, pues presentan un interior acuoso dentro del cual se

almacena el farmaco hidrosoluble [14].
(a) (b) (c)
Parte hidrofilica ..... it i

ety
Parte hidrofébica

(apolar)

Liposoma

fosfolipidos Bicapa lipidica

Figura 2.5. Molécula anfifilica (a), Formacién de la bicapa (b), Liposoma (c). [14]

2.5Clasificacion de liposomas.

Los liposomas pueden ser clasificados basandose en el método de preparacion,
por el nimero de bicapas presentes en la vesicula o por el tamafio (figura 2.6).
Siendo estos dUltimos la clasificacion mas empleada. Los liposomas son
clasificados como:

Tabla 2.1. Clasificacion de liposomas.

Clasificacion Tamafio de particula aproximado
SUV (Small unilamellar vesicles)* 20-100 nm

LUV (Large unilamellar vesicles)* >100 nm

GUV (Giant unilamellar vesicles)* >1000 nm

OLV (Oligolamellar vesicle)* 100-500 nm

MLV (Multilamellar vesicles)* >500 nm

*Siglas y nombres en inglés




}‘amaﬁo

MW > 1000 nen

MLV > 500 am

GUV » 100C om

......
......
.......
-------
.....
.........

2 Lamelaridad

Figura 2.6 Clasificacion de liposomas basados en el tamafio y lamelaridad. [14]

2.6 Técnicas de obtencién de liposomas.

Existen algunas técnicas de preparacion de liposomas que pueden dividirse en:

(a) Métodos a granel, donde los liposomas se obtienen por transferencia de
fosfolipidos de una fase organica a una fase acuosa.

(b) Métodos de pelicula, en cuyas peliculas lipidicas se depositan primero sobre
un substrato y luego se hidratan para dar liposomas.

Los métodos de preparacion también se clasifican en funcion del tamafio medio,
polidispersidad y lamelaridad de los liposomas obtenidos, ya que el control sobre
estos parametros sigue siendo un desafio con casi todos los métodos de
preparacion.

Para aplicaciones de administracion de farmacos, el tamafio deseado de
liposomas oscila entre 40 y 200 nm. La distribucion del tamafio de las vesiculas es
un factor crucial para determinar la eficacia de la administracion de farmacos. La

acumulacion de liposomas en los tumores depende del tamafio, ya que los
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capilares del tumor tienen poros mas grandes (de 100 a 700 nm de diametro) que
los vasos sanguineos normales (tipicamente <50 nm). Por lo tanto, los liposomas
entre 90 y 200 nm de didmetro pueden penetrar selectivamente los capilares del
tumor. El perfil de liberacion del farmaco de los liposomas in vivo también se ha
demostrado que es dependiente del tamafio. Para la administracion de farmacos
liposémicos inhalados, el tamafio ideal de los liposomas es de 1 a 3 ym, porque
las particulas de este rango de tamafio pueden administrarse al pulmon profundo
de forma mas eficaz y evitar el aclaramiento fagocitico de la periferia
pulmonar. Por lo tanto, la reduccién del tamafio y la lamelaridad de los liposomas
se lleva a cabo tipicamente sometiéndolos a ciclos de homogeneizacion,

sonicacioén, extrusion o congelacion-descongelacion. [16-17]

2.7 Efecto de la presencia del colesterol en los liposomas

En el presente trabajo se formaron liposomas DPPC con colesterol, debido a que
es una biomolécula vital y desempefia un papel importante en la fluidez de las
membranas mediante la regulacion de sus funciones. El colesterol encaja su parte
no polar entre las cadenas alquilicas de los fosfolipidos, causando el desorden del
empaque de la bicapa lipidica. Los efectos térmicos del colesterol dependen de la
concentracion utilizada. Se ha estudiado la interaccion del colesterol con bicapas
lipidicas de DPPC vy otra variedad de fosfolipidos, donde los resultados revelaron
gue a una concentracién de mas del 15 %, hay una disminucion de la transicion de
fase principal (Ty,) y la ampliacion del pico, lo que por lo regular conduce a la
disminucion de la entalpia (AH). También se observo la eliminacion de la
temperatura de pretransicion (T,). A concentraciones aproximadas a 30 % se
revelé una fase liquida ordenada, en la que existe un alto grado de ordenamiento
conformacional relacionado con cadenas de acilo. Se ha supuesto que el
colesterol proporciona efectos de estabilizacion y rigidez en la bicapa lipidica, lo
gue afecta las caracteristicas fisicas y su comportamiento fisiolégico. Los efectos
de estabilizacion del colesterol en las membranas lipidicas surgen del aumento en

la cohesion de los lipidos y el cambio de fase gel a fase fluida. El colesterol es una
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molécula responsable de alterar el empaquetamiento de los fosfolipidos, dando
lugar a la presencia de dos transiciones superpuestas, una aguda y otra amplia,
asociadas a la separacion de fase lateral en dominios pobres en colesterol y
dominios ricos en colesterol respectivamente. [18]

HO

Figura 2.7 Estructura quimica del colesterol.

Algunos de los principales efectos de la incorporacion de colesterol observados
en algunos estudios son: (i) una ampliaciébn y eventual desaparicion de la
transicion de la fase gel cooperativo a la fase liquido-cristalino de la bicapa de
fosfolipidos, (ii) un aumento o disminucién marcado en el orden de orientacion de
las cadenas hidrocarbonadas de fosfolipidos, por lo tanto, una transicion de fase
por encima o por debajo de la Ty, inicial, (iii) una disminucién en el angulo de
inclinacion de la cadena de acilo fosfolipido en la fase de gel, y (iv) la eliminacién
de la pretransicion de fosfolipidos a contenidos bajos de colesterol. Ademas, el
colesterol puede disminuir o aumentar la permeabilidad pasiva de las bicapas de
fosfolipidos en estado liquido-cristalino o gel y condensar o expandir el estado de
las monocapas de fosfolipidos, y también altera las propiedades mecanicas de las
bicapas de fosfolipidos. A pesar de este impresionante conjunto de datos
experimentales, la comprension de la base molecular de las interacciones

colesterol / fosfolipido sigue siendo incompleta. [19]
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3 Fundamentos de técnicas experimentales.

3.1 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

La calorimetria diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés, Differential
Scanning Calorimetry) es la técnica mas frecuente que se utiliza para determinar
los efectos térmicos de una gran variedad de materiales, donde se incluyen los
sistemas bioldgicos relevantes que se caracterizan por un cambio de entalpia en
un rango de temperatura. La DSC involucra aplicaciones como: i) caracterizacion
térmica de procesos complejos, como la desnaturalizacion de proteinas; ii)
transicion vitrea de polimeros; y iii) determinacién del efecto de hidratacién, pH,
solvente y tipo de composicion, en la transicion de fase, de los cambios de
entalpias de las membranas lipidicas modelos y las bicapas de fosfolipidos, que
son componentes para desarrollar portadores de farmacos como son los
liposomas.

La DSC proporciona informacion precisa, rapida y facil, sobre las propiedades
fisicas y energéticas de un material. La DSC mide la diferencia entre los flujos de
calor a una muestra y una referencia al cambiar la temperatura, a presion
atmosférica constante. En la figura 3.1 se muestra el Calorimetro Diferencial de
Barrido Marca MicroCal® Incorporated. Modelo VP_DSC Microcalometer y un
desgasificador. Marca MicroCal® Incorporated. Modelo TermoVac?2, utilizados en

la parte experimental de este trabajo.
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Figura 3.1 Calorimetro Diferencial de Barrido (DSC) y desgasificador utilizado en

la parte experimental.

Un sistema tendera a poblar mas altos estados de energia cuando la temperatura
de cualquier material aumente. Este cambio en la distribucién del estado de
energia puede ocurrir de una manera bastante drastica, o sea, en un rango de
temperatura muy estrecho si el sistema se somete a un cambio que sea altamente
cooperativo; caracteristica comun de las transiciones de estado.

Si suponemos que el sistema de interés puede existir en cualquiera de dos
estados distintos (A y B) en algun rango de temperatura finita, la concentracion de

equilibrio de las dos formas se puede escribir en términos de una constante de
[B]

equilibrio: K = ar Por lo tanto, si la ocupacion fraccionaria del estado B - el estado
, , f K

ntalpia m Ito - not r f, entonces: K = ——. Por lo tant = .

de entalpia mas alto - se denota por f, entonces T or lo tanto, f o

El cambio de energia estandar de Gibbs para la reaccién viene dado por:
AG° = AH°—TAS®° = —RTInK

Donde AH°y AS° son el cambio de entalpia y entropia de la reaccion estandares.
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Cuando AG° es cercano a cero (+2 kcal mol™) el sistema existe como una mezcla
de los dos estados
La temperatura a la cual los dos estados son igualmente probables es la

temperatura de fusion, Tn. A esta temperatura, la diferencia de energia de Gibbs

entre los dos estados esceroy T, = AA—ZO.
Supongamos ahora que la diferencia de entalpia entre los dos estados es 100 kcal

molt y la T, es 40 ° C (T, reportada para DPPC). La entalpia del sistema en

K
(A+K)’ El

funcién de la temperatura puede calcularse a partir de < AH >= AH®

resultado se muestra en la Figura. 3.2. A, que es la funcion de entalpia vs
temperatura para el sistema. La derivada de esta curva es igual a la tasa de
temperatura de absorcion de calor y es equivalente a la funcion de capacidad

térmica en exceso Cp, dada por

d K(1+ K)?AH®
Cp = - AH = =

Esta funcién se muestra en la Figura. 3.2. B. Es esta funcion de capacidad térmica

gue se puede obtener directamente mediante calorimetria de barrido diferencial
(DSC).

La curva de capacidad térmica contiene una gran cantidad de informacion util:

(i) la integral bajo la curva es igual al cambio de entalpia para la transicion del
estado A al estado B (AH®); (ii) la temperatura de fusién es aproximadamente la
temperatura a la que C, es maxima; y (iii) dado que la Tr, es igual a AA—Z:, también

se puede calcular el cambio de entropia para la transicion.[20]
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Figura. 3.2 Representacion esquematica del termograma de fusion (a 40 ° C, dato
de DPPC). A describe la dependencia de la diferencia de entalpia de la
temperatura, B es la dependencia de la temperatura de Cp.

A partir de DSC se analizan las fases y transiciones de fases de los fosfolipidos
gue se obtiene de una traza calorimétrica. En las fosfatidilcolinas existen cuatro
fases estables: fase L. o fase sub-gel; Lg’ o fase gel; Pg’ o fase ondulada; fase
liquida-cristalina desordena, L, 0 fase fluida. Las correspondientes transiciones de
fase son: sub-transicion, Ts, que corresponde a la transicion de la fase sub-gel a la
tipo gel; la pre-transicion, Ty, que corresponde a la transicion de la fase gel a la
fase ondulada; la transicién principal, T, que corresponde al cambio de la fase
ondulada a la fase fluida. Una breve descripcion de cada una de las transiciones

se da a continuacion resumidas por Martinez (2016).

Sub-transicion (Tg): es una transicion meta-estable cuya aparicion (pico
endotérmico), depende de la historia térmica de la muestra. En la figura 3.3 no

aparece, pues se requiere incubar la muestra a bajas temperaturas por varios
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dias. Esta transicion esta asociada con un incremento de desorden en la cadena

alifatica de los fosfolipidos.

Pre-transicion (Tp): esta transicion ha estado asociada con un cambio en el
empaquetamiento de los fosfolipidos, aunque modelos recientes sugieren que se
debe principalmente a un incremento en la hidratacion de la bicapa. La ocurrencia
de esta pre-transicion depende de la naturaleza de la cabeza del fosfolipido, esta
presente en las fosfatidilcolinas y en los fosfatidilgliceroles, pero no en las
fosfatidiletanolaminas y glucolipidos. Esta transicibn es muy sensible a
perturbaciones en la membrana causadas por farmacos, péptidos o proteinas,
aunque todavia existe un debate sobre si esto es debido realmente a la
interrupcion del orden estructural de la cadena alifatica 0 mas bien un cambio en la
discordancia en el area de la seccién transversal entre el grupo de la cabeza polar

y colas alifaticas.

Transicién principal (Tm): la transicion principal es la de mayor entalpia y
cooperatividad de las transiciones ya mencionadas. Un gran cambio en el
desorden de la membrana y la pérdida de la inclinacion de los fosfolipidos

acompafan a esta transicion.

_g 2.? L' Pp’ Lo
E 2] gasenn  sesmes|  szgese
S | U000 ki) sssses
&) o.(s) - | | Tp,\ | L | | |
05 0 10 20 30T(°c) 40 50 60 70
—DPPC

Figura 3.3 Termograma del liposoma DPPC obtenido en este trabajo.
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Utilizando la Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) se pretende estudiar las
transiciones de fase gel a liquido-cristalino de las bicapas de fosfolipidos.

En los liposomas, a temperaturas mas bajas donde coexisten en estado gel, los
fosfolipidos estan altamente empaquetados por fuerzas de Van der Waals. En el
inicio de transicion de fase, los fosfolipidos funden cooperativamente. En el estado
resultante liquido-cristalino, los fosfolipidos estdn més vagamente asociados,
debido a las fuerzas de van der Waals debilitadas entre las cadenas de acilo, el
debilitamiento de las interacciones polares de los grupos cabeza de los
fosfolipidos, y una expansion lateral de las cadenas de acilo. Debido a que estas
interacciones débiles de van der Waals dictan la estructura de la membrana, las
longitud de las cadenas de acilo y la identidad del grupo cabeza del fosfolipido son
los mejores contribuyentes a los cambios en la naturaleza de la transicion de fase

de gel a liquido-cristalino.

Cooperatividad de la transicion de fase.

La transicién de fase gel a liquido-cristalino es altamente cooperativa. Cuando se
dice que las transiciones son cooperativas, antes de que se alcance la
temperatura de transicion debido al calentamiento, las moléculas comienzan a
reorganizarse para pasar a asociarse juntas. La cooperatividad esta definida como
el ancho de temperatura a media altura de la transicion de fase. En otras palabras,
las moléculas cooperan juntas en ganar libertad de movimiento; cuando una
molécula aumenta su energia al aumentar su movimiento, entonces, para otras
moléculas cercanas a ella resultara mas facil agregar energia. Cuando la
temperatura se aproxima a la temperatura de transicion, T, el rango de distancia
de esta cooperacion incrementa. Cerca de la temperatura de transicion de fase, se
pueden imaginar dominios de lipidos en una fase mas movil entremezcladas con
la fase menos movil fase gel. En estos dominios, los movimientos de las moléculas
estan altamente correlacionados. Estas interacciones correlacionadas ayudan en

el cambio repentino de orden en la temperatura de transicion de fase. Cuanto
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mayor sea la cooperatividad, mas estrecho es el intervalo de temperatura de la
transicion de fase.

La transicidon de fase de gel a cristal-liquido es de primer orden con algunas de las
caracteristicas de las transiciones de segundo orden. Las transiciones de primer
orden tienen un cambio de entalpia y volumen a la temperatura de transicion. En
otras palabras, la transicion de primer orden son cambios abruptos en las
propiedades del sistema en la temperatura de transicion de fase. A este respecto,
una transicion de fase de primer orden es completamente correlacionada, que es
completamente cooperativa. En una transicion de fase de primer orden todas las
moléculas se someten a la transicion de fase juntas, sujetdndose Unicamente a la
disponibilidad de energia térmica. Una transicidon de primer orden puro tiene una
transicion brusca infinitamente. Las transiciones de fase de segundo orden no
tienen cambios de entalpia y volumen a la temperatura de transicion. Para
transiciones de fase de segundo orden, la presencia de cooperatividad, de debe a
movimientos correlacionados con amplios rangos limitados (los dominios anticipan

la transicion o inician la transicion temprana).

3.1.1 Perfiles de transicion.

Pequefias moléculas se pueden acomodar entre las cadenas de acilo de los
liposomas, como es el caso de la PINO y se espera que el efecto perturbador de
estos aditivos influya en el modo de empaquetamiento de las cadenas
hidrocarbonadas, por lo tanto, en la transicién de fase. En una bicapa en fase gel,
el movimiento en una cadena de acido graso se transmite en cierta medida a las
cadenas adyacentes, y asi sucesivamente a varias moléculas que forman una
unidad cooperativa. De hecho, el efecto depende tanto de la estructura como de

la concentracion del aditivo. [21]

Resultados sugieren que en un cierto intervalo de temperatura, los diversos

aditivos pueden usarse para inducir una transicion de fase en la bicapa lipidica.
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Hay propuestas que indican que las diferencias cualitativas y cuantitativas en las

caracteristicas de transicion surgen de una diferencia en la localizacion de solutos.

El perfil de transicion medido por calorimetria diferencial de barrido describe las
propiedades de fase de la bicapa lipidica modificada por los diversos aditivos. La
figura 3.4 representa el comportamiento de la bicapa lipidica en funcion de la
concentracion del aditivo, la cual va aumentando de A hasta F. A este tipo de perfil
se le conoce como “perfil de transicion tipo AJ”, e implica que el tamafio de la
unidad cooperativa del aditivo provoca que la transicibn en dicha bicapa
modificada sea pequefia. Al aumentar la concentracion del aditivo, Tr, disminuye y
Ti» crece. La forma de los perfiles tipo Al también es consistente con la
explicacion de que la bicapa modificada puede consistir en un rango de fases que
difieren s6lo ligeramente en sus caracteristicas de empaque hasta alcanzar la
concentracion de saturacion de membrana que es caracterizada por la aparicion

de un doble pico.

Un perfil de transicidbn agudo ligeramente desplazado a temperaturas mas bajas
(tipo CJ, figura 3.5) implica que el tamafio de la unidad cooperativa en la bicapa
modificada permanece practicamente sin cambios, y esto se ve reflejado en el

comportamiento de T/, que cambia sélo ligeramente.
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Figura 3.4 Perfil de transicion de fase tipo Al.
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Figura 3.5 Perfil de transicion de fase tipo C|.

La aparicion y permanencia de un nuevo pico (tipo B|) implica que se forma una
nueva fase modificada en la bicapa, que coexiste con la fase no modificada en el
continuo de bicapa. Finalmente en el perfil tipo D1, los picos permanecen

claramente definidos al aumentar la concentracion del aditivo. [22, 23]

En la figura 3.6 se muestra un perfil tipo B, donde las propiedades de la nueva
fase estan indicadas por la forma y la posicion del nuevo pico. Un pico ancho u
hombro indicaria que la nueva fase tiene unidades cooperativas mas pequenias,
que no coexisten con la fase de fosfolipidos puros. Como cabria esperar, hay dos
extremos de los perfiles de tipo B|. La nueva fase podria ser liquida (sin unidades
cooperativas), y por lo tanto, se observaria sélo el pico de transicién principal cuya

area disminuye al aumentar la concentracion de aditivos.

En la figura 3.7, se muestra un perfil tipo D, donde la aparicion de un nuevo pico
agudo indicaria que la fase modificada tiene unidades cooperativas de tamafio
comparable al de la fase no modificada. De forma similar, la posicion del nuevo
pico a lo largo del eje de temperatura indicaria si el cambio es a una temperatura
mas alta 0 mas baja. En todos estos casos, el area bajo la curva dada, puede

indicar la proporcion del fosfolipido en esa fase.
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Figura 3.7 Perfil de transicion de fase tipo D1.

Los tipos de compuestos que modifican el perfil de transicion de fase son
particularmente interesantes. Las moléculas que inducen el perfil tipo A| son
generalmente largas con un extremo polar y el otro extremo no polar (Cs y
alcanoles superiores, acidos alcanoicos, algunos detergentes). Por el contrario, los
compuestos que inducen el perfil de tipo C| son pequefos con un caracter dipolar
débil.

Los compuestos que inducen el perfil de tipo B| tienen forma de disco y son
asimétricos. La mayoria de los hidrocarburos pequefios no muestran ningun
efecto en el perfil de transicion de fase a menos que estén presentes en alta

concentracion, cuando pueden empujarse hacia la regibn densamente
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empaquetada. Las moléculas débilmente dipolares tenderian a localizarse mas

hacia la interfaz, debilitando asi el empaquetamiento intermolecular.

Los solutos de tipo D1 interactuan estequiométricamente con los fosfolipidos en la
region del grupo polar. Las dos fases que se forman, tienen diferentes
caracteristicas de empaquetamiento y, por lo tanto, diferentes temperaturas de
transicion. Si el empaque en la nueva fase es mas ajustado, su temperatura de
transicion sera mayor. Si se supone que la interaccion entre un soluto de tipo D1 y
un fosfolipido en la bicapa es estequiométrica, la aparicion de la nueva fase
dependeria de la concentracion. Por lo tanto, como una funcién de la
concentracion aditiva de tipo Df, el area del nuevo pico cambiaria. Ademas, la
aparicién de una nueva fase por un aditivo tipo D1 puede (no necesariamente)
acompafar la desaparicion o reduccion en el area del pico original. Una
disminucién en el area del pico principal ocurriria sélo si el soluto interactda con el
fosfolipido en la fase de gel responsable del pico principal. Por el contrario, si el
soluto interactia con el fosfolipido en la fase liquido-cristalino, la apariciéon del
nuevo pico no acompafaria la desaparicion de la fase original no modificada. De

hecho, ambas de estas posibilidades se han observado.

Los perfiles tipo B| surgirian de una combinacion de los mecanismos propuestos
para los perfiles tipo D1 y tipo A]. La fase modificada por los solutos tipo B?
coexiste con la fase no modificada. Sin embargo, la fase modificada tiene
pequefias unidades cooperativas y / o0 tiene caracteristicas de embalaje
claramente diferentes. Se esperaria una perturbacion de este tipo si el soluto

estuviera localizado en la regién del esqueleto de glicerol. [24]

Tpo ol el A I e Aditivos

Figura 3.8 Diagrama esquematico (no dibujado a escala) que ilustra las diversas
caracteristicas del empaquetamiento intermolecular dentro de una fase de la
bicapa.
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En la figura 3.8 se representan las posibles regiones de localizacion de los
diversos aditivos que inducen perfiles de transicion de fase cualitativamente
distintos cuando se incorporan en la bicapa lipidica de DPPC. Los solutos de tipo
D1 pueden estar localizados en la region de fosforilcolina; los solutos tipo B

cerca de la interfaz; tipo A| en la regidon C1-Cy; tipo C| en la region C1o-Cis.

3.2Dispersiéon Dinamica de Luz (DLS).

3.2.1 Tamafio de particula.

El estado fisico se puede monitorear midiendo la distribucién de tamafio de los
liposomas. Esto se ha hecho usando la metodologia de dispersion dinamica de la
luz. La Dispersion Dindmica de Luz (DLS por sus siglas en inglés, Dynamic Light
Scattering), conocida también como Espectroscopia de Foto-correlaciéon o
Dispersion Cuasi-Elastica, pertenece a un conjunto de técnicas basadas en el
estudio de la interaccion radiacion-materia. Esta técnica tiene un fundamento
tedrico basado en: i) la teoria de dispersion de Rayleigh (para particulas pequefas
y esféricas), ii) la teoria de Mie (particulas esféricas de tamafio superior a la
longitud de onda) y iii) la teoria de Stokes-Einstein (la cual no considera la
estructura molecular sino las fluctuaciones del indice de refraccion). Todo esto
permite obtener informacion dinAmica de las particulas coloidales que se mueven
al azar (movimiento Browniano) como el coeficiente de difusion y el radio
hidrodindmico. El fenémeno fisico de dispersion que se debe a la interaccién
radiacion-materia se muestra en la figura 3.9, donde el plano de dispersion viene
dado por la radiacion incidente I;, y la radiacion dispersada g, ambas relacionadas
mediante el angulo de dispersion 8. La intensidad dispersada es la fluctuacién que

llega al detector por la muestra, ésta varia con el tiempo. [12]
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[4
Figura 3.9. Fendmeno fisico de la dispersion de luz debido a la interaccion

radiacion-materia.

La Dispersion dinamica de la luz mide el movimiento Browniano y lo relaciona con
el tamafio de las particulas. Esto lo hace iluminando las particulas con un laser y
analizando las fluctuaciones de la intensidad de la luz dispersada. El movimiento
Browniano es el movimiento aleatorio de las particulas, que se debe a las
interacciones (choques) de las moléculas del disolvente y las particulas

suspendidas en él.

Si una pequefia particula es iluminada por una fuente de luz tal como un laser, la
particula dispersara la luz en todas las direcciones. Si una pantalla se mantiene
cercana a la particula, esta pantalla puede ser iluminada por la luz dispersada.
Considerando ahora la sustitucion de una particula individual por miles de
particulas estacionarias, la pantalla mostrara patrones de manchas, es decir, un
patrén que consiste en areas brillantes y oscuras, esto se muestra graficamente
en la figura 3.10 debido a que la luz dispersada al llegar a la pantalla con la
misma fase actla de manera constructiva y forma un area brillante. Las areas

obscuras de las adiciones de fase son mutuamente destructivas y se cancelan una

con la otra.

Patron de
manchas

SEPN s S 3

l..l 3 A‘,-'

L1t

laser el
Particulas

Pantalla
suspendidas

Figura 3.10 Patron de manchas obtenidas por el fenémeno de dispersion de luz.
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Dado que las particulas estan en constante movimiento, el patron de manchas
también se movera. A medida que las particulas se mueven alrededor, la fase
constructiva y destructiva de la luz dispersada hara que las areas brillantes y
oscuras crezcan y disminuyan en intensidad, es decir la intensidad en un punto
determinado fluctuara (la fase de adicion de las particulas que se mueven estan
en constante evolucion y formacién de nuevos patrones). Entonces lo que se

mide son las fluctuaciones de la Intensidad de la luz dispersada (figura3.11).

Intensidad medida
Detector &

Figura 3.11 Fluctuaciones de luz dispersada incidiendo en el detector.

Para un sistema de particulas que presentan un movimiento Browniano se obtiene
un patrén de manchas donde la posicion de cada una de ellas cambia
constantemente, esto es debido a que la suma de las fases de las particulas en
movimiento evoluciona constantemente y forma nuevos patrones. La rapidez a la
cual estas fluctuaciones de intensidad ocurren dependiendo del tamafio de las
particulas. La figura 3.12 muestra esquematicamente donde las fluctuaciones
tendrdn una mayor intensidad si las particulas son grandes, y fluctuaciones

menores si las particulas son pequefias.

A
A

Particulas grandes

LVAWAR VIR

Particulas pequefias

*‘V\f“‘“‘ﬂlﬁ'\"%‘\w/ﬁw\,ﬁ'\*

Intensidad
Intensidad

Tiempo Tiempo

Figura 3.12 Intensidad tipica de las fluctuaciones de las particulas grandes y
pequefias.
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Como ya se ha mencionado, la dispersion dinamica de luz mide las fluctuaciones
que resultan del movimiento Browniano, mediante la intensidad de dispersion con
respecto al tiempo, para determinar el coeficiente de difusion translacional (D), y
el radio hidrodindmico. La velocidad del movimiento Browniano es definida por
una propiedad conocida como coeficiente de difusion traslacional (usualmente
dado por el simbolo, D).Una vez determinado el coeficiente de difusion, es posible
conocer el tamafio de las particulas en la disolucibn mediante la ecuacion de
Stokes-Einstein (suponiendo a dilucién infinita y la ausencia de interacciones entre

las particulas esféricas).

kT
d(H) =35

Donde:

d (H) es el didmetro hidrodinamico, D es el coeficiente de difusion translacional, k

es la constante de Boltzman, T es la temperatura absoluta y n la viscosidad

Para entender e interpretar los parametros de distribucion (intensidad, volumen y
namero) que se obtienen como resultado de la medicién, supongamos que se
tiene una muestra que contiene solo dos tamafos de particula, 5nm y 50nm, pero
con numeros iguales de cada tamafio de particula. [25]. Los resultados se

interpretan de la siguiente manera:

% Relativo en clase

2 10 50100
Radio (nm)

Figura 3.13 Resultados de un nimero de distribucion, con dos sefiales del mismo

tamafo, ya que hay igual nimero de particulas.
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% Relativo en clase

Figura 3.14 Resultado por volumen de distribucion.

El area del pico para las particulas de 50nm es 1,000 veces mayor que el pico de
5nm (relacion 1:1000). Esto es debido a que le volumen de una particula de 50nm

es 1,000 veces més grande que la particula de 5nm. V = 4/3 = (d/2)®

1,000,000

%FRelativo en clase

1

_5 10 5::?00
Radio {nm)

Figura 3.15 Resultado por intensidad.

El area del pico de las particulas de 50nm es ahora 1,000,000 veces mas grande
que el pico de 5 nm (relacién 1: 1,000,000). Esto es porque las particulas mas
grandes dispersan mucho mas la luz que las particulas pequefias, la intensidad
de la dispersiébn de una particula es proporcional a la sexta potencia de su

diametro (aproximacion de Rayleigh).
I_I(l—i—ccrsgﬂ) (2?1’)4 n?—1\? (d\°
D) 2 A \n24+2) \2

La figura 3.16 muestra un arreglo tipico de un sistema de dispersiéon dindmica de

luz y esta formado por 6 componentes principales. (1) Un rayo laser que es la
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fuente de luz que ilumina la muestra contenida en (2) una celda. Para soluciones
diluidas la mayor parte del rayo laser pasa a través de la muestra, pero una
fraccion es dispersada por las particulas de la muestra en un angulo 6. (3) Un
detector, es usado para medir la intensidad de luz dispersada en un angulo de
173°. La intensidad de la luz dispersada debe estar en el rango especifico para
que el detector lo pueda medir exitosamente. Si la sefial es muy grande el detector
puede ser saturado, por lo cual es necesario usar (4) un atenuador para reducir la
intensidad del rayo laser y por lo tanto la intensidad de la luz dispersada. (5) Un
Correlacionador, es el dispositivo en el que la sefial de Intensidad de Dispersion
que viene del detector, se hace pasar por un tablero de procesamiento de sefial
digital (compara la intensidad de dispersion en intervalos de tiempo consecutivos
para derivar la velocidad a la que la intensidad es variable). Finalmente los datos
obtenidos son analizados mediante un software en (6) una computadora y se

obtiene el tamafio de particula.

s =

—

> (6)

Figura 3.16 Esquema del sistema interno del DLS (izquierda) y DLS NANOSIZER
ZS ZEN (3600) utilizado en el experimento (derecha).

3.2.2 Potencial Z.

El potencial Z es un factor importante que proporciona informacion con respecto a

la carga superficial de los liposomas en medio acuoso.

El potencial zeta es un buen indicativo de las interacciones electrostaticas entre

las particulas y se usa normalmente para predecir la estabilidad de una dispersion.
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Se obtiene a partir de la movilidad electroforética, ue, cOncepto que se resume a
continuacion. El efecto electrocinético més estudiado y de especial relevancia en
suspensiones coloidales se llama electroforesis o microelectroforesis. La
electroforesis es el movimiento que sufren las particulas cargadas en un liquido
tras aplicarse un campo eléctrico externo y paralelo a la interfase particula-
disolucidon. La velocidad que adquieren las particulas, ve, se relaciona con el
campo eléctrico aplicado, Ee, a través de la movilidad electroforética, ve, segun la
expresion:
Ve = UeE,

En la frontera entre la fase mévil y la fase inmovil, conocida como plano de
deslizamiento, se genera un potencial denominado potencial electrocinético o
potencial zeta, &, que no tiene por qué coincidir con el potencial superficial,W,
aunque como éste Ultimo no se puede medir directamente, se suele suponer que
son iguales. ¢ esta relacionado con la movilidad electroforética y se puede calcular
de distintas formas, en funcién del tamafio de la particula. Las formas mas
utilizadas para relacionar potencial zeta y movilidad eletroforética son tres:

aproximacion de Smoluchowski, aproximacion de Htickel y ecuacion de Henry.[26]

1. Aproximacion de Smoluchowski o de la doble capa fina [27]: es la primera
aproximacion que se desarrollé para calcular el potencial zeta a partir de medidas
experimentales de movilidad electroforética. Considera que las particulas
coloidales son esféricas y que su radio, a, es mucho mas grande que el espesor
de la doble capa eléctrica, kp *, tal como se representa en la Figura 3.17(a). Bajo
estas condiciones, el campo eléctrico aplicado afecta al movimiento de la
particula, ya que ésta experimenta un campo distorsionado, y se cumple la
expresion:

N
ErEO

3 Mo

donde n es la viscosidad del disolvente, €y y €, son las permitividad del vacio y del

disolvente, respectivamente.
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2. Aproximacion de Hiuickel o de la doble capa gruesa: considera que las particulas
coloidales son esféricas y que su radio, a, es mucho mas pequefo que el espesor
de la doble capa eléctrica, kp!, tal como se muestra en la Figura 3.17 (b). Bajo
estas condiciones el campo eléctrico aplicado no provoca ningin movimiento del
liquido situado alrededor de la particula, es decir, la particula experimenta el

campo casi sin distorsionar, y se cumple:

a) b)

Figura 3.17 Distorsién del campo eléctrico aplicado sobre una particula coloidal. a)
para dobles capas finas, kp>>1 0 a>>1, existe una mayor proporcién de iones de
electrolito que experimentan un campo distorsionado. b) para dobles capas
gruesas, kpa << 1 0 a<<1, existe una mayor proporcion de iones de polielectrolito
que experimentan el campo original sin distorsionar [27].

_3mm
T 2¢&6

¢ Ue

3.Ecuacion de Henry: Henry fue el primero en resolver el problema para esferas

de cualquier radio, a , es decir, para cualquier valor de kp a, llegando a la siguiente

ecuacion: (=31 __,
2 ereof(kpa) "¢

Siendo f(kpa) la funcion de Henry, que incluye las deformaciones en la
polarizacion de la doble capa eléctrica de la particula debida al campo eléctrico
aplicado, y viene dado por la expresion:

f(kpa) =1- ekDa{5E7(kDa) + 2Es(kpa)}
donde E;(kpa) es una integral exponencial de orden i. Este factor se puede

calcular para particulas esféricas usando las siguientes aproximaciones:
e Para valores de kpa bajos kpa < 1:

(kDa)Z S(kua)3 (kDa)4
16 48 96

f(kpa) =1+
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En el limite la ecuacion queda como, f(kpa) = 1, la ecuacion de Huckel.

e Para valores de kpa altos, que se dan en medios viscosos kpa > 1:

3.9 .75 330
2 2(kpa)  (kpa)?* (kpa)®™

En el limite la ecuacion queda como, f(kpa) = 3/2, la ecuacion de Smoluchowski.

f(kpa) =

La magnitud del potencial zeta indica la estabilidad del sistema, observandose que
los sistemas coloidales no son estables en el intervalo comprendido entre -30 y
+30 mV.

Para medir el potencial zeta se ha utilizado la técnica de Electroforesis Laser
Dopler (LDE por sus siglas en inglés), basada en el principio basico del efecto
Doppler, que supone la variacion de frecuencia de cualquier tipo de onda emitida o
recibida por una particula en movimiento. Esta técnica implica la utilizacion de un
par de haces laser coherentes procedentes de una Unica fuente y enfocados,
mediante unos espejos, hacia un punto concreto de la celda de medida en la cual
se cruzan, iluminando las particulas que pasan. Este punto esta localizado sobre
la capa estacionaria, en el cual el efecto de la electro6smosis es nulo y, por tanto,
la velocidad de las particulas se debe Unicamente a su velocidad electroforética.
Ademas, en este punto se generan franjas de interferencia de Young, de
espaciado conocido, con las que interactlan las particulas dispersando luz, cuya
intensidad fluctiia con una frecuencia que esta relacionada con la velocidad de las
particulas. La luz dispersada se recoge mediante un detector enfocado hacia el
punto de cruce de los haces, el cual alimenta un correlador digital que determina la
funcién de autocorrelacion, a partir del cual se obtiene la movilidad electroforética
de las particulas.

Esta técnica permite determinar el potencial zeta de particulas muy pequefas,
desde 5 nm, obteniendo muy buenos resultados, comparados con los obtenidos
mediante instrumentos tradicionales, ya que el nUmero de particulas en el volumen
de dispersion es muy grande [26].

Los experimentos fueron realizados empleando un equipo Zeta Nanosizer modelo
ZS(3600) de Malvern Instruments USA, el mismo utilizado en la seccion 3.2.1, en

la figura 3.16.
32



electrodos

’ tiampo

Figura 3.18 Celda de medida y esquema del proceso de medida por LDV.
Representacion del movimiento de los iones hacia los electrodos en la célula
cuando se aplica un potencial, donde la velocidad de los iones es la velocidad

electroforética.

Lo que cambia en este método es la celda de medida. Es una desechable tipo
DTS1060/DTS1061 (Figura 3.18), que posee dos electrodos a través de los cuales
se aplica el campo eléctrico externo. Esta celda se ha calibrado con un patron de
latex, suministrado por el fabricante, de potencial zeta conocido (¢= - 50£5 mV).

El equipo esta conectado a un ordenador. Tanto el manejo del equipo como el
almacenamiento de los datos se llevan a cabo de forma automética mediante el

programa suministrado por el fabricante, Malvern.

3.3 Microscopia electronica de barrido (SEM).

El microscopio electronico de barrido convencional (SEM, Scanning Electron
Microscope, por sus siglas en inglés) es un instrumento cuyo funcionamiento se
base en el barrido de una superficie de una muestra, por medio de un haz de
electrones cuyo diametro es disminuido. En la figura 3.19 se ve el microscopio
electronico de barrido utilizado en esta investigacion.
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Figura 3.19 Microscopio Electronico multifuncional JEOL JSM-5900-LV.

En SEM, la imagen se forma punto por punto escaneando un haz de electrones a
través de la superficie de una muestra soélida. Los electrones primarios penetran
en la muestra sélida y son desviados por una gran cantidad de procesos de
dispersion elastica. El espectro de energia de electrones que salen de la muestra
es recogido por el detector. El sistema da como resultado informacion especifica y
dos tipos diferentes de contraste. El contraste topogréafico surge principalmente de
la sefial de electrones secundarios (SE, siglas en inglés). La topografia de la
superficie cuasi tridimensional puede grabarse principalmente debido a SE, es
decir, todos los electrones emitidos con energias de salida por debajo de 50 eV.
SE puede dejar el espécimen so6lo desde dentro de una fina capa superficial de
unos pocos nandémetros de espesor. En este caso, el contraste de la imagen
depende del rango angular seleccionado de los electrones recogidos. Ademas, el
material de contraste o el contraste atbmico numérico se puede obtener mediante
el analisis de la energia superior de electrones retrodispersados (BSE, siglas en
inglés), es decir, electrones con energias entre 50 eV y la energia primaria,
cuando pasan a traves de la superficie. Este contraste corresponde a un aumento
en la intensidad al aumentar nimero atomico medio. Una de las caracteristicas
mas ventajosas del andlisis SEM es la pronunciada profundidad de foco en
combinacion con el particular método de formacion de imagenes: las areas
proyectadas aparecen como sombras mientras las areas empotradas aparecen
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oscuras. Por lo tanto, la imagen permite al ojo humano interpretar y comprender

facilmente la informacion obtenida. [28]

3.4 Microscopia electrénica de transmision (TEM).

En experimentos TEM, se emplea un haz de electrones de alto voltaje para crear
una imagen. Los electrones son emitidos por un cafidén de electrones,
comunmente equipado con un catodo de filamento de tungsteno como fuente de
electrones. En la Figura 3.20 se muestra el microscopio electronico de
transmision que se utilizé en esta investigacion

Figura 3.20 Microscopio electronico de transmision multifuncional JEOL JEM-
2010, resolucion: 0.14 nm, amplificacién: 3000-1500k.
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Una fuente confiable de electrones para ‘iluminar' la muestra es una de las partes
mas importantes de un TEM. Existen requisitos rigurosos para producir el haz de
electrones con las propiedades necesarias y estos se satisfacen mejor con sélo
dos tipos de fuentes: fuentes termoidnicas y de emision de campo. Las fuentes
termoidnicas son filamentos de tungsteno o, con mayor frecuencia en la
actualidad, cristales de hexaboruro de lantano. Los emisores de campo son agujas
finas de tungsteno [29]. El haz de electrones se acelera por un dnodo tipicamente
a 100 keV con respecto al catodo, se enfoca mediante lentes electrostaticas y
electromagnéticas, y se transmite a través de la muestra que es en parte
transparente a los electrones y en parte dispersa fuera de la viga. Algunos
electrones colisionan con la muestra y desplazan electrones alrededor de los
nacleos de atomos en la muestra. Los electrones son recogidos, enfocados y
magnificados por lentes para producir una imagen proyectada. Por lo tanto, al salir
de la muestra, el haz de electrones transporta informacién sobre la estructura de la
muestra que se magnifica por el sistema de lente objetivo del microscopio. La
variacion espacial en esta informacion, es decir, la "imagen", puede verse
proyectando la imagen de electrones ampliada sobre una pantalla de visualizacion
fluorescente revestida con un material de fésforo o centellador tal como sulfuro de
zinc. Alternativamente, puede acoplarse una guia de luz de fibra éptica al sensor
de una camara de dispositivo de acoplamiento de carga (CCD, siglas en inglés).
La imagen detectada por el CCD puede mostrarse en un monitor o computadora.
Para mejorar los niveles de ruido, se estan desarrollando sistemas de deteccion

que pueden detectar electrones directamente [30].

Las camaras CCD modernas estan disefiadas para ofrecer alta resolucion y
velocidad de lectura de TV para aplicaciones de imagenes tanto en ciencias de la
vida como de materiales. Por lo tanto, los mejores rendimientos se obtienen
actualmente mediante la combinacion de tecnologia de resolucion éptica de alto
contraste y electronica avanzada de lectura CCD. La formacion de contraste en las
imagenes microscopicas electronicas generalmente se logra mediante el contraste
de amplitud y el contraste de fase [31]. Para muestras delgadas con pequeiias

diferencias de densidad que generan poca dispersion de electrones, como
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muestras criogénicas, el contraste de la imagen se genera principalmente por el
contraste de fase. Esto significa que el contraste se produce por las diferencias en
las fases de las ondas de electrones en combinacion con el ajuste del desenfoque
del microscopio, asi como la calidad de la lente del objetivo. El espesor de la
muestra en TEM esta generalmente limitado a unos pocos cientos de hanémetros
para permitir una formacion de imagen adecuada. Para esto, un numero
suficientemente grande de electrones tiene que pasar a través de la muestra y asi
puede contribuir a la formacién de la imagen. La principal limitacion en
microscopia electronica se establece por el riesgo de dafio por radiacion causado
por el haz de electrones, es decir, por la interaccion de los electrones con la
muestra. Los electrones pueden ionizar la muestra, lo que resulta en la ruptura de
los enlaces atémicos y la generacion de radicales libres. La difusion de radicales
libres y la pérdida de masa puede causar dafo fisico a la muestra. El alcance del
dafio depende de la dosis de electrones que se requiere para la obtencién de
imagenes, que a su vez depende del instrumento empleado. La alta resolucién
obtenida en EM es causada por la fuerte interaccion de los electrones y la
muestra, que puede causar la degradacion de muchas estructuras de cristal. El
riesgo de dafo al haz se puede minimizar mediante dos enfoques. En primer
lugar, el enfriamiento de la muestra como en las técnicas de cryo EM conduce a
una reduccion de los procesos implicados en el dafio del haz, que son mas fuertes
a temperatura ambiente. En segundo lugar, generalmente se debe emplear un
esquema cuidadoso de imagenes de baja dosis para minimizar la dosis de
electrones en las areas de interés de la muestra: la blsqueda y el enfoque se
realizan con un aumento minimo y la dosis de electrones, el enfoque preciso con

gran aumento se realiza en un lugar prescindible cerca del area de interés [31].

Los avances mas recientes en la instrumentacion TEM permiten obtener imagenes
de alta resolucion con presiones de gas tan altas como un pequefio porcentaje de
la presion atmosférica en la camara de muestras. Los TEM convencionales
requieren condiciones de alto vacio con niveles de presion de mil a mil millones de
veces mas bajos. Un controlador de gas permite un control preciso de la

composicién del gas y de la presién. Los soportes de calefaccion y refrigeracion
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proporcionan control sobre un amplio rango de temperaturas. La capacidad de
seleccionar voltajes de haz de electrones en cualquier lugar entre 80 y 300
kilovoltios (kV) permite una amplia gama de materiales y condiciones de imagen.
Sin embargo, estas técnicas sélo recientemente han encontrado su camino de

éxito en la investigacion farmacéutica.

3.5 Espectrofotometria de UV-Visible.

Los espectrofotometros son instrumentos empleados en los laboratorios de
andlisis cuantitativo para determinar el contenido de una determinada sustancia en
un liquido. La base de su funcionamiento consiste en emitir un haz de luz
monocromatica, a una longitud de onda determinada. En estas condiciones se
hace que el haz atraviese el liquido a analizar y medir la cantidad de luz que logré
pasar. A esta cantidad de luz se le llama transmitancia, y por otro lado, a la que no

ha conseguido pasar, absorbancia. [32]

Normalmente, la concentracibn ¢ de un analito absorbente estad relacionada

linealmente con la absorbancia como representa la siguiente ecuacion
PO
A=—logT = log; = ebc

Donde T es la transmitancia, A es la absorbancia, P,y P son potencia radiante, €
es el coeficiente de extincion, b es la longitud de la cubeta (en cm) y c es la

concentracion molar.

Se dice que una sustancia cumple con la ley de Lambert-Beer cuando presenta
linealidad fotométrica. Es decir, que cuando se realiza una grafica de su
absorbancia a distintas concentraciones, se obtiene una recta. Esto permite
realizar lineas patrén a partir de varios resultados a concentraciones conocidas,
asi pues, cuando se obtiene la absorbancia de una muestra problema, el resultado

se plasma sobre la grafica y muestra la concentracion de la sustancia buscada.
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La figura 3.21 muestra el esquema de un espectrofotometro que posee una fuente
de luz y un filtro que permite pasar solo la luz de longitud de onda deseada. En su
trayecto se interpone una cubeta de materiales especiales (cuarzo, cristal o
plastico), que contiene la disolucidén problema. Finalmente un sensor determina la
cantidad de luz que ha pasado (transmitancia), que restada de la cantidad de luz

inicial, da el valor de la absorbancia. Este valor es el que lanza el equipo en la

pantalla.
R ——
Lampara Lente Monocromador Colimador Cubeta Detector Pantalia

Figura 3.21 Esquema de un espectrofotometro.

En la figura 3.22 se muestra una cubeta para la medicion, donde se puede ver
que, en las dos interfases aire/pared de la cubeta, asi como en las dos interfaces
pared/disolucion tienen lugar reflexiones. La atenuacion del haz resultante es
primordial, ya que una fraccion de haz de luz se pierde por reflexion en su paso a
través de una cubeta de vidrio rellena de agua. Ademas, la atenuacion del haz
puede ocurrir como consecuencia de la dispersion causada por moléculas grandes
y, a veces, de la absorcién por las paredes del recipiente. Para compensar todos
estos efectos, la potencia del haz transmitido por la disolucion del analito se
compara, generalmente, con la potencia del haz transmitido de la misma cubeta

gue contenga sélo disolvente. [33]
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Figura 3.22 Pérdidas por reflexion y dispersion.
3.5.1 Eficiencia de encapsulacion.

Utilizando la espectrofotometria se puede calcular la eficiencia de encapsulacion
de los sistemas liposomales formados. La eficacia de encapsulaciéon (EE%) se
define por la concentracion del material incorporado (tales como ingredientes
activos, farmacos, fragancias, proteinas, pesticidas, agentes antimicrobianos, etc.)
detectados en la formulacién sobre la concentracion inicial utilizada para preparar
la formulacién.La eficiencia de encapsulacion (EE%) se calcula usando la

siguiente formula:

[PINO]total — [PINO]no encapsulada
*

%EE =
% [PINO]total

100

Si la molécula incorporada no es soluble en ese disolvente, puede cambiarse de
fase utilizando un disolvente en el cual si sea soluble.

La eficiencia de la encapsulacion puede verse influenciada por (i) el coeficiente de
particion de la molécula objetivo en los solventes utilizados en la preparacién de la
formulacién, (ii) el método utilizado para llevar a cabo el proceso de encapsulacion
(temperatura, pH, estrés mecanico) y (iii) la distribucion del tamafio de las

capsulas.[34]
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Desarrollo experimental.

4.1 Reactivos.

Pinocembrina. Marca Sigma-Aldrich. Sélido. Formula condensada C;s5H1,0,.
Masa molar 256.25 g mol™. Pureza 95%. Lote # MKBZ2780V. Almacenamiento
de 2-8 °C. Punto de fusion 194-195 °C.

Dipalmitoilfosfatidilcolina. Marca Sigma-Aldrich. Soélido. Formula condensada
CaoHsoNOgP. Masa molar 734.04 g mol*. Pureza 99%. Lotel09F8365.
Almacenamiento a -20°C. T, 40°C, CMC 4x10'mM. Punto de fusién 225-
235°C.

Colesterol. Marca Sigma-Aldrich. Solido. Férmula condensada C,7H460. Masa
molar 386.65 g mol™. Pureza 98%. Punto de fusién 148.5 °C. Solubilidad en
agua 0.94 mg L. Soluble moderadamente en alcohol.

Diclorometano. Marca J.T. Baker. Liquido. Formula condensada CH,Cl,. Masa
molar 84.93 g mol™. Pureza 99.98%. Lote T34C64. Punto de ebullicion 39-
40°C. Almacenamiento en un lugar fresco, seco y bien ventilado.

Protamina. Marca Sigma-Aldrich. Sélido. Masa molar: aproximadamente 5.1
kDa. Almacenamiento a -20 °C.

Acetona. Liquido. Férmula condensada Cs;HsO. Masa molar 58.08 g mol™.
Punto de ebullicién 56.5 °C. Almacenar entre 5y 30°C.

Etanol grado técnico. Liquido. Formula condensada C,HsOH. Masa molar
46.07 g mol™. Pureza 96 %. Punto de ebullicién 78°C. Almacenar entre 5 y
30°C.

Alcohol Etilico Absoluto Anhidro. Marca J.T. Baker. Liquido. Férmula
condensada CH3CH,OH. Masa molar 46.07 g molt. Pureza 99.9%. Lote
L46C59. Punto de inflamabilidad 13 °C. Almacenar en recipientes bien
cerrados. Temperatura ambiente.

Agente limpiador para DSC. Hidroxido de potasio. Contrad 70. Marca Decon
Labs. Inc.

Agua destilada y desionizada.
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4.2 Equipos.

Balanza analitica. Marca OHAUS. Modelo Analitical Plus, Suiza. No Serie
1118453077.

Sonicador. Marca Cole-Parmer 8892.

Extrusor. Marca LIPEX™ EXTRUDER. Canada.

Calorimetro Diferencial de Barrido. Marca MicroCal® Incorporated. Modelo
VP_DSC Microcalorimeter. No serie 06.99.138. USA.

Desgasificador. Marca MicroCal® Incorporated. Modelo TermoVac2. No
serie 08.00.191. USA.

Nanosizer. Marca Malvern instruments Itd. Modelo ZS ZEN (3600). UK.
Espectrofotometro UV-Visible. Marca Varian. Modelo CARY 50. Australia.
Centrifuga. Marca Hermle Cabortechinict GmbH. Modelo Drehzahl. No serie
2-416198. USA.

Rotavapor Marca buchi. Modelo r-3 buchi Suiza.

Desionizador. Marca Simplicity® Millipore. No de serie F1CA58004 A.

Francia.
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4.3Preparacion de suspensiones liposomales de DPPC, DPPC:PINO,
DPPC:CHOL y DPPC:PINO:CHOL.

Tabla 4.1. Concentracion de los diferentes componentes de los sistemas

estudiados.
DPPC PINOCEMBRINA | COLESTEROL
Concentracion | Concentracion Concentracion
mM |mgmL" |mM mg mL* | mM mg mL*
DPPC 9.7 |7.12 -- -- --
DPPC:PINO 10.2 | 7.49 2.373 |0.608 -- --
DPPC:CHOL 98 |7.2 -- -- 2.485 10.961
DPPC:PINO:CHOL |9.1 |6.71 2435 |0.624 2.498 |0.966

Materiales y equipos

El material que se utiliz6 fue un matraz bola de 50 mL, espatula, vaso de
precipitados de 250 mL, nave para pesar, piseta, gradilla de plastico, tubos falcon
de 15 mL, pipetas beral, sanitas, pinzas de diseccidn, filtro de 100 nm, jeringas.

El equipo que se utilizd6 fue un rotavapor® R-3 Buchi, una balanza analitica
OHAUS ANALYTICAL Plus, sonicador Cole- Parmer 8892 y extrusor LIPEX™
EXTRUDER.

Metodologia.

La preparacion del liposoma se realizdé por el método de “hidratacion de pelicula
delgada” (figura 3.18). Se lavo todo el material perfectamente con agua, acetona y
alcohol para que no hubiera interferentes (no se debe utilizar ningun tipo de
detergente). Para asegurarse de que dentro del matraz no haya particulas
pegadas a las paredes, se hace una mezcla etanol- agua en la matraz y se sonica
por 5 minutos. El bafio maria debe estar a una temperatura por encima de la

temperatura de transicion (en este caso ~50°C.)
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Se pesO la cantidad necesaria de DPPC para obtener una concentracion
aproximadamente de 10 mM. En el caso en el que se cargaron los liposomas con
pinocembrina y/o colesterol, éstos fueron afadidos al DPPC al inicio de la
preparacion para obtener una concentracion aproximada de 2.5 mM. Las
concentraciones reales obtenidas se muestran en la tabla 4.1. En cada caso se
colocaron las cantidades necesarias de los componentes correspondientes en el
matraz bola y se agregd diclorometano para disolver, se agit6 mecanicamente
hasta ver una sola fase. Después se conect6 el matraz al rotavapor y se ajusto a
60 rpm en bafio maria durante 45 min hasta evaporar todo el disolvente y obtener
una pelicula que queda pegada a las paredes del matraz. Se realiza la hidratacién
de la pelicula agregando agua destilada y desionizada a una temperatura
aproximada de 50°C (es decir, por arriba de su temperatura de transicion) y se
agita mecanicamente para disolver por completo la pelicula y finalmente se coloco
el matraz en el sonicador por 15 minutos para dispersar uniformemente las
nanoparticulas.

Con la finalidad de obtener liposomas unilamelares de un tamafio uniforme, se
realiza la extrusién en un bafio maria a temperatura aproximada a 50°C, se hace
pasar por un filtro de 100 nanémetros de policarbonato utilizando gas nitrégeno

para suministrar la presion necesaria. En cada caso se hicieron 10 extrusiones.

Fosfolipidos y
componentes en

CH2C12 2

Evaporacién de disolvente Formacién de pelicula Hidratacién

{.-\

&
i — 09, H
- —> ©© .

Sonicacién

Figura 4.1 Método de hidratacion de pelicula delgada y métodos de reduccion de

tamafo (Araujo Lopes et al., 2013).[27]
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4.4Caracterizacion termodinamica de los sistemas liposomales por

calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Material y equipo.

El material necesario fue una jeringa para DSC, vaso de precipitados, sanitas,
tubos Ependorf, tubos falcon. El equipo que se ocup6 fue un Calorimetro
Diferencial de Barrido. Marca MicroCal® Incorporated. Modelo VP_DSC
Microcalorimeter. No serie 06.99.138. USA y un desgasificador. Marca MicroCal®
Incorporated. Modelo TermoVac2. No serie 08.00.191. USA.

Metodologia.

Primero se obtuvo la linea base, para esto se desgasificO el agua desionizada y
con una jeringa se inyecto el agua en ambas celdas (una de referencia y otra de
muestra). Se llenaron las celdas a un mismo volumen. Fue importante asegurarse
de que no hubiera presencia de burbujas en las celdas. Después se ajustaron los
pardmetros que se utilizaron durante los experimentos. Se dejo correr el
programa en el intervalo de temperaturas que se fij6. Luego de obtener la linea
base, se inyect6 la muestra y se midié con los mismos pardmetros. Una vez que
se terminé de usar el equipo se lavd abundantemente solamente con agua

desionizada.

Los datos para realizar el experimento se cargan al programa Origin8.5® para
realizar un experimento de DSC. Este es el programa correspondiente a la
obtencion del termograma del sistema DPPC en agua 10 Mm. En este caso se
hicieron 3 corridas de 15 a 65 °C a 90 °C/hr, esperando 5 minutos entre una y otra
corrida. ElI andlisis de los resultados permite obtener los pardmetros

termodinamicos AH, AS, Ty Th.
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4.5Determinacién de estabilidad de los sistemas liposomales por

técnicas dispersivas de luz (DLS).

Material y equipo.

Se utilizaron tubos ependorf, piseta, celda de plastico para medir tamafio de
particula y celda de plastico para medir potencial Z, papel antipelusa y vaso de
precipitados. El equipo que se uso fue un Nanosizer ZS ZEN(3600) de Malvern

instruments Itd, Marvern, UK.

4.5.1 Tamafo de particula.

Metodologia

El tamafio de particula y su distribucion como indice de polidispersividad (PDI) se
midié mediante dispersion dindmica de luz (DLS) a 25°C. Se colocd la suspensién
en la celda hasta la marca que indica el equipo, en la posiciébn adecuada y se
ajustaron los parametros en el software Zetasizer®. La muestra se ilumind con un
laser rojo He-Ne a 633 nm, la intensidad de la luz dispersada se midi6 mediante el
detector colocado a 173°. Se utiliz6 como referencia la lecitina con un indice de
refraccion de 1.490 y el material dispersante fue agua con viscosidad de 0.8872 e
indice de refraccion de 1.33. La ecuacion de Stokes-Einstein se us6 para obtener
el didmetro hidrodinamico promedio de los liposomas a partir del coeficiente de
difusiéon ponderado por intensidad. Se realizaron tres mediciones por muestra.
Los tamafios de particula fueron determinados el dia que se hidrato la pelicula y
posteriormente cada 5 dias hasta que se presentd la precipitacion de los

liposomas.
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45.2 Potencial Z.

El potencial Z solamente se determiné el primer dia. Los resultados se reportan en
la seccion de resultados. Para medir el potencial Z se introduce la muestra con
ayuda de una pipeta beral muy lentamente en la celda, evitando la formacién de
burbujas de aire. Una vez introducida, todo el proceso esta controlado mediante
un programa y ajustando los parametros necesarios como son: el indice de
refraccion y la absorcién que se produce en la disolucion a estudiar, la viscosidad
y la constante dieléctrica del disolvente empleado (agua, en este caso), la
temperatura de trabajo (25 °C), el potencial aplicado, el nimero de medidas a
realizar y la funcién de Henry, f(kpa) , de las particulas estudiadas, que por
defecto estd establecida en 1.5, es decir, en el limite de Smoluchowski. El
potencial zeta se obtiene como un promedio estadistico de n medidas

independientes, que el programa almacena automaticamente.

4.6Determinacién de morfologia de los liposomas por técnicas de
microscopia electrénica de barrido (SEM).

Material y equipo

Se utilizaron tubos ependorf de 2 mL, piseta, papel antipelusa, pipetas beral. El
equipo que se uso fue un Microscopio electrénico de barrido multifuncional JEOL
JSM-5900-LV, resolucion: 0.3 nm (SEI) HV / 0.5 NM (BEI) LV, amplificacion: 18x-
300000x.

Metodologia

Una vez que se obtuvo el sistema liposomal se diluy6 la muestra agregando una
gota de la pipeta beral y llevando a 2 mL, con agua destilada y desionizada,

posteriormente se toma 1 mL y se lleva a 2 mL. Después se realizé una limpieza
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de la superficie que se observo, en la cual se coloco una pelicula delgada en la
superficie y se dejo secar a temperatura ambiente, una vez seca, se recubrié con

oro. Se observo a Ultra Alto vacio.

4.7Determinacion de morfologia de los liposomas por técnicas de

microscopia electronica de transmision (TEM).

Material y equipo.

Se utilizaron tubos ependorf de 2 mL, piseta, papel antipelusa, pipetas beral. El
equipo que se usé fue un Microscopio electronico de transmision multifuncional
JEOL JEM-2010, resolucién: 0.14 nm, amplificacion: 3000-1500k.

Metodologia.

Con la disolucién que se prepar6 para la obtencién de SEM, se utilizé6 para TEM.

La preparacion de la muestra es una de las etapas mas importantes del
procedimiento experimental. Para que se produzca la transmisién de electrones a
través de la muestra es necesaria que ésta sea delgada, es decir, transparente a
los electrones, como méaximo de 100 nm para que la calidad de las imagenes sea
buena. Después de pasar los electrones a través de la muestra, los que son
dispersados son recogidos por un objetivo. De esta forma, la imagen se forma y
con sistemas de lentes adicionales posibilita una imagen mejorada. Se utiliza un

recubrimiento muy delgado de oro. Se observé a ultra alto vacio.

4.8 Caracterizacion termodinamica de la determinacion de

concentracion de saturacion de la bicapa lipidica.

Para determinar la concentracion de la bicapa lipidica se formaron liposomas de

DPPC vy se encapsularon diferentes concentraciones de PINO, las
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concentraciones reales usadas en cada experimento se reportan en la tabla 4.2.
Para la formacion de cada liposoma se siguié la misma metodologia que en la
seccién 4.3 y para la caracterizacion termodinamica de los diferentes sistemas
liposomales por DSC se siguié lo mismo que en la seccion 4.4.

Tabla 4.2 Concentraciones reales utilizadas para los diferentes sistemas

liposomales para determinar la concentracion de saturacion de la membrana

PINO PINO DPPC
mg mL* mM mM

0 0 9.694
0.102 0.4028 10.36

0.1414 0.5584 10.32

0.222 0.8766 10.01
0.332 1.296 9.967
0.464 1.811 9.997
0.608 2.373 10.2

4.9Determinacion de la eficiencia de encapsulacion de pinocembrina

en liposomas de DPPC.

4.9.1 Curva patrén de pinocembrina en etanol.

Material y equipo

Se utilizaron tubos Ependorf, una micropipeta de 1000 uL, una micropipeta de 200
ML, puntas para cada micropipeta, tubos falcon, viales de 1.5 y 2 mL, espétula y
una celda de cuarzo. El equipo utilizado fue un Espectrofotometro UV-Visible.
Marca Varian. Modelo CARY 50. Australia y una Centrifuga. Marca Hermle
Cabortechinict GmbH. Modelo Drehzahl. No serie 2-416198. USA.
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Metodologia

Primero se obtuvo una curva patron de pinocembrina para poder determinar la
eficiencia de encapsulacién en el liposoma. Se preparé una disolucion madre
pesando la cantidad necesaria para tener una concentracién 0.1 mg mL™, para
eso se pesaron 0.00118 g de pinocembrina y se disolvieron en 5 mL de etanol,
luego se transfirieron a un matraz volumétrico de 10 mL y se aforo.

Después se realizaron una serie de diluciones, que presentaran una absorbancia
de 0.2 a 1 aproximadamente en un rango de longitud de onda entre 200 nm y 400
nm. Se observé que la pinocembrina absorbe a 290 nm aproximadamente. Se
hicieron diluciones por triplicado de la solucion madre en etanol utilizando

micropipetas. La tabla 4.3 muestra como fueron preparadas dichas diluciones.

Tabla 4.3 Volimenes medidos para la curva patrén

ML de dilucién madre pL Etanol Volumen final en viales
25 975 1mL
50 950 1mL
75 925 1mL
100 900 1mL
125 875 1mL

4.9.2 Método de centrifugaciéon para determinar %EE.

Material y equipo.

Se utilizaron tubos Ependorf, una micropipeta de 1000 uL, una micropipeta de 200
ML, puntas para cada micropipeta, tubos falcon, viales de 1.5y 2 mL, espatula y

una celda de cuarzo. El equipo utilizado fue un Espectrofotometro UV-Visible.
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Marca Varian. Modelo CARY 50. Australia y una Centrifuga. Marca Hermle
Cabortechinict GmbH. Modelo Drehzahl. No serie 2-416198. USA.

Metodologia.

Para calcular la eficiencia de encapsulacion de PINO en liposomas de DPPC, se
tomaron alicuotas de 1 mL de los liposomas de DPPC:PINO con concentraciones
de PINO de 0.4028, 0.5584, 0.8766 y 2.373 mM y DPPC:CHOL:PINO por
duplicado en viales de 1.5 mL. Luego se colocaron en la centrifuga por 7 horas y
media en ciclos de 30 minutos a 15000 rpm y 25 °C. Después de este tiempo se
tomaron 50 pL del sobrenadante y se disolvieron en 950 yL de etanol, se ajustaron
los parametros en el programa del equipo del UV-Visible donde se realizaron
lecturas de longitud de onda de 200 a 400 nm, se leyd el blanco (etanol) para
corregir por linea base y se midi6 la absorbancia de las muestras. Posteriormente
se realiz6 una extrapolacion para determinar la absorbancia a concentracion cero,
gue esta relacionada la cantidad de PINO que no se encapsuld, y haciendo una

diferencia, se calcula la eficiencia de encapsulacion.

4.9.3 Método de precipitacion de liposomas con un agente

coagulante (protamina) para determinar %EE.

Material y equipo.

Se utilizaron tubos Ependorf, una micropipeta de 1000 uL, una micropipeta de 200
ML, puntas para cada micropipeta, tubos falcon, viales de 1y 2 mL, espatula y una
celda de cuarzo. El equipo utilizado fue un Espectrofotometro UV-Visible. Marca
Varian. Modelo CARY 50. Australia y una Centrifuga. Marca Hermle Cabortechinict
GmbH. Modelo Drehzahl. No serie 2-416198. USA.
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Metodologia.

Para calcular la eficiencia de encapsulacion de PINO en liposomas de DPPC de
diferentes concentraciones de PINO que fueron de 0.4028, 0.5584 y 0.8766 mM,
se tomaron alicuotas de 1 mL de los liposomas por duplicado en viales de 1.5 mL.
Primero se preparé una solucion madre de protamina de la siguiente manera, se
pesé 0.12522 g de protamina y se disolvid con agua destilada y desionizada,
después se pasod a un matraz volumétrico de 10 mL y se afor6. Posteriormente se
tomaron alicuotas de 1 mL de la muestra liposomal y se agregaron 20 uL de
protamina y se centrifug6 por 6 minutos a 6000 rpm y 25°C. Después se tomaron
50 uL del sobrenadante y se disolvieron en 950 uL de etanol, se ajustaron los
parametros en el programa del equipo del UV-Visible donde se realizaron lecturas
de 200 a 400 nm, se ley0 el blanco (etanol) para corregir por linea base y se midi6
la absorbancia de las muestras. Posteriormente con la curva patron de
pinocembrina, se realizO una extrapolacion para determinar la absorbancia a
concentracion cero, que esta relacionada la cantidad de PINO que no se

encapsuld, y haciendo una diferencia, se calcula la eficiencia de encapsulacion.

4.9.4 Método con filtros Amicon® Ultra para determinar %EE.

Material y equipo

Se utilizaron filtros para centrifuga de marca Amicon Ultra de volumen de 0.5 mL y
un poro de 10kDa, también se utilizaron tubos Ependorf, micropipeta de 1000 pL y
de 200 pL, puntas para cada micropipeta, tubos falcon, viales de 1.5 y 2 mL,
espatula y una celda de cuarzo. El equipo utilizado fue un Espectrofotometro UV-
Visible. Marca Varian. Modelo CARY 50. Australia y una Centrifuga. Marca Hermle
Cabortechinict GmbH. Modelo Drehzahl. No serie 2-416198. USA.
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Metodologia.

Para calcular la eficiencia de encapsulacion de PINO en liposomas de DPPC, se
utilizaron 3 mL de muestra y de ésta se tomaron alicuotas de 500 L, se colocaron
en los filtros, luego se centrifugaron por 25 min a 15000 rpm y 25 °C. Se recolect6
el filtrado y se tomaron 500 pL del filtrado y se disolvieron en 500 pL de etanol se
ajustaron los parametros en el programa del equipo UV-Visible donde se
realizaron lecturas de 200 a 400 nm, se leyo el blanco (etanol) para corregir por
linea base y se midi6 la absorbancia de las muestras. Posteriormente se

determind la eficiencia de encapsulacion como en el caso anterior.
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5 Resultados y Discusion.
5.1Sistema liposomal de DPPC.

5.1.1 Calorimetria diferencial de barrido de DPPC.

La preparacion de los liposomas fue por “hidratacion de pelicula delgada” la
concentracion real de DPPC fue de 9.69 mM, posteriormente fue caracterizado por

Calorimetria Diferencial de Barrido y los resultados se pueden ver en la tabla 5.1.

Tabla 5.1 Resultados termodindmicos de los liposomas de DPPC caracterizado
por DSC.

Liposoma | Tm/°C AH° / kcalmol? | AS°/calmol* Kt | T4,/°C
DPPC 40.72 +£0.04 | 5.25+0.07 16.72 £ 0.00 1.00 £ 0.00
45 -
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3.5 - Tm_»“
5
© 2.5 -
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Figura 5.1. Termograma del liposoma DPPC.
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Tabla 5.2 Datos termodinamicos de la literatura del liposoma de DPPC.

Referencias Tm/°C AH° / kcal mol* | AS® / cal mol* K*
Rodney (1993)%° | 37.2+0.10 | 5.5+ 0.50 17.72
Salinas (2014)*® | 40.87 5.34 17.00
Martinez (2016) ** | 40.85 5.16 16.43

El primer experimento consistidé en elaborar liposomas de DPPC para el cual los
datos estan reportados en literatura y también fueron comparados con los
resultados obtenidos con anterioridad por otros compafieros en el mismo
laboratorio (Tabla 5.2). En la figura 5.1 se ve el termograma que se obtuvo a partir
de la técnica calorimétrica, donde se aprecian las tres fases: fase gel LB"; fase
ondulada P"; y la fase liquida-cristalina o fase fluida. Se muestran las transiciones
de fase: la pre-transicion T, que corresponde a la transicion de la fase gel a la fase
ondulada; la transicion principal T, = 40.72 + 0.04 (°C) que corresponde al
cambio de la fase ondulada a la fase fluida. En la tabla 5.1 se reportan los datos
termodinamicos que se obtuvieron experimentalmente, donde el AH° = 5.25 + 0.07
(kcal mol™) y este valor corresponde a la energia necesaria para que ocurra el
cambio de fase y se obtiene calculando el area bajo la curva mediante el programa
OriginPro8.5®. La T 1, = 1.00 + 0.00 (°C), es un valor muy pequefio lo cual esta
asociado con un pico angosto en la figura 5.1, lo cual se debe la alta pureza del
liposoma. También se calculé el AS® = 16.72 + 0.00 (cal mol™ K™ lo cual indica un
aumento en el desorden del sistema al pasar de la ondulada a la fase liquido-
cristalino. El AS® se obtiene a partir de que se considera que en la T, el sistema
esta en equilibrio, en esta temperatura el liposoma se encuentra en un 50 % como
fase ondulada y un 50 % como fase liquido-cristalino, por lo tanto el AG° es igual a
cero. En consecuencia
AH®
= T

AG° = AH° - T,,AS® ; 0°=AH°-T,AS° ; AS°

La diferencia entre los datos obtenido en este trabajo y los datos reportados por

Rodney pueden provenir de diferentes factores: el equipo utilizado en este trabajo
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es mas moderno y el fosfolipido de mas alta pureza. Los resultados de Salinas y
Martinez fueron obtenidos en el mismo laboratorio con el mismo equipo pero
diferente lote de fosfolipido. En la tabla 5.2 se observa que los datos son muy

cercanos uno del otro, por lo tanto el método fue reproducible.

5.1.2 Dispersion dinamica de la Luz de DPPC.

Tamafo de Particula.

El equipo Nanosizer ZS ZEN(3600) que se utilizé para la medicién de tamafio de
particula arrojo gréficas de tamafio de particula en nm que se analiza con el
programa zetasizer®. Para el sistema liposomal de DPPC se midi6 tamafio de
particula a lo largo de 20 dias, transcurridos los cuales, se presentd la separacion
en dos fases.

Se puede observar en la figura 5.2 y en la tabla 5.3 que para el dia 1 se presenta
un solo pico y la distribucién gaussiana es pequefia, lo cual significa que hay una
poblacién con una pequefia polidispersion. El tamafio de particula obtenido es de
104.7 + 1.2 nm. La medicion de tamafio de particula fue realizada por triplicado
obteniendo resultados similares. Al paso del tiempo se presenta un pequefo
aumento en el tamafio de la particula y la polidispersidad. En el dia 20 (figura 5.2)
ya se aprecia la aparicién de una segunda poblacién, indicando una aglomeracién
de los liposomas obtenidos originalmente.
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Figura 5.2 Gréfica de distribucién gaussiana del sistema liposomal de DPPC del
dia 1 al dia 20.

Tabla 5.3 Resultados de tamafio y PDI del sistema liposomal DPPC

Dia Sistema DPPC PDI
Tamafo de particula / nm

1 104.70 + 1.20 0.10 £ 0.02

5 106.20 + 1.10 0.11+ 0.02

10 109.40 + 1.70 0.15+0.04

15 106.90 + 1.30 0.16 + 0.02

20 111.30 + 1.00 0.18+ 0.01
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Figura 5.3 Grafica de medicion de tamafio de particula del sistema liposomal
DPPC.

Potencial Z.

El potencial Z se midio en el equipo Nanosizer ZS ZEN(3600). EIl primer dia el
equipo arrojé una gréafica de distribucién gaussiana (figura 5.4). En la tabla 5.4 se
reporta el dato numérico de potencial. Un resultado mayor a +30mV, o menor a -
30 mV indica que el sistema es estable, mientras que un valor cercano a 0 indica
que el sistema es inestable. Al obtener un valor tan cercano a O se espera que el

sistema empiece a flocular después de pocos dias, lo cual sucedié a los 20 dias.

Distribucion de Potencial £

MOXO[F - - - - cuom om = e e e e e e e e e e e o

WO - - - - -, - - - -

pli i R

100000

Conteos totales

Potencial Z aparente (m')

I— Fecord 4 DAFCFZ 11081 Fecord 5: DFFCPZ 1108 2

Record - CAFCFZ 1108 3]

Figura 5.4 Grafica de potencial Z (mV) del sistema liposomal DPPC.
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Tabla 5.4 Resultado de potencial Z del sistema liposomal DPPC

|LIPOSOMA POTENCIAL Z

‘DPPC 7.02 +£0.10 mV.

5.1.3 Microscopia electronica de barrido (SEM) y transmision
(TEM) del sistema DPPC.

Para determinar la morfologia y la lamelaridad de los liposomas de DPPC puro se
utilizaron los métodos de TEM y SEM. Se observé en la figura 5.5 en la SEM que
los liposomas presentan una forma esferoide y de un tamafio aproximado 100 nm,
también se observd que hay formacion de conglomerados de liposomas, esto se
debe a que la medicion se realizdé después del tiempo de estabilidad que se
determind con DLS. En la TEM no se logré apreciar a simple vista la lamelaridad
de los liposomas debido a que hay mas conglomerados de liposomas y la muestra
ya no es estable. En la figura 5.5 (d, e y f), los puntos negros son atribuidos a los

liposomas y éstos son de tamafio aproximado a 100 nm y son unilamelares.

o

"y
10KV X18008 0857 T8 0.MET

Figura 5.5 Microscopia electrénica de barrido (a, b y ¢) y microscopia electrénica
de transmision (d, e y f) del sistema de DPPC.
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5.2Sistema liposomal DPPC:CHOL.

5.2.1 Calorimetria diferencial de barrido de DPPC: CHOL.

Las concentraciones reales para la preparacion de liposomas de DPPC: CHOL
fueron de 9.8 mM vy 2.485 mM respectivamente, posteriormente se caracterizo el
sistema liposomal y los datos se reportan a continuacion.

Tabla 5.5 Resultados termodinamicos de los liposomas de DPPC:. CHOL

caracterizado por DSC.

Liposoma Tm!/°C AH° / kcal mol™ | AS° / cal mol* K | T 12/ °C
1
DPPC:CHOL |40.14+£0.72 {4.07£0.51 12.99 £ 0.01 7.43 £0.28
05 -
0.4 -
9 03 -
=
]
£ 02
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0.1
T(°C)
——DPPC:CHOL

Figura 5.6 Termograma DSC del sistema DPPC: CHOL.

Para el sistema donde se incorpora colesterol al liposoma de DPPC los
fosfolipidos estan ordenados y mayormente extendidos al asociarse con el

colesterol, por lo que las moléculas tienen una alta movilidad rotacional y lateral.
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Al afadir colesterol a la bicapa lipidica, provoca que aumente la densidad en la
seccion hidrofébica. Ademas el colesterol inhibe la cristalizacion de las cadenas
alquilicas para pasar de la fase ondulada a la fase La, esto se debe a la formacién
de dominios de colesterol en dicha fase (Colesterol libre-fase Lg <----> Dominios
de colesterol- fase L,). En la figura 5.6 se pudo observar que la fase de
pretransicion desaparece en este sistema debido a que ya no hay un cambio de
fase gel a fase ondulada y también se puede ver que el pico del termograma se
ensancha, debido a la presencia del colesterol en la bicapa lipidica. El AS® tiene
un valor positivo lo que significa que el sistema esta desordenado y se requiere

administrar poca energia para que haya una transicién de fase.

DECONVOLUCION

Fue necesario realizar la deconvolucion para el sistema liposomal de DPPC:
CHOL, ya que se observa una traza calorimétrica con dos picos debido a la
presencia de dominios de colesterol. Este proceso se realiz6 mediante el uso del
programa OriginPro8.5® el cual hace un analisis de las curva gaussianas
multiples. En este caso los dos picos obtenidos fueron los que se observan en

lineas punteadas en la figura 5.7.

05
0.4+

0.2+

0.1 1

Cp (kcal/mol °C)

0.0 1

-0.1 4

Temperatura (°C)

Figura 5.7 Termograma DSC del sistema DPPC: CHOL. (Linea solida). Curvas

deconvolucionadas (lineas punteadas).
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Tabla 5.6. Resultados termodinamicos de deconvolucién de los liposomas de
DPPC:CHOL caracterizado por DSC.

Dominio Tm/ °C AH / kcal molt | AS/cal/mol* Kt | T 4,/°C
Pobre en | 40.41 +0.19 0.95 + 0.20 3.02 + 0.63 4.02 +0.06
CHOL

Rico en | 41.56 + 0.10 2.85+0.27 9.06 + 0.87 9.42 + 0.66
CHOL

A partir de este analisis se obtuvieron los diferentes parametros termodinamicos
de cada pico los cuales se pueden ver en la tabla 5.6. La T, difiere de 1.15 °C un
pico del otro. ElI dominio rico en colesterol es aquél que presenta un Ty, mayor
porque la presencia de colesterol aumenta el nUumero de microestados probables
del sistema, es decir, un AS°® mayor, y por consiguiente un AH° mayor, esto es, se
necesita mayor energia para la transicion. En la figura 5.8 se representan
graficamente los dominios de colesterol presentes en cada fase. (Tomado de
Martinez [12])

IR, gesese

56654 868658

Menos fluidez Mas fluidez

AARRR L RHASe
I T

Mas fluidez Menos fluidez

Figura 5.8 Representacion de dominios de CHOL para la fase gel y la fase cristal-

liquido (Martinez 2016).
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5.2.2 Dispersion dindmica de la Luz de DPPC: CHOL.

Tamafio de particula

Para analizar las graficas de tamafo de particula en nm vs intensidad
determinados con el equipo Nanosizer ZS ZEN (3600), se utilizd el programa
zetasizer®. Para el sistema liposomal de DPPC: CHOL se midié tamafio a lo
largo de 15 dias, transcurridos los cuales se separa en dos fases. Se puede
observar en la figura 5.9, como en el caso del DPPC la polidispersividad aumenta

a lo largo de los dias, y se forma una segunda poblacion a los 15 dias.
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Figura 5.9 Gréfica de distribucion gaussiana del sistema liposomal de DPPC:
CHOL del dia 1 al dia 15.

En la tabla 5.7 se presentan los resultados obtenidos para el tamafio de particula a
y PDI para el sistema DPPC: CHOL. El tamafio de los liposomas crece un poco al
transcurrir los dias, oscilando entre 130 y 140 nm (Figura 5.10). En el dia 1
tenemos un sistema con una polidispersividad pequefia y para el dia 15 pasa a ser

un sistema con una polidispersividad mayor.
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Tabla 5.7. Resultados de tamafio y PDI del sistema liposomal DPPC: CHOL

Dia Sistema DPPC:CHOL PDI
Tamafio de particula / nm
1 134.80 + 0.64 0.11+0.01
5 133.20 + 0.90 0.12+0.01
10 131.20 + 1.14 0.12 £0.02
15 140.00 + 1.16 0.19+£0.02
150 -
130 - ¢ * *
o
€ 110
g
- 90 -
70 -
50 T T T 1
0 5 10 15 20
Dias
& DPPC:CHOL (nm)

Figura 5.10 Gréfica de variacion del tamafio de particula en funcion del tiempo del
sistema DPPC:CHOL.

Potencial Z.

El potencial Z del sistema DPPC: CHOL obtenido fue de -3.51 + 0.88 mV. Como

este valor esta cercano O se trata de un sistema inestable, de tal manera, para el

dia 15 se sedimentaron los liposomas presentando dos fases. En la figura 5.11 se

presenta la gréfica de distribucion Gaussiana para el mismo sistema.
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Figura 5.11 Distribucién gaussiana de potencial Z en mV del sistema liposomal
DPPC: CHOL.

5.2.3 Microscopia electréonica de barrido (SEM) y transmision
(TEM) del sistema DPPC: CHOL.

En la figura 5.12 se observa la SEM (a, b y c¢) de los liposomas formados de
DPPC: CHOL. Estos tienen una forma esferoide y son de un tamafio aproximado
de 100 nm con polidispersividad pequefia. En la TEM (d, e y f) se observa
claramente que son unilamelares por lo tanto el método de extrusiébn para
homogeneizar la muestra fue exitoso. Las microscopias obtenidas son muy claras

debido a gque este sistema es bastante estable.

Figura 5.12 Microscopia electronica de barrio (a, b y ¢) y microscopia electrénica
de transmision (d, e y f) del sistema de DPPC: CHOL.
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5.3Sistema liposomal DPPC: PINO.

5.3.1 Calorimetria diferencial de barrido de DPPC:PINO.

Se prepararon dos sistemas liposomales de DPPC: PINO de concentraciones
diferentes, A y B, donde la concentracibn A es menor que en B. Los sistemas
liposomales se caracterizaron por DSC obteniendo trazas calorimétricas para
cada uno (Figura 5.13). Los parametros termodindmicos obtenidos estan
resumidos en la tabla 5.8 y se discuten a continuacion.

Tabla 5.8. Resultados de parametros termodinamicos de los liposomas de DPPC,
DPPC: PINO Ay DPPC: PINO B caracterizado por DSC.

Liposoma [PINO]/ mgmL™ | T, / °C AH® ot AS° Tapl°C

/ kcal mol* | /cal mol* K?

DPPC 0 40.72+£0.04 |5.25+0.07 |16.72+£0.00 1.00 £ 0.00
DPPC:PINO A | 0.608 33.17+£0.10 |[5.30+£0.61 | 17.29+0.02 |9.52+0.25
DPPC:PINOB | 0.742 35.48+0.11 |5.48+0.28 |17.76 £0.92 10.69 £ 0.14
4.5 -
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Figura 5.13 Termograma DSC de los sistemas DPPC, DPPC: PINO A y DPPC:

PINO B.
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En la figura 5.13, se comparan las trazas calorimétricas, se puede ver que la
incorporacion de PINO a la bicapa lipidica tuvo como consecuencia que
desapareciera la temperatura de pre-transicion T,, temperatura asociada a la
interaccion con las cabezas polares del liposoma.

El valor de T, muestra una tendencia a aumentar (tabla 5.8), ya que al aumentar
la concentracion de las moléculas agregadas, éstas se incorporan a la bicapa
lipidica causando el ensanchamiento del pico a media altura.

La temperatura de transicion principal (T,) se recorridé a temperaturas mas bajas al
incorporar diferentes concentraciones de PINO al sistema de DPPC puro.

La traza calorimétrica del DPPC tiene una temperatura de transicion principal,
observandose solo un pico angosto. Una vez que se incorpora PINO, aparece un
hombro que acompafia a Ty, a temperaturas mas bajas (figura 5.13). Esta nueva
sefal representan dominios ricos en PINO y dominios pobres en la misma; por lo
tanto, cada dominio tiene una temperatura de transicion diferente y necesita que
se le administre una energia diferente para que ocurra la transicién de fase en
cada seccion del liposoma. La aparicién de dos picos en las trazas calorimétricas
se han observado en casos donde se incorpora colesterol a la membrana lipidica y
se han estudiado. [18, 35]

Estos 3 sistemas liposomales tuvieron valores parecidos de AH®, €S decir, se
requiere administrar la misma cantidad de energia para que ocurra la transicion de
fase (de todo el sistema), tanto para el liposoma puro como para los sistemas con
altas concentraciones de PINO. Debido a los resultados obtenidos es necesario
analizar cada pico de forma independiente. El estudio se realiza por el método de
deconvolucién utilizando el software origin 8.5®. El analisis por este método se

presenta a continuacion.

DECONVOLUCION.

La tabla 5.9 resume las temperaturas de transicion principal y el ancho a media
altura de la deconvolucion, para el sistema puro A y B, para determinar qué pico

corresponde a dominios ricos en PINO y pobres en ésta.
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Tabla 5.9 Resultados termodinamicos de deconvoluciéon de los liposomas de
DPPC, DPPC: PINO Ay DPPC: PINO B caracterizado por DSC.

Liposoma

[PINO] / mg mL™

Tm/°C

T2/ °C

DPPC:PINO A

0.608

33.27 £0.19

35.31+0.42

11.71 £ 1.50

6.93+0.34

DPPC:PINO B

0.742

32.26 £ 0.11

36.24 + 0.03

9.85+0.32

3.59+0.11
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Figura 5.14 Termograma DSC del sistema DPPC: PINO Ay DPPC: PINO B.

En la tabla 5.9 se observa que el valor de T, del hombro y el pico principal, de Ay

B, a mayores concentraciones de PINO los picos se separan mas entre ellos y en

la figura 5.14 se aprecia que cambian de forma significativa a pesar de que la

diferencia entre concentraciones es pequefia.

La figura 5.15 ejemplifica los sistemas ricos en pinocembrina, DPPC: PINO A

(izquierda) y DPPC: PINO B (derecha). En la figura 5.15 a), se observa que hay

menos moléculas que en b), esto es porque hay menor concentracion de PINO,
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hay un dominio rico en pino y algunas moléculas distribuidas en la bicapa lipidica.
En la figura 5.15 b), se puede ver que aungque se agregaron mas moléculas de
PINO, éstas se aglomeran mas en el dominio rico en pinocembrina, reforzando

esta seccion, y se distribuyen menos en el resto de la bicapa lipidica.

En la tabla 5.9 los valores de T 1/, para el primer pico (hombro) en ambos sistemas
(DPPC: PINO A y DPPC: PINO B) mostraron ser muy parecidos, por lo tanto este
dominio de fase se mantiene sin cambio a pesar de aumentar la concentracion de

PINO; es decir, la cooperatividad no se ve afectada.

En la tabla 5.9, para el caso del segundo pico, Ty, si se observa una gran
diferencia entre el sistema DPPC: PINO A y DPPC: PINO B; a menor
concentracion de PINO, Ty, disminuye, lo que indica que las moléculas estan
distribuidas uniformemente en la bicapa lipidica, mientras que a mayores
concentraciones, Ty, disminuye aun mas, siendo este pico el que es mas
cooperativo. Esto puede deberse a que al tener una mayor concentraciéon de
PINO, el empaquetamiento se refuerza en el dominio rico en PINO, por lo tanto,
pocas moléculas se distribuyen en el dominio pobre en PINO; en consecuencia,

aumenta la cooperatividad para la transicion de fase gel a fase liquido-cristalino.
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Figura 5.15 En a) se muestra el liposoma de DPPC: PINO Ay en b) el liposoma de
DPPC: PINO B.
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La tabla 5.10 muestra AH° y AS° para las trazas calorimétricas obtenidas de la
deconvolucién de ambos sistemas (DPPC: PINO A y DPPC: PINO B). Se observa
que para el primer pico (Figura 5.16) AH° aumentan al aumentar la concentracion
de PINO, es decir, esto confirma que la PINO en exceso se incorpora al dominio
rico en ésta, lo que quiere decir; que el dominio rico en PINO requiere mayor
energia para romper las interacciones que se forman, ya que se forma un arreglo
tipo cristal [35]. El abatimiento de AH° en el segundo pico indica que
probablemente las pocas moléculas de PINO que se incorporaron en este dominio
pobre en pino hacen que el sistema esté en un estado mas fluido, y por lo tanto se

requiere menos energia para cambiar de fase.

Tabla 5.10. Resultados de AH° y AS° de cada pico obtenido de la deconvolucion
de los sistemas liposomales DPPC, DPPC: PINO Ay DPPC: PINO B.

[PINO] / mg mL™ AS° / cal mol™t K2

AH° / kcal mol?

Liposoma Dominio Dominio Dominio Dominio
rico-PINO pobre-PINO rico-PINO pobre-PINO

DPPC: PINO A | 0.608 344+£034 | 193+045 | 11.24+1.12 | 6.26+1.46

DPPC: PINOB | 0.742 462+0.35 | 0.92+0.07 |15.15+1.14 | 297+0.23
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Figura 5.16 Termograma DSC del sistema DPPC: PINO A (a) y DPPC: PINO B (b)

(Lineas sdlidas). Curvas deconvolucionadas (lineas punteadas).
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5.3.2 Dispersiéon dindmica de la luz de DPPC: PINO.

Tamafo de particulay potencial Z.

A continuacion se presentan los resultados de tamafio de particula (tabla 5.11 y
figura 5.18) del sistema liposomal DPPC: PINO. Se observa que al tener un
potencial Z de 3.33 + 0.58 mV, el sistema es poco estable, s6lo se mantuvo por 5
dias, y el tamafio de particula se mantuvo alrededor de 100 nm. En la figura 5.17 a
la izquierda se pueden observar las graficas de distribucion gaussiana de tamafio
de particula y a la derecha la apariencia del sistema. En el dia uno se ve una sola
fase translicida y al dia cinco se torna turbia debido a que los liposomas se estan

aglomerando pero aun no precipitan.
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Figura 5.17 Graficas de distribucion gaussiana de tamafio vs intensidad del
sistema liposomal de DPPC: PINO a lo largo de 5 dias.
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Tabla 5.11. Resultados de tamaiio y PDI del sistema liposomal DPPC: PINO.

Dia Sistema DPPC: PINO PDI

Tamafo de particula / nm

1 100.80 = 0.51 0.18 +£0.01
5 104.90 + 3.87 0.26 £ 0.02
150 -
130 -
£
S 110 -
2 . 3
€ 90 -
|—
70 -
50 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Dias
@ DPPC: PINO (nm)

Figura 5.18 Grafica de medicién de tamafio del sistema liposomal DPPC: PINO.

5.3.3 Microscopia electronica de barrido (SEM) y transmisién
(TEM) del sistema DPPC: PINO.

En la figura 5.19 se observa la SEM (a, b y c¢) de los liposomas formados de
DPPC: PINO. Estos tienen una forma esferoide y son de un tamafio aproximado
de 100 nm con polidispersividad pequefia, la SEM se tomé en los primeros cinco
dias de la formacion de los liposomas, durante los cuales se ven bien definidos.
En la figura 5.19 se ve la TEM (d, e y f) de los liposomas después de lo cinco dias

de su formacién y se puede ver que estan aglomerandose.
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Figura 5.19 Microscopia electronica de barrido (a, b y ¢) y microscopia electronica
de transmision (d, e y f) del sistema de DPPC: PINO

5.4 Sistema liposomal DPPC:PINO:CHOL.

5.4.1 Calorimetria diferencial de barrido de DPPC: PINO: CHOL.

Para el ultimo sistema estudiado, formado de DPPC: CHOL: PINO se obtuvo que
el AH° y AS° se abatieron (tabla 5.12), lo que indica que el liposoma esta mas
fluido. En la traza calorimétrica sélo aparecié un pico (figura 5.20), lo que indica
que la incorporacién del CHOL al sistema DPPC: PINO ayuda a que haya una
distribucién uniforme a lo largo de la bicapa lipidica, obteniendo un sistema mas
estable; esta estabilidad se ve reflejada en el valor del potencial Z de -6.59 + 0.84
mV. De la figura 5.21 a 5.25 se observa que el sistema permanecio en una sola
fase por 20 dias. En la figura 5.26 y tabla 5.13 se observa que el liposoma tuvo un

tamafio de particula cercano a los 100 nm.
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Tabla 5.12 Resultados de los parametros termodinamicos de los liposomas de

DPPC: PINO:CHOL caracterizados por DSC.

Liposoma Tm/°C AH° / kcal mol | AS°®/cal mol* K | T 1, /°C
1
DPPC:PINO:CHOL | 36.39 + 0.28 | 1.30 + 0.66 4.20 +0.02 15.69 + 2.74
0.25 -
0.2 A
G 0.15 -
2 o1 -
>
©
S o A : ~ .
0 20 40 60 80
-0.05 -+
-0.1 -
T(°C)
——DPPC:CHOL:PINO

Figura 5.20 Termograma DSC del sistema DPPC: CHOL: PINO

5.4.2 Dispersion dinamica de la luz de DPPC: PINO: CHOL.

Tamafio de particulay Potencial Z.

Dy = = = = WM = = = = sg2 » = o spe = = = = g = = = = 3
o LT T N (o) R
]
W OF e cee are @ e Seed e R s eitele ale e
[
L
B glic sn vieny srae s s
®
o+
X 1 10 200 10000
Tamafio (nm)
‘— Record 1. DPFCCHOLAND 1 ~  Record 2: DFFCOOLPNO 2 S— Wd!mi‘

Figura 5.21 Gréfica de distribucién gaussiana del sistema liposomal de DPPC:

PINO: PINO (izquierda), apariencia de suspension liposomal (derecha) al dia 1.
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Figura 5.22 Grafica de distribucion gaussiana del sistema liposomal de DPPC:
PINO: CHOL (izquierda), apariencia de suspension liposomal (derecha) al dia 5.
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Figura 5.23 Gréfica de distribucion gaussiana del sistema liposomal de DPPC:
PINO: CHOL (izquierda), apariencia de suspension liposomal (derecha) al dia 10.
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Figura 5.24 Gréfica de distribucion gaussiana del sistema liposomal de DPPC:
PINO: CHOL (izquierda), apariencia de suspension liposomal (derecha) al dia 15.
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Figura 5.25 Grafica de distribucién gaussiana del sistema liposomal de DPPC:

CHOL: PINO (izquierda), apariencia de suspension liposomal (derecha) al dia 20.

Tabla 5.13 Resultados de tamarfio y PDI del sistema liposomal DPPC:PINO:CHOL.

Dia Sistema DPPC:CHOL:PINO PDI
Tamafio de particula / nm
1 122.80 + 0.15 0.11+£0.03
5 117.00 = 0.70 0.08 £ 0.02
10 120.30 = 1.11 0.15+0.03
15 117.60 = 0.23 0.12+0.05
20 128.20 + 1.79 0.25+0.00
150 -
— 130 - *
€ ® P
(=
o 110 - ¢ ¢
c
1]
"_Eu 90 -
70 -
50 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Dias
© DPPC: PINO:CHOL (nm)

Figura 5.26 Grafica de tamafio de particula del sistema liposomal DPPC: PINO:
CHOL.
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5.4.3 Microscopia electronica de barrido (SEM) y transmision
(TEM) del sistema DPPC:PINO:CHOL.

En la figura 5.27 se observa la SEM (a, b y c¢) de los liposomas formados de
DPPC: PINO: CHOL. Estos tienen una forma esferoide y son de un tamafio
aproximado de 100 nm con polidispersividad pequefia, no se observaron
conglomerados por lo que la muestra es estable. En la TEM (d, e y f) se observan
puntos negros asociados a los liposomas unilamelares y de tamafio de 100 nm

como en la SEM.

a)

d)

Figura 5.27 Microscopia electronica de barrido (a, b y ¢) y microscopia electrénica
de transmision (d, e y f) del sistema de DPPC: PINO: CHOL.
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5.5Determinacion de la concentracion de saturacion de la bicapa

lipidica con laincorporacion de pinocembrina.

Basandose en los antecedentes discutidos en la seccion 3.1.1, se pretende
adjudicar un tipo de perfil al comportamiento termotrépico que ocurre al incorporar
PINO al sistema liposomal de DPPC, para asi determinar en qué parte de la

bicapa lipidica se incorpora.

En la tabla 5.14 se observan los resultados obtenidos por la técnica de
calorimetria diferencial de barrido, de los liposomas de DPPC, a los cuales se le
afiadieron diferentes concentraciones de PINO, estos valores se graficaron
posteriormente para representar mejor el comportamiento. Se observa que tienen
una tendencia y se le puede adjudicar un tipo de perfil de transicion. En la figura
5.28 se observan los termogramas obtenidos. Se puede ver claramente coémo la
incorporacion de PINO a la membrana hace que la forma de la traza calorimétrica
cambie considerablemente, al aumentar la concentracién de aditivo. El pico se
ensancha y la temperatura principal se recorre a temperaturas mas bajas, por lo

gue en esta zona antes de la saturacion se le adjudica un perfil de transicion tipo
Al.

Una vez que hay una concentracion alta de PINO, se forman dos méaximos,
indicando que la membrana esta saturada. Estos maximos representan una fase
modificada por la PINO que coexiste con la fase no modificada, viendo que cada
fase tiene caracteristicas de empaquetamiento claramente diferentes, se adjudica
una perturbacién de tipo D/, indicando que la PINO esta localizada en la region
del esqueleto de glicerol. Como se comento anteriormente los perfiles tipo B| son
una combinacion de perfiles tipo A| y Df, los cuales concuerdan con los datos
experimentales, demostrando que la localizacién de la PINO en la membrana

lipidica, depende de la concentracion del aditivo.
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Tabla 5.14 Resultados termodindmicos de los sistemas liposomales con diferentes

concentraciones de pinocembrina caracterizados por DSC.

[PINO] / mM Tm/°C AH°g/kcal mol™ | AS° / cal mol* K* | T 1,/ °C
0 40.72 +0.43 | 5.25 + 0.0679 |16.72 + 0.22 1.01 + 0.00
0.4028 40.34+ 0.06 | 7.82 + 0.20 24.95 + 0.64 1.92 + 0.88
0.5584 39.96 + 0.13 | 6.88 + 0.35 21.97 + 1.12 2.25 + 0.25
0.8766 38.95+ 0.06 | 6.17 + 0.35 19.76 + 1.11 2.34 + 0.14
1.296 38.10+0.06 |8.20+1.17 26.35 +3.74 433 £0.15
1.811 35.89 + 0.03 |7.27 +0.09 23.52 +0.31 7.06 +0.15
2.373 33.16 + 0.10 [ 5.30 + 0.61 17.30 + 2.01 9.52 + 0.25
2.89 35.48+0.11 |5.48+0.28 17.76 £ 0.92 10.69 + 0.14
5 -
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Figura 5.28 Termograma de

los sistemas

liposomales con diferentes

concentraciones de pinocembrina caracterizados por DSC.
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En la figura 5.29 se puede ver claramente que la temperatura de transicion
principal (T,) se recorre a temperaturas mas bajas al agregar PINO, para el
cambio de fase, demostrando que las cadenas se encuentran mas fluidas. A bajas
concentraciones se demuestra que la PINO tiene un comportamiento tipo A,
colocandose en la seccion del C;-Co, pero una vez que ocurre la saturacion de la
membrana, ya no se puede definir una sola T, y al aumentar la concentracion la
separacion entre ambos picos es mayor, definiéndolos claramente, mostrando un
perfil tipo D1, indicando que en este punto las moléculas de pinocembrina se van
acomodando en la parte cercana a la cabeza del glicerol. Por esta razon, el
programa Origin8.5® toma un promedio de los maximos y se reporta una T, mas
alta, indicando que el empaquetamiento se hace mas fuerte, entonces el cambio
de fase de todo el sistema se da a temperaturas mas altas. Se puede ver que hay
una dependencia de la concentracion; al agregar mas pinocembrina, ésta se sigue
incorporando a la bicapa lipidica ocasionando que se ensanche el pico a la media
altura (Ty2), por lo que este valor tiende a aumentar. De acuerdo a las
observaciones anteriores se puede decir que el comportamiento termotrépico

coincide con el perfil tipo B| (Combinacion de los perfiles Al y D).
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Figura 5.29 Variacion del T, de transicion y Ti,, conforme aumenta la

concentracion de pinocembrina en el sistema liposomal de DPPC(~10mM).
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En la figura 5.30 se observa que el AH° en este tipo de perfil no se ve ampliamente
modificado, al aumentar la concentracion PINO, a pesar del abatimiento de T, y el
aumento de Tjy,. El area bajo el pico aumenta un poco al aumentar la
concentracion, ocurre esto antes de la saturacion. Después de la saturacion el
AHiiar €S muy parecido; 1o que quiere decir que se requiere una energia similar
para el cambio de fase, lo cual es consistente con el perfil tipo B|; ya que al estar

en la region del esqueleto del glicerol, las cadenas se ven poco afectadas.
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Figura 5.30 Variacion del AH° de transicidon, conforme aumenta la concentracion

de pinocembrina en el sistema liposomal de DPPC (~10mM).

En la figura 5.31 se puede observar como varia el tamafio de particula de los
liposomas formados al aumentar la concentracion de PINO. El tamafio de
particula, antes de la saturacion de la membrana, tiende a disminuir conforme
aumenta la concentracion, esto se puede deber a que al estar colocada la PINO
cerca del C1-Cg9, como se muestra en calorimetria, las cadenas hidrocarbonadas
no se ven afectadas, por lo tanto se pueden acomodar mejor y el tamafio de
particula disminuye. Después de la saturacion de la membrana el tamafio de
particula tiende a retomar el mismo tamafo que se tenia antes de la incorporacion
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de PINO, esto se puede atribuir a que al saturar la membrana, ésta crece debido
a que en el dominio de PINO va aumentando (reforzandose) y hace que haya un
ensanchamiento de la membrana, como se demostrd en el aumento de Ty, y en el

valor de AH° del cada dominio, vista por la técnica de DSC.
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Figura 5.31 Variacion del tamafio de particula, conforme aumenta la concentracion

de pinocembrina en el sistema liposomal de DPPC (~10mM).

5.6 Determinaciéon de la eficiencia de encapsulaciéon de pinocembrina en

liposomas de DPPC por espectrofotometria de UV-Visible.

5.6.1 Curva patron de pinocembrina en etanol.

En la figura 5.32 se pueden ver las absorbancias para obtener la curva patron de
pinocembrina, que de acuerdo a la ley de Lambert-Beer, la sefal obtenida es
proporcional a la concentracién de PINO que se encuentra en disolucién. Se hizo
una correccion por volumen debido a las diluciones que se realizaron. En la tabla
5.15 se reportan las concentraciones de PINO y las absorbancias, las cuales se
graficaron en la figura 5.33 obteniendo una R®=0.9939 por lo que tiene un

comportamiento lineal y se obtuvo la ecuacion de la recta, la cual mas adelante se
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utilizé para determinar la concentracion de PINO en diferentes sistemas
liposomales. Las concentraciones de las muestras que se estudiaron debieron de
entrar en el rango de absorbancias de la curva patron para poder realizar una
extrapolacion a cero.
La ecuacion de la recta que se obtuvo fue:

y = 53.677x + 0.135
Donde y es la absorbancia y x es la concentracion de PINO en la muestra de

estudio.

0.8
0.6

0.4

Absorbancia

0.2

2Q0 250 300 350 400
-0.2

Longitud de Onda (nm)
Figura 5.32 Absorbancias obtenidas de diferentes concentraciones de PINO en
etanol.

Tabla 5.15 Concentraciones y absorbancias de PINO para la formacion de la curva

patron de pinocembrina en etanol.

Concentracion de PINO | Absorbancia
(mg/mL)

0.000295 0.17 £ 0.01
0.0059 0.42 +£0.04
0.00885 0.59 £ 0.01
0.0118 0.78 £ 0.02
0.01475 0.94 + 0.07
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Figura 5.33 Curva patron de pinocembrina en etanol.

5.6.2 Método de centrifugacion para determinar %EE.

Debido a que no se conocian las condiciones para determinar la PINO que se
logré encapsular en el liposoma de DPPC, se tomaron 2 fracciones de 1 mL del
sistema liposomal. Se sabe la cantidad de PINO que se agreg6 al formar los
liposomas de DPPC, la cual fue 3.04 mg. Posteriormente las 2 fracciones se
centrifugaron por dos horas a 15000 rpm y 25°C, después de este tiempo se
observd la precipitacion de los liposomas, luego se tomé una alicuota del
sobrenadante de 50 pL, se le agregaron 950 pL de etanol y se agito
mecanicamente para homogenizar la disolucion, posteriormente se midié por UV-
Visible en un rango de longitud de onda de 200 a 400 nm, la sefal que
corresponde a la PINO se encuentra cercana a 290 nm, como la muestra aldn
estaba turbia se centrifugé por dos horas y media mas y se volvieron a tomar 50
ML, se diluyeron en 950 pL de etanol para medir UV-Visible. Este procedimiento
se repitid una vez mas y las absorbancias obtenidas para cada experimento se
observan en la figura 5.34. Posteriormente con la ecuacion de la curva patron, se
despejo la x que es la concentracion de PINO no encapsulada de los dos ensayos

realizados.
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_y—0.135
X = 753677

Se hizo una correccién por volumen y asi se obtiene el porcentaje que no se

encapsuld y haciendo una diferencia se obtiene el porcentaje de encapsulacion.

YEE [PINO]total — [PINO]no encapsulada 100
= *
° [PINO]total

Los resultados se reportan en la tabla 5.17, en la cual se puede ver que entre
periodos mas largos de tiempo de centrifugacion se van precipitando mas los
liposomas. En la tabla 5.16 se observa como va pasando el sobrenadante de mas
turbio a menos, esto es mas evidente de 2 horas a 4 horas 30 min. Después de
transcurridas 7 horas de centrifugacion, a simple vista no se ve un cambio pero al
hacer la medicién de absorbancia, la sefal va disminuyendo, y por lo tanto la
cantidad de PINO en el sobrenadante. Como no se vio un cambio significativo ni
visualmente ni en la medicion de absorbancia se dejo de centrifugar.

Utilizando este método, las eficiencias de encapsulacién son congruentes con las
cantidades afadidas de PINO al sistema. Transcurridas 7 horas se logra precipitar
gran cantidad de liposomas sin afiadir sustancias ajenas a él como en el método
que utiliza protamina.

Este método se ve limitado debido a que después de transcurrido un tiempo los
liposomas se vuelven a suspender. Al no estar completamente separados los
liposomas del sobrenadante, se pueden cometer errores de medicién, pues
depende de donde se tome la alicuota, debido a que la concentracion es diferente
en la superficie del sobrenadante, en el bulto o en la interfaz. Los periodos de
tiempo de centrifugacion son muy largos, éstos podrian ser mas cortos utilizando

una ultracentrifuga.
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Tabla 5.16 Imagenes

centrifugacion del sistema liposomal de DPPC: PINO.

de las fracciones después de 2, 4:30 y 7 horas de

Después de 2 horas Después de 4horas 30

minutos

Después de 7 horas

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Absorbancia

280 300
Longitud de onda (nm)

200 220 240 260 320

Abs después de 2 horas centrifugado

abs después de 7 horas centrifugado

340 360 380 400

abs después de 4 horas 30 min centrifugado

Figura 5.34 Absorbancias obtenidas después de 2, 4:30 y 7 horas de

centrifugacion de DPPC: PINO.

Tabla 5.17 %EE de los dos ensayos realizados por centrifugacion.

Horas %EE; %EE, %EE promedio
2 29.28 29.04 29.16 £ 0.17
4: 30 50.24 59.68 54.96 + 6.67
7 65.13 68.87 67.00 £ 2.64
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Una vez que ya se habian determinado las condiciones de precipitacion. Se aplicé
el mismo método para el liposoma de DPPC: PINO: CHOL y sistemas
liposomales de DPPC con diferentes concentraciones de PINO.

Tiempo de centrifugacion: 7 horas.

Revoluciones por minutos: 15000 rpm.

Temperatura: 25 °C.

En la Tabla 5.18 se resumen los porcentajes de encapsulacion para tres sistemas
liposomales con diferentes concentraciones de PINO, donde a mayor
concentracion, se puede ver que el porcentaje de encapsulacion aumenta. Como
se demostré con DSC al agregar mas concentracion de PINO al liposoma, se
refuerza el empaquetamiento entre las mismas moléculas, por lo tanto mas
moléculas se incorporan a la bicapa lipidica. Se logré encapsular mayor cantidad
de PINO al agregar CHOL, debido a que aumenta la hidrofobicidad del liposoma,
favoreciendo la capacidad de encapsulacion. [37, 38]

Tabla 5.18 %EE de PINO en sistemas liposomales por el método de

centrifugacion.

Sistema liposomal Concentracion %EE; | %EE>; | %EE promedio
PINO (mg mL™)

DPPC: PINO: CHOL. |0.624 91.82 9254 [92.18+0.51
DPPC: PINO 1 0.222 84.61 85.87 |85.25+0.89
DPPC: PINO 2 0.141 50.16 49.83 |49.99+0.23
DPPC: PINO 3 0.102 35.89 36.80 |36.35+0.65

5.6.3 Método de precipitacion de liposomas con un agente coagulante

(protamina) para determinar %EE.

Para determinar la cantidad de protamina que se necesitaba para hacer precipitar
los liposomas se hicieron conglomerados de liposomas al agregar 20 yL de un

agente coagulante (protamina), posteriormente para sedimentar estos
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conglomerados se centrifugaron por 6 min a 15000 rpm y 25 °C. En la figura 5.35

se puede apreciar la precipitacion de los liposomas.

Figura 5.35 Precipitacion de liposomas con protamina.

Después se tomo una alicuota del sobrenadante de 50 uL y se diluyeron en 950
ML de etanol y se midié la absorbancia. Una vez que el equipo lanzé la
absorbancia a una longitud de onda de 290 nm (figura 5.36), se agregaron otros
20 uL de protamina para precipitar mas liposomas y se tomé una alicuota como se
menciond anteriormente. Se obtuvo el espectro de absorbancia (figura 5.36) y se
puede ver que el valor de la absorbancia a 290 nm disminuye, demostrando que a
mas cantidad de protamina, precipitan mas liposomas. Sin embargo se puede ver
que aparece una segunda sefial a 330 nm. Esperando que la adicibn de mas
protamina precipitara mas liposomas se agregaron 50 uL de protamina y se siguio
con la misma metodologia, pero esta vez en lugar de disminuir la absorbancia a
290 nm, sefal atribuida a la PINO, esta sefial se ensanch@, teniendo un rango
mayor de longitud de onda dificultando la seleccion de un maximo asociado a este
punto. La sefal a 330 nm crecio (figura 5.36). Por lo tanto hay una cantidad limite
de protamina a la cual no se pueden precipitar mas liposomas, porque ocurre una
interaccién en el sistema [38, 39]; cambiando de color la disolucién y como
consecuencia el desplazamiento de la absorbancia, por lo tanto la cuantificacion

de PINO ya no es posible.
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Figura 5.36 Absorbancias obtenidas al agregar diferentes volumenes de

protamina al sistema liposomal de DPPC: PINO.

Tomando en cuenta las determinaciones anteriores, se decidio fijar la metodologia
de la siguiente manera: agregar 20 uLde protamina al sistema de estudio, y tomar
alicuotas de 50 pL para diluirlas en etanol, ya que al agregar esta cantidad soélo
aparece un pico claro en 290 nm. Las condiciones para la determinacién de % EE

para diferentes concentraciones de PINO son las mismas.

Tiempo de centrifugacion: 6 min.
Revoluciones por minutos: 15000 rpm.

Temperatura: 25 °C.

Las absorbancias para cada sistema liposomal se reportan a continuacién en la
figura 5.37. Para determinar el %EE se realizaron correcciones por volimenes
debido a las disoluciones en etanol, extrapolaciones en la curva patron de PINO y

diferencias debido a que la sefial brinda la cantidad de PINO no encapsulada.
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Figura 5.37. Absorbancia de pinocembrina no encapsulada en el sistema
liposomal, DPPC: PINO 1, DPPC: PINO 2 y DPPC: PINO 3 por el método de

protamina.

En la tabla 5.19 se reporta el %EE para cada sistema y se puede observar que no
hay una tendencia en la determinacién, debido a que la disolucion se torna de un
color amarillo, dificultando la cuantificacion de una manera significativa y no
precipita la mayor cantidad de liposomas, sin contaminar la sefial de absorbancia.
Las ventajas de este método son que el tiempo de centrifugacién es corto y que
una vez precipitados los liposomas, éstos no se vuelven a suspender. Sin
embargo, las interacciones que ocurren en el sistema al estar en contacto con la

protamina, hacen que no sea el mejor método para obtener el % EE.

Tabla 5.19 %EE de PINO en sistemas liposomales precipitados con Protamina.

Sistema liposomal Concentracion % EE

PINO (mg mL™)

DPPC: PINO 1 0.222 67.47
DPPC: PINO 2 0.141 90.86
DPPC: PINO 3 0.102 78.76
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5.6.4 Método con filtros Amicon® Ultra para determinar %EE.

Los filtros Amicon® Ultra proporcionan una ultrafiltracion rapida, con la capacidad
de alta concentracion y una facil recuperacion del concentrado. En este caso los
liposomas son los que concentramos en la membrana y la solucién es la que se
midi6 realizando diluciones en etanol como en los casos anteriores. Las
condiciones para la determinacién de % EE para diferentes concentraciones de
PINO son:

Tiempo de centrifugacion: 25 min.
Revoluciones por minutos: 15000 rpm.

Temperatura: 25 °C.

En la figura 5.38 se presenta al filtro utilizado, al cual tiene la capacidad de 500 uL

con un tamafio de poro de 10 kDa, Los resultados se muestran a continuacion.

———

| P
29
} ds

®

Figura 5.38 Filtros Amicon® Ultra

En la tabla 5.20 se resumen los %EE utilizando los filtros Amicon® Ultra, se puede
ver que los porcentajes de encapsulacion son mayores al 90%,
independientemente de la cantidad de PINO que se le agregue al sistema
liposomal. En el caso del DPPC: PINO: CHOL 2, se obtuvo un porcentaje de
encapsulacion del 98.36 %, esta encapsulacion fue mejor, confirmando una vez

mas que la incorporacion de CHOL al sistema aumenta la hidrofobicidad de la
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bicapa lipidica, permitiendo que mas moléculas de PINO sean atrapadas en ésta.

Este método de encapsulacion es el mejor debido a que no altera la estructura ni

composicién del liposoma, sin alterar la absorbancia de la muestra (figura 5.39). El

tiempo de centrifugacion es corto y los liposomas se separan por completo de la

fase donde hay PINO sin encapsular, por lo que la medicion es confiable.

0.9

0.7

0.5

Absorbancia

0.3

o4 o) 220

Abs DPPC: PINO: CHOL2

220 260 280 300 320
Longitud de onda (nm)

e Abs DPPC: PINO 4

360 380 400

Abs DPPC: PINO 5

Figura 5.39 Absorbancia de pinocembrina no encapsulada en el sistema
liposomal, DPPC: PINO 4, DPPC: PINO 5 y DPPC: PINO: CHOL 2 con filtros

Amicon® Ultra.

Tabla 5.20 %EE de PINO en sistemas liposomales con filtros Amicon® Ultra.

Sistema liposomal Concentracién PINO (mg mL™) | %EE
DPPC: PINO 4 0.332 95.12
DPPC: PINO 5 0.464 94.83
DPPC: PINO: CHOL 2 | 0.637 98.36
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6 Conclusiones.

Se incorporé pinocembrina en la bicapa lipidica de liposomas de DPPC. La
incorporacion de PINO en bajas concentraciones hace que las temperaturas de
transicion de fase se desplacen a temperaturas mas bajas y a concentraciones
altas ocasiona que se separe el liposoma en dos fases, llamados dominios, un
dominio-rico en PINO y otro dominio-pobre en la misma. El sistema liposomal de
DPPC: PINO: CHOL es el mas estable; ya que tuvo los parametros
termodinamicos més favorables. La estabilidad también se vio reflejada en el
valor de potencial Z méas lejano de cero de todos los sistemas liposomales
formados y estuvo en suspension estable por 20 dias. Los tamafios de particula
de todos los sistemas formados fueron cercanos a 100 nm con dispersiones
pequefias, lo cual se pudo demostrar por DLS, TEM y SEM. Se demostré que los
liposomas son esferoides y unilamelares por medio de SEM y TEM. Se determind
la eficiencia de encapsulacion, por tres métodos, centrifugacion, protamina y
utilizando filtros Amicon® Ultra siendo este udltimo el mejor método para
determinarlo. Se demostré que la incorporacion de CHOL al sistema liposomal de

DPPC hace que tenga una mayor capacidad de encapsular PINO.
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