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1 Introduccioén

La nanotecnologia es el estudio de fabricacion de estructuras en dimensiones de
nanémetros por su prefijo “nano” que significa pequefio (10~°m), con esta nueva

tecnologia se pueden elaborar diversos dispositivos. (Maubert, M)

La nanotecnologia farmacéutica es el desarrollo de componentes funcionales que
se integran en una arquitectura la cual cumple con multiples funciones, por ejemplo,
diagnoéstico del cancer, administracion de farmacos a un tejido especifico, y la

localizacion de tumores. (Villafuerte, R).

La nanotecnologia en farmacia se usa para la prevencion, diagnéstico de
enfermedades, asi como la vehiculizacion de diversos farmacos que no pueden
llegar a su sitio de accion sin modificaciones y tener una funcionalidad en el

organismo humano (Villafuerte, R).

Este trabajo se enfoco en el estudio de los liposomas estos son sistemas vesiculares
que fueron obtenidos por primera vez por el biofisico britanico Bangham en 1960.
(Barry, BW 2001). Desde entonces sus caracteristicas llamaron la atencién y se
utilizaron como una estrategia para mejorar la administracion de farmacos. Sin
embargo, no fue hasta inicios de los afios ochenta cuando se publicaron por primera

vez resultados que mostraban su valor potencial como sistemas de liberacion.

Estos sistemas de liberacion tienen ciertas ventajas en comparacion de las otras
formas de administracion de farmacos, por ejemplo, evitar al sistema inmunolégico,
atravesar barreras que el cuerpo utiliza para evitar la penetracion de sustancias
extrafias. Para la elaboracién de liposomas se utiliza como componente principal la
Fosfatidilcolina, por eso estos sistemas pueden atravesar membranas bioldgicas

pues también estas barreras estan compuestas por fosfolipidos.

El estrés oxidativo es causado por una excesiva produccion de radicales libres que
no puede ser contrarrestado por el sistema antioxidante, entonces en realidad el
medio ambiente, tabaquismo, etc. Provocan el aumento de radicales libres lo que

da como consecuencia el estrés oxidativo.

11
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Los radicales libres son moléculas que tienen un electron desapareado en su orbital
mas externo, la funcién del glutation es donar un electrén y poder neutralizar los

radicales libres para evitar el dafio celular.

2 Marco Teorico

2.1 Estrés oxidativo

En el periodo de 1956 -1966 la Doctora Rebeca Gerschman estaba realizando una
investigacion sobre la toxicidad del oxigeno en el cual formul6é una teoria de “Un
aumento de la presion parcial del oxigeno o una disminucién de las defensas
antioxidantes llevan igualmente a dafio celular’. Afios mas tarde el Doctor Helmut
Sies con diversas ideas elabord un concepto ideal para estrés oxidativo, “situaciéon
de desequilibrio como un aumento de oxidantes o con una disminucién de
antioxidantes” (Sanchez J. 2010).

La oxidacion es un proceso natural, donde se presenta una pérdida (electrones)
relacionada con el proceso que conocemos como reduccién. Pero esta oxidacion
es de gran importancia para la vida, ya que gracias a ella se puede patrticipar en los
diversos procesos de obtencion de la energia que necesitan nuestras células. Sin
embargo, cuando existe un exceso de esta oxidacion aparece lo que se conoce

como estrés oxidativo (EO).

La exposicidbn a contaminantes, medio ambiente, estilo de vida y situaciones
patolégicas, pueden generar exceso y acumulacién de radicales libres (RL),
resultando en el establecimiento de estrés oxidativo. Como dijo Heréaclito de Efeso
«Ta TTAvTa péei» (ta panta réei) “todo fluye, nada se detiene”. De la misma forma el
oxigeno molecular, clave de la vida en nuestro planeta, fluye a través de nuestro
organismo y sus multiples organelos generando un elevado nimero de reacciones
quimicas, constituyéndose en la piedra de boveda de los procesos de oOxido-
reduccion en distintas estructuras biologicas. El estrés oxidativo se ha relacionado
con el envejecimiento y enfermedades cronicas, promoviendo un alto indice de

mortalidad en los ultimos afios. Los antioxidantes son compuestos que impiden los
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procesos de oxidacion por lo tanto retrasan o previenen el estrés oxidativo.

TABLA 1. ESPECIES REACTIVAS. MODIFICADO DE: HALIWELL B. (2006). REACTIVE SPECIES

AND ANTIOXIDANTS. REDOX BIOLOGY IS A FUNDAMENTAL THEME OF AEROBIC LIFE. PLANT

PHYSIOLOGY.

ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO

*Superoéxido: Oz —
*Hidroxilo: OH
*Hidroperoxilo: HO2
«Carbonato: COs3 —
*Peroxilo: RO2
*Alcoxi: RO
*Radical de diéxido de carbono: CO2

*Oxigeno de orbital unico

ESPECIES REACTIVAS DE CLORO

«Atomo clorinado: Cl

ESPECIES REACTIVAS DE
NITROGENO

«Oxido nitrico
*Didxido de nitrégeno

*Radical nitrato

13

ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO

*H202
«Acido hipobromoso: HOBr?
+Acido hipocloroso: HOCIP
*Ozono: O3
«Oxigeno de orbital Unico. O2 -1
*Perdxidos organicos: ROOH
«Peroxinitrito: ONOO-
«Peroxinitrato: O2NOO

*Peroxomonocarbonato: HOOCO: 2

ESPECIES REACTIVAS DE CLORO

+Acido hipocloroso: HOCIb
*Nitrilo clorado: NO2 Cl®
*Dioxido clorinado: ClO2

*Cloraminas

ESPECIES REACTIVAS DE
NITROGENO

<Acido nitroso
*Cation nitrosilo

*Anidn nitroxi
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*Tetréxido dinitrogenado
*Trioxido dinitrogenado

*Peroxiacetill nitrato

2.1.1 Radicales Libres

Para poder entender mejor lo que es el estrés oxidativo conoceremos que son los
radicales. Un radical libre es un atomo o molécula con uno o mas electrones no
apareados en el ultimo orbital con capacidad de neutralizarse entre si y que al
reaccionar con Oz forman radicales tipo peroxilo, capaz de reaccionar con multiples

biomoléculas a través de su oxidacion.

Los radicales libres contienen uno o més electrones impares, con capacidad de

neutralizarse entre si y que al reaccionar con 02 forman radicales tipo peroxilo.

Dentro de este concepto general, las formas reducidas del O, se denominan

especies reactivas de oxigeno ERO; en las que se incluyen radicales libres y

peréxido de hidrogeno.

Los efectos benéficos de las ERO se presentan a bajas concentraciones,
participando en diferentes funciones fisioldgicas de la célula; como defensa contra

agentes infecciosos y sistemas de sefializacién celular (mitosis) (Sanchez, V, 2013).

14
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ESTRES OXIDATIVO

Célula Célula atacada Célula con
normal por radicales libres estrés oxidativo

ILUSTRACION 1. SIMULACION DEL PROCESO DE ESTRES OXIDATIVO EN UNA CELULA.

En contraparte, el efecto dafiino de los radicales libres en los sistemas biolégicos
produce estrés oxidativo (EO) generado por la deficiencia de antioxidantes e

incremento de las especies reactivas de oxigeno (ERO).

El estrés oxidativo (EO) es el resultado de reacciones metabolicas que utilizan O, y

representa una alteracion en el equilibrio oxidante/reductor en los sistemas vivos
con capacidad de oxidar biomoléculas (lipidos, proteinas, ADN) e inhibir su
estructura y funcion normal. Por lo anterior, es importante resaltar que el equilibrio
entre los efectos benéficos y perjudiciales de los radicales libres es un aspecto muy
importante para los organismos vivos, el cual se logra mediante mecanismos de
“regulacion redox” que protegen a los organismos vivos del estrés oxidativo (EO),
manteniendo el control del estado redox a través de los antioxidantes (AOX) y

secuestrar radicales libres (RL) (Sanchez V. 2013).

Hay una serie de procesos patoldgicos atribuibles razonablemente al ataque de
radicales libres (RL), al menos estarian implicados en algunas de sus fases o
secuencias bioquimicas, por ejemplo. Envejecimiento, enfermedades

cardiovasculares y deficiencias de vitamina E etc.

15
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Cada vez que respiramos, 20% de lo que inhalamos es oxigeno. El oxigeno es una
molécula esencial que pasa del aire en los pulmones a los globulos rojos en la
sangre. Los globulos rojos transportan el oxigeno a cada célula de nuestro cuerpo.
Asi, el oxigeno proporciona vitalidad a las células al crear la energia necesaria para
que las células funcionen (Myra, Marie. 2012).

El oxigeno presente es fundamental para la vida, pero ya que es demasiado toxico
en concentraciones muy elevadas debido a su alta reactividad pueden existir
perturbaciones entre las sustancias pro-oxidantes y antioxidantes lo cual genera
estrés oxidativo; esto cuando hay un desequilibrio en nuestras células, ya que no
hay un balance éxido-reduccién existe un aumento de radicales libres o ERO
(especies reactivas de oxigeno). La alteracidn de este balance puede tener diversos
grados de magnitud cuando es leve el mismo organismo ayuda a combatirlo con los
antioxidantes y restablecer el balance principal; cuando ya hay un estado grave esto
ya no basta con el mecanismo de defensa y se originan alteraciones en el
metabolismo celular por ejemplo el rompimiento de ADN Yy la peroxidacion lipidica
(Avello, M 2006).

El estrés oxidativo puede ser reversible o irreversible todo esto depende de las
condiciones del organismo, asi como el tiempo en el que esté sometido a este
estrés, de los antioxidantes, la edad, la alimentacion que lleve cada uno ya que
existen ciertos alimentos altos en antioxidantes y también depende de la genética
individual (Dorado, C 2003).

El proceso de oxidacion crea radicales libres en nuestras células, llevandose a cabo
reacciones en cadena, causando el dafio oxidativo. La fuente principal de los

radicales libres son mitocondrias, peroxisomas entre otras (Justo, R 2002).
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Estrés oxidativo

Célula normal Célula atacada por 2 3
(Destruccion de célula)

radicales libres

ILUSTRACION 2. EFECTO DE LOS RADICALES LIBRE SOBRE LAS CELULAS (CASANOVA M,
2015).

Los radicales libres también son generados por factores como la contaminacion
ambiental, la exposicién a radiaciones ionizantes, el tabaco, los medicamentos, los
aditivos quimicos en alimentos procesados y algunos xenobiéticos como pesticidas,

herbicidas y fungicidas.

Antioxidante Radical libre

electréon

ILUSTRACION 3. FUNCION DE LOS ANTIOXIDANTES PARA COMBATIR EL ESTRES
OXIDATIVO (DoLz E, 2019).

La causa del estrés oxidativo depende de diversas situaciones como el medio
ambiente, la radiacién ultravioleta ha ido en aumento en los ultimos afios

provocando diversas enfermedades asociadas al estrés oxidativo, si la dieta que se
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consume no es alta en antioxidantes afecta al organismo por lo cual no se podra

evitar la produccién de radicales libres.

Radicales libres

Estrés
oxidativo

ILUSTRACION 4. EQUILIBRIO DE ANTIOXIDANTES CON RADICALES LIBRES
(TREMELLEN, 2008).

Como se observa en la ilustracién 4 debe existir un equilibrio entre los antioxidantes

y los radicales libres para evitar dafios al organismo.

Alimentos Causas del estrés
energéticos

oxidativo

MAPA 1. CAUSAS DEL ESTRES OXIDATIVO.

En el mapa No. 1 se muestran algunas causas que pueden provocar estrés

oxidativo.
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2.2 Enfermedades relacionadas al estrés oxidativo

Existen diversas enfermedades que estan relacionadas con el estrés oxidativo que
pueden ser relacionadas al medio ambiente o intracelular, y estas afectan a una
gran variedad de funciones fisiologicas y participan en el desarrollo de

enfermedades de tipo crénico degenerativas (Sanchez, Vicente. 2013).

Los dafios son debidos a un ataque incontrolado a la integridad de moléculas
celulares importantes, por ejemplo, proteinas, grasas, carbohidratos y acidos
nucleicos de la célula. Con el paso del tiempo el dafio acumulado destruye la funcién
celular para después expandirse al exterior y afectar tejidos y érganos, acelerando
el proceso de envejecimiento y, en ultima instancia manifestarse a través de alguna
forma de enfermedad degenerativa.

Como se menciond anteriormente, en condiciones metabdlicas normales existe un
balance entre los radicales libres y los sistemas de defensa, los antioxidantes y
reparacion del dafio (Elejalde, J 2001).

La mitocondria se considera la generadora de energia central de la célula, ahi es
donde se lleva a cabo el proceso de oxidacion, se ha investigado que los radicales
libres generados en la mitocondria pueden producir un dafio a la membrana interna
del organelo, a los componentes de la cadena de transporte de electrones y al ADN
mitocondrial, de esta forma al dafiar a la mitocondria, no solo produce menos ATP
sino que también incrementa la produccion de ERO y causa un dafo oxidativo a la
mitocondria (Fainstein, M. 2008).
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Estrés oxidativo

|

Antioxidante

Muerte celular \

Apoptosis o >
necrosis Generacion de

oxidantes
Dafio de ADN
nuclear y
mitocondrial

Células con
produccién de
energia deficiente
envejecimiento

MAPA 2. CIRCULO VICIOSO DEL DANO POR ERO Y EL ENVEJECIMIENTO.

Son muchos los procesos patologicos implicados, asi como mdltiples los
descubrimientos llevados a cabo por diferentes grupos de investigacién, por ello
sélo es posible recoger unos breves comentarios de algunos de estos procesos
patolégicos mas significativos.
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ESTRES OXIDATIVO
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MAPA 3. FACTORES QUE INFLUYEN AL ESTRES OXIDATIVO.

Existe una gran variedad de enfermedades que estan relacionadas al estrés
oxidativo, en la siguiente tabla se mostraran algunas enfermedades, su alteracion y

su relacion con el glutation.

TABLA 2. RELACION ENTRE ENFERMEDADES Y GSH. MODIFICADO DE: (MARTINEZ, J. (2011).

EL GLUTATION Y SU ASOCIACION CON LAS ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS, LA

ESQUIZOFRENIA, EL ENVEJECIMIENTO Y LA ISQUEMIA CEREBRAL).

PATALOGIA ALTERACION RELACION DE GSH
Céancer Estado persistente de Aumentan los niveles de
estrés oxidativo. GSSG plasmatico por
Aumento de la aumento de la actividad
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concentracion de ROS.

mitotica tumoral.

Ateroesclerosis

Aumenta la apoptosis

Aumenta la sintesis de

GSH para proteger a las

celular células del estrés
oxidativo
Aumenta la Disminuye la

concentracion de ROS

concentracion de GSH ,

Malnutricién que dafan la membrana | la velocidad de sintesis
celular; se produce de GSH.
edema y hay subfuncion
hepatica e inmune.
Alcoholismo Aumenta la generacion Disminuye la
de ROSyla concentracion de GSH
susceptibilidad del estrés mitocondrial
oxidativo Disminuye la actividad
Alteraciones a nivel enziméatica de metil
mitocondrial. adenosil-transferasa
SIDA Incremento de procesos Disminuye la

oxidativos Se
desconocen los
mecanismos que alteran
la homeostasis del GSH.

concentracion de GSH
en hematies y en plasma
Disminuye la velocidad
de sintesis de GSH
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2.2.1 Envejecimiento

El envejecimiento es un fendémeno bioldgico inevitable que se relaciona con el
decaimiento o la pérdida de las capacidades fisiologicas y bioquimicas del
organismo. Existen estudios que describen diferentes teorias del envejecimiento del
organismo, las teorias celulares relacionan los cambios que se producen en los
elementos estructurales y funcionales de las células como las mitocondrias con el
paso del tiempo; todo esto por influencia de los factores ambientales (Martinez, J.
2011).

La teoria mas aceptada es la de Denham Herman en 1956 la cual dice que el
envejecimiento es el resultado de la acumulacion de dafio oxidativo en las

biomoléculas, principalmente ADN, a lo largo de la vida de un organismo.

Segun Harman, el envejecimiento se produce cuando las células se ven sometidas

a los dafios generados por el ataque constante y vitalicio de los radicales libres.

2.2.2 Cancer

Es un proceso caracterizado por el crecimiento incontrolado de las células
cancerosas. Estudios han reportado los posibles mecanismos implicados en la
transformacién maligna inducida por los radicales libres, observando que la
deficiencia de enzimas antioxidantes desencadena alteraciones caracteristicas de

la transformacién celular.

Las células cancerosas producen grandes cantidades de peroxido de hidrégeno
(H202), que pueden causar dafio tisular y mutaciones, promoviendo asi el
crecimiento y la invasién tumoral. EI aumento de GSH en las células tumorales
pueden explicarse como resultado del aumento de la actividad mitética. EI cambio
en la tasa de la proliferaciéon es consistente con el camino en la concentraciéon
intracelular de GSH. Cuando las células tumorales proliferan, se producira mas

peréxido y ROS aumentard, por lo que el GSH se oxidara.
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El aumento de Glutation disulfuro en la sangre que acompafia el crecimiento tumoral
se puede atribuir a la oxidacién de GSH en los glébulos rojos y al aumento de la
liberacion de GSSG en diversos tejidos (Elejalde, J. 2001).

2.2.3 Dafo Hepatico

El Higado es esencial para mantener la homeostasia del organismo, este 6rgano se
encarga de eliminar o neutralizar las sustancias toxicas, produce agentes
inmunitarios para controlar las infecciones y elimina gérmenes y bacterias de la

sangre (Carrillo Esper 2011).

2.2.3.1 Enfermedad hepéatica alcohdlica

El etanol ejerce una toxicidad directa en el higado, 6rgano principal donde se lleva
a cabo el 95% de su metabolismo. Asociado con cambios en el estado redox y con
el estrés oxidativo. Los cambios en el estado redox estan mediados por la enzima
de alcohol deshidrogenasa (ADH), mientras que el estrés oxidativo es generado
principalmente por la actividad de los sistemas oxidativos microsomal del etanol

(MEQOS) y su enzima citocromo P450 2 E1 (CYPEL), la cual produce radicales libres.

El dafio causado por el estrés oxidativo en la Esteatohepatitis alcohdlica incluye
dafio mitocondrial, lo cual a su vez exacerba el estrés oxidativo, por lo que se

considera que el dafio mitocondrial es un componente importante en la enfermedad.

El estrés oxidativo causado por la induccién del CYP2EL y el dafio mitocondrial da

como resultado la peroxidacion de lipidos y la alteracion membranal.

Ademas, el acetaldehido producido por la oxidacion del etanol tiene efectos téxicos,
inhibiendo la reparacién de las nucleoproteinas, disminuyendo la actividad de
enzimas y reduciendo la capacidad mitocondrial para reducir el oxigeno durante la

respiracion.

La oxidacion desacoplada de la mitocondria puede interferir con la oxidacion del
acetaldehido, y esto lleva a un circulo vicioso por la acumulacion progresiva del

acetaldehido y el aumento del dafio mitocondrial.
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El acetaldehido promueve la muerte celular abatiendo la concentracion de glutation
reducido(GSH), induciendo lipoperoxidacién, e incrementando los efectos toxicos
de los radicales libres. Al unirse a la tubulina de los microtubulos, el acetaldehido
bloquea la secrecion de proteinas. El incremento en las proteinas, los lipidos, el
agua y los electrdlitos, causa que los hepatocitos se agranden, una caracteristica

en la enfermedad hepatica alcohdlica (Fainstein, M 2008).

2.2.4 Esclerosis

La esclerosis lateral amiotrofica es una enfermedad que inicia en la edad adulta
media, se caracteriza por una degeneracion selectiva y progresiva de las neuronas
motoras inferiores de la médula espinal y de las neuronas motoras superiores en la

corteza cerebral.

Se sabe que el metabolismo de los aminoacidos excitadores esta alterado en los
pacientes de esclerosis lateral amiotrofica, dado que las concentraciones de
glutamato, aspartato y N-acetilaspartil glutamato estan elevadas en el liquido
cefalorraquideo y disminuidas en la médula espinal y la corteza motora, estos
cambios han sido interpretados como alteraciones en el transporte de glutamato, lo
gue produciria eventos neurodegenerativos asociados a dafio oxidativo a través de

sobreactivacion de receptores (Coyle JT, 1993).

2.2.5 Parkinson

La enfermedad de Parkinson es la neuropatia motora progresiva mas comun en las
personas de la tercera edad, esta se caracteriza por temblor y rigidez.
Histol6gicamente, este trastorno presenta una degeneracion selectiva de las
neuronas dopaminérgicas pigmentadas de la sustancia negra que proyecta sus
fibras hacia el caudado-putamen, se acomparfa de una marcada disminucion de los

niveles estriatales de dopamina (Beal MF, 1993).

Existen diferentes caracteristicas neuroquimicas de la enfermedad de Parkinson
gue implican un alto riesgo de ocurrencia de estrés oxidativo y nitrosativo. Entre
éstas destaca el aumento en la descomposicion de la dopamina producida por la

monoamino oxidasas (MAO), lo que resulta en una elevada formacién de H202,
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indicando asi los procesos metabdlicos controlados por la monoamino oxidasa
estas constituyen una fuente potencial de especies reactivas de oxigeno y de

nitrogeno.

En el cerebro de pacientes con este trastorno muestran niveles disminuidos de la
actividad de la Glutation peroxidasa GPx y del contenido de Glutation reducido GSH
en la sustancia negra, asi como el aumento en los valores de hidroperéxidos
lipidicos y bajas concentraciones de &cidos grasos poliinsaturados. Existen
alteraciones en la cadena respiratoria mitocondrial (Behl C, 2005).

Para poder combatir el estrés oxidativo existen sistemas de antioxidantes que

ayudaran a prevenir enfermedades o su vez ayudar a eliminar los radicales libres.

2.3 Sistema de Antioxidantes

Para combatir el efecto dafiino de los radicales libres, todos los organismos aerobios
cuentan con sistemas de defensa antioxidante, que incluyen diversas moléculas,
enzimas que previenen el dafio oxidativo. Los antioxidantes son la primera defensa

celular para combatir el estrés oxidativo.

TABLA 3. EJEMPLO DE OXIDANTES Y ANTIOXIDANTES.

Oxidantes Antioxidantes

Peroxinitrico Enzimaticos

Radical hidroxilo Superoxido dismutasas
Radical alquilo Catalasa

Radical Peroxilo Glutatién peroxidasa

Hidroperéxidos organicos

Oxigeno No enzimaticos
Perooxidantes Glutation reducido
Radical Superoxido Tocoferol
Peréxido de hidrégeno Ac. Ascorbico
Oxido nitrico
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Existen sistemas antioxidantes que trabajan mediante dos tipos de mecanismos que
permiten eliminar los excesos de las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno,

los de proteccion estequiométrica y la catalitica. (Tabla 2).

TABLA 4. SISTEMAS ANTIOXIDANTES.

ESTEQUIOMETRICA CATALITICA

Proteccion neutralizante por medio de | Proteccion catalitica se produce con
moléculas pequefas que inactivan una | enzimas que inhiben las reacciones de
o dos moléculas de especies reactivas. | oxidacion y evitan la formacion de
grandes cantidades de especies

reactivas.

Existe gran cantidad de compuestos antioxidantes, como enzimas, iones metalicos,
uratos y otras moléculas enddgenas, y moléculas exdgenas convencionales, como
son las vitaminas y los carotenoides, y no convencionales o menos conocidas
(Mates J M. 2009).

Los sistemas antioxidantes se pueden dividir en tres grupos; el primero es del grupo
de neutralizantes, que pueden eliminar la formacion de radicales libres, incluyendo
catalasa, glutation peroxidasa y glutation transferasa. El segundo es responsable
de inhibir los radicales libres y el tercer grupo es responsable de reparar el dafio de

los radicales libres en la membrana celular (Battino M. 2002).

2.3.1 Inhibitoria

La oxidasa del NADPH y el inhibidor de la sintasa del éxido nitrico, estas actian
modulando la actividad de las enzimas responsables de la produccién de especies

reactivas de oxigeno y nitrogeno (Battino M. 2002).
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2.3.2 Reductores o Neutralizantes

La dismutasa del superéxido, la catalasa y la peroxidasa del glutation, que actidan
catalizando las especies reactivas, pueden ser citosolicas o de membrana y
permiten controlar la producciéon de antioxidantes; caracteristicamente, usan como

cofactores oligoelementos como el zinc, el magnesio y el cobre (Battino M. 2002).

2.3.3 Reparadores

Actuan reparando el dafio que las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno

hayan podido causar al ADN celular o a las membranas; incluyen lipasas,

transferasas y proteasas (Battino M. 2002).

TABLA 5. COMPONENTES DEL SISTEMA ANTIOXIDANTE.

ENZIMAS ACCION ANTIOXIDANTE

*Dismutasa del superoxido
*Catalasa
*Peroxidasa de glutatién

*Tioredoxina

Remover radical superoxido
Convertir H202 a H20
Convertir H202 a H20
Convertir H202 a H20

Secuestradores de iones de metales
*Metalotioneina
*Fitoquelantes
*Transferrina

*Alblimina

Quelantes de cinc, cobre y hierro

Baja masa molecular
*Uratos (enddgenos)
*Vitamina C (exégeno)
*VVitamina E (ex6geno)

«Carotenoides (ex6geno)

*Fitoquimicos (ex6geno)

Recicladores de especies reactivas de

oxigeno y de nitrégeno
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En este trabajo se utilizé Glutatidbn que es un antioxidante que ayuda a combatir el

estrés oxidativo.

2.4 Glutatidon

El glutation es una molécula que participa en aspectos esenciales de la homeostasis
celular. Fue descubierta en 1888 por Joseph de Rey-Pailhade en Francia. Describio
que las células de levadura contenian una sustancia formada por sulfuro de
hidrogeno cuando eran trituradas en presencia de azufre. Joseph encontro la
sustancia en musculo, higado, cerebro, musculo de pecado y sangre (Meister
A.1988).

La estructura fue estudiada por Hopkings, quien propuso que se trataba de un
dipéptido formado por glutamato y cisteina y en 1921 lo nombré como Glutatién. En
1935 Harring y Mead describe la molécula quimica correcta como un tripéptido
(Sastre J, Pallardo 2005).

La molécula de glutation (GSH) es un antioxidante que puede participar en la
inhibicion enzimatica, reduccion de especies reactivas de oxigeno e inactivacion
xenobidtica, esta controla la permeabilidad de la membrana. Asi mismo, el
transporte de aminoacidos, actuar como una coenzima, interfiere con la apoptosis

celular y el proceso de sintesis de proteinas.

Esta molécula es un antioxidante celular esencial, que esta presente en todos los
organos Y tejidos, especialmente en el higado, donde se encuentran las mayores
concentraciones (Towsend D. 2003).

El GSH es un tripéptido hidrosoluble de bajo peso molecular, esta formado por tres
aminoacidos: acido glutdmico (glutamato), glicina y cisteina (Glu-Gly-Cys), se
conoce quimicamente como Glutation reducido como N-(N-L-gamma-glutamil-L-
cisteinil) glicina, con férmula molecular de Ci0H17N30OsS y peso molecular de
307.33g.mol.
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ILUSTRACION 5. ESTRUCTURA QUIMICA DEL GLUTATION REDUCIDO (FERNANDEZ, J.
2008).

2.4.1 Sintesis de glutation

La sintesis del Glutatién se lleva a cabo en el citosol de todas las células a partir de
aminoacidos precursores: glicina, cisteina y acido glutamico. A pesar de ser
sintetizado exclusivamente en el citosol, el GSH se encuentra distribuido en el

reticulo endoplasmatico, el ndcleo y la mitocondria.

2.4.1.1 Funciones del GSH en el organismo

2 GSH

GSH
Peroxidasa £
o0 5- transferasa 9 6

GSSH

GsH GSH .
peroxidasa reductasa 9

ROH + H,0

ILUSTRACION 6. FUNCION ANTIOXIDANTE DE GSH (DENZzOIN A. 2013).
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# El peréxido de hidrégeno formado por el metabolismo aerdbico es
metabolizado por la enzima Glutation (GSH) peroxidasa formando Glutation
disulfuro (GSSG).

¢ Glutation disulfuro (GSSG) formado en la reaccion anterior es reducido por
la enzima Glutation GSH reductasa utilizando NADPH como cofactor.

# Los peroxidos organicos formados pueden ser reducidos por Glutation (GSH)
peroxidasa.

# El Glutation disulfuro (GSSG) formado durante el estrés oxidativo que no
puede ser reducido a Glutation (GSH) es exportado de la célula para
mantener el equilibrio redox.

# Mantiene el balance redox en la célula y la protege del estrés oxidativo,
nitrosativo y de los reactivos electrofilicos.

# Actla como coenzima.

# Participa en procesos de detoxificacion.

# Controla la permeabilidad de membrana y el transporte de aminoacidos.

# Interviene en el proceso de sintesis de proteinas, ADN y ARN.

# Regula la formacién y el mantenimiento de la forma activa de las enzimas.

TABLA 6. CONCENTRACION DE GSH EN EL ORGANISMO HUMANO.

ORGANO CONCENTRACION MAS ELEVADA DEL
ORGANISMO PARA PROTEGER DE LA

FOTO-RADIACION

Higado 5-7 Principal 6érgano relacionado con la sintesis
del GSH. La excrecion biliar alcanza una

concentracion de 10 Mm.

Rifon 3 Donde mas GSH plasmatico se consume.
Corazon 2
Musculo 1-2 | Su concentracion varia segun el tipo de fibra
muscular.
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Globulos rojos 2 Concentracion correspondiente a GSH libre;

existe, ademas, una fraccion unida a

proteinas.

En la Tabla No. 6 se indican los lugares del organismo donde el GSH se encuentra
en mayor concentracion. Dentro de las células, el GSH se encuentran

principalmente en mitocondrias, reticulo endoplasmatico y nucleo.

Con el paso del tiempo las enzimas antioxidantes tienden a aumentar con la edad,
con el objetivo de compensar la disminucién del GSH hepético, pero con este
aumento no alcanza para que ejerza su funcién de secuestrar los radicales libres
generados, pues hay una pérdida de efectividad de las enzimas. Con la edad
también existe una disminucién de la sintesis proteica. Frente a una diferencia de
GSH se observa un aumento de especies reactivas de oxigeno, con el consecuente
dafo mitocondrial y celular (Palomero J. 2001).

En base alo anterior, en este proyecto se investigara la produccion de los liposomas
cargados de glutatién, se eligié que el glutation estuviera encapsulado en liposomas
ya que sus componentes son similares a la membrana celular por lo cual podra

ejercer su funcion y ayudar al organismo a combatir el estrés oxidativo.

El componente principal de los liposomas son los fosfolipidos, particularmente
fosfatidilcolina, la importancia de utilizarla es que pueda traspasar facilmente la

membrana celular.

2.5 Lipidos
Los lipidos son un conjunto de moléculas organicas que se caracterizan por la

presencia de una o varias cadenas hidrocarbonadas, que presentan uno o varios

grupos polares en un extremo de la molécula.

Son sustancias de los seres vivos que se disuelven en disolventes apolares como
el éter, el cloroformo y la acetona, y que no lo hacen apreciablemente en el agua.
Los lipidos cumplen funciones bioldgicas diversas; como funcidon energética,

estructural, de reserva y transportadora entre otras, los lipidos en funcion de su
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reactividad y al contenido de &cidos grasos se clasifican en saponificables; que
estos a su vez se dividen en simples como son los acidos grasos, acilglicéridos y
céridos, y los complejos que son los fosfolipidos y los glucolipidos; estos contienen
cadenas largas de acido carboxilico; y los no saponificables que son terpenos,
esteroides y prostaglandinas (Mckee y Mckee, 2003).

2.5.1 Fosfolipidos

Los fosfolipidos son los principales componentes de la membrana celular, estos
forman parte de los lipidos estructurales, tienen una caracteristica principal la cual
es su caracter anfilico, es decir, un parte de la molécula tiene afinidad por el agua y

la otra lipofilica afinidad a grasas.

Su estructura esté constituida por glicerina esterificada en el carbono 3 con un grupo
fosfato (glicerol-3-fosfato) y en los carbonos 1y 2 por acidos grasos. Son moléculas
anfipaticas, ya que poseen una region hidrofilica constituida por el grupo fosfato y
los sustituyentes se unen a é€l, y otra region hidrofébica formada por los acidos
grasos que esterifican a la glicerina. Esta estructura los hace idéneos para formar
la estructura de las membranas. Otra de las propiedades de los fosfolipidos (PLs)
es que pueden facilitar la estructura basada en bicapas que son la base estructural
de los liposomas, por lo cual son vesiculas esféricas con un comportamiento interno

acuoso.

2.5.1.1 Fosfatidilcolina

La fosfatidilcolina es uno de los principales constituyentes de las bicapas lipidicas
de las membranas celulares, por lo cual son muy utilizados ya que pueden atravesar

facilmente las membranas celulares.

También es muy uatil ya que tiene un costo muy bajo en comparacion a otros
fosfolipidos (PLs), su carga neta es neutra, tiene una gran biocompatibilidad.
También son utiles para una serie de mensajeros lipidicos y fuente para un gran
namero de lipidos bioactivos como, lisofosfatidilcolina, acido fosfatidico (Pubchem,
2017).
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Esta constituido por un esqueleto de glicerol que presenta el grupo hidroxilo (en
posicion 3) esterificado por el acido fosférico, el cual, a su vez se une a la colina
formando la cabeza polar de la molécula y, los otros dos grupos hidroxilo (en
posicion 1 y 2) esterificados por &cidos grasos cuyas cadenas hidrocarbonadas
constituyen la zona apolar de los fosfolipidos y le dan nombre.

Colina

j Grupo fosfato

Regién
hidrofilica

Glicero!{
R

PR

Region Cadena

hidrofébica de acido
graso

ILUSTRACION 7. ESTRUCTURA QUIMICA DE FOSFATIDILCOLINA (PARADA R, 2019).

Los liposomas de fosfatidilcolina presentan carga eléctrica negativa, si bien se
pueden incluir en su composicion lipidos que les confieran carga positiva (Zhanga,
2016). Cuando los lipidos empleados en la formacion de los liposomas
multilaminares tienen carga, la distancia entre las bicapas aumenta y es mayor la
cantidad de sustancia hidrosoluble encapsulada, debido al incremento en el

volumen acuoso.

2.6 Liposomas

Los liposomas son sistemas vesiculares que se descubrieron por primera vez por
Bandham en 1961 ahi se dio cuenta de que algunos lipidos formaban estructuras
membranosas cuando estaban en un medio acuoso, se dieron cuenta que con estos

sistemas membranosos podian mejorar la administracion de farmacos, pero no fue
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hasta los afios ochenta que se hicieron mas publicaciones y vieron su éxito en

sistemas de liberacion de farmacos.

Existe una gran variedad de liposomas en la mayoria se utilizan fosfolipidos, pueden
ser con la incorporacién de colesterol u otros componentes como el colato de sodio

para darle diferentes caracteristicas dependiendo de su funcion principal.

Los liposomas son estructuras micro o nanoscopicas consistentes en una o varias
esferas concéntricas de bicapas fosfolipidicas o lamelares que encierran

compartimentos acuosos (Navarro, 2002).

En los liposomas tiene tendencia natural a determinados tejidos y células, esto es
una cualidad muy importante ya que eso facilita la administracion y eficacia
terapéutica del farmaco. Estos poseen la capacidad de incorporar diferentes

solutos, tanto en la fase acuosa como en la lipidica, durante su formacion.

Medio acuoso

Cabeza hidrofilica )\ 1) WL
SAAARL

1A \
B \ N \
I'LY_I)_ O YOO L\"‘(f“."

Cola hidrofobica

Molécula de fosfolipido Bicapa lipidica

Liposomas

ILUSTRACION 8. ESTRUCTURA DE UN LIPOSOMA (LUZARDOA. 2009).

Los liposomas de acuerdo al principio activo que se va a encapsular dependera de
las caracteristicas fisicoguimicas de este mismo, ya que si son lipofilicas estas se
van a encapsular en las bicapas de los liposomas y si son hidrofilicas estaran en el
interior de los liposomas. Una de las ventajas de la utilizacion de estos sistemas es

que, de acuerdo a sus propiedades fisicas como la carga superficial, tamafio de
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particula, permeabilidad de la pared y capacidad de carga pueden ser muy facil de

manipular para mejores resultados.

CARGA HIDROFILICA CARGA LIPOFILICA

ILUSTRACION 9. ENCAPSULAMIENTO DE ACUERDO A SU CARGA (GARCIA M. 2015).

De acuerdo a cada una de las caracteristicas de los liposomas tienen baja toxicidad
y asi mismo brindan una gran proteccién al farmaco para que llegue al sitio de accion

correspondiente (lturbe, A. 2018).

2.7 Clasificacion de liposomas

2.7.1 Composicion

Los liposomas estan compuestos por una o varias bicapas de fosfolipidos que estan
dispersas en un medio acuoso. El diametro de cada vesicula dependera de las
propiedades fisicoquimicas de los fosfolipidos o el método de fabricacién (Sharma,
2010).

De acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas se pueden clasificar por su
composicién, como los fosfolipidos naturales son convencionales, los niosomas
utilizan fosfolipidos sintéticos por ejemplo el tween, los liposomas stealth que son
recubiertos por polimeros como el PEG y los liposomas catiénicos que son

fosfolipidos con carga positiva serian los tensoactivos (Alvarez A. 2015).
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Recublerto par antigenas

ILUSTRACION 10. TIPOS DE LIPOSOMAS (ALVAREZ A. 2015).

Con base a las caracteristicas morfolégicas se pueden clasificaren:
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2.7.2 Estructura

2.7.2.1 Tipos de liposomas

Existen diversos criterios para poder clasificarlos por ejemplo su tamafio y el nimero
de lamelas que conforman la pared de la estructura vesicular, también depende del
procedimiento por el que se han obtenido. En la Tabla 7 se puede observar la gran

variedad de liposomas que hay y su manera de elaborar.

TABLA 7. TIPOS DE LIPOSOMAS.

Por su tamafio y lamelaridad.

Abreviatura Nombre Tamaro

MLV Vesiculas multilamelares > 0.5 um

oLv Vesiculas oligolamelares 0.1-1 um

uv Vesiculas unilamelares Todos los rangos de
tamafios

SUV Vesiculas unilamelares pequefas 40-100 nm

LUV Vesiculas unilamelares grandes > 400 nm

GUV Vesiculas unilamelares gigantes >1 pum

MVV Vesiculas multivesiculares >1 um

Por su método de preparacion.

Abreviatura | Nombre

REV Vesiculas uni u oligolamelares obtenidas por evaporacion en fase

reversa

MLV-REV Vesiculas multilamelares obtenidas por evaporacion en fase

reversa
SPLV Vesiculas estables plurilamelares
FATMLV Vesiculas multilamelares obtenidas por ciclos repetidos de

congelacion/descongelacion

VET Vesiculas obtenidas por extrusion
LUVET Vesiculas unilamelares grandes obtenidas por extrusion
DRV Vesiculas obtenidas por deshidratacién/rehidrataciéon
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Por su comportamiento previsible

Liposomas convencionales

Liposomas de circulacion prolongada o stealth liposomas

Liposomas catidnicos

Inmunoliposomas

Vesicula unilamelar pequena (SUV) Vesicula unilamelar grande (LUV)

compartimento £}
acuoso &

compartimento acuoso

Vesicula multilamelar (MLYV)

bicapa compartimento acuoso

ILUSTRACION 11. DIFERENTES TIPOS DE VESICULAS: SUV O VESICULAS UNILAMELARES

PEQUENAS, LUV 0O VESICULAS UNILAMELARES GRANDES Y MLV O VESICULAS

MULTILAMELARES (RUANO M. 2013).

TABLA 8. VENTAJAS Y DESVENTAJAS (MLV, SUV Y LUV)

Tipo Ventajas Desventajas
Retencion volumen largo. | No tiene tamafo
Retencion adecuada | uniforme. Dificultar para

MLV Buena calidad. retener polimero.

sustancia.

Dificultar para entregar la
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SUV Retiene volumenes
Tamafio uniforme pequefios. Dificulta la
retencion de polimeros.
Se funde con otros

polimeros.

LUV Retiene polimeros. Gran | No tiene tamanfo
retencion de volumen. | uniforme.

Eficaz retenciéon

El tamafio de los liposomas es de suma importancia ya que su estabilidad y su
comportamiento fisico influyen importantemente en su tamafio y homogeneidad,
esto se ve relacionado a la disminucién en la encapsulacién, porque estos

pardmetros influyen en el comportamiento y su destino en la circulacion sanguinea.

2.7.3 Liposomas Ultraflexibles

Los liposomas ultraflexibles son vesiculas transportadoras, su principal
caracteristica es que tienden a deformarse y poder a travesar membranas mas

facilmente.

Estos sistemas transportadores de moléculas activas constan de un compartimento
acuoso rodeado de una bicapa lipidica. Se caracteriza por tener una elevada
flexibilidad gracias a la presencia de tensoactivos o surfactantes que reducen la
tensién superficial con el medio y aportan estabilidad a la formulacién. Los
tensoactivos son moléculas con alto radio de curvatura que desestabilizan la bicapa
de las vesiculas aumentando su deformabilidad facilitando la penetracion, ya que

pueden comprimirse hasta diez veces su diametro (Gupta et al., 2012).
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Los liposomas ultraflexibles son la primera generacion, los cuales incorporaron en
su estructura lamelar tensoactivo como colato de sodio (CS) y deoxicolato de sodio
(DCS) son los que le dan la propiedad de ser flexibles, con un grado de
deformabilidad de 5 en vesiculas de 100nm indicaria que podria pasar por un poro
de didmetro de 20nm.

Liposoma

Vesicula ultraflexible

convencional

o \O

Membrana Q

ILUSTRACION 12. DEFORMACION DE VESICULA (MALAKAR J. 2012).

Deformacidn

Formacidn de
liposoma

2.7.4 Liposomas cargados

La carga que tienen los liposomas se crea por un campo eléctrico que afecta
totalmente a su estructura de la bicapa de fosfolipidos, asi mismo, a su fluidez o al

transporte de moléculas a través de la membrana.

Esta carga superficial es sumamente importante ya que es la que les da estabilidad
coloidal a los liposomas ya que los procesos de agregacion y fusion de estas estan

controlados.

2.8 Métodos de fabricacion

La eleccion de métodos de fabricacion de liposomas es de suma importancia ya que
depende absolutamente de las caracteristicas fisicoquimicas. Esto comienza desde

la fase experimental ya que para elegir el adecuado, no depende solo de una buena

41



42 |Pagina

formulacion con buena actividad y estabilidad, si no también es importante que sea

factible y trasladable, asi como, que el precio sea razonable.

Al elegir el proceso adecuado de la fabricacion de liposomas debe ser sencillo,

estandarizado, reproducible y bajo costo.

Existen diversos procesos de fabricacion que van a depender de las caracteristicas
fisicoquimicas que se quieren obtener de los liposomas, pueden ser diferentes como
SuUV, LUV y MLV.

Al seleccionar cada uno de los componentes y el método de preparacién adecuado
se deben considerar diversos factores y determinadas caracteristicas de los

liposomas, y se debe considerar lo siguiente:

# A mayor concentracion de lipidos una mayor proporcion de la fase acuosa
encapsulada.

# Lavida media de los liposomas incrementa cuando aumenta la dosis de lipido

# El indice de encapsulacion es mas elevado cuanto mas lentamente se realice
la hidratacion

# Otro factor importante es la eleccién del lipido, estos deben tener una
temperatura de transicion facilmente alcanzable, ya que hay diversos
métodos que pueden elevar su temperatura corporal, (por ejemplo, la zona
cancerigena), con la cual se logra que solo en la zona afectada se libere el
principio activo, y asi, no serd nocivo en otras zonas corporales. (PONS,
1995).

Por lo cual, considerando todos estos factores se eligieron los componentes

adecuados para una buena formulacion.

2.8.1 Liposomas plurilaminares (MLV)

Es uno de los métodos mas conocidos, fue desarrollado por Bangman en 1974, este

consta de diferentes etapas:

A) Mezcla de fosfolipidos con el resto de los componentes de la pared

lipidica, estos son solubilizados con un disolvente organico volatil.
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B) En el matraz en donde se mezcla todo, se forma una capa de fosfolipidos
por evaporacion a vacio del disolvente,
C) La hidratacion consta de agregar la mezcla al matraz y dejar en agitacion

ligera para la formacion de suspensiones de liposomas.
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2.8.2 Liposomas unicorpartimentales microvesiculares (SUV)

Este tipo de vesiculas se obtiene, principalmente por lo métodos denominados
irradiacion con ultrasonidos, inyeccion de una solucion de etanol, eliminacion del

detergente y por extrusion a alta presion (Puissieux, Delattre, 1985).

2.8.2.1 Ultrasonidos

Es una de las técnicas mas frecuentes y mas utilizadas y permite la obtencién de

vesiculas, homogéneas en dimensiones rodeadas por una sola capa.

Las frecuencias mas empleadas en los dispositivos de sonicacién son del orden de
20 KHz. La principal accion de los ultrasonidos a una temperatura de inferior a la
critica de los lipidos, entrafia la formacién de vesiculas inestables, altamente

permeables (Kreuschner, 1986).

2.8.2.2 Inyeccion
Este método consiste en cuatro fases, es una solucion tamponada, de una solucion
etandlica que contiene el fosfolipido y los otros constituyentes de la pared (Batzri,
Korn. 1976).
# Disolucion de los componentes de la pared, regularmente se utilizan
concentraciones de 20 a 40 micromoles de fosfolipidos por mL.
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# La solucion alcohdlica es inyectada rapidamente con la ayuda de una jeringa,
en una solucion tamponada, donde se forman espontaneamente las
vesiculas unilaminares.

# La solucién es concentrada por ultrafiltracion.

# La solucion es sometida a dialisis para la eliminacién de alcohol.

2.8.2.3 Eliminacion del detergente

Otra técnica ampliamente utilizada es la de eliminacion de un detergente. El
principio del método consiste en la dispersién de los fosfolipidos en agua por
formacion de micelas mixtas utilizando agentes tensoactivo, por ejemplo,
tensoactivo, calatos etc.

Este método se realiza posteriormente por centrifugacion, dialisis o filtracion a través
de geles.

La eliminacion se efectia a velocidad constante y de forma reproducible, se
obtienen poblaciones homogéneas con tamarfos entre 20 y 100 nm (Maierhofer,
1988).

2.8.2.4 Extrusion a alta presion

Este método consiste en que a través de unos filtros de tamafio pequefio de poro
poder reducir los liposomas. Es aplicable a grandes volumenes de dispersiones

lipidicas con alta concentracion.

2.8.3 Liposomas unilaminares macrovesiculares (LUV) y
vesiculas obtenidas por evaporacion en fase reversa
(REV)

2.8.3.1 Infusion de éter

Este método consiste en inyectar una solucion etérea de los fosfolipidos en otra

acuosa del agente activo a la temperatura de 55-66 °C, una vez eliminando el
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disolvente por evaporacion, se obtiene una poblacién heterogenias de LUV. (Martin.
K 1981).

2.8.3.2 Evaporacion en fase reversa

Es un método en el que se disuelven los fosfolipidos en un disolvente orgénico, al
que se adiciona la solucion acuosa.

# El lipido se disuelve en un disolvente organico.

# Se mezcla con un medio acuoso formando una emulsién w/o

# Se evapora el disolvente no polar.

# Se forman LUV

homogeneizacion

‘ sonicacion

MLV “\

bicapa seca de lipidos  hidrataciéon bicapa fluida de lipidos

ILUSTRACION 13. PROCEDIMIENTOS PARA LA OBTENCION DE LIPOSOMAS. EL METODO DE
DISPERSION SIMPLE PARA OBTENER MLV. A PARTIR DE ELLOS, EL METODO DE EXTRUSION PARA
OBTENER SUV O EL METODO DE SONICACION HOMOGENEIZACION PARA OBTENER LUV
(VAZQUEZ M. 2015).
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2.9 Interaccion Liposoma-Célula

De acuerdo a la investigacion existen diferentes formas en que los liposomas
interactdan con las células, estas dependen principalmente del diametro ya que si
son menores a 80 nm son mejor captadas por la célula; segun resultados del
proyecto con un tamafio de particula més grande aun hacen su efecto de captacion
de la célulay puede hacer su funcion principal que es llegar al sitio de accion (Martin.
K 1981).

La interaccion, asi como la permeabilidad y la especificidad estan relacionadas con
el tipo de liposomas, composicion lipidica, carga eléctrica, principio activo, la célula,

organo o tejido diana.

Son cuatro formas principales de la captacion de liposomas por las células como:

2.9.1 Endocitosis

Los liposomas pueden penetrar a la célula por endocitosis, es un proceso por el cual
las células se pueden incorporar dentro de las células fagocitarias del sistema
reticulo endotelial. Estas se pueden desintegrar por la accién de las enzimas,

liberado el farmaco (Allen .1991)

2.9.2 Fusion directa

Se produce una fusién de las membranas del liposoma con la membrana plasméatica
celular (Bailey y Cullis. 1997), este método se da por insercion del bioestrato lipidico
del liposoma en la membrana plasmatica, y a su vez la liberacion simultanea del
contenido dentro del citoplasma, esto se llama coalescencia, la union de particulas

se lleva a cabo en suspension coloidal.

2.9.3 Transferencia de lipidos

El intercambio de los lipidos de la bicapa liposomal se da sin adsorcién previa ni

asociacién del contenido, solo es un cambio (Clares B. 2003).
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2.9.4 Adsorcion estable

Este método consiste en la adsorcion de los liposomas mediante fuerzas
hidrofébicas o electrostaticas débiles o interacciones con cada uno de los

componentes de la superficie celular.

La principal funcion de la interaccion de los liposomas con las células dependera
principalmente de cada uno de sus componentes del liposoma ya que depende su
carga, tipo de célula y del medio extracelular y método de elaboracion de estas

mismas, carga Yy fluidez de la pared de los liposomas (Clares B. 2003).

Endocitosis \ Fusion
<

Degradacion
en el lisosoma

Adsorcion Intercambio lipidico

ILUSTRACION 14. MECANISMOS DE INTERACCION (CLARES B. 2003).

Aungue no siempre la eleccion de los componentes, el tamafio etc. es siempre ideal
existen otros métodos para mejorar o poder controlar la especificidad y tipo de

interaccion del liposoma como:

# Tipoy composicién
# Carga
# Alcoholes

# Anticuerpos

2.10 Vias de administracion

De acuerdo a diversas investigaciones se dio a conocer que cualquier via de

administracion es buena para la administracion de liposomas; dada las
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caracteristicas fisicoquimicas de estos, su interaccién con la membrana celular hace

que las estructuras sean, biocomparables y biodegradables.

La gran atribucién de los liposomas es que son de gran importancia en la ciencia,
ya que pueden ser utilizados con fines terapéuticos o de diagnostico, son de facil
manipulacion sus caracteristicas fisicoquimicas para una mejor administracion y

solo adecuar una via segun su fin terapéutico y su uso en el futuro.

2.11 Meétodos de caracterizacion

La caracterizacion de suspensiones de liposomas tiene por objetivo, conocer con
precision el tipo de estructura obtenida, su composicion, tamafio, homogeneidad,
estabilidad, volumen de encapsulacion (Bangman, 1965). Existen diferentes

meétodos que se pueden utilizar, en este proyecto se utilizaron las siguientes.

2.11.1 Tamafo de particula

Se empled el método de espectroscopia de correlacion de fotones; el cual mediante
dispersiéon de luz dindmica puede determinar el tamafio de particula de los
transfersomas. Es una técnica que no afecta a la particula; ademas, esta bien

establecida para poder medir el tamafio y distribucion del tamafio.

La técnica de dispersion dindmica de luz (DLS) es también conocida como
correlacion foténica y sirve para medir el tamafio de particula en el rango
submicronico. Mide la velocidad del movimiento browniano y lo relaciona con el
tamafio de la particula; el movimiento browniano es un movimiento al azar de las

particulas debido al choque de las moléculas del solvente alrededor de ellas.

Este equipo puede caracterizar particulas, emulsiones o moléculas que se
encuentren dispersas en un liquido, este consiste en el movimiento Browniano de
las particulas o moléculas en suspension, hace que la luz se disperse en diferentes
intensidades por lo cual de estas fluctuaciones de intensidad se puede obtener el

movimiento browniano y por lo tanto el tamafio de particulas.
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ILUSTRACION 15. EJEMPLO DE PARTICULAS
PEQUENAS, MOVIMIENTOS RAPIDOS Y AMPLIOS
(MARILLA J. 2016).

ILUSTRACION 16. EJEMPLO DE PARTICULAS
GRANDES, MOVIMIENTOS LENTOS Y PEQUENOS
(MARILLA J. 2016).

La tecnologia de dispersion de luz dindmica ofrece los siguientes beneficios:

# Andlisis de tamafio de particula exacto, confiable y repetible en uno o dos
minutos.

# Medicion en el ambiente nativo del material.

# El tamafio de media solo requiere del conocimiento de la viscosidad del
liquido.

# Las muestras turbias simples, sin preparacion, de alta concentracion,
pueden medirse directamente.

# Configuracién sencilla y medicion totalmente automatizada.

# Medicion de tamafio de tamafios inferiores a 1 nm.

# Medicion de tamafio de moléculas con MW < 1000 Da.

# Requisito de volumen bajo (hasta 2 pl).

2.11.2 Porcentaje de encapsulamiento

El porcentaje de encapsulamiento se basa en la concentracion que existe de
principio activo cargado. Para la cuantificacion se basa en un método
espectrofotométrico, el cual consiste en llevar a cabo una reaccién para cuantificar

el grupo —SH que se encuentra en la molécula del Glutatién.
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La técnica espectrofotométrica cominmente usada para la determinacién de tioles
libres estd basada en la reaccion de Ellman (Ellman, 1959), cuyo principio se
fundamenta en una reaccion de o6xido- reduccion entre los tioles libres y el
compuesto 5,5'- ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico) o DTNB, que produce 1 mol de
acido 2-nitro-5-mercaptobenzoico (TNB) por cada mol de tioles libres (-SH). El anién
TNB genera una coloracion amarilla detectada a 405 nm de longitud de onda y que
puede ser utilizada para cuantificar la cantidad de grupos -SH presentes en una

muestra (Hermanson, 2013).

2.11.3 Porcentaje de hemoalisis

La hemdlisis esta definida como la alteracion de la membrana de los eritrocitos
dando como resultado la liberacion de la hemoglobina y de los componentes
celulares en el torrente sanguineo, esto puede ocurrir si los glébulos rojos se
encuentran en un medio hipoténico, provocando la destruccion de la membrana del
eritrocito; aunque la hemdalisis no es estrictamente proporcional a la tonicidad de la
solucion, sino que esta definitivamente relacionada con la composicién del vehiculo,
ya que pueden influir los cosolventes, surfactantes, y otro tipo de excipientes,
incluso el mismo principio activo; no es un proceso instantaneo ya que requiere
tiempo para que se dé la interaccion de la formulacion con la membrana de los
eritrocitos (Gupta K. 1999).

El potencial hemolitico es el porcentaje de hemodlisis que puede producir un
excipiente, vehiculo o formulacion. Esta basado en un método estandar en el cual
se mide la absorbancia de la hemoglobina liberada por los eritrocitos a 540 nm, ya
gue esta es directamente proporcional a la concentracion de hemoglobina en el
sobrenadante (Obeng E. 1989).

2.12 Aplicaciones de los liposomas

Como se sabe existe una gran variedad de liposomas con diversas funciones, estos

pueden utilizarse como sistemas de transporte y liberacion de farmacos. Ayudan a
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proteger el principio activo y poder llegar a su sitio de accién por lo cual desde hace
afios es muy util. El dia de hoy se conocen mas variedades que ayudan a los
liposomas a que sean mas veloces 0 con ciertas caracteristicas para que puedan

interactuar con las células, los principales son:

# Poder dirigir los inmunomoduladores a las células del sistema inmunitario
# Liberacion controlada del farmaco
# Reduccion de los efectos no deseados del farmaco

«

Proteger moléculas sensibles

T

Mejora la captura intracelular

2.13 Ventajas de los liposomas

# Solubilidad perfeccionada de farmacos lipofilicos

# Alcance pasivo a las células del sistema inmune

# Liberacién continua de farmacos para la administracion sistémica y local

# Mecanismo para evitar 0 para apuntar a ciertos sitios

# Aumentando la eficacia y disminuyendo los efectos no deseados de los mismos,
especialmente su toxicidad.

3 Planteamiento del problema

En la actualidad existen diversos problemas por una adecuada administracion de
farmacos y los cuales puedan llegar perfectamente al sitio de accion y poder ejercer
su funcién. La principal funcién de los liposomas es poder ayudar a un mejor

transporte del principio activo sin ningln inconveniente para una mejor funcion.

En este proyecto se trabajé con Glutation que es un antioxidante que ayuda a
combatir el estrés oxidativo. El glutation es una molécula muy hidrofilica que se
produce al interior de las células y que no puede ser administrada desde el exterior
de las células pues por ser tan hidrofilica es incapaz de atravesar la membrana

celular, ya qgue como recordaremos, para atravesar las membranas biolégicas por
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transporte pasivo deben de ser lipofilicas. Los liposomas son el acarreador ideal
para este tipo de moléculas pues mimetizan las caracteristicas de las membranas
biologicas. En este caso en especial se utilizaran liposomas ultraflexibles
(transfersomas) que tienen mucho mayor poder de penetracion celular que los
liposomas convencionales pues tienen tensoactivos en sSu membrana,

disminuyendo la tension interfacial, haciéndola mucho mas flexible.

4 Hipotesis

El glutation es una molécula altamente hidrofilica, la cual para poder ser
administrada por via parenteral tiene que ser capaz de atravesar membranas
biolégicas para poder ejercer su accidn terapéutica, es por esta razén que Si
introducimos el glutation en liposomas ultraflexibles podremos mejorar su accion
farmacoldgica, por lo que es importante producir sistemas con el menor tamafo

posible, con la mayor carga de glutation y el menor efecto hemolitico posible.

5 Objetivo

Desarrollar liposomas ultraflexibles mediante la técnica de hidratacion de pelicula
para una mejor administracion del glutation, pensados para atravesar membranas

bioldgicas y combatir problemas de estrés oxidativo.

6 Objetivos especificos

# Optimizar una metodologia adecuada para obtener transfersomas con las
caracteristicas deseadas mediante disefio de experimentos.

# Caracterizar los liposomas ultraflexibles, evaluando el tamafio de particula y
capacidad hemolitica mediante la técnica de dispersién dinAmica de luz
(DLS) y espectroscopia ultravioleta-visible.

# Determinan el porcentaje de encapsulamiento de los transfersomas

obtenidos mediante la técnica de espectroscopia ultravioleta-visible
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7 Materiales

Componentes para liposomas flexibles

# L-a-fosfatidilcolina de Soya (Sigma Aldich, México)
# Colato de Sodio (Sigma Aldrich, México)
# Glutation (Sigma Aldrich, México)

Solventes y agentes hidratantes:

& Sacarina 10%
& Metanol
& Alcohol Etilico absoluto

& Cloroformo

8 Metodologia

DIAGRAMA 1. MEZCLA DE METANOL-CLOROFORMO

Mezcla 1:1

10 mi metznol

10 m! cloroformo —_— Mezclar
Mezcla 2:1

13.2 mi metanol

6.8 ml cloroformo

1. Realizar los calculos correspondientes para las dos soluciones de una
mezcla metanol-cloroformo.
Solucion 1

2. Con una probeta medir 10 mL de metanol y agregarlo a un vaso de
precipitados A.

3. Con una probeta medir 10 mL cloroformo y agregarlo al vaso de precipitados
A.

53



54 |Pagina

4. Mezclar para homogenizar los dos solventes.

Solucion 2
5. Con una bureta medir 13.2 mL de metanol y agregarlo a un vaso de

precipitados A.
6. Con una bueta medir 6.8 mL cloroformo y agregarlo al vaso de precipitados

A.
7. Mezclar para homogenizar los dos solventes.

DIAGRAMA 2. PREPARACION DE SOLUCION DE SACARINA

Mezclar hasta

Calculos para 500 mi
homogenizar

Pesar 50 g de sacarina

1. Pesar 50 g de sacarina en una balanza analitica.
2. Agregar paulatinamente 500 mL de agua destilada

3. Agregar en un recipiente y rotular para su identificacion.
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DIAGRAMA 3. PREPARACION DE SOLUCION DE PBS

Pesar:
NaCl 4g
KClo.1g —_— T N —
Na:HPO, 0.72g S g
KH:PO: 0.1g

Disolver con 100
ml de agua Llevar a volumen en

un matraz de 500 ml

1. Pesar en una pesa muestra en una balanza analitica en los siguientes

reactivos:

4 g de NaCl

0.1 g de KCI

0.72g de Na2HPOa4
0.1 g de KH2PO4

2. Agregar los reactivos en un vaso de precipitados de 500 mL y adicionar agua

destilada hasta homogeneizar.
3. Verter a un matraz aforado de 500 mL y llevar a volumen.
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DIAGRAMA 4. BUFER DE REACCION

REsar: . . Llevar a
0.0107g de DTNB y volumen en 25
g e &
[ ml con PBS
1 ml de DMSO e
Soln A
0.0257g de EDTAY Disolver 1
10 ML DE H20

’ — T Tomar 5 ml
Pasar a un matraz ' delasoln A
—

aforadoy llevar a
volumen a 10 ml

1. Pesaren unvaso de precipitados 0.0107 g de DTNB en una balanza analitica
y disolver en 1 mL de DMSO. (Protegiendo de la luz).

2. Verter a un matraz aforado de 25 mL y llevar a volumen con solucién de PBS.
(Solucion A).

3. Tomar 5 mL de la solucién A y trasvasar a un matraz aforado de 10 mL y
llevar a volumen.

4. Pesar en un vaso de precipitados 0.257 g de EDTA vy disolver en 10 mL de
agua. (Solucién B).

5. Tomar 250 yL de la solucion B y colocarlo en un matraz de 10 mL y llevar a
volumen con PBS.

6. Incubar el matraz a 15°C por 20 minutos (Solucion C) Bufer de reaccion.

(Proteger de la luz).
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DIAGRAMA 5. PREPARACION DE LIPOSOMAS

N\

Pesar FC y colato de
sodio de acuerdo a cada
sistema

Una vez pasado el
tiempo requerido se
va a hidratar la capa
de fosfolipidos.
Quitar del rotavapor
y dejar secar.

—

4

‘ 5

Medir 50 ml de la
hidratacion de
cada sistemay
disolver el glutation

|

-

Pesar 0.2g de glutation

Refrigerar y realizar las
pruebas correspondientes.

Agregar 10 ml de etanol
a FC y homogenizar

—_—

Agregar el colato

Colocar con las
indicaciones de *
acuerdo a cada
sistema y dejar
formar la capa

de fosfolipidos

|
Pom

-7

iE
E
4

lI

Llevar al ultrasonido
por tres minutos a T°
ambiente

57

de sodio v disolver

Colocar por una
hora con las mismas
condiciones a
excepcion de la
temperatura

— 4

Agregar la mezcla de
metanol-cloroformo

< =
— 130l
200ml

Vaciar al matraz
para colocar en
el rotavapor

o
— \
]
.

Llevar a bafio maria por
dos horas a 40° C en un
tubo falcén envuelto en

papel aluminio l

Mantener a T°
ambiente durante

<4—— una hora para
permitir la dilatacion

EUERLEH
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Fase | Fase Lipidica

1.

Pesar 143 mg de Fosfatidilcolina en un vaso de pp y afiadir 10 mL de etanol
y colocar en una patrrilla a baja temperatura hasta homogeneizar.

Afadir a la mezcla anterior 5 mg de colato de sodio y homogeneizar (Mezcla
1)

Preparar una mezcla de MetOH con cloroformo al 66% (13.2 mL/6.8 mL
respectivamente) (Mezcla 2)

Agregar la mezcla 1 a un matraz para rotavapor después agregar la mezcla

2 y homogeneizar.

5. Prepara el rotavapor a 40° C, 87 rpm

Colocar el matraz en el rotavapor por 1 hora con las condiciones ya

mencionadas, para la formacioén de la pelicula de fosfolipidos.

Fase Il Hidratacion de la pelicula

o bk~ 0N

o

Preparar una solucién de sacarina al 10 %

Quitar el matraz del rotavapor y dejar secar por 15 min.

Pesar 0.2 g de GSH y disolverlo con 50 mL de solucion de sacarina al 10 %
Verter en el matraz los 50 mL de la solucion de sacarina al 10% con el GSH.
Colocar el matraz en el rotavapor por 1 hora a 87 rpm para que lleve a cabo
la hidratacién de la pelicula de fosfolipidos.

Tapar un tubo falcon de 50 mL con papel aluminio.

Una vez terminado la hora, quitar del rotavapor y pasar a un tubo falcon.

Fase Il Homogeneizacién del tamafio de particula

1.
2.

Colocar el tubo falcén a bafio maria por 2 horas a 40°C.

Retirar del bafio maria y dejar 1 hora a temperatura ambiente.
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3. Llevar a ultrasonido por 3 minutos a temperatura ambiente para reducir y
homogeneizar el tamafio de particula.

4. Refrigerar y realizar pruebas correspondientes.

DIAGRAMA 6. PORCENTAJE DE ENCAPSULAMIENTO

Adicionar 30 mi del
medio

= k&

== J— e =) o | @
—1T &

gi;gr::geanr; :’:b((’)ede Adicionar 5 mil de Meter a la ultracentrifuga a 15000 rpm
centrifuga liposomas al tubo de por una hora y media
ultracentifuga

Tomar s pL del
i

sobrenadante y

colocar en una . —_—p

caja de 96 pozos

. P Colocar los 5 pL del
sobrenadante Adicionar 150 L del

- buffer de reaccién

Leer en el espectrofotometro
a 405 nm- 450 nm
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Tomar 5 mL de glicerol y verter en un tubo de ultracentrifuga. (No pipetear)

2. Adicionar 5 mL de solucion de liposomas de acuerdo a cada sistema.

Colocar aproximadamente 20 mL de solucién de acuerdo a cada sistema.
(sacarina o PBS).
Colocar en ultracentrifuga a 15,000 rpm por una hora y media.

5. Tomar 50 uL del sobrenadante de la solucion de liposomas y colocar en una

© © N o

placa de 96 pozos.

Afadir rdpidamente 150 yL de Bufer de reaccion.

Colocar por 15 minutos en la incubadora para que haga reaccion.
Leer en un espectrofotometro uv a 405 nm.

Cuantificar con una curva de GSH en unidades uM.

DIAGRAMA 7. TAMANO DE PARTICULA

—l
N B,
\_ Tomar 20 L de X\ Tomar 200 L de Leer en el equipo o - 3
clsistemay —= clsistemay < Ty

=1 zetasizer, colocar ;
agregar 1980 pL agregar 1800 L e on una celda de la N & )
N (Soln A) (Soln B) N B pu

Tomar 20 uL con una micropipeta de cada sistema de liposomas y colocarlo
en un tubo eppendorf de 2 mL y agregar 1980 uL de cada medio utilizado en
cada sistema. (Soln A)

Tomar 200 uL del tubo de la solucion A y verter en otro tubo eppendorf de 2
mL y agregar 1800 uL de cada medio de cada sistema. (Soln B).

Prepara el equipo Zetasizer y colocar en una celda la solucién B y leer.
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DIAGRAMA 8. PRUEBA DE HEMOLISIS

Repetir el proceso de =
Remover el plasma y lavar centrifugar y lavar con SSF
con SSF hasta llegar a 10 m|  ==—— 010 veces MAS.

Tomar 10 ml de sangre Centrifugar a 3500 l
rpm durante 5 min.
Mezclar por inversion
cuidando de n formar

Preparar las burbujas.
muestras
Transferir el paquete
globular a un tubo de
ensaye y agregar SSF
I l I hasta llegar a 10 ml

Control +

Muestra problema

| T l

Colocar 2 ml del
paquete globular y

afadir 0.2 ml de Colocar 2 ml del Colocar 2 ml del
soln de triton al 1% paquete globular y paquete globular y
afiadir 0.2 de SSF afiadir 0.2 ml de

mta problema

L _ l |

L
Leerenel

Tomar 100 pL Agregar 4.9 ml de SSF espectrofotdmetro a 540
Mezclar por inversin Centrifugar a 3500 rpm Separar el y transferirlos para obtener un volumen > my calcularel
cuidando de nO formar memmmp  durante cinco minutos  —— SODIENAAAN(E U] ey @ UN tUbO de final de 5 ml porcentaje de hemdlisis
burbujas paquete globular ensaye.

Obtener 10 mL de sangre en una jeringa esterilizada con heparina.
Meter a un tubo de centrifuga a 3500 rpm durante cinco minutos.

Con una pipeta remover el plasma.

0N

Lavar con solucién salina hasta llegar a 10 mL, después de cada lavado
centrifugar a 3500 rpm durante cinco minutos.

5. Transferir el paquete globular a un tubo de ensaye y agregar solucion salina
hasta llegar a 12.5 mL.

6. Mezclar por inmersién cuidando de no formar burbujas.
Control positivo

7. Colocar 2 mL del paquete globular y afadir 0.2 mL de solucion de triton al
1%.

Control negativo
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8. Colocar 2 mL del paquete globular y afiadir 0.2 mL de solucion salina
fisiologica.
Muestra problema

9. Colocar 2 mL del paquete globular y afadir 0.2 mL de muestra
problemal/liposomas.

10.Mezclar por inversion cuidando de no formar burbujas. (Control positivo,
control negativo y muestra problema).

11.Centrifugar las tres muestras a 3500 rpm durante cinco minutos.

12.Separar el sobrenadante del paquete globular.

13.Tomar 100 yL y transferir a un tubo de ensaye limpio.

14.Agregar 4.9 mL de soln salina fisiolégica para obtener un volumen final de 5
mL.

15.Leer en el espectrofotémetro a 540 nm y calcular el porcentaje de hemdlisis.

9 Procedimiento

Para la realizacion de este proyecto se hizo un disefio de experimentos el cual
consiste en modelos estadisticos clasicos cuyo objetivo es averiguar qué factores

influyen en una variable de interés.

En este caso se utilizdé para determinar la mejor formulacién, pues se obtuvieron
seis variables como mg de fosfatidilcolina, mg de colato de sodio, velocidad de
rotacion, tiempo de rotacidn, porcentaje de metanol e hidratacién. Estas variables
se evaluaron con tres variables de respuesta, tamafio de particula, carga de

glutatién y porcentaje de hemdlisis.

El disefio de experimentos y analisis estadistico se realizd en el programa

statgraphics centurion XV.
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9.1 Diseino de experimentos |

Preparacion de liposomas ultraflexibles

TABLA 9. DISENO DE EXPERIMENTOS |.

% alto % bajo

Fosfatidilcolina (FC) 0.1812 0.1430
Colato de sodio 0.0095 0.0476
Velocidad de rotacion 50 90
(rpm)
Tiempo de rotacion (h) 1 4
Metanol 50 66
Hidratacion Sacarina 10% PBS

En el primer disefio de experimentos se realizaron dos condiciones para evaluar las

variables, un porcentaje alto y bajo de cada una a medir.
TABLA 10. PREPARACION DE SISTEMAS.

Hidratacion

Sistema  FC(g)

Colato (g) rpm Tiempo (h) Metanol

1 0.1430 0.0095 90 4 66 Sacarina 10%
2 0.1430 0.0476 50 4 66 PBS
3 0.1812 0.0095 50 4 66 Sacarina 10%
4 0.1812 0.0476 90 1 50 Sacarina 10%
5 0.1430 0.0476 50 1 50 PBS
6 0.1430 0.0095 90 1 66 Sacarina 10%
7 0.1812 0.0095 90 4 50 PBS
8 0.1812 0.0476 50 1 66 PBS
9 0.1812 0.0095 90 1 66 PBS
10 0.1430 0.0476 50 1 50 Sacarina 10%
11 0.1812 0.0476 50 4 50 Sacarina 10%
12 0.1412 0.0095 90 4 50 PBS
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En el primer disefio de experimentos se metio al programa statgraphics centurion
las seis variables y se realizaron doce corridas con diferentes proporciones de las
variables para poder descartar las mas importantes y significativas que puedan

afectar o ayudar a la formulacion de liposomas ultraflexibles.

Para la evaluacion de estas variables se realiz6 la caracterizacion de cada uno de

los sistemas (Tamafio de particula 'y Carga de GSH).

9.2 Disefio de experimentos Il

Se realizé un segundo disefio de experimento para evaluar dos variables que son
significativas, se hicieron nueve sistemas con diferentes proporciones de colato de

sodio (mg) y velocidad de rotavapor (rpm).
Preparacion de liposomas ultraflexibles

TABLA 11. DISENO DE EXPERIMENTOS II.

SINGCINES Colato de sodio Velocidad de
(mg) rotavapor (rpm)
1 9.53 105
2 5 90
3 14.06 105
4 14.06 75
5 14.06 90
6 9.53 75
7 9.53 90
8 5 105
9 5 75

Se realizaron nueve sistemas de liposomas con los variables modificables para

evaluar la mejor formulacion con respecto a las variables de respuesta.
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TABLA 12. PARAMETROS CONSTANTES.

Tipo de Hidratacion  Sacarina 10%

Tiempo de rotacion 1 hora
MetOH 66%
Fosfatidilcolina 143 mg
Temperatura 40°C

De acuerdo a las variables de respuesta se puede observar en la tabla No. 14 los
pardmetros que permaneceran constantes ya que no afectan significativamente a la

formulacioén.

Una vez preparados los nueve sistemas se realizaron evoluciones para poder

analizar cada una de las variables y obtener una formulacion 6ptima.

10 Resultados

10.1.1 Caracterizacion de liposomas ultraflexibles
(Diseno I)

TABLA 13. ECUACION DE LA RECTA.

GSH total esperado p/ 200 mg | m b
[mM]
13.0157 0.0012 | 0.0053

Se realizd6 una curva de GSH para poder obtener los porcentajes de

encapsulamiento de cada uno de los sistemas, en unidades [mM].

10.1.1.1  Porcentaje de encapsulamiento (Disefio I)

Cada uno de los sistemas se realizaron tres repeticiones para obtener mas datos y

pueda ser significativo, como se observa en la tabla No. 11
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En el porcentaje de encapsulamiento se busca que cada sistema tenga el 100% o

el mas cercano.

Calculos de porcentaje de encapsulamiento

Una vez obteniendo las absorbancias de cada sistema de liposomas se realiz6 un

calculo para poder obtener el porcentaje de GSH que se encapsul6 en el proceso.

Sistema 1

0.697-0.0053 __

x=————= 576.4166 pM 0.5764 mM

0.0012

_ (0.5764mM) (5 ml)

30l = 0.9606 mM

13.0157 mM GSH - 0.9606 mM = 12.9196 mM

12.9196 mM

et = 0
30157 mm ™~ 100 = 99.26%

% encap. =

TABLA 14. PORCENTAJE DE ENCAPSULAMIENTO. (DIsefo |)

Sistemas Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
1 89.334 109.186 95.57137406
2 109.241 89.379 95.88509774
3 88.389 89.30330293 108.031
4 93.25366032 108.757 88.983
5 109.769 98.75342855 89.811
6 108.845 93.74665468 89.055
7 89.847 109.813 99.00312699
8 95.00795193 89.244 109.076
9 109.67 98.24122662 89.73
10 108.185 88.515 90.15483864
11 88.38 89.20726507 108.02
12 90.65423553 108.284 88.596
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F:Tipo de Hidratacion

C:Velocidad de Rotavapor

D:Tiempo Rotavapor

B:Colato de Sodio

E:Metanol

A:Fosfatidilcolina
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Efecto estandarizado

DIAGRAMA DE PARETO ESTANDARIZADO 1. RESPUESTA CARGA DE GSH (DISENO ).

Como se observa en el diagrama de Pareto para analizar carga de GSH del primer
disefio de experimentos, donde F representa tipo de hidratacion, C velocidad de
rotavapor, D tiempo de rotavapor, B colato de sodio, E metanol y A fosfatidilcolina.
En el diagrama se observa que signos positivos y negativos lo que representa si

tiene un efecto positivo o negativo con respecto a carga de GSH.

El grafico muestra que de acuerdo al efecto estandarizado solo dos variables son
significativas con respecto a carga de GSH; ya que el efecto maximo es de 2. Ambas
variables son positivas lo cual indica un aumento de carga de GSH, lo cual puede
ser favorable para que la carga sea lo mas cercano al 100%. Con respecto a las

otras variables no son significativas.
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GRAFICO 1. EFECTOS PRINCIPALES PARA LA VARIABLE DE CARGA DE GSH (DISENO |).

En el grafico No. 1 se puede observar a excepcion de una variable las demas son
significativas ya que las lineas no son horizontales; en cambio la fosfatidilcolina es
horizontal lo que indica que no afecta en el proceso. El tipo de hidratacién es la que
mas afecta al proceso. Otra variable que afecta al proceso es la velocidad de
rotavapor

10.1.1.2

TABLA 15. TAMANO DE PARTICULA. (DisefNo 1)

Tamafo de particula (Disefio 1)

Sistema Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
1 109.34472 120.279192 98.410248
2 405.02122 445.523342 364.519098
3 3000 3300 2700
4 28.846994 31.7316934 25.9622946
5 2407.31 2648.041 2166.579
6 0.8264 0.90904 0.74376
7 281.58197 309.740167 253.423773
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163.74524 180.119764 147.370716

290.5 319.55 261.45
10 152.8016712 168.0818383 137.5215041
11 40.5726458 44.62991038 36.51538122
12 441.01894 485.120834 396.917046

Se evaluaron los doce sistemas de liposomas en el equipo zetasizer, se realizaron

tres repeticiones para hacer la evaluacion estadistica.

B:Colato de Sodio
Celocidad de ROtavapor _

D:Tiempo Rotavapor

F:Tipo de Hidratacién

E:Metanol

A:Fosfatidilcolina |

| I B I PR PR R |
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Efecto estandarizado

DIAGRAMA DE PARETO ESTANDARIZADO 2. RESPUESTA TAMARO DE PARTICULA (DISENO I).

Como se observa en el diagrama de Pareto para analizar el tamafio de particula del
primer disefio de experimentos donde B representa colato de sodio, C velocidad de
rotavapor, D tiempo de rotavapor, F tipo de hidrataciébn, E metanol y A

fosfatidilcolina.

En el diagrama se observa signos positivos y negativos lo que representa si tiene

un efecto positivo 0 negativo con respecto a tamafio de particula.
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En el gréfico se muestra que dos variables son significativas con respecto al tamafio
de particula. El efecto estandarizado es de dos por los cual estas dos variables
rebasan hasta cinco lo cual esta muy por encima. Ambas variables son positivas por
lo cual tiene un aumento del tamafio de particula y lo que se desea es una

disminucién del tamafio para un mejor resultado.
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Fosfatidilcolina Velocidad de Rotavapor Metanol Tipo de Hidratacién

Colato de Sodio Tiempo Rotavapor

GRAFICO 2. EFECTOS PRINCIPALES PARA LA VARIABLE DE TAMARO DE PARTICULA (DISENO ).

En el grafico No. 2 se puede observar que cuatro variables; Fosfatidilcolina, tiempo
de rotavapor, metanol y tipo de hidratacion no son significativos ya que la linea
tiende horizontal y estan alineadas alrededor de cero y no influyen al tamafio de
particula. En cuanto a la velocidad de rotavapor y colato de sodio son verticales lo

cual quiere decir que son significativas en el tamafio de particula.

De acuerdo a los resultados arrojados por statgraphics, evaluando las seis variables
con las dos variables de respuesta hay cuatro que son significativas con respecto a
las variables de respuesta. La velocidad de rotavapor es significativa en ambas
(Carga de GSH y Tamafo de particula) con un aumento y disminucion
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respectivamente. El tipo de hidratacion tiene una respuesta significativa y con una
respuesta positiva (aumentando carga de GSH), el colato de sodio es significativa y

respuesta positiva, pero de acuerdo al diagrama disminuye el tamafio de particula.

Conforme a los resultados analizados se concluyé que dos variables son
significativas para una formulacion adecuada, las cuales son mg de colato de sodio
y velocidad del rotavapor, ya que las demas no son significativas con respecto al

efecto estandarizado de los diagramas.

En las de mas variables no hubo un cambio significativo con el tiempo del rotavapor
ya que con unay cuatro horas no afecta el proceso, la mezcla de metanol al utilizar
un porcentaje alto y uno bajo tampoco afecta la solubilidad de fosfatidilcolina y el

tipo de hidratacién, el mas adecuado quedo la sacarina al 10%.

Con las dos variables que son significativas para la formulacion de los liposomas se
realizard un nuevo disefio de experimentos con tres respuestas de variable que son

Carga de GSH, tamafio de particula y porcentaje de hemdlisis.

El colato de sodio y velocidad de rotavapor son las variables que estaran en
deferentes proporciones y las demas variables se mantendran constantes (Tipo de
hidratacion, tiempo de rotacion, metanol y fosfatidilcolina) ya que no afectan
significativamente a la formulacion.

10.1.2 Caracterizacion de liposomas ultraflexibles

(Diseno 1)

10.1.2.1 Porcentaje de encapsulamiento (Disefio II)

TABLA 16. PORCENTAJE DE ENCAPSULAMIENTO. (Disefo I1)

Sistema Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
1 98.57 98 98.54
2 98 98.14 98.39
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3 98.36 98.34 98.31
4 98.31 98.61 98.50
5 98.14 97.86 98.38
6 98.30 98.65 98.57
7 98.38 97.85 96.02
8 98.49 98.10 98.27
9 98.14 98.26 98.38

Cada uno de los sistemas se realiz6 por triplicado para obtener mas datos y pueda

ser significativo, como se observa en la tabla No. 15.

En la tabla No. 15 se busca los sistemas que tengan un porcentaje igual 0 mayor a
95 % ya que significa que los sistemas cumpliran su funcién. Como se observa en

todos los sistemas son buenos resultados de encapsulamiento.

Céalculos del porcentaje de encapsulamiento

Sistema 1
M GSH = (206 mg ) (1 mmol GSH) 134127 mM
m ~\oost /\30732mg /)~ 4™
o x= 2277709053 _ 114308 uM 1.1430 mM

0.0012

_(1.1430 mM)(5 ml)

=0.1 M
30l 0.1905m

13.4127 mM — 0.1905 mM = 13.222 mM

0 = =22mM 100 = 98.57
13.4127 mM
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Efecto estandarizado

DIAGRAMA DE PARETO ESTANDARIZADO 3. RESPUESTA PORCENTAJE DE ENCAPSULAMIENTO (DISERO

).

Como se observa en el diagrama de Pareto para analizar el porcentaje de
encapsulamiento del segundo disefio de experimentos donde B velocidad de
rotavapor, A colato de sodio, AA interaccion de colato de sodio, AB interaccion de
velocidad de rotavapor y colato de sodio y BB interaccion de velocidad de rotavapor.

En el diagrama se observa signos positivos y negativos lo que representa si tiene

un efecto positivo 0 negativo con respecto al porcentaje de encapsulamiento.

Ninguna de las variables es significativa ya que son menores a 2 que es el efecto
estandarizado donde A, B y AA tienden un efecto positivo con respecto al porcentaje
de encapsulamiento, en cuanto AB y BB tienen un efecto negativo, pero no afecta

el encapsulamiento ya que no son significativos.

73



74| Pagina

98.4 F =
98.3 - -

Carga de glutation
[(e} [(e}
© [e0] (o]
oo —_ N
I
|

979 .

97.8 =
5.0 14.06 75.0 105.0

Colato Velocidad del rotavapor

GRAFICO 3. EFECTOS PRINCIPALES PARA LA VARIABLE CARGA DE GLUTATION (Disero Il).

En el grafico No. 3 se puede observar que la variable colato de sodio en
concentraciones de 5 mg aumenta la carga de GSH conforme aumentamos la
concentracion disminuye la carga y a concentraciones de 14 mg aumenta de nuevo
la carga de GSH. Con la velocidad del rotavapor en concentraciones de 75 rpm
disminuye la carga de GSH, conforme aumenta la velocidad del rotavapor se
observa un aumento de la carga lo cual es favorable ya que para una formulacién

Optima se requiere una carga de GSH de 100% o cercano.

10.1.2.2 Tamafo de particula (Disefio Il)

TABLA 17. TAMANO DE PARTICULA.

Sistema Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
Qly) Qly) Qly)
1 618 689.87 546.12
2 339.5 347.25 331.74
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3 425.2 446.36 404.03
4 631.2 700.25 562.14
5 278.3 283.84 272.759
6 352.4 364.18 340.61
7 566.9 642.92 490.87
8 613.8 689.23 538.36
9 643.5 707.43 579.56

Se evaluaron los nueve sistemas de liposomas en el equipo zetasizer, se realizaron

por triplicado para hacer la evaluacion estadistica.

En la tabla No. 16 se observa el tamafio de particula, lo ideal es tener un tamafio
menor a 400 nm por lo cual los sistemas 3, 5y 6 son los mas adecuados a las

caracteristicas que se desean.

T T T T T T T
B:Velocidad del rotavapor 1+
B -
| -
A:Colato I
BB D
| | 1 1 1 | |

o

0.4 0.8 1.2 1.6 2 24

Efecto estandarizado

DIAGRAMA DE PARETO ESTANDARIZADO 4. RESPUESTA TAMARO DE PARTICULA (DIseroO II).

Como se observa en el diagrama de Pareto para analizar el tamafio de particula del
segundo disefio de experimentos donde B velocidad de rotavapor, A colato de sodio,
AA interaccion de colato de sodio, AB interaccion de velocidad de rotavapor y colato

de sodio y BB interaccion de velocidad de rotavapor.
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Ninguna de las variables es significativa ya que son menores a 2 que es el efecto
estandarizado, donde B y BB tienen un signo positivo lo cual favorece en un bajo
tamafo de particula en cambio AA, AB y A tienen un signo negativo, pero no afecta

significativamente ya que es muy bajo su efecto.
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5.0 14.06 75.0 105.0

Colato Velocidad del rotavapor

GRAFICO 4. EFECTOS PRINCIPALES PARA LA VARIABLE TAMARNO DE PARTICULA (Disefio Il).

En el grafico No. 4 se observa que la variable colato de sodio en concentraciones
de bajas de 5 mg existe un tamafio de particula bajo, con forme aumenta la
concentracion el tamafio va en aumento, aunque al llegar a una concentracion de
14 mg se ve una disminucién del tamafio. En cuanto a la velocidad del rotavapor se
observa que a 75 rpm hay un tamafo bajo y conforme aumenta el rpm asi mismo

aumenta el tamafo de particula. Lo que se busca son tamafios de particula bajos.
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10.1.2.3  Porcentaje de hemalisis (Diseio II)

TABLA 18. PRUEBA DE HEMOLISIS. (Disefo 1)

SINCINES Repeticion 1 (%) Repeticion 2 (%) Repeticion 3 (%)

1 2.8 4 4.4
2 1.2 1.6 0.8
3 4 3.6 4
4 1.6 2

5 0 1.6 1.6
6 1.2 0.8 0.8
7 2 2 2
8 1.6 1.2 1.6
9 3.2 3.2 3.6

Se realiz6 el porcentaje de hemolisis para observar el comportamiento de los
liposomas, y se hizo por triplicado.

BB

A:Colato

AA

B:Velocidad del rotavapor

AB

0 04 0.8 12 16 2 24
Efecto estandarizado

DIAGRAMA DE PARETO ESTANDARIZADO 5. RESPUESTA PRUEBA DE HEMOLISIS (Disefo Il).
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Como se observa en el diagrama de Pareto para analizar el porcentaje de
encapsulamiento del segundo disefio de experimentos donde B velocidad de
rotavapor, A colato de sodio, AA interaccion de colato de sodio, AB interaccion de

velocidad de rotavapor y colato de sodio y BB interaccion de velocidad de rotavapor.

En el diagrama de pareto ninguna variable es significativa ya que no supera el efecto
estandarizado que es de 2, todas son mas bajas. Todas las variables tienen un
efecto positivo y favorece que el porcentaje de hemdlisis sea menor a 2 con
excepcion de AA que tiene un efecto negativo, pero al ser mas bajo no afecta

significativamente.

28F =

25 .

22 .

Hemodlisis

1.9 .

1.6 .

1.3t -
5.0 14.06 75.0 105.0

Colato Velocidad del rotavapor

GRAFICO 5. EFECTOS PRINCIPALES PARA LA VARIABLE PORCENTAJE DE HEMOLISIS (Disefo II).

En el grafico No. 5 se observa que a concentraciones bajas de colato de sodio 5 mg
tiene un porcentaje de hemdlisis bajo, con forme va subiendo la concentracién va
aumentando el porcentaje al llegar a una concentracion de 14 mg tiende a disminuir
nuevamente. A velocidades bajas de observa un porcentaje alto con forme aumenta

se ve una disminucion de hasta 90 rpm ya que se ve un aumento de nuevo.
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Al analizar las dos variables (mg de colato de sodio y velocidad de rotavapor) se
observd que en el grafico No. 3 en cantidades bajas de colato de sodio hay un
porcentaje de encapsulamiento de 98 aproximadamente conforme aumenta la
cantidad aumenta un pequefio porcentaje, aunque en 14 mg que es la cantidad mas
alta se ve una disminucion de encapsulamiento. En el gréafico No. 4 en la velocidad
del rotavapor se puede observar que a velocidades bajas hay un encapsulamiento
de 97% aproximadamente, conforme aumenta la velocidad aumenta la carga de
glutatién lo cual es favorable, aunque lo ideal es un porcentaje igual o mayor a de
95% asi que eso no afectaria significativamente.

En cuanto al tamafio de particula lo que se desea es un tamafio bajo por los cual el
grafico No. 5 se observa que a cantidades bajas de colato de sodio (5 mg) hay un
tamafio bajo y conforme aumenta los mg se ve un incremento del tamafio de
particula lo cual ya no es favorable para el sistema ideal. En el grafico No. 6 se
observa que a velocidades bajas existe un tamafio bajo y conforme sube la

velocidad asi mismo sube el tamafio de los liposomas.

En el porcentaje de hemolisis en el grafico No. 7 se observa una parabola donde en
cantidades bajas hay un porcentaje bajo a cantidades media aumenta y en
cantidades altas nuevamente se ve una disminucion del porcentaje de hemolisis. En
el grafico No. 8 se observa que en cantidades medias es donde existe un menor

porcentaje de hemolisis.

Al analizar las tres variables de respuesta se puede observar que en la férmula ideal
el colato de sodio puede ser en cantidades bajas (5 mg) o altas (14 mg) ya que hay
una carga de glutatibon mayor a 95%, el tamafio de particula y porcentaje de
hemdlisis a cantidades bajas (5 mg) es donde se ve mejores resultados para la
formulacion, aunque en cantidades altas como bajas hay un resultado ideal lo que
se busca en la optimizacion es que no se requiera ni mucho tiempo ni costos muy
elevados de los reactivos por lo cual lo ideal es utilizar 5 mg para la formulacion de

acuerdo a los graficos ya mencionados.
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En cambio, con la velocidad del rotavapor se observan mejores resultados con
velocidades medias ya que hay un tamafio pequefio al igual que el porcentaje de

hemolisis y una carga de glutation mayor a 95%.

Una vez teniendo los resultados en el mismo programa statgraphics se realizé la
optimizacién con los resultados del segundo andlisis estadistico para la formulacion
ideal.

10.2 Formulacién Optima

Datos/Variables:
# Carga de glutation (%)
# Hemolisis (%)

# Tamafo de Particula (nm)

TABLA 19. RESPUESTA DE VARIABLE.

Minimo Maximo
Respuesta Observado Observado
Carga de glutation 96.02 98.65
Hemolisis 0.0 4.4
Tamafio de Particula 272.759 707.432

De acuerdo a todos los resultados que se metieron al programa se observa el
maximo y minimo que se encontrd de cada una de las variables de respuesta, donde
en carga de glutation arrojo un minimo de 96.06% y un maximo de 98.65%; el
porcentaje de hemolisis es bajo fue de 0 y el maximo de 4.4 y en tamafio de particula
el minimo fue de 272 nm y maximo de 707 nm donde el programa analiz

estadisticamente cada uno de los datos.
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TABLA 20. DESEABILIDAD DE LA VARIABLE DE RESPUESTA.

Deseabilidad Deseabilidad
Respuesta Baja Alta Meta
Carga de glutation 96.02 98.65 Maximizar
Hemolisis 0.0 4.4 Minimizar
Tamafio de Particula 272.759 707.432 Minimizar

Se ajustaron las variables en el programa para hacer el andlisis estadistico donde
se quiere maximizar la carga de glutation y minimizar el tamafio de particula y el

porcentaje de hemodlisis para la formulacidbn adecuada a las especificaciones

requeridas.

TABLA 21. DESEABILIDAD DE LA FORMULACION OPTIMA.

Deseabilidad | Deseabilidad
Fila| Cargade |Hemdlisis| Tamario de Prevista Observada
glutation Particula
1 98.57 2.8 618.0 0.496503 0.417056
2 98.0 1.2 339.5 0.697831 0.773875
3 98.36 4.0 425.2 0.579316 0.374487
4 98.31 1.6 631.2 0.639126 0.459748
5 98.14 0.0 278.3 0.676772 0.926693
6 98.3 1.2 352.4 0.554102 0.801543
7 98.38 2.0 566.9 0.590927 0.54089
8 98.49 1.6 613.8 0.614063 0.504936
9 98.14 3.2 643.5 0.652946 0.318582
10 98.0 4.0 689.873 0.408412 0.140351
11 98.14 1.6 347.254 0.567423 0.751877
12 98.34 3.6 446.366 0.481365 0.458408
13 98.61 2.0 700.253 0.499632 0.207012
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14 97.86 1.6 283.841 0.582878 0.757037
15 98.65 0.8 364.188 0.530538 0.864497
16 97.85 2.0 642.921 0.621332 0.383331
17 98.1 1.2 689.236 0.601135 0.288761
18 98.26 3.2 707.432 0.510861 0.00527712
19 98.54 4.4 546.127 0.671145 0.0

20 98.39 0.8 331.746 0.592098 0.860535
21 98.31 4.0 404.034 0.622458 0.380872
22 98.5 2.0 562.147 0.497564 0.556038
23 98.38 1.6 272.759 0.56849 0.829635
24 98.57 0.8 340.612 0.69715 0.874799
25 96.02 2.0 490.879 0.540046 0.0
26 98.27 1.6 538.364 0.638242 0.596042
27 98.38 3.6 579.568 0.616728 0.363407

En la tabla se puede observar el estudio estadistico que se realizd en el programa
de acuerdo a las especificaciones de la tabla No. 19, de los 27 sistemas se eligi6 la
formulacién mas acercada a las especificaciones, la mejor es el sistema nimero 2
en donde se obtuvo una carga de glutation del 98%, porcentaje de hemdlisis de 1.2
y un tamafio de 339.5 nm.

10.3 Optimizacion
De acuerdo al analisis se observo que la deseabilidad es de 0.697831 donde

cumple con los requerimientos ajustados en el programa.
Valor 6ptimo = 0.697831
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TABLA 22. FACTORES OPTIMOS DE LAS VARIABLES.

Factor Bajo Alto Optimo
Colato 5.0 14.06 5.0
Velocidad del rotavapor 75.0 105.0 87.8172

Para realizar cada uno de los sistemas estadisticamente se tomo un porcentaje alto
y uno bajo en donde se obtuvo la formulacion Optima de las dos variables

concentracion de colato de sodio y la velocidad de rotavapor.

TABLA 23. RESPUESTA DE VARIABLES OPTIMO.

Respuesta Optimo
Carga de glutation 98.233
Hemoalisis 1.39977

Tamano de Particula |473.637

En la tabla No. 23 se muestra la formulacion 6ptima estadisticamente.

Superficie de Respuesta Estimada
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GRAFICO 6. OPTIMIZACION DE LA FORMULACION.
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En el gréfico No. 6 se muestra el diagrama de superficie de respuesta estimada se
encuentran tres ejes y mide la deseabilidad (disminucién de tamafio de particula y
porcentaje de hemdlisis y maximizar el porcentaje de encapsulamiento). La
deseabilidad es de 0.697831, en el grafico podemos obtener los resultados 6ptimos
de la formulacion. Los miligramos de colato de sodio son de 5 mg y 87 rpm para
obtener un tamario de particula bajo, porcentaje de hemolisis bajo y una carga de
GSH alto.

10.4 Formulacion ideal

Una vez analizando las variables de respuesta se eligieron las mejores de acuerdo
a los resultados estadisticos, en cuanto a las variables que no fueron significativas
se eligieron de acuerdo a un mejor proceso de elaboracion, la cual fue el tiempo de
preparacion. De las concentraciones de las demas variables se eligieron las
menores ya que entre menos costos favorece a la formulacion para que sea

reproducible.

En la Tabla 24 se muestra las concentraciones de cada componente de la

formulacién ideal.

TABLA 24. FORMULACION OPTIMA DE LIPOSOMAS ULTRAFLEXIBLES DE GSH

Fosfatidilcolina 181.2 mg
Colato de sodio 5 mg
Velocidad de rotacion 87 rpm
Tiempo de rotacién 1h
Metanol 50
Hidratacion Sacarina 10%
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11 Conclusiones

# Se desarroll6 y optimizo una formulacion ideal de liposomas ultraflexibles
mediante el método de hidratacion de pelicula pensados para atravesar
membranas biologicas y tratar el estrés oxidativo.

# Los sistemas obtenidos fueron caracterizados en cuanto a tamafio de
particula, cantidad de glutation cargado dentro de los liposomas y potencial
hemolitico.

# Se logro obtener una formulacién con una carga de GSH mayor al 95% esto
es ideal para que ejerza su funcion. Un tamafio de particula bajo y
homogéneo, asi como un porcentaje de hemalisis bajo, lo cual indica que no
afecta las células del organismo.

# Con respecto al disefio de experimentos en statgraphics y la optimizacion se
realizé el analisis de cada una de las formulaciones y con los resultados
arrojados se eligié la formulacion 6ptima. Las condiciones fueron 5 mg de
Colato de sodio y 87 rpm.

# Se concluyd que las variables; tipo de hidratacion, fosfatidilcolina. Mezcla de
metanol y tiempo no afecta en cuanto al tamafio de particula, carga de GSH

y porcentaje de hemdlisis de GSH.
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12 Perspectivas

# Realizar pruebas de flexibilidad a la formulacién de liposomas.

# Llevar a cabo pruebas de estabilidad para observar su comportamiento a
diferentes condiciones.

# Elaborar cultivos celulares y poder probar la eficacia de los liposomas.

# Investigar para la elaboracion de un inyectable parenteral de los liposomas.
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