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RESUMEN

Los liposomas son pequefias vesiculas artificiales de forma esférica, se desarrollan partir de
otros fosfolipidos naturales o sintéticos, debido a estas propiedades pueden aumentar la
solubilizacion y absorcién de farmacos, protegiéndolos de la degradacion. En el presente
trabajo se buscé proteger un principio activo como lo es la Rapamicina, que contiene una amida
ciclica terciaria que exhibe actividades inmunosupresoras significativas en aplicaciones
farmacéuticas. Se elaboraron nueve formulaciones de liposomas para encapsular a este
farmaco. La formulacién con lecitina (Metarin), y Manitol como crioprotector fue la que mostré
una buena estabilidad mecénica al flujo, una distribucion modal en el tamafio de particula, y
un buen potencial Z e indice de polidispersion, que en principio aseguraron una buena
estabilidad mecanica al flujo, y aseguraron una liberacion exponencial controlada de este tipo

de farmaco con posibles aplicaciones en la industria.



1.- INTRODUCCION

Los liposomas estdn compuestos principalmente de fosfolipidos, moléculas anfifilicas que
tienen una cabeza hidrofilica y dos cadenas hidréfobas. Cuando los fosfolipidos son
dispersados en una solucién acuosa, debido a su naturaleza anfipatica, tienden a formar
membranas. La organizacion final de una estructura liposomal, dependera de la naturaleza y
la concentracion de los lipidos, la temperatura y su forma geométrica (Bozzuto & Molinari,
2015). Por lo tanto, farmacos solubles en agua pueden ser encapsulados en la parte hidrofila
del liposoma, mientras que los farmacos liposolubles se encapsulan en el interior de las
cadenas hidrofobas, gracias a estas propiedades de los liposomas, facilita la administracion
de ciertos farmacos, estos pueden ser suministrados por via intravenosa, oral o intramuscular
y se logra un mejor control de la liberacion del principio activo. Debido a que los liposomas son
microparticulas dispersas en una fase continua, son considerados como una suspension
(microsuspension). La mayoria de las particulas que componen una suspension en un medio
acuoso tienen una carga adquirida en su superficie, causada por la adsorcién de iones o la
ionizacion de algunas especies quimicas, si es que estan presentes. Por consiguiente, las
particulas liposomales tienen una carga en su superficie y puede estar influenciada también
por el pH, potencial zeta, tamafio de particula y el uso de agentes surfactantes o floculantes.
Lo cual ocasiona un incremento en las fuerzas de atraccion o repulsién, debido a las
interacciones eléctricas entre cada particula liposomal o entre las dobles capas lipidicas, por
lo tanto, se observara una modificacion del potencial eléctrico en el sistema (Florence, 2015).
A causa de los factores antes mencionados, la estabilidad de una suspensién liposomal, es
necesario realizar estudios de tamafio de particula y potencial zeta principalmente porque son
pardmetros criticos durante el disefio de una formulacion de liposomas, proporcionando cierta

informacion sobre la estabilidad del sistema (Pattni et al., 2015).

En este trabajo, se busca encontrar una alternativa para el analisis de la estabilidad al flujo de
una suspension de liposomas por medio de estudios reoldgicos (Myers, 2002), ademas de que
nos permitird encontrar una correlacion entre la concentracién de lipidos, y las propiedades

mecanicas respecto a su estabilidad mecéanica de una formulacion liposomal.
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2.- ANTECEDENTES

2.1- Nanoacarreadores.

Recientemente, las compafias farmacéuticas han reportado perdidas en sus mercados debido
al surgimiento de medicamentos genéricos, los cuales repercuten en sus ganancias,
generando la necesidad de desarrollar formas novedosas para administrar sus viejas
moléculas y seguir conservando su patente (Ranade, 2003). Por lo anterior, surge la idea de
probar una nueva area conocida como "nanomedicina" para la introduccion de nuevas y viejas
moléculas de manera segura y eficaz, dando como consecuencia el surgimiento de farmacos
de administracion en un sitio especifico, los cuales consideran tanto el tipo de acarreador al
gue se une el principio activo, como la via de administracién y la diana biolégica (Gaspar &
Duncan, 2009). Su disefio debe estar dirigido para mejorar su eficacia dentro del organismo y
controlar su liberacion, mejorando la biodisponibilidad, el margen terapéutico y la aceptacion
por parte del paciente (Arachchige, 2015). La nanomedicina utiliza materiales estructurales a
esta escala, disefiados para tener efectos médicos Unicos y aprovechar dos fenébmenos que
ocurren a nano escala: las reacciones fisicoquimicas y las interacciones fisiologicas (Etheridge
et al., 2013). Esta area de la medicina se relaciona especificamente con el desarrollo y el
disefio de herramientas a nivel nanométrico: tamafios de 1 a 1000 nm. La Fundacion Europea
de la Ciencia sobre la Nanomedicina define a los nanofarmacos o nanomedicamentos como
sistemas que constan de al menos dos componentes: el ingrediente activo y el sistema de

administraciéon o nanoacarreador (Gaspar & Duncan, 2009).

La primera generacion de nanoacarreadores utilizados fueron los liposomas, que son vesiculas
esféricas con una estructura de membrana de bicapa lipidica en donde se pueden encapsular

agentes hidrofilos e hidrofobos (Petros & DeSimone, 2010).

2.2.- Liposomas.
Los liposomas parecen ser un sistema farmaco-acarreador casi ideal debido a su capacidad

para incorporar diversas sustancias a su matriz. Por lo tanto, durante los ultimos 50 afios los
liposomas han sido ampliamente investigados, y siguen siendo objeto de investigacion de sus
propiedades fisicomecanicas (Bozzuto & Molinari, 2015). Son pequefias vesiculas artificiales
de forma esférica que pueden crearse a partir de otros fosfolipidos naturales o sintéticos. Las

propiedades difieren considerablemente de acuerdo con la composicién lipidica, la carga
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superficial, el tamafio y el método de preparacion. Ademas, la eleccién de los componentes de
la bicapa determina la rigidez o fluidez y la carga de la bicapa (Akbarzadeh et al., 2013).
Debido a estas propiedades fisicoquimicas pueden aumentar la solubilizacién y absorcién del
farmaco encapsulado, mientras que lo protegen de la degradacion. Dado que los liposomas
tienen una composicion similar a las membranas celulares, se espera que sean biocompatibles
y biodegradables. Por otro lado, los farmacos ideales para el suministro por medio de
liposomas son aquellos con alta solubilidad en lipidos o en agua y potente actividad
farmacoldgica (Linares-Alba et al., 2016).Los liposomas como analogos de las membranas
celulares son generalmente ensamblados por una auto organizacidbn espontanea de una
mezcla de fosfolipidos en agua (Figura 1A).

El tamafio del liposoma y el nimero de bicapas son parametros que permiten clasificarlos en:
vesiculas multilamelares (MLV) y vesiculas unilamelares. Las vesiculas unilamelares también
se pueden clasificar en dos categorias: vesiculas unilamelares grandes (LUV) y pequefas

vesiculas unilamelares (SUV) y se muestran en la Figura 1B.

Los liposomas unilamelares, la vesicula tiene una bicapa de fosfolipidos que encierra la
solucion acuosa, y en los liposomas multilamelares, las vesiculas tienen una estructura de tipo
cebolla, es decir varias vesiculas unilamelares se formaran en el interior de la otra con menor
tamafo, haciendo una estructura multilamelar de fosfolipidos concéntricos, no concéntricos o

mezcla de ambos, formando esferas separadas por capas de agua (Akbarzadeh et al., 2013).

Por lo tanto, los liposomas almacenan, protegen y transfieren al farmaco durante su
administracion, previniendo el metabolismo del principio activo antes de alcanzar su sitio de
accion, contribuyendo a incrementar el indice terapéutico del farmaco (Bozzuto & Molinari,
2015).

12
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Figura 1.- A) llustracion esquematica del proceso de formacién de liposomas a partir del ensamblaje de fosfolipidos. a) Moléculas
fosofolipidicas formadoras de la doble membrana, b) Formacion de la membrana del liposoma, c) Una bicapa lipidica tiene aproximadamente
5 nm de grosor, formada a partir de una cola hidrofébica y una cabeza hidrofilia, d) Estructura quimica de la doble membrana de un liposoma.
Imagen obtenida de: Jesorka, A., & Orwar, O. (2008). B) Diferentes tipos de liposomas basados en su estructura y lamelaridad. Imagen
obtenida de: Pattni, B. S., Chupin, V. V., & Torchilin, V. P. (2015).
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2.3.- Excipientes.
Las vesiculas liposomales existen tanto en un estado fluido, como en un estado de gel

dependiendo de su temperatura. En un estado fluido la composicion de los liposomas es mas
permeable al agua y puede utilizarse para encapsular farmacos. A temperaturas del cuerpo
(por ejemplo, T = 37 ° C), un estado fluido hara que los liposomas goteen y los farmacos
encapsulados puedan escapar antes de llegar al sitio de accion. Por este motivo, la eleccion
de fosfolipidos con caracteristicas de gel a condiciones fisiolégicas es deseable para poder
estabilizar a los liposomas (Pattni et al., 2015). Los liposomas usualmente estan hechos a
base de fosfatidilcolina, ya sea de mezclas naturales obtenidas de soya o de yema de huevo,
exhibiendo una temperatura de transicion de fase mas alta (mayor a 37 ° C), proporcionando

una mayor estabilidad térmica en el liposoma.

La incorporacién de colesterol, uno de los principales componentes de las membranas en las
bicapas liposémicas, contribuye a una mejor organizacién de las membranas, reduciendo la
libertad de rotacion de las cadenas hidrocarbonadas en los fosfolipidos, ayudando a que el
principio activo no se pierda, debido a una alta permeabilidad de la membrana, y ayuda a
estabilizar la bicapa lipidica. Ademas, la inclusién de colesterol en el liposoma puede afectar
al diametro de la vesicula, y por consecuente afecta la eficiencia de encapsulacién del farmaco.
Otros excipientes utilizados en la formulacién de los liposomas son algunos disacaridos, tales
como sacarosa o trehalosa, debido a que protegen al liposoma cuando estos son sometidos a
procesos de liofilizacion, ya que reducen la temperatura de transicion de fase cristalina a fase
liquida de la bicapa lipidica debido al enlace de hidrogeno entre el disacarido y la cabeza polar
del lipido (Eloy et al., 2014). A parte de los excipientes mencionados para la elaboracion de
liposomas, se puede agregar un excipiente que funcione como un preservativo, tal es el caso
del 2-fenoxietanol (ethylene glycol mono phenyl ether). El cual se utiliza como conservante en
la cosmética y algunas preparaciones farmacéuticas, un antiséptico topico, como coalescente
en pinturas de latex y algunas suspensiones, o como disolvente o conservante en tintes (Roper
et al., 1997). Los productos que contienen 2-fenoxietanol se incluyen: productos para el
maquillaje de los ojos, polvo para el rostro, el cuerpo y los pies, detergentes para el bafio y

productos para el bronceado, como cremas o emulgeles (Rowe, 2009).
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2.4- Métodos de Preparacion de Liposomas.
Existen varios métodos para preparar liposomas de acuerdo con su tamafo, lamelaridad y

eficiencia de encapsulacion. Ademas, otro parametro importante a considerar cuando se
prepara el liposoma, es la rigidez de las bicapas (Pattni et al., 2015) . Por lo tanto, hay tres
estrategias diferentes para la preparacion de liposomas con base a las caracteristicas

mencionadas:

1.- Métodos mecanicos

2.- Métodos basados en la sustitucion de un disolvente organico

3.- Métodos basados en la transformacion del tamafio o la fusion de vesiculas preparadas.
Todos estos implican cuatro etapas béasicas:

1.- Secado de los lipidos del disolvente orgéanico.

2.- Dispersion del lipido en medio acuoso.

3.- Purificacion del liposoma resultante.

4.- Andlisis del producto final.

A continuacioén, se explicar4 brevemente en consisten las técnicas para la elaboracion de

liposomas que pertenecen a los métodos mecanicos:

A) Método de pelicula.

Es el procedimiento mas sencillo para la formacién de liposomas, pero tiene cierta
limitaciébn debido a su baja eficacia de encapsulacién. En esta técnica, los liposomas se
preparan hidratando una delgada pelicula de lipidos en un disolvente organico y el disolvente
organico se elimina luego por deposicion. Cuando se elimina todo el disolvente, la mezcla de
lipidos sélidos se hidratan usando una sustancia buffer. Los lipidos se hinchan y se hidratan

espontaneamente para formar liposomas (Samad et al., 2007).

B) Método por sonicacién.
Este método es usado para la preparacion de nanoparticulas SUV con un diametro entre

el rango de 15-25 um. La sonicacion de una dispersion acuosa de fosfolipidos se realiza
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mediante dos tipos de sonicadores: de sondeo o de bafo. Los de sonda se utilizan para el
volumen pequefio que requiere alta energia mientras que los de bafio se emplean para un gran

volumen (Samad et al., 2007).

C) Método por extrusion.

La extrusion es una técnica adecuada para generar nanoparticulas LUV. Se lleva a
cabo en presencia de un medio que contiene al principio activo concentrado. Los residuos se
eliminan después de haberse completado la formacion de los liposomas. Las vesiculas
liposomales hidratadas se someten inicialmente a varios ciclos de congelacion-
descongelacion, posteriormente se hacen pasar a través de membranas de policarbonato, de

tamano de poro decreciente a temperaturas elevadas (Jesorka & Orwar, 2008).

Por otro lado, los métodos basados en la sustitucion de un disolvente orgénico, se

encuentran las siguientes técnicas de elaboracién de liposomas:

A) Evaporacion en fase reversa.

La mezcla de lipidos se afiade a un matraz de fondo redondo y el disolvente se elimina
a presion reducida mediante un rotaevaporador. El sistema se purga con nitrégeno y los lipidos
se vuelven a disolver en la fase organica que es la fase en la que se formard la vesicula de
fase reversa. Después de que los lipidos se vuelven a disolver, se obtiene la emulsion y se
elimina el disolvente por evaporacion hasta obtener un gel semisélido a una presion reducida.
Los liposomas resultantes se denominan vesiculas de evaporacion de fase reversa (Samad et
al., 2007).

B) Método de inyeccién.

Existen dos métodos segun el disolvente utilizado:

i. Método de inyeccion de etanol: En este método, el lipido se inyecta rapidamente a través de

una aguja fina en un exceso de solucion salina u otro medio acuoso.

ii. Método de inyeccion de éter: En este método de inyeccion de éter, el lipido se inyecta muy
lentamente a través de una aguja fina en un exceso de solucion salina u otro medio acuoso.

Formandose de inmediato nanoparticulas MLV (Samad et al., 2007).

16



En este trabajo se utiliz6 un método modificado para la produccién rapida de liposomas sin el
uso de ningun disolvente organico o procedimiento donde se lleve a cabo un esfuerzo
mecanico. Este método implica la hidratacion de los componentes liposémicos en un medio

acuoso seguido por un método de calentamiento de estos componentes:

La incorporacion de farmacos en los liposomas por este método se lleva a cabo cuando se ha
alcanzado un punto cercano a la temperatura de transicion (Tc) de los lipidos. Esto se debe a
que, por debajo de la Tc, los lipidos estan en un estado de gel y normalmente no pueden formar
estructuras de bicapa continda cerrada. Sin embargo, cuando se utiliza colesterol como un

componente de la formulacion, los liposomas son preparados exitosamente a 120 °C.
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Figura 2.- En esta imagen se muestran dos posibles mecanismos de formacién de una doble membrana a partir de precursores lipidicos:
ya sea por algun aporte de energia o por la formacién de micelas en una primera etapa y en una segunda etapa, la aplicacion de energia.
Imagen obtenida de: Mozafari, M. R. (2005).
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Debido a que los esteroles se disuelven a altas temperaturas y dan estabilidad a las
membranas. En este punto los liposomas no estan formados, por lo tanto, son capaces de
incorporar eficientemente las moléculas del farmaco. Para farmacos sensibles a altas
temperaturas se obtienen buenos rendimientos en un intervalo de temperaturas de 60°C -
70°C.

El método por calentamiento se fundamenta en la interaccion hidrofilica - hidrofébica entre las
moléculas lipido-lipido y lipido-agua y la entrada de energia (en forma de sonicacion,
homogeneizacion, agitacion, calentamiento, etc.). Que da lugar a la formacion de las
moléculas lipidicas, en forma de vesiculas, para conseguir un equilibrio termodinamico en la
fase acuosa, tal como se observa en la Figura 2. El empleo de esta técnica de produccién de
liposomas permite posiblemente su produccion a nivel industrial, y suprime la necesidad de
llevar a cabo cualquier procedimiento de esterilizacion adicional debido al empleo de calor en
la produccion, reduciendo asi el tiempo y el coste de la manufactura de liposomas (Mozafari,
2005).

2.5.- Caracterizacion de los liposomas.
La estabilidad de los liposomas en diferentes condiciones de almacenamiento, se pueden

estimar conociendo las propiedades fisicoquimicas de las formulaciones liposomales, algunas

de las cuales se mencionan a continuacion:

A) Tamaiio, Polidispersidad, Potencial zeta.

El tamafio y la carga superficial de un nanomaterial en este caso el liposoma, son parametros
clave que se pueden controlar durante su elaboracion ya que estas caracteristicas
fisicoguimicas controlan el destino In vivo y por ende deben caracterizarse para garantizar su
confiabilidad (Shekunov et al., 2007). Asi pues, para la determinacion del tamafio de particula
se utilizo la técnica de Dispersion Dinamica de la Luz (DLS) empleando un Nano Zetasizer ZS
(Malvern) equipado con una fuente laser de longitud de onda de 633 nm que opera con un

angulo de dispersién a 173 °, y con el software Zetasizer (version 7.04).

La informacién sobre la carga superficial del material se proporciona mediante la evaluacion
del potencial zeta que puede deducirse de la movilidad electroforética de las particulas. El
potencial zeta depende de los parametros fisicoquimicos, incluido el tamafio y la compaosicion
de los materiales, ademas del medio de dispersion, que influyen en la carga superficial

(Varenne et al., 2015; Varenne et al., 2019).
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Entonces el potencial zeta se deduce al medir la movilidad electroforética, a partir de la
ecuacion de Henry con la aproximacion de Smoluchowski, y esto nos da como resultado los
valores del potencial zeta. Con base en la informacion anterior obtenemos un mejor analisis
de los datos proporcionados. A través de diferentes indicadores durante las mediciones como:
el trazado de la gréfica de fase final, la traza del grafico de frecuencia, la conductividad y el
Informe de calidad por parte del Software proporcionan parametros importantes para

determinar la calidad de las muestras analizadas (Varenne, 2015).

B) Eficiencia de la encapsulacion

La encapsulacién de farmacos en liposomas presenta diversos problemas durante su
elaboracién. Debido a la alta o baja solubilidad de los farmacos en el medio, es importante
conocer qué porcentaje queda dentro de los liposomas formados, ya que este porcentaje
puede depender del método de preparacion, la concentracion de lipidos, el tamafio de los

liposomas y la lamelaridad (Xu et al., 2012).

C) Liberacion in vitro del farmaco.

Este analisis es simple de realizar e implica condiciones de dialisis, las muestras de
liposomas se ponen en bolsas de dialisis para un peso molecular apropiado, y se agitan
continuamente en un medio de disolucion. El medio es usualmente una solucion salina
tamponada a pH 7.4, y se mantiene en condiciones cerradas de 37 °C para imitar un entorno
in vivo. En diferentes intervalos de tiempo, se toman muestras y se analiza la liberacién del
farmaco, mediante un perfil de liberacion por difusion de manera exponencial (Pattni et al.,
2015).

2.6.- Farmaco: Rapamicina.
Sirolimus, también conocido como Rapamicina, tiene una actividad antiproliferativa e

inmunosupresora. Este farmaco fue descubierto en 1965 a partir de muestras de suelo
recolectadas en la Isla de Pascua o Rapa Nui (V Paghdal & A Schwartz, 2008). Asi pues, el
principio activo se aislé del micelio presente en una cepa de estreptomicetos de esa regién
(Streptomyces hygroscopicus), el cual tenia un aspecto cristalino después de purificarse y

presentaba una potente actividad anti fungica (Sehgal, 2003 ).
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Caracteristicas fisicoquimicas de la Rapamicina, un sélido blanco cristalino, con un punto de
fusion de 183 ° a 185 ° C. Es ampliamente soluble en metanol, etanol, acetona, cloroformo,
diclorometano, tricloroetano, dimetilformida, dimetilsulfoxido; escasamente soluble en éter, y

practicamente insoluble en agua 2,6 ug / ml (N Sehgal et al., 1975).

Estructuralmente es una lactona macrociclica lipofila (Figura 3), la cual tiene un peso de
913.6Da (Sehgal, 2003), tiene un coeficiente liposolubilidad de log PO /W = 5,77 lo que

indica una baja solubilidad acuosa (Simamora et al., 2001).

Figura 3.- Estructura quimica de la Rapamicina. Imagen obtenida de: V Paghdal, K., & A Schwartz, R. (2008).
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Esta molécula contiene una amida ciclica terciaria que exhibe actividades inmunosupresoras
significativas, pero independientemente de su actividad farmacolégica, la mayoria de las
moléculas que contienen enlaces amida muestran isomeros trans y cis en solucion debido a
un doble enlace parcial entre el C-N (Zhou Casey et al., 2004). En un estudio realizado por
(Findlay & Radics, 1980), revelaron que la Rapamicina, en estado sélido, se encuentra como
una mezcla de dos isbmeros no separables y encontraron que su relacion isomérica es de

aproximadamente 4: 1.

La relacion se debe a la conjugacion del enlace entre la amida, el grupo carbonilo y el grupo
0xo, tal como se muestra en la Figura 4, para evitar el impedimento estérico entre el atomo de

nitrégeno y el sustituyente en el carbono del carbonilo.

Figura 4.- Representacion de los distintos tipos de isomeria presentados en la Rapamicina la forma a) corresponde a la estructura trans y la
forma b) corresponde a la estructura cis. Imagen obtenida y editada de: Zhou Casey, C., Stewart Kent, D., & Dhaon Madhup, (2004).
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En cuanto a la estabilidad quimicadel farmaco , (llitchev, 2007),(A. Rouf et al., 2007) y Sun
et al. inestabilidad en Buffer de Fosfatos (PBS) y Buffer Acido (4-(2-hidroxietil)-1-

piperazinetanosulfénico) (HEPES) y fotosensibilidad.

Su biodisponibilidad por via oral, es del 15% y su vida media es de 57 a 62 horas, con
concentraciones sanguineas maximas alcanzadas entre 0,5y 2,3 horas. De esta cantidad, el
95% esta unido a eritrocitos y posteriormente distribuido por todo el cuerpo. Se metaboliza
principalmente por la enzima citocromo 3A4 y se excreta principalmente por las heces (V
Paghdal & A Schwartz, 2008). Adicionalmente, la Rapamicina presenta un mecanismo
inmunosupresor Unico, ya que inhibe la activacion y proliferacion de las células T y B mediante
la union a la proteina FK de inmunofilina-12. También suprime la proliferacién de células T a
través de la inhibicién de interleucinas especificas (IL-2, IL-4, IL-6 e IL-12), que son inducidas

tanto por las vias dependientes de Ca?* como independientes (Wu et al., 2016).

En la Figura 5 se muestra un diagrama del mecanismo de accién. Debido a sus propiedades
farmacoldgicas, la Rapamicina ha sido ampliamente utilizada en el tratamiento del rechazo
inmune tras el trasplante de érganos. También ha demostrado, ser un buen tratamiento para
la Esclerosis tuberosa, el Sarcoma de Kaposi, Psoriasis, y posiblemente el sindrome de Muir-
Torre (Wu et al., 2016).
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Figura 5.- La Rapamicina interactian con una familia de proteinas de unién intracelular denominadas FKBP (proteinas de unién FK, siendo
la mas relevante FKBP12 presenta una interaccion con la Calcineurina. La Calcineurina es una fosfatasa calmodulina-calcio-dependiente
necesaria para desfosforilar el factor nuclear NFAT para la activacion de las células T. La desfosforilacién permite la translocacién de NFAT
al ndcleo y la iniciacién de la transcripcion de IL-2. La inactivacion de la calcineurina bloquea la transcripcién de interleucinas. Imagen
obtenida: Sehgal, S. N. (2003).
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Este farmaco también ha sido empleado como tratamiento de algunas enfermedades oculares
como: la uveitis posterior y el tratamiento del Sindrome de Sjogren en donde el sistema
inmunoldgico ataca a las células del interior del ojo (Wu et al., 2016; Linares-Alba et al.,
2016).

El tratamiento para estas enfermedades actualmente consiste en sustitutos de lagrimas y
estimulantes de la produccion de lagrimas como la ciclosporina A y tacrolimis que es un
farmaco analogo a la Rapamicina. Sin embargo, estos tratamientos tienen como desventaja:
la irritacion causada por la administracion, la absorcion sistémica y la imposibilidad de devolver

la produccién de lagrimas a niveles normales. (Berdoulay, 2005)

En este trabajo la Rapamicina serd utilizada para elaborar un nuevo sistema de administracion
ocular a base de una suspension de liposomas cargados con este farmaco, para el tratamiento
de las enfermedades mencionadas, con la finalidad de alcanzar una concentracion terapéutica

intraocular adecuada.

2.7.- Administracion de farmacos oculares
El ojo es un 6rgano muy complejo debido a que tiene dos segmentos anatémicos principales:

el segmento anterior y el segmento posterior (Figura 6). El segmento anterior es una parte del
globo ocular en la parte trasera a la lente y se compone principalmente de la cornea, la
conjuntiva, el iris, la lente, el cuerpo ciliar y la porcién anterior de la esclerética. Este altimo
segmento ademas se subdivide en dos camaras, la anterior y la posterior (ambas entre la
superficie posterior de la cornea y el iris), que estan conectadas por la abertura de la pupila y
se rellenan con el humor acuoso secretado por procesos ciliares. Este proporciona nutrientes
para la lente y la cérnea, mantiene la presion intraocular y se reemplaza varias veces al dia

(Janagam et al., 2017).
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Imagen obtenida de: Janagam, D. R., Wu, L., & Lowe, T. L. (2017).
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La gran mayoria de enfermedades y trastornos oculares como: cataratas, 0jo seco,
anormalidades congénitas y del desarrollo, enfermedades inflamatorias, enfermedades
infecciosas, enfermedades hereditarias y degenerativas, glaucoma, tumores, lesiones,
traumatismos y manifestaciones oculares de enfermedades sistémicas ocurren en el segmento
anterior. Estas se tratan con mayor frecuencia mediante el uso de gotas para los 0jos o
unglentos, no obstante la eficacia de estos tratamientos es baja debido a que el ojo esté bien
protegido por varios mecanismos (Figura 6) como: parpadeo, lagrimacion inducida, recambio
de lagrimas, barreras conjuntivales y el drenaje naso - lacrimal que causa la eliminacion rapida
de sustancias en la superficie del ojo y de la cérnea, ademas de formar una barrera fisico-
biologica (Bucolo et al., 2012; Janagam et al., 2017). Aungue este tipo de terapias son mas
favorables que las terapias a través de la administracion de farmacos orales o intravenosos
para tratar las enfermedades oculares. Esto se debe a que el ojo tiene menos vasos
sanguineos y un menor flujo de sangre, por lo que la cantidad de farmacos que se eliminan
mediante la administracién ocular local, es mucho menor que a través de la administracion
sistémica, ademas de que existe una barrera sanguinea, que limita la penetracion del farmaco
desde la circulacién sistémica hacia el segmento anterior del ojo, tal como lo reporta (Janagam
et al., 2017).

Para que los farmacos lleguen al segmento anterior del ojo existen cuatro vias de
administracion ocular:

1. tdpica,

2. intracameral,
3. subconjuntival
4

sistémica.

Dependiendo de las vias de administracion, es necesario atravesar una o mas barreras
oculares para que lleguen a los sitios de accion en el segmento anterior del ojo. En la Tabla 1
se mostrara las ventajas y limitaciones (Janagam et al., 2017) para estas cuatro rutas de

administracion.
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Tabla 1.- Rutas de administracion para aplicar medicamentos oculares al segmento anterior del ojo.

Ruta de

administraciéon

Ventaja

Limitante

Administracion simple,
conveniente, autoadministrable

y no invasiva;

de del

medicamento en la superficie ocular;

Corto tiempo contacto

baja eficiencia y baja

biodisponibilidad debido a barreras

Subconjuntival

minimamente invasiva, evitando
la cornea y la barrera sangre-
acuosa; sin metabolismo de
primer paso; buena eficacia;
buena biodisponibilidad;

liberacién sostenida

Evitando la barrera sangre- o
o _ _ corneales y conjuntivales,
Topica acuosa; sin metabolismo de| =~ = ] )
_ eliminacion de farmaco por medio de
primer paso. o
lagrimas.
Evitar la cornea, la conjuntiva y . o
) Usualmente necesita reconstitucion
la barrera sanguinea acuosa; ] _
) ) ) de farmaco; la dosis debe ser
sin metabolismo de primer paso; »
o correcta y la formulacion debe ser la
Intracameral alta eficacia,; alta
o adecuada.
biodisponibilidad.
Administracion facil y

El principio activo se puede perder
por medio de la sangre conjuntival y

0 por una depuracion linfatica.

Sistémica

Conveniente para administrar
una gran dosis de farmaco; no

invasivo y evita la cornea

Baja biodisponibilidad debido a la
absorcion sistémica; pérdida en la
barrera de sangre-acuosay

barrera sangre - retina; metabolismo

de primer paso
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Para las limitantes mostradas en la Tabla 1, se ha propuesto el uso de nanoparticulas como
sistemas oftalmicos de administracion que puedan controlar la liberacion del farmaco,
mantener niveles terapéuticos durante un periodo prolongado de tiempo y aumentar la
biodisponibilidad. Otra ventaja, es que tienen una mayor penetracion corneal y un menor
ndmero de inyecciones intraoculares para las enfermedades oculares en el segmento anterior.
Las nanoparticulas son sistemas poliméricos portadores del principio activo con un tamafio
que varia de 10 nm a 1 ym. Estas pueden ser: nanoesferas, nanocapsulas, liposomas y
sistemas micelados (Bucolo et al., 2012; Janagam et al., 2017). El éxito de los estos sistemas
para la administracion de farmacos oculares puede depender de una optimizacion de las
propiedades lipofilas-hidrofilas del sistema polimero-farmaco y la optimizacion de las tasas de
biodegradacion. Donde la liberacion del farmaco dependera de las propiedades fisicoquimicas
de la molécula, el polimero utilizado para crear a las nanoparticulas y del proceso de
fabricacion de estos sistemas (Bucolo et al., 2012). Ademas de su disefio y el proceso de

fabricacion, debe ser evaluado por tres parametros farmacocinéticos:

1. Cmax, la concentracion méaxima de farmaco alcanzada en el sitio ocular;

2. Tmax, el tiempo requerido para alcanzar la Cmax

3. AUC, el area bajo la curva. Es la concentracion de farmaco en el tejido ocular frente a
la curva de tiempo, y son los pardmetros mas utilizados para describir la

biodisponibilidad ocular.

Los modelos farmacodindmicos deben de calificar las respuestas oftalmicas como la miosis y
la midriasis, la inhibicién del reflejo de la luz y la presién intraocular para comprobar la
efectividad del suministro de los farmacos oculares a través de estos sistemas

nanoparticulados (Worakul & Robinson, 1997).
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2.8.- Reologia.

El término Reologia fue acufiado por el profesor Bingham De Lafayette (1929), que significa:
“el estudio del flujo y la deformacion de la materia”. Esta definicion fue aceptada cuando se
fundd la Sociedad Americana de Reologia en 1929 (Jobling, 2007). Aunque este terminé fue
usado en la antigua Grecia por el filésofo Heraclito al decir “IMavta pei” (Panta rei) o “todo fluye”
(Osswald & Rudolph, 2015a). La Reologia es una herramienta para comprender las
propiedades mecanicas del material al aplicar una fuerza de deformacion, mediante la
construccion de modelos que describen cualitativamente o cuantitativamente los resultados
experimentales del comportamiento mecanico (Lubansky, 2011). El objetivo principal de la
Reologia consiste en establecer la relacion entre las fuerzas aplicadas y los efectos
reométricos inducidos por estas fuerzas en un punto, la forma matematica de esta relacion se
llama la ecuacion reoldgica del estado o la ecuacidén constitutiva, y se usan para resolver
problemas macroscopicos relacionados con la mecanica de materiales, ya que dan un modelo
fisico de lo que ocurre en la realidad. Ademas, consiste en establecer relaciones entre las
propiedades reoldgicas del material y su estructura molecular (composicién), porque esta
relacionado con la estimacion de la calidad de los materiales. La reologia es una ciencia
multidisciplinaria que tiene muchas relaciones con la fisica y la quimica, asi como muchas
aplicaciones en tecnologia, ingenieria de materiales y muchos campos de ciencias bioldgicas,
tal como se observa en la Figura 7. Ademas, la conexion de la Reologia con la fisica consiste
en explicar y predecir las propiedades reologicas basadas en la estructura de un cuerpo. La
conexion entre la quimica consiste en la correlacion directa entre parametros quimicos (masa
molecular y distribucion de masa molecular, estructura quimica, interacciones
intermoleculares, etc.) y propiedades reoldgicas; por lo tanto, es posible sintetizar materiales

con propiedades deseables.

En resumen, la Reologia es una ciencia que se ocupa de las propiedades mecéanicas de
diversos productos, entre ellos los farmacéuticos. Por lo tanto, busca lograr sus objetivos
mediante modelos que representan las principales peculiaridades del comportamiento al flujo

de estos materiales (Malkin & Isayev, 2017 y Faustino et al., 2015).
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Figura 7.- La Reologia como ciencia interdisciplinaria; su lugar entre otras ciencias. Imagen obtenida de: Malkin, A. Y., & Isayev, A. (2017).

2.8.1.-Estado sélido y liguido desde la Reologia.

Sin embargo, reconocemos a un liquido o a un sélido por su respuesta a bajos esfuerzos, es
decir, si aplicamos una fuerza en un amplio espectro de tiempo o frecuencia, por medio de
aparatos reoldgicos, podemos observar propiedades similares de los liquidos en sélidos y
propiedades sélidas en liquidos. Por lo tanto, un material dado, puede comportarse como un
sélido o un liquido dependiendo de la escala de tiempo del proceso de deformacion aplicado.
Esta escala de tiempo es conocida como: ‘numero de Deborah', la cual fue propuesta en 1964
por Marcus Reiner, del Technion en Haifa, es un nimero adimensional que captura mejor el

efecto de la escala de tiempo del proceso sobre el comportamiento al flujo de un material.

El nimero de Deborah se define por la siguiente ecuacion:
De = t/T
(1)

Donde: T es un tiempo caracteristico del proceso de deformacion observado y t es el tiempo

caracteristico del material.
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El nimero de Deborah varia entre 0.1, para la baja tasa de deformacion, y de 10, para alta
tasa de deformacién. El tiempo t es infinito para un solido elastico Hookeano y cero para un

liquido viscoso newtoniano (Jobling, 2007; Osswald & Rudolph, 2015b).

Asi, para numeros altos de Deborah el comportamiento de un material es similar a un solido
y a numeros bajos de Deborah el comportamiento es mas similar a un liquido. Por lo tanto, un
sélido es un material que no cambiara instantaneamente su forma cuando se somete a una
deformacion y un liquido es un material que cambiara su forma (es decir, fluird) cuando se

somete a una deformacion.

El término viscoelasticidad, se utiliza para describir el comportamiento que se encuentra entre
los extremos de una respuesta elastica de Hooke y el comportamiento viscoso newtoniano
(Jobling, 2007).

Existen dos modelos matematicos simples que se describen en las siguientes ecuaciones Una

es la ley de Newton de liquidos:

y=2 )
n

Y otra es la ley de sélidos de Hooke:

€ =g (3)
Tenemos que & representa la deformacion, y es la velocidad de deformacion cortante, o es el
esfuerzo cortante, oe esfuerzo de tension, E - madulo elastico (o Young), y n es la viscosidad.
De acuerdo con Malkin & Isayev, 2017 las principales caracteristicas de estas leyes son:
» Dependencia lineal de € (o) para solidos y dependencia lineal de y (o) para liquidos.

» Ausencia de efectos de tiempo en la dependencia de € (OE) para sodlidos; deformacién
estrictamente correspondiente al estrés y cambios inmediatamente después de la evolucion

del estrés.

» Ausencia de una deformacién fija de liquidos porque en cualquier fuerza de deformacién,

esta incrementa linealmente con el tiempo a una fuerza constante.
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* La presencia de una sola constante que caracteriza las propiedades del material: la

viscosidad, n, para liquidos y médulo de elasticidad, E, para sélidos (Figura 8).

L o

Deformacion

Deformacion
lineal

N

A

Deformacion
permanente

.

-y

Tiempo

Figura 8.- La respuesta a la deformacién de un fluido newtoniano bajo una tension. Imagen obtenida de: Darvell, 2018; Faustino et
al., 2015; Kulkarni & Shaw, 2016.

2.8.2.- Viscosidad.

El comportamiento de un liquido esta intrinsecamente asociado con su viscosidad, una
propiedad que describe su resistencia al flujo bajo un esfuerzo aplicado. La viscosidad surge
de la friccidn entre capas adyacentes de un fluido que se mueven a diferentes velocidades. El
gradiente de velocidad de cizalla, en un flujo laminar, es un indicador de que tan rapido fluye

el liqguido cuando se le aplica un esfuerzo de corte (Hayes, 2014).

El esfuerzo de cizalla o de corte, se expresa en unidades de presién (pascal, Pa) y las unidades
de la velocidad a la cizalla son s. En el SI, la viscosidad tiene unidades de Pa*s. (1 Pas=1
kg * m* * s1), En el sistema cgs (sistema centimetro-gramo-segundo) estas unidades son los
poises (1 P = 0.1 Pa s) aunque la viscosidad se expresa comunmente en centipoises (1 cP =

0.01 P =1 mPa*s) ya que 1 cP es la viscosidad del agua a 20.2°C.
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En el tipo flujo mas simple, el esfuerzo cortante o es directamente proporcional a la velocidad
de deformacion cortante vy, y la constante de proporcionalidad es la viscosidad n del fluido, de
acuerdo con la ley de Newton para el flujo en la ecuacion 2 (Faustino et al., 2015). Un fluido
gue cumple con la ecuacién 2 se describe como newtoniano, porque muestra flujo puro, es
decir, cuando la deformacion aumenta constantemente mientras se aplica un esfuerzo, no
habra un cambio cuando deje de ser aplicado. Cuando la viscosidad es mayor (es decir, el
valor de n), menor es la pendiente de su curva de deformacién frente al tiempo, como se
muestra en la Figura 9 (Darvell, 2018). La velocidad de deformacion de un cuerpo viscoso
esta determinada por la definicion del coeficiente de viscosidad, por lo tanto, el gradiente de
velocidad es fijo. La viscosidad de muchos materiales varia en funcién de la velocidad de cizalla
o de corte simple. En otras palabras, la viscosidad observada depende de qué tan rapido se

deforme el material.
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Velocidad de deformacion y Velocidad de deformacion y

Figura 9.-Curvas de fuerza cortante (A) y curvas de viscosidad (B) para diferentes fluidos; (1) Fluido Newtoniano, (2) Fluido adelgazante al
flujo. (3) Fluido Newtoniano con tensién de fluencia z, (4) Fluido adelgazante al flujo con tension de fluencia 7. Imagen obtenida de:
Osswald, T., & Rudolph, N. (2015b).
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2.8.3.- Modelos constitutivos (Ley de la potencia).
Algunos modelos fenomenoldgicos han sido propuestos en la literatura. Estos varian en su

forma y en el ndmero de pardmetros necesarios para adaptarlos a los resultados
experimentales. Estos modelos tienen dos propdsitos generales: obtener soluciones analiticas
para diferentes escenarios de flujo encontrados en el procesamiento de materiales y permitir
el almacenamiento de los datos medidos con un numero minimo de parametros. El
comportamiento del flujo de diferentes muestras requiere del uso de diferentes modelos;
algunas muestras pueden ser adelgazantes al flujo, otras pueden experimentar un limite
elastico o pueden tener ambos comportamientos (Figura 10). Al final solo se busca el que
mejor se ajuste a los datos de viscosidad medidos, y al mismo tiempo el que sea apropiado
para una aplicacion especifica (proceso) de acuerdo al tipo de flujo (Osswald & Rudolph,
2015b).

Una relacion empirica simple es el modelo de la Ley de la potencia propuesto por Ostwald y
de Waele, es un modelo simple que representa con precision la region de adelgazamiento al
flujo en la curva viscosidad a la cizalla simple, pero omite la meseta newtoniana observada a

velocidades de deformacion pequefas, ver Figura 10. Este modelo se puede escribir como:
o=Ky" (4)

En donde, K es el indice de consistencia y n es el indice de shear - thinning (exponente del

modelo de la ley de la potencia).

Un diagrama log-log de o vs y da una pendiente n; donde n <1 para materiales adelgazantes
al flujo y n> 1 para materiales engrosantes al flujo y n = 1 para Fluidos Newtonianos (Kulkarni
& Shaw, 2016; Osswald & Rudolph, 2015b).
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Figura 10.- Curva de viscosidad (linea continua) y aproximacion segun el modelo de la Ley de Potencia (linea punteada). Imagen obtenida de:
Osswald, T., & Rudolph, N. (2015b).
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2.8.4.- Clasificacion Reologica con base en la curvatura del flujo.
De acuerdo a la clasificacion reoldgica en base a una curva del flujo, es decir, la representacion

del esfuerzo de corte frente a la velocidad de cizalla (flujo), describen a los fluidos

newtonianos Figura 11lc. que muestran una relacién lineal mientras que los fluidos que

presentan un comportamiento no newtoniano se describen la Tabla 2.

Tabla 2.- Clasificacion Reoldgica de fluidos No Newtoniano de acuerdo a Darvell, (2018);
Faustino et al., (2015).

Tiempo

independiente

Tipo de o .
) Definicion Ejemplo
Fluido
Shear — La viscosidad disminuye con el | Sangre, Concentrado de frutas,
thining o aumento de la velocidad de shampoo, cremas y lociones

adelgazante

cizalla.

para el cuerpo.

Shear — Aumento de la viscosidad al Suspensiones concentradas,
thickening o incrementar la velocidad de Almidén de maiz, mezclas de
engrosaste cizalla. aguay arena.

Son materiales que presentan

una propiedad sélido elastica
(yield stress) y viscosa, los Kétchup, pasta de dientes,
cuales resisten valores de cremas para manos.

Plastico

velocidad de deformacion

extremos.

Tiempo

dependientes

Tixotropicos

Reopécticos

Estos fluidos muestran un
cambio en la viscosidad con el
tiempo cuando se exponen a
condiciones de velocidad de
cizallamiento constante. Los
fluidos tixotrépicos Figura 11a
muestran una disminucion de la
viscosidad,; los fluidos
reopécticos Figura 11b. exhiben

un aumento en la viscosidad.

Suspensiones de arcilla,
grasas, tintas de impresoras y

pinturas.

Dispersiones concentradas de

latex, yesos.
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Figura 11.- Curvas de flujo / hysteresis loops. (a) material tixotrépico, (b) material reopéctico y c) Curvas de flujo para fluidos Newtonianos y
No Newtonianos. Imagen obtenida de: Faustino, C., Bettencourt, A. F., Alfaia, A., & Pinheiro, L. (2015) y Kulkarni, V. S., & Shaw,
C.(2016).

2.8.5.- Pruebas oscilatorias.

Dentro de las pruebas, estan las de flujo oscilatorio, que permiten determinar las propiedades
viscoelasticas de una muestra en funcion de la escala de tiempo. En esta prueba, la respuesta
estructural de la muestra se evalla a oscilaciones pequefias de deformacion, en un rango de
frecuencias. Para el analisis, los mddulos de almacenamiento y pérdida se grafican contra la

frecuencia.

El médulo (G’ o G”) que es dominante en una frecuencia particular, muestra si el material
pudiera ser elastico o viscoso, respectivamente, en una escala de tiempo. Si los médulos
elasticos y viscosos se cruzan, esta frecuencia de cruce marca la transicion del
comportamiento viscoso al elastico y viceversa. Asi pues, las pruebas oscilatorias de pequefia
amplitud de deformacion son no destructivas, en donde se aplica una onda de esfuerzo

sinusoidal que distorsionan la estructura del material, y miden la onda de esfuerzo resultante.
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Por lo que, si un material es puramente elastico Figura 12a, la diferencia de fase entre las
ondas de esfuerzo y deformacion es 0 ° (es decir, las ondas de esfuerzo y deformacion estan
en fase), por otro lado, si un material es puramente viscoso, la diferencia de fase es de 90 °
(es decir, el esfuerzo y la deformacion estan desfasados). La mayoria de los materiales son
viscoelasticos vy, por lo tanto, tienen una diferencia de fase entre estos dos extremos Figura
12b.

Por lo que, la diferencia de fase, junto con las amplitudes de las ondas de esfuerzo y
deformacion proporcionan informacién relacionada con las contribuciones viscosas y elasticas
a la estructura del material, dentro del rango viscoelastico lineal del material (Kulkarni & Shaw,
2016). De acuerdo con Kulkarni & Shaw, (2016) y Hayes, (2014) se usan varios tipos de
experimentos de oscilacion, incluido el torque (esfuerzo), barrido de frecuencia, barrido de
tiempo y barrido de temperatura. Los parametros obtenidos son: modulo complejo o médulo
de deslizamiento dinamico (G*), médulo elastico o almacenamiento (G’), mdédulo viscoso o

pérdida (G''), angulo de fase (8) y tangente del angulo de fase (tand).

a) > 0° Diferencia de Fase

-

Esfuerzo de corte

}

100% Elastico

)

Esfuerzo de tension

(

b)

!

90° Diferencia de Fase

)

Esfuerzo de corte

«

100% Viscoso

y-
N

Figura 12.- Tensién Oscilatoria/ ondas de tension: materiales puramente elasticos y viscosos. Imagen obtenida de:
Kulkarni, V. S., & Shaw, C. (2016).

Esfuerzo de tension
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Mdédulo complejo o Médulo de deslizamiento dinamico (G*). - Es una medida de la
resistencia a la deformacion de la muestra.

Moédulo elastico (o almacenamiento) (G’). - Es una medida de la energia que se
almacena en un material en el que se ha impuesto una deformacién. Este médulo es la
proporcién de la rigidez total (el médulo complejo) de un material que es atribuible a la
deformacion elastica.

G'= G*cosd (5)

Médulo viscoso (o pérdida) (G”). - Es una medida de la energia que se disipa en un
material sobre el que se ha impuesto la deformacién. Este médulo es la proporcion de la
rigidez total de un material que es atribuible al flujo viscoso, mas que a la deformacion

elastica.

G'= G*cosé (6)

Angulo de fase (). - Es la diferencia de fase entre las curvas de esfuerzo y deformacion
en una prueba oscilatoria, y es una medida del grado de estructura elastica ("gel") dentro
de un material, Una caida en el moédulo complejo durante el proceso de produccion se
corresponde con un aumento en el angulo de fase, lo que indica que hay una ruptura de la

estructura elastica interna en la muestra a medida que aumenta la tension impuesta.

Tangente del angulo de fase (tan &). - Es la relacion del médulo viscoso (G”) con el
modulo elastico (G”), y es un cuantificador util de la presencia y el grado de elasticidad en
un fluido. Los valores tan & inferiores a la unidad indican un comportamiento elastico
dominante (es decir, similar a un sdlido), y valores mayores que la unidad indican el

comportamiento de viscosidad dominante (es decir, similar a un liquido).

tan [6= G"/G")] (7)
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Oscillation Stress Sweep (Barrido de estrés oscilatorio). — En esta prueba, la muestra se
somete a un corte oscilatorio de pequefia amplitud (es decir, a la derecha, luego a la
izquierda). En las primeras etapas de la prueba, el estrés es suficientemente bajo para
preservar la estructura. En la region de meseta (region viscoelastica lineal) proporciona
informacion relacionada con la resistencia del material a la deformacién (la rigidez del
producto). A medida que avanza la prueba, cuando el estrés aplicado aumenta, provoca un
cambio sobre la estructura, disminuyendo la elasticidad (mddulo de almacenamiento, G’) y

la rigidez (médulo complejo, G*), pero aumenta el modulo de pérdida (G”) Figura 13.

El limite eldstico es una medida util del estrés requerido para inducir el flujo en un producto.
De hecho, cuando se exponen a tensiones por debajo del limite elastico (velocidad muy baja
—flujo progresivo), fluyen materiales viscoelasticos como cremas, lociones y unguentos El
punto en el que los médulos elasticos y viscosos se cruzan, marcan la transicion de la region

de la meseta (elastica) "solida" a la regién "fluida" (viscosa).

Region viscoelastica lineal

% 4
o -
-4 -
-l P A R SRR R R R e e o=
Médulo de

Almacenamiento (G’)

== == Mobdulo de pérdida (G”)

Log Deformacion Oscilatoria

Figura 13.- Barrido de Frecuencia Oscilatoria. Imagen obtenida de: Kulkarni, V. S., & Shaw, C. (2016).
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OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la respuesta reologica de diferentes dispersiones de liposomas cargados con
Rapamicina, elaborados a partir de diferentes marcas comerciales de lecitina de soya y
crioprotectores, con el fin de evaluar la estabilidad mecéanica al flujo para sus posibles

aplicaciones farmacéuticas.

Objetivos Particulares.

X/
°

Caracterizar fisicoquimicamente las diferentes formulaciones liposomales propuestas.

+« Caracterizar las propiedades mecanicas al flujo de distintos tipos comerciales de lecitina

(fosfolipido), y con los crioprotectores usados en la fabricacion de liposomas.
+« Determinar el comportamiento reoldgico de distintas formulaciones de liposomas.
% Determinar el efecto del farmaco sobre su comportamiento mecanico al flujo.

+ Realizar los estudios de disolucion a nivel in vitro de las formulaciones para determinar la

cinética de liberacion del farmaco, y el ajuste a modelos de difusion.

HIPOTESIS.

Las formulaciones de liposomas, fabricadas con distintos tipos de lecitinas (fosfolipidos) y
crioprotectores tendran caracteristicas morfologias de doble membrana definidas,

mecénicamente estable al flujo, y con una liberacion prolongada.
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3.- DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA.

En la Tabla 3, se muestra una serie de formulaciones liposomales optimizadas que se
obtuvieron a partir de un disefio de experimentos Taguchi. Porpuesto por Tonix Aburto, Luis
Angel (2017) donde se variaron los factores experimentales: tipo de crioprotector y marca de

lecitina.
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Tabla 3.- Formulaciones liposomales optimizadas, con sus respectivas condiciones de fabricacion y cantidades propuestas para 25 mL de

formulacion.

For | Cantidad Cantidad Cantidad de Marca de Tipo de Tiempo | Tempera | Agitaci | Tiempo de
mul de de Crioprotector | Fosfolipido | Crioprote de turade on sonicacion
acio | colesterol | fosfolipido (mQ) ctor calenta | Calenta | (RPM) (min)

n (mg) (mQ) miento miento

(min) (°C)

1 14.3 67.5 2422.2 Metarin Trehalosa 60 80 750 60

2 14.3 67.5 1163.2 Metarin Manitol 60 80 750 60

3 14.3 67.5 2183.2 Metarin Sacarosa 60 80 750 60

4 14.3 67.5 2422.2 Sigma Trehalosa 60 80 750 60

5 14.3 67.5 1163.2 Sigma Manitol 60 80 750 60

6 14.3 67.5 2183.2 Sigma Sacarosa 60 80 750 60

7 14.3 67.5 2422.2 S.micro Trehalosa 60 80 750 60

8 14.3 67.5 1163.2 S.micro Manitol 60 80 750 60

9 14.3 67.5 2183.2 S.micro Sacarosa 60 80 750 60
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3.1.- Materiales.
Para la preparacion de liposomas, el Sirolimus (Rapamicina) fue donado por Laboratorios

Santgar (Henan Legend Wealth Trading Co). Fosfato monobasico de sodio Monohidratado;
Fosfato dibasico de sodio Anhidro; Hidréxido de sodio y Biftalato de potasio (J. T. Baker). El 2-
Phenoxyethanol; Lecitina de soya grado reactivo y grado microbiologico; Sacarosa; Trehalosa
dihidratada; Cloruro de hierro (lll); Estandar de Rapamicina (Sigma-Aldrich USA). La lecitina
de soya grado alimenticio, Metarin (Ampher Foods). El Colesterol grado técnico (Quimica
Meyer). ElI Manitol (Quimica USP de México). El Tiocianato de amonio (Merck Chemicals,
USA). El Sulfato de zinc heptahidratado (HYCEL de México). Las placas cromatograficas
empleadas son TLC plastic sheets Silica gel 60 F2s4 precoated 20 X 20 cm layer thickness 0.2
mm (Merck; Frankfurt). ElI Nitrégeno, gaseoso de alta pureza (N2) (Infra Group.). Los
disolventes empleados fueron de grado reactivo (J. T. Baker y Sigma-Aldrich, México). El agua
destilada fue obtenida de CONQUIMEX y sometida a un proceso de desionizacién por medio

de un sistema Barnstead Nanopure Diamond con calidad de 18.2 MQ.

3.2.- Preparacion de Liposomas.

3.2.1.- Soluciéon Amortiguadora de Fosfatos (PBS).

Se disolvio la cantidad necesaria de Fosfato dibasico de sodio Anhidro y Fosfato monobasico
de sodio Monohidrato en agua destilada y desionizada para obtener una soluciéon 0,01 M. El
pH se ajust6 a 7,45 mediante la adicion de una solucion de NaOH 0.5 M con la ayuda de un

potenciometro (Orion 3 star; Electron corporation, USA).

3.2.2.- Preparacion de Liposomas por el Método de Calentamiento.
De acuerdo a las formulaciones propuestas en la Tabla 3 se pes6 en una balanza analitica

(Adventurere OHAUS) la cantidad de fosfolipido y colesterol, como ahi se indican. Estos se
colocan en un matraz de bola y se agrega 10 mL de PBS. Esta mezcla es dispersada durante
una 1 hora en una parrilla de agitacién (RT — Elite; Barnstead Thermolyne) a temperatura
ambiente de 25 °C y con una velocidad de agitacion de 750 rpm (modelo y tipo de parrilla de

agitacion).
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Después se pesa la cantidad de crioprotector de cada formulado con base en la Tabla 3y 25
mg (+ 0.01 mg) de Rapamicina. En un matraz volumétrico de 25 mL, se coloca el crioprotector,
la Rapamicina, 1 mL de metanol y 250 pL de 2-Phenoxyethanol, llevar a la marca de aforo con
PBS, para obtener una concentracion de 1.0 mg/mL de farmaco. Esta disolucion es
transvasada nuevamente al matraz de bola, se sella con un tapon de hule y se satura con Nz,
con la ayuda de una aguja de jeringa, durante un minuto para desplazar el Oxigeno que se
encuentra dentro del matraz. Posteriormente la mezcla es colocada en una parrilla de
calentamiento con termopar (Ceramag Midi; IKA Works USA) bajo las condiciones de
calentamiento de la Tabla 3, asi como de sonicacion, se lleva a cabo el proceso de sonicado
(Cole — Parmer; 8890) y finalmente, la suspension se hace pasar por dos filtros de Nylon con
tamafio de poro de 0.45y 0.22 um (Millex; Millipore). Esta metodologia también aplica para la
elaboracién de Liposomas sin farmaco (Blancos), los cuales se utilizan para evaluar el
comportamiento de las diferentes marcas de fosfolipidos, asi como del crioprotector en las

pruebas reoldgicas.

3.3.- Caracterizacion fisicoquimica de las formulaciones liposomales.

3.3.1.- Tamafo de particula, distribucion de tamafio de particula y

potencial Z.
El tamafio de particula y el indice de polidispersidad (PDI) para cada formulacién liposomal,

se determinaron mediante dispersion dinamica de la luz (DLS) por medio de un analizador
Zetasizer Nano ZS ZEN 3600 (Malvern Instruments Ltd.). El analisis se realiz6 a 25 °C en
celdas plegadas transparentes tipo capilar con una retrodispersion de 173 ° como angulo de

deteccidn y se registraban 3 mediciones por punto de datos.

3.4.- Propiedades reoldgicas de la formulacion de Liposomas.

3.4.1.- Preparacion de la muestra.
Se prepararon los blancos de las diferentes formulaciones de liposomas conforme a la Tabla

3. Se concentraron mediante centrifugacion y las condiciones indicadas en la centrifuga
(Biofuge Stratos Sorvall; Thermo Scientific) fueron las siguientes: una muestra de 25 mL fue

centrifugada a 15,000 rpm durante una hora a 0 °C.
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El sobrenadante obtenido es desechado y el precipitado que corresponde a las particulas
liposomales fue resuspendido en 10 mL de PBS para andlisis reolégico La misma metodologia

aplica para las formulaciones de liposomas cargados con Rapamicina.

3.4.2.- Mediciones reoldgicas.
Todas las mediciones reolégicas se realizaron en un redmetro rotacional (TA instrument,

Discovery DHR - 3), la geometria utilizada para llevar a cabo las mediciones se emple6 un

sistema reométrico de cilindros concéntricos a una temperatura controlada de 25 °C.

3.4.3.- Pruebas de flujo a la cizalla simple.
Se utilizé un flujo unidireccional de cizalla constante, con una velocidad de cizalla de: 0.3 a

300s™.

3.4.4.- Pruebas de cizalla oscilatoria de pequefia amplitud de

deformacion.
Las propiedades viscoelasticas, el modulo elastico G’ y el médulo viscoso G”, se determinaron

a una frecuencia de 1 a 50 rad/s. La zona lineal se determiné previamente para identificarla
con una prueba de barrido de deformacion a una frecuencia constante (1.0, 10, 100 rad/s).

3.4.5.- Microscopia Electréonica de Transmision (TEM).
Se utilizé un microscopio (JEOL: 2010), De cada formulacion se coloco una cantidad de 1 uL

demuestra diluida (1:5) en diferentes rejillas de carbono y se dej6é secar, después se realizd
una tincién negativa con acetato de uranilo al 2%. La rejilla con la muestra se expone a 2 uL

de esta solucidn durante 3 minutos y el exceso se retira con un papel adsorbente.

3.4.6.- Espectroscopia por FT-IR.

Esta técnica se realiz6 con el fin de verificar que los Fosfolipidos y la Rapamicina, empleados
no contuvieran otras sustancias. Este analisis fue hecho en un equipo de Perkin Elmer UATR
(FT-IR Spectrometer) con un intervalo de 4000-500 cmty una resolucién espectral de 1 cm™.
Aproximadamente 20 mg de se utilizaron para hacer estas determinaciones y se usd como

blanco el aire a temperatura ambiente.
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3.4.7.- Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Los termogramas de DSC de las lecitinas comerciales y el farmaco se midieron en un
calorimetro diferencial de Barrido (DSC1/700 Mettler-Toledo). Aproximadamente tres mg de
muestra fueron pesados y sellados en un platillo de aluminio. Las mediciones se realizaron en
una atmosfera de nitrégeno con un flujo de arrastre 20 mL/min, en un Intervalo de temperatura

de 0 °C a 220 °C y una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

3.5.- Determinacion de Rapamicina.
Esta determinacion se llevo a cabo mediante espectrofotometria UV — visible, la cual se realizo

en un espectrometro S2000, el cual utiliza una fuente de luz de deuterio DT1000, una interfaz
de puerto serie SAD500 (Ocean Optics, Inc.) y una celda de cuarzo de 1 cm de longitud
(Prolab).

% Curva de calibracion de Rapamicina.

Se prepar6 una solucion stock de Rapamicina (0.01 mg/mL), el disolvente ocupado fue una
solucion de Acetonitrilo al 40%. De la solucion stock, se tomaron las alicuotas necesarias para
obtener el siguiente intervalo de concentraciones: .825 — 9.59 ug/mL, y el pico maximo de

absorbancia fue a 281.52 nm.
> Célculo del porcentaje de encapsulacion (EE%).

En un tubo de microcentrifuga se colocan 2 mL de muestra y se centrifugan (Sorvall Biofuge
Primo R.; Thermo Electron Corporation) toda la noche a 15, 000 rpm. De las dos fases que se
obtienen, el sobrenadante se coloca en un matraz volumétrico de 2 mL, se adicionan 100 uL
de metanol, 50 pL de sulfato de zinc al 2% en una mezcla de metanol — agua (60:40) y se agito
por 30 s en un vortex. Finalmente se llevo a la marca de aforo con la solucién de Acetonitrilo
al 40%. Se centrifuga a 15,000 rpm durante 10 minutos, después se mide la muestra en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 281. 52 nm. El precipitado se resuspende en un
mililitro de la solucion de Acetonitrilo al 40%, se coloca en un matraz volumétrico de 2 mL y se
sigue el mismo tratamiento aplicado al sobrenadante. Para obtener el porcentaje de

encapsulacion, se utilizo la siguiente ecuacion:

m masa de farmaco encpasulado
EE(%—) = * 1
( 0 . . . / (8)
m masa inicial de farmaco
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Las concentraciones del precipitado y el sobrenadante se obtienen por interpolacion en la

curva de calibracion y el célculo de la Ecu. 8 se hace en miligramos.

3.5.2.- Determinacion de Fosfolipido.
Con base en la metodologia propuesta por Stewart,(1980), y aplicada en el trabajo de Linares-

Alba et al., (2016). Se aplicé el siguiente procedimiento:

> Solucidén reactiva de Ferrotiocianato de Amonio

Para preparar esta solucion se pesaron 2.703 g de Cloruro de Hierro Hexahidratado y 3.040 g
de Tiocianato de Amonio, se solubilizan por separado con agua desionizada, luego se

transvasan a un matraz volumétrico de 100 mL.

» Curva de calibracion de lecitina (Fosfolipido)

Preparar una solucién stock de lecitina (0.1 mg/ml) en cloroformo. De la solucién stock se
tomaron las alicuotas necesarias para obtener el siguiente intervalo de concentraciones: 0.01
a 0.1 mg/ml. De cada solucion obtenida, transferir 2 mL de esta a un tubo de ensayo, de su
respectiva concentracion, después se agregan 2 mL de la solucion reactivo de Ferrotiocianato
de amonio. Debido a que los disolventes empleados son inmiscibles, forman un sistema
bifasico. Este sistema se agita durante dos minutos en un vértex. Una vez que se termind de
agitar, la parte no polar se extrae con una pipeta Pasteur y se coloca en un tubo de micro

centrifuga.

La muestra es centrifugada (Sorvall Biofuge Primo R.; Thermo Electron Corporation) a 15,000
rpm durante 5 minutos con el fin de eliminar residuos de la parte acuosa. Con una Micropipeta
sustraer cuidadosamente la parte no polar y cuantificar por espectrofotometria UV — visible. El
andlisis se realizé en un espectrometro S2000, el cual utiliza una lampara de tungsteno DT-
1000CE-BT, unainterfaz de puerto en serie SAD500 (Ocean Optics, Inc.) y una celda de cuarzo

de 1 cm, utilizar el Cloroformo como blanco (n=3).
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» Preparacion de la muestra

En un tubo de microcentrifuga se colocan 2 mL de muestra y se centrifugan (Sorvall Biofuge
Primo R.; Thermo Electron Corporation) por 6 ha 15, 000 rpm. De las dos fases que se
obtienen, se extrae la Lecitina del sobrenadante con 2 mL de Cloroformo y el precipitado es

resuspendido con 2 mL del mismo disolvente.

3.5.3.- Analisis cualitativo de Lecitina por cromatografia de dos

dimensiones en capa fina (TLC).
Pesar una cantidad de 50 mg de muestra y transferirla a un matraz volumétrico de 5.0 mL,

llevar a la marca de aforo con Hexano. Por medio de una Micropipeta aplicar 100 pyL de la
muestra en la esquina inferior derecha de la placa de Silice a una altura de 2 cm y colocarla
en una camara de elucion con el solvente A (130 mL Cloroformo; 60mL Metanol y 8 mL de
hidroxido de amonio). Después de haber eludido este disolvente retirar la placa de silice y
dejarla secar por 30 min, posteriormente voltearla 90° a la derecha y colocar en la camara de
elucién el solvente B (170 mL de Cloroformo; 25 mL de Metanol; 25 mL de acido acético y 6

mL de agua). Revelar la placa de Silice sumergiéndola dentro una cadmara de yodo.

3.5.4.- indice de Acidez.

Pesar 2.0 g a un matraz Erlenmeyer de 250 mL, disolver con 50 mL de hexano y agregar 50
mL de alcohol, que previamente ha sido neutralizado con 5 gotas de Hidréxido de Sodio 0.1 N
y después agregar la fenolftaleina. Valorar la muestra de lecitina hasta que la solucién cambie
a un color rosa (este debe persistir durante 5 s.). Calcular el nUmero de miligramos de Sodio
necesarios para neutralizar los &cidos libres en 1.0 g de la muestra de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

1=5.61/V*m ?

Donde, | es el indice de acidez, V es igual a los mL gastados durante la valoracion y m

corresponde al peso de la muestra en gramos.
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3.5.5.- Materia Insoluble en Acetona.
Colocar 2.0 g de la muestra en un tubo de centrifuga de 40 mL, previamente tarado. Agregar

15.0 mL de acetona a la muestra, después colocar el tubo de centrifuga en un bafio de agua
a 45 °C para ayudar a la disolucion completa de los compuestos solubles en este disolvente,
una vez que la mayor parte de la muestra este resuspendida en el disolvente, colocarla durante
5 minutos en un bafio de agua fria. Agregar acetona enfriada previamente a 0 °C, Enfriar
durante 15 minutos en un bafio de agua fria y agitar. Centrifugar durante 5 minutos a 2000 rpm
y separar el sobrenadante del precipitado. Romper el precipitado y volver a rellenar el tubo
hasta su aforo con acetona fria y agitar. Enfriar la muestra durante 15 minutos en un bafio de
agua fria, volver a centrifugar de acuerdo con las condiciones anteriores decantar. Colocar el
tubo en posicién horizontal hasta que se evapore la mayor parte del disolvente, calentar el tubo
a 105 °C hasta que el peso sea constate. Determinar el peso del residuo y calcular el porciento

de la materia insoluble en acetona.

3.6.- Cinética de liberacion In vitro.
Para la realizacion de esta prueba se utiliz6 una membrana de dialisis (Dialysis turbing,

Spectra/Por; tamafo de poro 12 a 14 kDa). Con base en las especificaciones del proveedor,
un trozo de membrana fue cortado e hidratado durante 24 horas. Al finalizar este tiempo, dentro
de la membrana se colocaron 3 mL de formulacion y 3 mL de medio de Acetonitrilo al 40 %
(con concentracion final de farmaco: 0.5 mg/mL), la membrana fue sellada con hilo de Nylon.
El sistema en el cual se llevaron a cabo las liberaciones estaba compuesto por: 130 mL de
medio de Acetonitrilo al 40 % a una temperatura de 37 + 2 °C con agitacién constante. Para
llevar a cabo la recoleccion de muestra, eran extraidos 2 mL de medio cada hora durante 7 h

con reposicion de medio por cada muestra.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS.

4.1.- Analisis de Tamario de Particula, indice de Polidispersion (PDI)

y Potencial Z.

Los resultados mostrados en la Tabla 4 resumen el tamafio de particula, indice de

polidispersidad y potencial Z, de los nueve sistemas estudiados.

Tabla 4.- Tamafio de Particula, indice de polidispersion (PDI) y potencial Z.

Lecitina Crioprotector Tamafo (Doo) PDI Potencial Z mV
d.nm

Metarin Manitol 164.2+4.6 0.334+0.039 -49.7+2.33
Sacarosa 955.4+4.2 0.606+0.045 -23.841.04
Trehalosa 255.0£3.6 0.256+0.008 -46.4+0.99
Sigma Manitol 220.2+3.4 0.348+0.025 -47.7+1.27
Sacarosa 295.5+3.4 0.253+0.012 -44.5+1.13
Trehalosa 396.1+0.2 0.292+0.021 -43.0£1.77
S. micro Manitol 122.441.1 0.246+0.047 -2.39+0.01
Sacarosa 122.4+4.7 0.173+0.003 -44.442.69
Trehalosa 220.2+3.4 0.261+0.020 -45.2+1.77

De acuerdo con estos datos, los sistemas liposomales mas pequefios se obtuvieron al usar
lecitina Sigma Microbiolégica, los tamafios se encuentran en un intervalo de 122.4 a 220.2 nm,
y con un PDI 0.173 a 0.261, respecto al potencial Z los sistemas SMCS y SMCT tienen un
potencial negativo muy similar. Sin embargo, el sistema SMCM presenta un valor de potencial
Z que no satisface los criterios de calidad antes mencionados, este valor puede ser una
consecuencia de tener una conductividad eléctrica baja, indicativo de que los iones disueltos
en la formulacion, principalmente sodio y fosfatos a causa del buffer, estan adsorbiéndose en
la superficie del liposoma, lo que conduce a un cambio en el valor del punto isoeléctrico.

La adsorcion de iones en la superficie, incluso a bajas concentraciones, puede tener un efecto
sobre la potencial zeta de la dispersion de liposomas. En algunos casos, la adsorcion i6nica

puede conducir a una inversion de la carga de la superficie.
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Respecto a los sistemas elaborados a partir de la lecitina Sigma, tienen liposomas con los
tamanos de particula mas grandes, estos se encuentran en un intervalo de 220.2 a 396.1 nm,
las poblaciones de liposomas son relativamente homogéneas ya que la media del PDI (0.292)
hay una diferencia de +0.05 aproximadamente entre cada sistema y tiene los valores de
potencial Z muy cercanos entre si.

Finalmente, los sistemas hechos a partir de la lecitina Metarin, presentan tamafios de particula
muy diferentes y los indices de polidispersion mas elevados de todos los sistemas, esto se
debe a que posiblemente hay poblaciones de liposomas con tamarfos de particula distintos.
Sin embargo, el sistema MCM presenta el potencial Z més negativo de todas las formulaciones
(-49.7+2.33), esto puede ser un indicio de que probablemente sea un poco mas estable y tenga
un comportamiento reoldgico adelgazante al flujo. Mientras que el sistema MCT presenta
valores aceptables de tamafio, PDI y potencial Z.

Por ultimo, el sistema MCS presenta, de todos los sistemas, el tamafio de particula y PDI mas
grande (0.606) ademas de un potencial Z méas cercano a cero (-23.8 mV) posiblemente los
liposomas estén sufriendo un efecto de floculacién y por lo tanto se estan aglomerando, lo que
explicaria un tamafio de particula grande y un potencial Z bajo.

Respecto a los resultados de Conductividad y Movilidad Electroforética de los diferentes

sistemas liposomales estudiados, se presentan en la siguiente tabla (Tabla 5).
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Tabla 5.- Resultados de Conductividad (Cond) y Movilidad Electroforética (Mob)

Lecitina Crioprotector Mob. (umcm/Vs) Cond. (mS/cm)
Metarin Manitol -3.503+0.1619 1.62+0.099
Sacarosa -1.71+0.0297 1.13+0.0566
Trehalosa -3.274+0.06788 1.37+0.0707
Sigma Manitol -3.365+0.08839 1.52+0.0849
Sacarosa 3.14+0.08061 1.45+ 0.0849
Trehalosa -3.034+0.1245 1.47+0.0849
Sigma Manitol -0.1689+0.1689 0.273+0.0233
Microbioldgica
Sacarosa -3.135+0.1902 1.52+0.0919
Trehalosa -3.188+0.1266 1.44+0.0849

Los resultados de la movilidad electroforética de todos los sistemas son muy bajos lo que
significa que no se necesita de mucha energia eléctrica para vencer a la fuerza de friccion
provocada por la viscosidad del medio (Malvern, 2018). Por ultimo, el criterio de calidad
proporcionado por el equipo fue aceptable para todos los sistemas a excepcion de los
sistemas: MCS, SCT y SMCT.

El comportamiento de los nueve sistemas liposomales con base en los resultados obtenidos
tanto del tamafio de particula y el potencial Z, se puede explicar considerando que, los
liposomas estan elaborados principalmente a base de lecitinas, las cuales contienen
fosfolipidos. De acuerdo con Myers, (1999), los fosfolipidos naturales y sintéticos son
materiales anfifilicos que no pueden empaquetarse en estructuras compactas como las
micelas en solucion acuosa, tales materiales tienen grupos hidréfobos demasiado voluminosos

para ser empaquetados al igual que las micelas normales. Generalmente cuando se dispersan
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en agua, formaran espontdneamente estructuras de bicapa cerradas a las que se hace
referencia a liposomas o vesiculas. Si las multicapas que se formaron espontdneamente se
someten a ultrasonido o0 a una agitacion vigorosa, la estructura multicapa compleja puede
romperse para producir un conjunto de bicapa Unica que consiste en una vesicula.
Tipicamente, una vesicula asi producida tendra un didametro entre 30 a 100 nm, que se
encuentra dentro del rango de tamafio de los sistemas coloidales (un coloide son moléculas o
particulas de un soluto dispersas uniformemente en todo el solvente o medio continuo)
(Hunter, 2001). Debido a lo anterior, los sistemas liposomales elaborados pueden
considerarse como una dispersion coloidal. En ciertas circunstancias, las particulas en una
dispersiéon como los coloides pueden adherirse entre ellos mismos y formar agregados de
tamafos grandes, que pueden asentarse por el efecto de la gravedad. Un agregado
inicialmente se llama floculo y el proceso de su formaciéon es conocido como floculacion.
Generalmente se separa ya sea por sedimentacion (si es mas densa que el medio) o por
cremacion (si es menos densa que el medio). Estos procesos estan influenciados por la Teoria
de DVLO, la cual sugiere que la estabilidad de un sistema coloidal esta determinada por la
suma de estas fuerzas atractivas de van der Waals y las repulsiones eléctricas de doble
capa que existen entre las particulas a medida que se acercan entre si debido al movimiento
browniano que estan experimentando. Por lo tanto, si los liposomas tienen una repulsion
suficientemente alta, la dispersion resistira la floculacion y el sistema coloidal en principio, sera
estable al flujo. El potencial zeta es un indice que ayuda a medir la magnitud de la interaccién
entre las particulas coloidales y estas se utilizan para evaluar la estabilidad de los nueve
sistemas liposomales objeto de este estudio (Malvern Instruments, 2017).

Es importante mencionar que, si todos los liposomas en suspension tienen un gran potencial
zeta, ya sea negativo o positivo, tenderan a repelerse entre si y no habra ninguna tendencia a
gue las particulas se aglomeren. Sin embargo, si tienen valores bajos de potencial Z, no habra
fuerzas necesarias para evitar que ocurra el fendbmeno anteriormente descrito. La linea
divisoria general entre suspensiones estables e inestables generalmente se toma a +30 o -30
mV. Las particulas con potenciales zetas mas positivas que +30 mV o0 mas negativas que -30
mV normalmente se consideran estables al flujo. Las que no se encuentran dentro de este
intervalo como las formulaciones MCS y SMCM, no se suelen considerar como sistemas

estables y por lo tanto pueden sedimentar sedimentarse.
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4.2.- Caracterizacion reoldgica.
La Figura 14, muestra la curva de viscosidad al flujo de cizalla simple para las lecitinas de

soya de diferente marca comercial empleadas en la produccion de estos formulados a una
concentracion fija de 2.7 mg/mL demostrando que tienen un comportamiento no newtoniano

del tipo adelgazante al flujo.
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Figura 14.- Curva de viscosidad a la cizalla simple de los distintos tipos de Lecitinas

Esta curva de viscosidad al flujo corresponde al sistema empleando, tanto La lecitina Sigma
Microbiolégica la cual presenta un comportamiento Newtoniano (n=1), ya que la viscosidad es
constante en toda la ventana de velocidad de deformacion y las lecitinas. Sigma y Metarin las
cuales exhiben un comportamiento no newtoniano del tipo adelgazante al flujo (n<1), esto
significa que la viscosidad de estas lecitinas disminuye a medida que la velocidad de
deformacion se incrementa. Siendo menos estable al flujo la lecitina de soya marca Metarin
porque la viscosidad no disminuye de forma gradual conforme a lo explicado en Medina et al.
(2000).
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Debido a esta formacion, las lecitinas generaron estructuras de diferentes tamafos y altos
pesos moleculares que al aplicar una velocidad de cizalla se deslizan unos sobre otros,
obstaculizados solamente por sus fuerzas intermoleculares, que generan un entrelazamiento
entre ellos. Entonces cuando estan entrecruzadas entre ellas mismas, de forma aleatoria
experimentan una baja velocidad de deformacién (Figura 14, y <10 s™) tienen una viscosidad
relativamente alta, y a medida que aumenta y, hay un aumento del esfuerzo cortante (o), que
es lo suficientemente alto para desenredar las estructuras autoensambladas. Una vez
desenredadas pueden deslizarse mas alla de estas conformaciones con facilidad, lo que
genera una viscosidad (n) mas baja (y > 10 s!). Eventualmente cuando estas formaciones ya
no pueden estirarse se observa una viscosidad constante (y>100 s). Por lo tanto, esto se
conoce como comportamiento adelgazante al flujo. La Figura 15, muestra de manera
ilustrativa el desenredo de las estructuras autoensambladas cuando incrementa y (Osswald
& Rudolph, 2015b).

Figura 15.- Desenmarafiamiento de los fosfolipidos autoensamblados al aumentar la velocidad de deformacién que se representa por las
flechas rojas. Imagen tomada de: Osswald, T., & Rudolph, N. (2015b).

Por otro lado, al llevar a cabo la evaluacion del comportamiento reoldgico de los crioprotectores
empleados en las formulaciones, se observo en la Figura 16 que el Manitol (0.047 g/mL), la
Sacarosa (0.087 g/mL) y la Trehalosa (0.097 g/mL) presentan un comportamiento no
newtoniano del tipo adelgazante al flujo (n<l). Entre las dos primeras el comportamiento
reolégico es muy parecido a bajas velocidades de deformacién ( y <10 st), porque la
viscosidad (n) es casi la misma para ambos materiales a las concentraciones indicadas, por lo
gue no habria diferencia si se utiliza cualquiera de las dos o si se emplean simultaneamente

en procesos que impliquen estas mismas condiciones.
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Sin embargo, en rangos de 20 s < y <100 s comienzan las diferencias en la viscosidad
porque el Manitol empieza a ser ligeramente mas viscoso que la Sucrosa, incluso a valores de
y =100 s donde la viscosidad empieza a ser constante. En cambio, la Trehalosa a esta
concentracion es mas adelgazante al flujo (n<1), pero a velocidades por debajo de y < 60 s
es mas viscosa gue las otras dos, lo que también implica un mayor esfuerzo de corte. A valores
de y > 60 s la viscosidad se vuelve constante en ambas a medida que aumenta la velocidad

de deformacion o flujo.
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Figura 16.- Curva de viscosidad a la cizalla simple de los distintos tipos de Crioprotector.

Cabe recordar, que los crioprotectores empleados son polisacéridos y pueden controlar la
viscosidad del agua debido a la naturaleza de sus unidades de mondémero presentes, las
disposiciones secuenciales de estas unidades dentro de las cadenas de polimero y las uniones
entre monémeros. Un polisacarido al entrar en contacto con el agua, a cierta concentracion y
temperatura, se convierte en un plastificante porque debido a la movilidad de sus estructuras
guimicas en el medio, formaran enlaces entre los puentes de hidrégenos del agua con los
grupos hidroxilo de los mondémeros presentes, para que finalmente se produzcan particulas

rigidas.
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Por lo tanto, la mayoria de las preparaciones con polisacaridos, forman dispersiones
moleculares o hidrocoloides, que a veces se les llama soles. Por ende, cuando los
hidrocoloides estan en movimiento, estas moléculas chocan entre siy entre mas grandes sean,
también es mayor su viscosidad. Por lo anterior hay un cambio en la viscosidad del medio y
puede ser aprovechado para espesar, gelificar, modificar o controlar las texturas y propiedades
de flujo de los alimentos y bebidas (Shewry, 2008). Entonces el comportamiento adelgazante
al flujo de los crioprotectores es debido a que los hidrocoloides formados por las cadenas
largas de los polisacaridos, que al igual que las lecitinas, generaron un entrelazamiento y al
experimentar una baja velocidad de deformacion tienen una viscosidad relativamente alta.
Cuando aumenta y, hay un aumento del esfuerzo cortante (o) que es lo suficientemente alto
para ir desenredandolos lo que se conoce como adelgazamiento al flujo y una vez que y es
muy alta, la viscosidad es constante porque las estructuras estan orientadas en direccion al
flujo. Estos resultados son similares a lo reportado en la literatura por Medina-Torres et al.,
(2000), los cuales reportan las propiedades que tienen los polisacaridos en la industria
alimenticia para mejorar la calidad del producto. Medina et al. (2000), mencionan que las
propiedades mecanicas del mucilago del Opuntia ficus indica, estd compuesta por
polisacaridos, principalmente de: Arabinosa, Galactosa, Xilosa, Ramnosa y Acido
Galacturénico, presentando un comportamiento adelgazante al flujo (n<1), esto significa que
la viscosidad disminuye a medida que aumenta la velocidad de deformacion, producido
posiblemente por la orientacion de los polisacaridos que lo componen. En nuestro estudio,
observamos que, la estimacion de la viscosidad a la cizalla simple de la lecitina y los
crioprotectores es un poco mayor a la del agua en un rango de velocidad de deformacion 0.3
s1a 300 s, y no requirieron de un gran esfuerzo para comenzar a fluir.

En las Figuras 14y 16, se observa que estos materiales no son muy rigidos y, por lo tanto, los
sistemas liposomales no tendrian dificultad en formase, incluso podrian mejorarse las

propiedades reolégicas cuando se combinen ambos materiales.
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Finalmente, los resultados de las pruebas SAOS para las 9 formulaciones se muestran en la
Figura 17. La parte superior corresponde a las formulaciones elaboradas con la lecitina
Metarin y su respectivo crioprotector. Los sistemas MCM (Figura 17A) y MCT (Figura 17C) se
observa que el médulo viscoso (G”) predomina sobre el modulo elastico (G’), es decir (G”>
G’). Esto significa que estas dos formulaciones de liposomas se comportan mas como fluidos
viscosos, que como fluidos viscoelasticos. Ademas, en las Figuras de ambas formulaciones se
observa que a bajas frecuencias (o < 10 rad/s) existe una zona que tiene forma de meseta
(parte horizontal formada por G’), que pone en evidencia posibles interacciones que tienen los
liposomas para que el sistema sea estable al flujo. El sistema MCS (Figura 17B) G" es mayor
que G’ en todo el rango de frecuencias estudiado, por lo que este sistema se comportara mas
como un fluido viscoso y no se distingue una zona de meseta como en los otros dos sistemas,

lo que denota que no hay interacciones entre los liposomas.

En el centro de la Figura 17, estan los sistemas liposomales elaborados a partir de la lecitina
Sigma con su respectivo crioprotector. Los 3 sistemas: SCM (Figura 17D), SCS (Figura 17E)
y SCT (Figura 17F) el modulo viscoso (G”) predomina sobre el médulo elastico (G’), por lo
tanto, las 3 formulaciones de liposomas se comportaran mas como fluidos viscosos. En las
Figuras se observa que a bajas frecuencias (o < 10 rad/s) existe una zona que tiene forma de
meseta (parte horizontal formada por G’), comportamiento pseudosdlido que muestra las

interrelaciones que tienen los liposomas para mantener un sistema firme.

Por ultimo, la parte inferior la Figura 17 es para las formulaciones elaboradas con la lecitina
Sigma Microbioldgica y su respectivo crioprotector. El sistema SMCM (Figura 17G) y SMCS
(Figura 17H) tiene un comportamiento mas viscoso (G”) que viscoelastico (G’). A bajas
frecuencias (o < 10 rad/s) existe una zona que tiene forma de meseta similar a lo ya
mencionado (parte horizontal formada por G’), que muestra la estabilidad que tienen los
liposomas para no sedimentarse. En cuanto al sistema SMCT al inicio tiene un comportamiento
mas elastico (G’) que viscoso (G”) a bajas deformaciones (o < 10 rad/s) y después de este
punto se comporta mas como un fluido viscoso. Sin embargo, existe una alta probabilidad de
gue el sistema haya sedimentado ya que a medida que aumenta la frecuencia el material se
resuspenderd poco a poco en el medio, y por eso se muestra después un predominio del

modulo viscoso y posiblemente es muy poco estable.
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Figura 17.- SAOS de Sistemas liposomales sin farmaco, A) Metarin/Colesterol/ Manitol (MCM), B) Metarin/Colesterol/ Sacarosa, (MCS), C) Metarin/Colesterol/ Trehalosa (MCT), D)
Sigma/Colesterol/ Manitol (SCM), E) Sigma/Colesterol/ Sacarosa (SCS), F) Sigma/Colesterol/ Trehalosa (SCT), G) S. micro/Colesterol/ Manitol (SMCM), H) S. micro/Colesterol/Sacarosa
(SMCS), I) S. micro/Colesterol/ Trehalosa (SMCT).
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A fin de complementar el analisis anterior, fueron sometidas a las pruebas de flujo a la cizalla
simple (pruebas destructivas) y los resultados se muestran en la Figura 18. De acuerdo con la
figura, los sistemas tienen un comportamiento no Newtoniano del tipo adelgazante al flujo (n<1)
a excepcion del sistema MCS, es de esperarse este resultado debido a que tanto el
crioprotector empleado como la lecitina por si solos presentan esta misma propiedad, esto nos
da a entender que, durante el proceso de fabricacion no hay un cambio en sus propiedades

individuales y mecanicas al flujo y, por lo tanto, la suspension de liposomas puede ser muy

estable.
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Figura 18.- Curva de viscosidad a la cizalla simple de las 9 formulaciones de liposomas. A) Sistema de liposomas con lecitina Metarin. B)
Sistema de liposomas con lecitina Sigma. C) Sistema de liposomas con lecitina Sigma Microbiolégica.
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Por ultimo, se muestra la Tangente de Delta o Tangente de Pérdida (Figura 19) obtenida del
barrido de frecuencia para los tres sistemas de liposomas. Este grafico indica la proporciéon
gue hay entre el médulo de pérdida y el modulo de almacenamiento (Osswald & Rudolph,

2015c), y se interpreta de la siguiente forma:

Si 6= 0 o tand = 0 cuando G’ predomine sobre G” (sdlido elastico).
Si 6= 90° o0 tand = « cuando G” predomine sobre G’ (fluido viscoso)
Si 8= 45° 0 tand = 1 cuando G’ es igual a G” (material viscoelastico)

La Figura 19A, corresponde al sistema de liposomas con lecitina Metarin. Vemos que el
sistema MCS se comporta mas como un fluido viscoso, debido a que el desfase maximo que
se puede observar es 11/2 encontrado en un fluido newtoniano, por lo tanto, se reafirma el
resultado obtenido en la prueba SAOS, y en la curva a la cizalla simple para esta formulacion.
El sistema MCM se observa el comportamiento de una solucién diluida, debido a que este tipo
de soluciones a valores altos de 6 en frecuencias bajas, indican una tendencia hacia un
comportamiento mas fluido. Lo mismo sucede para las formulaciones de liposomas con la
lecitina Sigma (Figura 19B) y Sigma Microbiologico (Figura 19C). Por ultimo, tenemos que la
formulacion de liposomas MCT a valores bajos de 6 y a bajas frecuencias tiene un
comportamiento sélido, pero a medida que aumenta la frecuencia, d aumenta y el sistema es

mas fluido, esto nos puede indicar la presencia de interacciones fuertes entre los liposomas.
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Figura 19.- Gréficos de la Tangente de Delta de las 9 formulaciones de liposomas. A) Sistema de liposomas con lecitina Metarin. B) Sistema
de liposomas con lecitina Sigma. C) Sistema de liposomas con lecitina Sigma Microbiol6gica

En resumen, los resultados obtenidos de cada prueba reolégica junto con el potencial Z,

Tamafio de particula y PDI se muestran en la Tabla 6, la cual nos va ayudar también a
seleccion la mejor formulacion de Liposomas sin farmaco.
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Tabla 6.- Resumen de resultados de las 9 formulaciones con liposomas

Formulacion

Curvas de Flujo ala
cizalla oscilatorio de
baja amplitud de

deformacion

Curvas de flujos a la cizalla

simple.

luego G">G’

MCM G’>G Adelgazante al flujo
MCS G’'>G Newtoniano

MCT G’>G Adelgazante al flujo
SCM G’>G Adelgazante al flujo
SCS G">G Adelgazante al flujo
SCT G”">G Adelgazante al flujo
SMCM G">G Adelgazante al flujo
SMCS G”>G Adelgazante al flujo
SMCT G’ > G” hasta 10 rad/s, | Adelgazante al flujo

De acuerdo con la tabla anterior, todas las formulaciones con excepcion del sistema SMCT y

MCS presentan una formacion de una meseta a bajas amplitudes de deformacién (parte

horizontal formada por G’). Este comportamiento es indicativo de fuertes interacciones en un

sistema complejo. En la Tabla 4 se puede apreciar que estos sistemas presentan tamanos de

particula menores a 400 nm y los PDI’s mas bajos (menores a 0.4) por lo que es posible que

existan fuerzas que ayuden a mantener estable el sistema.
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Esta meseta que se observa en la Figura 17, también fue observada en estudios de Santiago-
Adame et al., (2015) ellos encontraron que su suspension de microparticulas, tienen
resultados muy parecidos cuando realizan la prueba de SAOS, los resultados que obtuvieron,
indican un comportamiento (G”> G’), la formacion de una meseta a bajas amplitudes de
deformacion, similar a los resultados de los liposomas. Ellos atribuyen a las interacciones entre
los excipientes y compuesto encapsulado dentro de sus microparticulas. De igual manera en
el trabajo de Moreno et al., (2015) esta misma meseta puede ser observada a bajas
frecuencias cuando estudian el efecto de una concentracién elevada de colesterol en la sangre.
Ellos lo asociaron a interacciones fuertes por agregados celulares. Es importante aclarar que
estos Sistemas Liposomales no pueden formar agregados ya que el potencial Z es lo
suficientemente negativo para evitar que los liposomas se agreguen entre ellos, pero de
acuerdo con Crowe et al., (1984) reportaron que los carbohidratos interactian con los grupos
polares de los fosfolipidos que afecta el empaguetamiento de la monocapa y provoca un mejor

efecto estabilizante, esto puede ser el causante de las fuertes interacciones observadas.

Por ultimo, Zhang et al., (2012) obtuvieron un comportamiento adelgazante al flujo para todas
sus formulaciones de liposomas, ellos lo asocian a que la lecitina en solucién tiende a formar
ensamblados supramoleculares que forman las bicapas del liposoma. Con base a esta
informacion, el mejor sistema que reune las mejores propiedades reoldgicas, tamafio de
particula, PDI y potencial Z fue el sistema: Metarin/Colesterol/Manitol (MCM), ya que es uno
de los sistemas con el tamafio de particula mas pequefio, tiene el potencial Z mas negativo
por lo que es el sistema mas estable al flujo, en las pruebas de SAOS (Figura 17A) presenta
una formacion de una meseta a bajas amplitudes de deformacion (parte horizontal formada
por G’) indicativo de fuertes interacciones (comportamiento pseudosolido) y es el sistema mas
viscoso a bajas velocidades de deformacion, indicativo del efecto estabilizante de los

liposomas, por las fuerzas de repulsion de su carga negativa.
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4.3.- Caracterizacion de la formulaciéon de liposomas:

Metarin/Colesterol/Manitol (MCM) con Rapamicina.
La formulacion de liposomas MCM se utilizé para incorporar a la Rapamicina. Primero se

evalu6é el tamafio y la carga superficial para observar los cambios en el sistema que
comprometa la estabilidad del producto final, es decir que este sedimente o no se llegase a
formar. Para ello en la Figura 20 se presenta los resultados correspondientes al Tamarfio de
particula para liposomas cargados y no cargados con el farmaco.

Sistema Metarin / Colesterol / Manitol sin Sistema Metarin / Colesterol / Manitol sin

Rapamicina Rapamicina

S & Distribucian de tamafio por volumen
Distribucion de tamafio por volumen P

Volumen%
Volumen%

01 1 10 100 1000 10000

10

Tamafio (d. nm) Tamafio (d. nm)

Figura 20.- Distribucion de tamafio de particula por intensidad de la formulacién de Liposomas cargados y no cargado con Rapamicina

Se observa al agregar la Rapamicina (Figura B) no aumento significativamente el tamafio de
particulas, pero hay un ligero cambio en la polidispersiéon, y en las Figuras 21 se comparan
las sefales del potencial Z obtenidas por el equipo.
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Sistema Metarin / Colesterol / Manitol Sistema Metarin / Colesterol / Manitol

con Rapamicina sin Rapamicina
Gréfica de fase final Gréfica de fase final
A) Diagrama de Fase B) Diagrama de Fase
\ /
B A ’
B ) 4
Tiempo (s) Tiempo (s)
Gréfico de frecuencia Grafico de frecuencia
C) D)
Cambio de Frecuencia Cambio de Frecuencia
|
o o |
s s ‘
- ° i
s c |
8 ........... 8 |
|
Frecuencia (Hz) Frecuencia (Hz)

Figura 21.-Gréfico de Fase y Frecuencia de la determinacién del potencial Z para el sistema: Metarin / Colesterol / Manitol

Las Figura A y B, corresponden al gréfico de fase, el cual esta dividido en dos pendientes
positivas y negativas, que tienen una muy buena sefal, esto quiere decir que los liposomas
tienen una buena movilidad electroforética media con y sin Rapamicina vy el criterio de calidad
por parte del programa del equipo, indica que las formulaciones de liposomas son de buena
calidad, y en las Figuras Cy D, se muestran sefiales bien definidas que nos indican que ambas

muestras son estables de acuerdo al programa.
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De acuerdo a la Tabla 7, la adicién del farmaco al sistema de liposomas coadyuva a que el
tamafno se aumentara aproximadamente 27 nm del promedio de la poblacion, pero también el
sistema se volvio ligeramente mas polidisperso con base al PDI y el potencial Z es mas
negativo, lo que favorece un mayor niumero de repulsiones entre cada liposoma y evita que el
sistema sea inestable.

Tabla 7.-Comparacion de Tamafio de particula, Potencial Z y PDI para el sistema
Metarin/Colesterol/Manitol (MCM) con y sin farmaco.

Sistema Metarin / Colesterol / Manitol sin | Sistema Metarin / Colesterol / Manitol sin

Rapamicina Rapamicina
Tamaiio d. PDI Potencial Z Tamario d. PDI Potencial Z mV
nm mV nm
244.5+5.84 | 0.334+0.032 | -49.742.33 271.0£14.19 | 0.408+0.011 | -52.0+1.36

En las pruebas reoldgicas se observé que las curvas de flujo oscilatorio de baja amplitud de
deformacion (Figura 22A) para el sistema MCM sin farmaco que el modulo viscoso (G™)
predomina sobre el médulo elastico (G’), es decir (G”>G’), esto significa que esta formulacion
se comporta mas como un fluido viscoso que como un liquido. Cabe sefalar que a bajas
frecuencias y a tiempos largos se observa una la formacion de una meseta en G, que
representa las interacciones entre los liposomas, debido a las repulsiones entre estos por el
efecto del potencial Z, lo cual ayuda a mantener estable al sistema. Sin embargo, al agregar la
Rapamicina cambia completamente la forma de la gréfica, ya que a bajas frecuencias de
deformacion y tiempos largos (o < 4 rad/s) predomina el médulo elastico (G’) sobre el médulo
viscoso (G™'), esto se debe al efecto del aumento del nimero de repulsiones cuando el
potencial Z se hace mas negativo, por consecuencia el sistema tiende a comportarse mas
como un sélido. Al llegar a una fuerza de deformacion (o = 4 rad/s) hay un punto de cruce
donde (G’ = G”) y significa que al llegar a este tiempo la muestra tiene caracteristicas como un
sélido y un liguido viscoso Finalmente, cuando la fuerza de deformacion (o > 4 rad/s) el mddulo
viscoso (G"") predomina sobre el modulo elastico (G’), es decir (G”>G’). Ocurriendo el efecto
contrario del inicio.
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Con estos resultados podemos observar que la formulacion de liposomas sera estable al flujo
tanto en su vida de anaquel como en el punto donde se requiere el efecto terapéutico, ya que
tiene una viscosidad mayor a la del agua y una buena estabilidad mecanica al flujo, que

favorecera la permanencia en el sitio de aplicacion.

Es muy importante garantizar que la muestra permanezca por mas tiempo en su sitio de accién
y que resista las pequefias deformaciones mecanicas presentes durante el lagrimeo o

parpadeo para que los liposomas puedan atravesar las barreras oculares.

En cuanto a la Figura 22B, esta representa las pruebas de flujo a la cizalla simple, se observa
que la formulacién de Liposomas MCM con y sin farmaco tienen un comportamiento no
Newtoniano del tipo adelgazante al flujo (n<1), debido a que a las fuerzas electrostaticas que
mantienen a los liposomas se debilitan conforme la velocidad de deformacién aumenta. Al
inicio de la prueba ambos sistemas mantienen la misma viscosidad, esto significa que mientras
no exista una fuerza externa que perturbe el sistema va a ser la misma para ambas
formulaciones, pero a medida que aumenta la velocidad de corte (y > 2 s'1) hay una separacién
de la viscosidad entre el sistema con y sin Rapamicina. Los liposomas con el principio activo
encapsulado son mas viscosos que los liposomas vacios y tienen un cambio de pendiente
gradual Por lo que suponemos que el potencial Z esta ayudando a la estabilidad de la

formulacion y también lo hace mecénicamente més estable al flujo.

68



A)

G', G" (Pa)

1_. B G'Bco. Metarin Manitol
1 O G"Bco.;Metarin;Manitol
| & G'M2_Metarin:Manitol
A G"M2_Metarin;Manitol
fa)
0.1 oA
| N ree
AAE‘ n
A AN 4 n] E
AﬂAﬁ! n
A 3 A A
A [m}
0.01- o -
1 m]
[m] o | |
[m]
a 1 u
| |
- |
] ||
| |
1E-3 -mm — .
1 10 100
o (rad/s)

B)

0.1
O T4_Bco.;Metarin;Manitol
M2_Metarin;Manitol
<
s}
o
9
— (=
i o
& 0.01- °g
= lw]
e}
0
%6
o}
o)
o
0
o]
%
Co
OOOO
0.001 T T
0.1 1 10 100

v (11s)

Figura 22.- Comparacion reolégica de la Formulacién: Metarin/Colesterol/Manitol (MCM) con y sin Rapamicina. A) Médulo Elastico G’ y

Viscoso G” en funcién de frecuencia bajo la prueba SAOS para la formulacién de liposomas con y sin farmaco. B) Viscosidad de las

formulaciones bajo un flujo de corte simple.
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4.4.- Microscopia electréonica de Transmision (TEM) de la formulacion
de liposomas: Metarin/Colesterol/Manitol (MCM) con y sin

Rapamicina.
De esta técnica se obtienen micrografias que poseen una resolucién mayor que la Microscopia

de Barrido (SEM), cuyas zonas mas brillantes corresponden a una gran cantidad de materia
(mayor densidad o mayor numero atémico) (http://www.linan-ipicyt.mx/Microscopio_HR-
TEM.html 25/2/22) por lo tanto, la Figura 23 nos muestra un analisis de la Formulacion de

Liposomas desde otra perspectiva.

La Figura 23 A, es una vista de la solucion de liposomas MCM sin farmaco en el cual podemos
apreciar con mejor resolucion que el sistema casi mantiene el mismo tamafo para toda la
poblacién de Liposomas. Entonces en la Figura 23B, se hizo un acercamiento a uno de los
liposomas capturado en la Figura 23A, y observamos un liposoma esférico con muchas
subdivisiones internas, de acuerdo con la clasificacién que existe para los liposomas, puede

gue esta formulacién contenga Liposomas Multilamelares.

La Figura 23C, corresponde a la soluciéon de liposomas MCM con farmaco en el cual se
observa una poblacion de Liposomas bien definida y comprueba lo obtenido por DLS.

Finalmente, en la Figura 23D se observa un acercamiento a un liposoma de la imagen anterior,
en esta imagen observamos que el liposoma multilamelar que se habia formado en la segunda
figura, al menos para esta formulaciéon cambi6 a un sistema liposomas unilamelar. Muy
posiblemente el cambio de estructura se debié a que el liposoma logré encapsular a la
Rapamicina, y por lo tanto adoptd una estructura que le permite mantener el farmaco

encapsulado sin que se pierda la estabilidad.

De acuerdo con otros estudios llevados a cabo por Linares-Alba et al., (2016); Zhang et al.,
(2012), ellos realizan el mismo sistema de liposomas por calentamiento y dispersion de la

lecitina por lo tanto su sistema obtenido y analizado por TEM coincide con estos resultados.
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Figura 23.- Microscopia electronica de Trasmision de la Formulacion de Liposomas: Metarin/Colesterol/Manitol (MCM) con y sin Rapamicina. A) Sistema MCM sin farmaco a un aumento de
una escala de 500 nm) Sistema MCM sin farmaco a un aumento de una escala de 100 nm. C) Sistema MCM con farmaco a un aumento de una escala de 500 nm y D) Sistema MCM con
farmaco a un aumento de una escala de 100 nm.



4.5.- Caracterizacion Quimica de la Formulacién de Liposomas:
Metarin/Colesterol/Manitol (MCM).

En este apartado analizaremos los aspectos quimicos y estructurales de los materiales
empleados, asi como de la formulacién final de liposomas. Por lo que primero necesitamos
saber cuéanto farmaco se encapsulo y qué cantidad de Lecitina se ocup06 para formar el sistema.
Para la cuantificacion de las sustancias mencionadas, se empled la técnica de absorciéon UV -
Vis, medimos la absorbancia de concentraciones conocidas de Rapamicina y Lecitina para el

trazado de las curvas de calibracion mostradas en el Anexo 3.

La Eficiencia de Entrampe (EE%), nos indica cuanto farmaco esta encapsulado dentro del

liposoma. Para ello se analizaron tres muestras y los resultados se enlistan en la Tabla 8.

Tabla 8.- Porcentaje de Rapamicina Encapsulada por cada Lote

Formulacion Eficiencia de Entrampe EE%
M1 MCM 0.56 £0.20
M2 MCM 0.67+£0.20
M3 MCM 0.80+0.23

De acuerdo con estos resultados la EE% es limitada por la poca solubilidad de la Rapamicina
en agua, recordemos que este principio activo es muy poco soluble (2.6 ug/mL) (Sun et al.,
2011). De igual forma Tonix (2017) reporté problemas con el porcentaje de encapsulacion

porque también obtuvo rendimientos muy bajos debido a la baja solubilidad del farmaco.

Otra razén por la cual no se esta obteniendo un buen porcentaje de entrampe es porque la
Rapamicina se adhiere al material de vidrio, ya que existe una alta afinidad de este analito por
el borosilicato que esta presente en la cristaleria de los instrumentos usados y en los
contenedores del producto terminado (Herman, 2004; Napoli & Taylor, 2001) lo que
disminuye su concentracién en el medio. Buech et al., (2007) propuso utilizar concentraciones
elevadas de fosfolipidos, mas sin embargo no obtuvieron los resultados esperados ya que no
detectaron la presencia de la Rapamicina en los liposomas. Esto se puede atribuir a que su

preparacion no fue la 6ptima, y por lo tanto el principio activo se perdio en la etapa de filtrado.
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Para corroborar la pérdida que se tiene al momento de la fabricacién y tener un aproximado
de lo que se pierde en cada etapa del proceso. Se elabor6 en la Tabla 9, con la finalidad de
obtener los miligramos de Rapamicina perdidos en cada una de las etapas de fabricacion. Para

hacer esta cuantificacion solo se utilizaron 10.0 mg de Rapamicina.

Tabla 9.- Conciliacién de Rapamicina durante el proceso de fabricacion

Proceso Cantidad de Rapamicina Cantidad de Rapamicina
pérdida en mg pérdida en %
Pesado 10.0000 100
Agitacién en Matraz 0.0009 0.009
Extrusién en filtro de 0.45 y 0.0101 0.1
Extrusién en filtro de 0.22 u 0.0553 0.5
Farmaco libre 0.0002 0.002
Farmaco encapsulado 0.0007 0.007
Cantidad adherida a vidrio 9.9328 99.32

Con base en esta informacion se obtuvo que en los procesos de Extrusion en filtro de 0.22 p y
Cantidad adherida a vidrio es en donde hay mayor pérdida de Rapamicina. En el trabajo de
Tonix (2017), se propuso solubilizar el farmaco primero en metanol y después adicionarlo a la
dispersion de liposomas, pero esta propuesta no parece solucionar el problema de la
solubilidad, y mejorar el porcentaje de farmaco encapsulado porque el metanol se volatiliza y
por lo tanto el principio queda dentro del buffer de PBS que es un medio acuso, lo que provocé

gue la Rapamicina volviera a sedimentarse.

Otro factor que puede afectar la Eficiencia de Entrampe es la concentracion de Fosfolipido
empleado en la formacion del liposoma. Por ello calculamos la cantidad de fosfolipidos
empleada. Para esto la Tabla 10 se muestran tres lotes preparados con 6 formulaciones, para
dar un total de 18 muestras, la mitad de los formulados eran liposomas vacios y la otra mitad

con el farmaco cargado.
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Tabla 10.- Cuantificacion de lecitina empleada en la elaboracion de liposomas vacios y cargados con
Rapamicina

Lote Formulacion | Concentracion de Lecitina Concentracién de Lecitina
en liposomas vacios en liposomas con farmaco
(mg/mL) (mg/mL)
L1 M1 MCM 0.032 0.037
M2 MCM 0.031 0.044
M3 MCM 0.076 0.089
L2 M1 MCM 0.023 0.065
M2 MCM 0.066 0.091
M3 MCM 0.072 0.099
L3 M1 MCM 0.036 0.046
M2 MCM 0.045 0.053
M3 MCM 0.043 0.058

Con estos datos (Tabla 10), se aplica una relacién entre la Concentracion de Lecitina en
liposomas con farmaco respecto a la Concentracion de Lecitina en liposomas vacios y
obtenemos que la lecitina aumenta en promedio 1.3 veces cuando se afiade la Rapamicina, y
con esta informacion calculamos que la cantidad aproximada de farmaco que puede
encapsularse es de 0.001 mg por 0.064 mg de lecitina en promedio. Esto también confirma el

aumento de tamafio de particula de los liposomas que se obtuvo en el apartado 4.3.

Los resultados obtenidos en esta parte, tienen un parecido con los estudios de Rouf et al.,
(2009), donde la cantidad neta de Rapamicina que encapsularon fue de entre 1.78 y 2.25 mg

de farmaco por 100 mg de fosfolipido total.

Finalmente, el factor: Marca de Fosfolipido indica que es importante para este trabajo porque
de acuerdo con las Figuras 19 y 21 esto influyo en la estabilidad mecanica al flujo de los
preparados de liposomas y muy posiblemente también puede influir en la eficiencia de

entrampe por el contenido de fosfolipidos que se explica en el Anexo 1.
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4.6.- Analisis de liberacion controlada de la Rapamicina a partir del

sistema liposomal: Metarin — Colesterol — Manitol.
Los perfiles de liberacion del farmaco encapsulado son muy importantes para determinar

cuanto tiempo puede permanecer el farmaco dentro del liposoma y cédmo seria su liberacion a
lo largo del tiempo, por lo tanto, las suspensiones de liposomas mencionadas en la Tabla 8
fueron evaluadas. Este experimento se realiz6 tomando un volumen de 3 mL de muestray se
colocé dentro de una membrana de dialisis con 3 mL de medio de liberacion, lo que nos da un
volumen final de 6 mL. Recordemos que la encapsulacién de Rapamicina no fue la adecuada,
lo que significa una parte esta adherida al vidrio y otra parte esté dispersa fuera del liposoma,
por lo que podemos tener una variacion muy alta si planteamos que €l 100% son los 0.001 mg
gue se encapsularon. Entonces consideramos que en 1 mL de formulacién habra 1 mg de
Rapamicina segun a lo indicado en la metodologia. Por lo que al realizar los calculos de dilucion
correspondientes obtenemos que dentro de la membrana de dialisis hay una concentracion

aproximada de 0.5 mg/mL de Rapamicina.

Adicionalmente, también se analizé la liberaciébn de 3 muestras como control que contenian
una concentracion de 1 mg/mL de farmaco solubilizado en un volumen de 6 mL con medio de
liberacién dentro de una membrana de didlisis para ver si esta no interfiere con la liberacion

del farmaco, y ver el comportamiento de la liberacion sin el sistema de liposomas.

Estas cinéticas de liberacién tuvieron un seguimiento por 12 horas con la finalidad de obtener
el mejor modelo matematico que se ajuste a la liberacién de la Rapamicina contenida en la

suspension de liposomas.

Primero obtuvimos la curva de liberacion del farmaco libre dentro de la membrana de diélisis
(Figura 24). De acuerdo con este grafico, observamos que, de las 12 horas para medir la
liberacion del principio activo, en una hora se libera aproximadamente el 80% de farmaco y en
2 horas la Rapamicina ya estd completamente fuera de la membrana de dialisis.

Con base en la informacion de la Figura 24, y al programa DDsolver elaborado por Zhang et
al., (2010) se realizo el ajuste de los datos para obtener el mejor modelo matematico que
expliqgue el como es que se lleva a cabo la liberacion de la Rapamicina soluble dentro de la

membrana de dialisis.
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Figura 24.-Cinética de Liberacién del grupo Control

gue tuvieron un buen ajuste a nuestro sistema fueron: el modelo de Higuchi, el modelo de

Hixson-Crowell, y el modelo de Primer — Orden.
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Tabla 11.- Ajuste estadistico de los modelos matematicos

MODELO HIGUCHI HIXSON- PRIMER -

PARAMETRO CROWELL ORDEN
N 3 3 3
DF 2 2 2
R_OBS-PRE 0.9965 0.9993 0.9999
RSQR 0.9925 0.9975 0.9997
RSQR_ADJ 0.9925 0.9975 0.9997
MSE 21.1274 7.3369 14
MSE_ROOT 4.5336 2.2715 3.1225
SS 42.2548 14.6738 27.4291
WSS 42.2548 14.6738 27.4291
AIC 13.0562 7.0295 9.3113
MSC 3.2439 5.2528 4.4922

N.- NUmero de muestras MSE. - Error cuadratico medio

DF. - Grados de Libertad de cada suma de MSE_root. - Desviacién estandar de los

cuadrados residuos
R_obs-pre. - Coeficiente de correlacién SS.- Sumas de cuadrados
Rsqr. - Coeficiente de determinacion (R?) WSS. - Suma ponderada de cuadrados

Rsqr_adj.- Coeficiente de determinacién AIC. - Criterio de informacion de Akaike

ajustado (R? ajustado L -
J (R3) ) MSC. - Criterio de seleccion del modelo

Con base en el trabajo publicado por Zhang et al., (2010), los criterios mas usados en el campo
de la identificacion del modelo de disolucién son el R? ajustado, el AIC, y el MSC y en la
informacion de su material suplementario de apoyo que es una introduccion a los enfoques
utilizados (programa DDSolver) nos indican cuales son los criterios a considerar (Tabla 12)

para elegir el mejor modelo, de acuerdo a nuestros resultados.
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Tabla 12.- Resumen de los enfoques dependientes del modelo utilizados para comparar los perfiles
de disolucion

Modelos Candidatos Criterios para la seleccion
del modelo
Zero-order, First-order, Hixson-Crowell, Higuchi, Quadratic, MSC

Weibull, Gompertz, Logistic

First-order, Hixson-Crowell, Higuchi, Weibull, Logistic COD, RMS

Zero-order, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, First-order, Hixson- AIC
Crowell, Weibull, Logistic

MSC. - Criterio de seleccion del modelo
AIC. - Criterio de informacién de Akaike
RMS. - Error cuadréatico medio (MSE)

COD. - Coeficiente de determinacion (R?)

Conforme a los criterios expuestos en la Tabla 12, para el coeficiente de determinacion (R?)
segun Costa & Sousa Lobo, (2001) se puede usar el valor que estd mas cercano a 1 para el
mismo numero de pardmetros, porque representa un mejor ajuste entre los resultados tedricos
con los experimentales. Entonces con base en la informacién de la Tabla 11, el que cumplié

con este parametro fue el de Primer — Orden con un valor de 0.9997.

Para seleccionar el que tiene el mejor valor del error cuadratico medio Hurtado y de la Pefia
et al., (2003), indican que debe tener un valor de RMS bajo, debido a que se tiene un buen
ajuste. De acuerdo con los resultados obtenidos de la Tabla 11 el que cumplié este criterio es

el de Hixson-Crowell con un valor reportado de 7.3369.

En cuanto al Criterio de informacion de Akaike (AIC) en el trabajo de Yamaoka et al., (1978).
Ellos reportaron una técnica estadistica para estimar el nimero de términos exponenciales n,
para modelar la distribucion de sus farmacos de estudio en el cuerpo a lo largo del tiempo
después de una inyeccion por via intravenosa y seleccionaron el que tiene el valor minimo de
AIC porque indica que los resultados experimentales tuvieron un buen ajuste o que es menos
complejo. Por lo tanto, este criterio ofrece un valor objetivo que, de manera relativa, cuantifica

simultdneamente la precision y sencillez del modelo.
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Segun nuestra Tabla 11 el modelo de Hixson-Crowell es el que cumple con los criterios
mencionados, en donde encontramos un valor de 7.0295. Por altimo, en el estudio de Mayer
et al., (1999) indican que el criterio de seleccion del modelo MSC es un parametro que permite
comparar el juego de datos experimentales a diferentes ajustes matematicos y relaciona el
coeficiente de determinacion al nUmero de parametros que son requeridos para obtener el
grafico, por lo tanto, el mas adecuado es el que tiene un valor mas alto de MSC. Con respecto
a esta informacién y con los datos que se obtuvieron en la Tabla 11, sabemos que el modelo

de Hixson-Crowell también cumple con este criterio ya que se obtuvo un valor de 5.2528.

Entonces, el modelo matematico de Hixson-Crowell es el que mejor se ajustd al experimento
con 3 de 4 parametros estadisticos cumplidos, indicando que la liberacion de la Rapamicina
se debe a una disminucion de las particulas del farmaco dentro de la superficie interna que lo

contiene por un proceso de disolucién (Costa & Sousa Lobo, 2001).

De acuerdo a Hixson & Crowell, (1931) que son los autores de este modelo, el proceso de
disolucion tiene lugar en la superficie de contacto de la membrana cuando la agitacién dentro

del medio de liberaciéon es el mismo.

Esto quiere decir que la concentracién de 1.0 mg/mL de Rapamicina al interior de la membrana
de didlisis, forma cilindrica de area constante (Figura 25), se disolvera al mismo tiempo que

disminuye el volumen de la membrana, sin perder su forma geométrica, ver Figura 26.
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magnética

Figura 25. - Sistema de Liberacién In vitro, imagen tomada y editada de: Amatya et al., 2013.
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Con base en lo anterior, este modelo, supone que la liberacién esta limitada por la velocidad
de disolucion en el medio y no por la difusion de la Rapamicina. Lo cual tiene sentido, porque
el principio activo solo estaba disuelto en un determinado volumen, y no estaba al interior de

una forma farmacéutica o dentro de un sistema de liberacién de farmacos.

Sin embargo, es importante aclarar que la membrana de didlisis es de Celulosa regenerada,
la cual no se solubiliza ni se degrada en nuestro medio de liberacién, pero es un material
permeable y por lo tanto el volumen interno como externo entran en contacto. Con base en
esto, a medida que la Rapamicina se va disolviendo por el efecto del medio exterior, disminuye
la concentracion interna del soluto, que pudo ocasionar un cambio en la presion interna y por
efectos de gradientes de difusion, se haya perdido un poco del volumen interno también, lo
gue pudo causar el efecto ejemplificado en la Figura 26 porque al finalizar este experimento,

se notd una ligera reduccion del volumen que habia al interior de la membrana.

Debido a lo anterior, con el modelo matematico de Hixson-Crowell construimos un grafico de
la cinética liberacion tedrica de Rapamicina (Figura 27), sin la influencia de algun sistema de

liberacidon de farmacos para las primeras 2 horas que tarda en liberarse 100%.

Figura 26.- Disminucién proporcional de la superficie interna del sistema de liberacion (Membrana de diélisis). Imagen tomada de: "5 -
Mathematical models of drug release,"( 2015).
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Figura 27.- Cinética de Liberacién teérica de Rapamicina con base en el modelo matematico de Hixson-Crowell

Una vez que conocemos el tipo de cinética de liberacion de la Rapamicina disuelta dentro de
una membrana de didlisis, determinamos el de los modelos de liberacion para las muestras

indicadas en la Tabla 8, y los resultados para este analisis se muestran en la Figura 28.
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Figura 28.- Cinética de Liberacion de las diferentes formulaciones de Liposomas cargados con Rapamicinia. A) Formulacién M1 MCM.
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Con base en la informacion graficada en la Figura 28, observamos que las tres formulaciones,
durante las primeras cuatro horas, el farmaco se libera a una velocidad constante y siguen la
misma tendencia, pero la formulacion M1 MCM cuando alcanza este tiempo, libera menos del
40% de principio activo y las otras dos liberaron un poco mas. Cuando han transcurrido seis
horas del experimento, los sistemas liberan a la Rapamicina de forma sostenida, pero a una
baja velocidad y este ritmo de liberacién se mantiene por casi dos horas. Después la cinética
de liberacién es mas rapida, pero para la suspension de liposomas M1 MCM todavia mantiene
una baja taza de liberacion hasta alcanzar las 10 horas y después sigue la misma tendencia
de las otras dos formulaciones.

De acuerdo con la grafica de la Figura 28 y al programa DDsolver reportado por Zhang et al.,
(2010) se realiz6 el ajuste de los datos para obtener el modelo matematico que explique el
como es que se lleva a cabo la liberacién de la Rapamicina contenida en los sistemas
liposomales y los resultados que se obtuvieron, estan en la Tabla 13.

Tabla 13.- Modelos mateméaticos que mejor explicaron la liberacién de la Rapamicina del
interior del liposoma

Modelo . Korsmeyer- Makoid- ,
Parametro Primer Orden Peppas Banakar Peppas-Sahlin
N 8 8 8 8

DF 7 6 5 5
R_obs-pre 0.990531 0.9933891 0.993991 0.993869
Rsqr 0.979284 0.9867831 0.988013 0.987771
Rsqr_adj 0.979284 0.9845803 0.983218 0.982879
MSE 15.00206 11.069185 12.05203 12.30363
MSE_root 3.833623 3.2112269 3.364228 3.404017
SS 105.0144 66.415109 60.26014 61.51813
WSS 105.0144 66.415109 60.26014 61.51813
AIC 38.89684 36.437958 37.79549 38.00138
MSC 3.281925 3.5892851 3.419594 3.393857

Con base en el trabajo publicado por Zhang et al., (2010), y a los criterios anteriormente
mencionados sobre el R? ajustado, el AIC, y el MSC, el mejor modelo de disolucién para los

resultados mostrados en la Tabla 13 fue el de Korsmeyer-Peppas.

El modelo de Korsmeyer-Peppas, combina dos modelos matematicos diferentes que explican

el paso de farmacos via difusion — erosion a través de una barrera que controla la disolucion
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de estos en su medio de liberacién. Con base en esto, el modelo de Korsmeyer describe el
comportamiento de la liberacion general de un soluto a través de una matriz de liberacion
controlada (Ecuacion 10) y el modelo de Peppas indica si el mecanismo de liberacion del
soluto es por medio de un mecanismo de difusion Fickiano o involucra la desintegracion de la
matriz (Ford, 1991).

e jen (10)
M

o

Donde:

M, ., , . — 4 H H4
— = fraccion de farmaco liberada t = tiempo de liberacién

o)

L n = exponente de difusion para el farmaco
k = Constante cinética

Entonces en la Tabla 14, se muestran estas variables calculadas por el programa DDsolver,
obtenidos del perfil de la liberacion de Rapamicina de cada formulacién, para determinar el

mecanismo por el cual el farmaco sale del interior de los liposomas.

Tabla 14.-Ajuste de datos de la liberacion de Rapamicina de los Liposomas

Formulacién

Constante cinética k(h™)

Exponente n

M1 MCM 17.125 0.601
M2 MCM 15.229 0.667
M3 MCM 14.733 0.672

Segun a lo reportado en el trabajo de Wu (2019), el modelo de Korsmeyer-Peppas, es una
regresion no lineal muy utilizada para describir la liberacion de un farmaco a través de un
sistema de liposomas. De acuerdo con la ecuacién 10, la constante K proporciona
principalmente informacion sobre la formulacién del farmaco, como las caracteristicas
estructurales de las nanoparticulas, mientras que el exponente n se relaciona con el

mecanismo de liberacién con el farmaco.
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Entonces los datos ajustados a este modelo se refieren a la difusion a través de barreras de
baja retencion / alta retencion debido a la capa de fosfolipidos, lo que explica también, el

comportamiento de las graficas de la Figura 28.

Wu (2019), evalud la liberacion de dos sistemas liposomales cargados con cafeina e
hidrocortisona. Reportaron que una constante K mas alta indica que el sistema facilita la
liberacion de la cafeina debido a la alta permeabilidad. Por el contrario, un valor mas bajo de
K indica una cinética de transporte baja para el sistema de hidrocortisona, por lo tanto, una
liberacion de farmaco baja de los nanoportadores porque se queda principalmente en el
interior. Entonces debido a que la formulacion reportada en este informe es similar al del trabajo
anterior, entonces los resultados de la constante K presentados en la Tabla 13, hacen
referencia a un sistema de liberacion en donde la Rapamicina es muy permeable a estas
estructuras fosfolipidicas y de acuerdo con los valores obtenidos de n, sigue una difusion
an6mala o no Fickiano, lo que también explica el comportamiento de los graficos mostrados

en la Figura 28.

Finalmente, en el trabajo publicado por Korsmeyer, (1983) nos habla de que este modelo es
adecuado para sistemas hinchables, es decir que, haya un aumento de tamafio progresivo de
las particulas estructurales del sistema, que permite cambios de la movilidad de las cadenas
macromoleculares, en este caso la estructuras fosfolipidicas del liposoma, permitiendo que la
estructura tenga huecos por donde la Rapamicina difunde al medio. El liposoma al ser una
barrera compuesta por cadenas largas de fosfolipidos, el sistema se afecta por la explicacion

anterior y sus propiedades como la viscosidad puede retardar la liberacion del farmaco.

De acuerdo con la Figuras 14 y 22, referentes a la curva de viscosidad a la cizalla simple de
la marca comercial de lecitina Metarin, y la curva de viscosidad a la cizalla simple del sistema
de liposomas con el farmaco, se observo que a bajas velocidades de deformacién la lecitina
gue compone este sistema, presenta una viscosidad elevada producida por la naturaleza de
las cadenas de los fosfolipidos, y en la Figura 28 durante las primeras 7 horas de la liberacion,

hay un efecto retardante en la difusion de la Rapamicina debida a la viscosidad.
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Entonces, con el modelo matematico de Korsmeyer-Peppas y el programa DDsolver

elaborado por Zhang et al., (2010) se realizé la curvas de liberacion tedricas para

poder observar el efecto indicado el parrafo anterior, Figura 29.
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5.- CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en las pruebas quimicas y reoldgicas de este estudio mostraron que
los materiales empleados (lecitina y crioprotectores) en la formulacion de liposomas tienen una
buena estabilidad quimica y mecéanica al flujo. Sin embargo, al realizar la fabricacion de
liposomas con la lecitina comercial (Metarin) y empleando manitol como crioprotector y
colesterol, se obtuvo un sistema con mejor estabilidad mecanica al flujo, y con un buen tamafo

de particula (cuasi-modal), indice de polidispersion y potencial Z.

Al momento que se incorporé la Rapamicina a la formulacion se logré una mejor estabilidad de
las nanoparticulas formadas. Pero por la poca solubilidad del farmaco en la fase dispersa
donde se encuentra el sistema de liposomas, es poca la cantidad de principio activo que se
logré encapsular. Por lo tanto, no se obtuvo una eficiencia de entrampe adecuada, con la cual

no se alcanzar el efecto terapéutico esperado, mediante estas condiciones de produccion.

Se suguirere buscar una mejor solubilidad del farmaco en una emulsion (O/W), y
posteriormente atrapar con este sistema de liposomal propuesto para lo que se busca posibles

aplicaciones farmacéuticas.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Se obtuvieron liposomas de Rapamicina de tamafio nanométrico que contienen una capa de
fosfolipidos que separa la sustancia activa del exterior. Su forma cerrada le confiere una gran
estabilidad mecénica al flujo debido a la estructura quimica de los materiales empleados, pero

la capacidad de encapsular en su interior a la sustancia activa es muy baja.

Por lo que es necesario mejorar la suspension de liposomas hasta obtener un sistema de
liberacion de efecto prolongado que pueda utilizarse como tratamiento para combatir la
enfermedad de 0jo seco que afecta a perros y poder desarrollar a futuro, un sistema similar

gue pueda ser aplicado en humanos para el tratamiento de otras enfermedades retinales.

De acuerdo a las revisiones bibliograficas realizadas por Urquhart & Eriksen, (2019) indican
gue los liposomas con diametros <150 nm muestran un mejor tiempo de residencia - circulacion
in vivo y los liposomas con diametros <200 nm pueden ser endocitositados facilmente por las

células. La biodistribucién de los liposomas después de una administracion intravitrea puede
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mejorar con un potencial zeta bajo (< + 20 mV) y una modificacién en la superficie con
polietilenglicol (PEG) porque difunden facilmente dentro de la retina, mientras que los
liposomas sin una modificacién en su superficie y con un potencial zeta grande (> + 20 mV)
guedan atrapados en el humor vitreo. Entonces es de suma importancia considerar esta

informacion para mejorar la calidad de la suspensién de liposomas propuesto en este trabajo.

También es importante sefialar que el sistema ocular estd bien protegido de materiales
extrafios y farmacos por varios mecanismos eficientes como: el parpadeo, lacrimacion inducida
y drenado nasolacrimal, que forman una barrera biologica y fisica causando un rapido
removimiento de sustancias de la superficie ocular. Bajo condiciones normales el ojo humano
puede soportar 25 uL -30 pL de cualquier solucién oftalmica, pero después de un parpadeo, el
volumen se reduce de 7 puL a 10 pL. (Bucolo et al., 2012). Entonces el éxito de la nueva
formulacién de liposomas para la administracion ocular dependera de las propiedades
hidrofilicas — lipofilicas optimizadas de este sistema de nanoparticulas porque tienen que lograr

una buena mucoadhesividad, biocompactibilidad y desintegracién al interior del ojo.

Ademas, es importante que la nueva formulacion que se elabore, tenga una buena solubilidad
del farmaco para alcanzar el efecto de liberacion sostenida que se busca y también cuidar que
sea lo més comoda para su administracion, no cause irritacion, baja toxicidad y no obstruya la
vista con el fin de que se pueda tener una buena aceptacion de los pacientes (Buech et al.,
2007), debido a lo anterior es muy importante continuar con las pruebas reolégicas con la
finalidad de probar materiales que cumplan con los criterios de aceptacion y buena estabilidad

mecanica a los efectos de deformacién por el parpadeo.

Finalmente, por estudios los reolégicos de Swindle et al., (2008) en humor vitreo de cerdo,
determinaron por medio de un reémetro capilar Vilastic-3 a una frecuencia de 2 Hz y a una
velocidad de deformacion de 0.1 st que el médulo de almacenamiento (G’) es de 3.46 + 0.30
Pa y el mdédulo de pérdida (G”) es de 0.71 £ 0.12 Pa (Figura 30) lo que significa que su

comportamiento es mas elastico que viscoso.

Ellos también indican junto con otros autores que las propiedades viscoelasticas del humor
vitreo de cerdo son muy semejantes al de un humano, por lo que el desarrollo de la nueva
suspension de liposomas debera atravesar una barrera con estas caracteristicas reoldgicas
gue la hacen mecanicamente estable al flujo, para garantizar el efecto terapéutico al interior
de la cavidad ocular.
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Anexo 1.- Caracterizacion de quimica de las muestras comerciales
de Lecitina.

Para realizar este estudio emplearon las técnicas analiticas de: Cromatografia en placa fina de
2 dimensiones, indice de acidez, contenido insoluble en acetona, analisis infrarrojo,

calorimetria diferencial de barrido y los resultados se presentan a continuacion.

De acuerdo con la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos FEUM la lecitina es una
mezcla compleja de fosfatidos insolubles en acetona y debe contener no menos del 50.0% de
materia insoluble en este solvente, es decir debe de haber un bajo porcentaje que se solubilice
y las tres lecitinas cumplen con esta prueba. Sin embargo, para el indice de acidez la
monografia nos marca que no sea mas de 36, con base en la informacién anterior la Unica
Lecitina que lo sobrepasoé es la marca Sigma Microbiol6gica. Esto puede ser porque a algunas
lecitinas se les aflade acidos grasos libres destilados para que el producto tenga una
viscosidad especifica (Van Nieuwenhuyzen, 2010). Los resultados de las técnicas anteriores
se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15.- Resultados promedio para el indice de acidez y material insoluble en acetona para las 3
marcas diferentes de Lecitina

Metarin 32.60 87.88
Sigma 22.29 95.15
Sigma Microbioldgica 64.51 84.30

Luego se realiz6 la cromatografia en capa fina en 2 dimensiones sobre placa de silice 0.25
mm, 20 x 20 cm con 2 soluciones, la primera estaba compuesta por Cloroformo, Metanol,
Hidroxido de Amonio y la segunda tenia Cloroformo, Metanol, Acido Acético Glacial y Agua.
Para ver cualitativamente, la presencia de Fosfatidicolina (PC), Fosfatidiletanolamina (PE),
Fosfatidilinositol (PI), Acido Fosfatidico (PA), Lisofosfatidilcolina (LPC) y Lisofosfatidilcolina
(LPE) que son los compuestos en mayor cantidad e importancia en las muestras comerciales

de lecitinas y los resultados de este analisis se reporta en la Figura 31.
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De acuerdo con la Figura 31A, tenemos los estandares de los compuestos mencionados para
ver su elucion sobre las placas de silice y obtener un aproximado de la posicion final de estos
al revelarse con yodo. En la parte superior derecha (Figura 31B) vemos que la Lecitina de la
marca Sigma tiene un total de 9 bandas reveladas, las 2 bandas que se encuentran mejor
definidas, segun la imagen de referencia corresponden a PE y PC, adema4s existe la presencia
en muy baja cantidad de PAy PI. Del lado inferior izquierdo (Figura 31C) la lecitina de la marca
Metarin tiene las bandas correspondientes a todas las sustancias de interés que se muestran
en lareferencia. Por dltimo, del lado inferior derecho (Figura31D) en la lecitina correspondiente
a la marca Sigma Microbioldgica apenas se alcanza a distinguir 2 bandas de los compuestos

de interés (PE y PC) de acuerdo con la posicion de los estandares de referencia.

=
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Figura 31.-. Cromatografia en capa fina de las 3 muestras comerciales. A) Estandar de referencia obtenido de (Phospholipids in Lecithin
Concentrates by Thin-Layer Chromatography, AOCS Recommended Practice Ja 7-86). B) Cromatoplaca de la muestra de Lecitina
Sigma. C) Cromatoplaca de la muestra de Lecitina Metarin. D) Cromatoplaca de la muestra de Lecitina Sigma Microbiologia.
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Para continuar con la caracterizacion de las 3 marcas de lecitinas y poder obtener una mejor
informacion de su composicion quimicas, se hizo un estudio de espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) para obtener la huella molecular de la muestra,

correspondiente a la Figura 32.

En el espectro FTIR de las 3 marcas comerciales de lecitina de soya tenemos las siguientes

sefiales importantes y que tiene en comun:

e La banda de absorcién en la zona de 3350 cm™ a 2900 cm-ltindican la presencia de
enlaces O — H que corresponde a los alcoholes contenidos en los fosfolipidos y

constituyen la parte polar de la estructura.

e Elpico de absorcion en 2900 cm es atribuido al enlace C — H de los alcanos presentes
en las cadenas largas y la sefial a 2800 cm™ corresponde a una tensién vibracional

simétrica por los metilenos (-CH2) presentes en la estructura.

e Por Ultimo, esta la sefial a 1730 cm™ correspondiente a un enlace C=0 por una vibracién

de estiramiento de los grupos carbonilo, que son los ésteres en los fosfolipidos.

e Las sefiales del espectro que se encuentran de 1500 cm a 500 cm corresponden a
la regién conocida como huella dactilar del compuesto. Esto quiere decir que son solo

las sefales Unicas y caracteristicas de las lecitinas.
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Figura 32.- Espectro FTIR de las diferentes marcas comerciales de Lecitina



Con base en la informacion obtenida del espectro FTIR (Figura32) podemos decir que se trata
de la misma sustancia y que las 3 marcas no presentan contaminacién o degradacion. Esto
mismo se comprueba en el estudio de Ng et al., (2018) ya que aplicaron la espectroscopia
FTIR para caracterizar su lecitina y obtuvieron el espectro de la Figura 33 que es idéntico al

de las 3 marcas comerciales de lecitinas.
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Figura 33.- Espectro FTIR de Lecitina de soya obtenido de Ng et al., 2018
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Por ultimo, se llevo a cabo la caracterizacion de la lecitina por medio de la técnica de DSC,
como podemos observar en la Figura 34 las respuestas térmicas de las 3 marcas de liposomas

presentan comportamientos diferentes a pesar de tener las mismas estructuras quimicas.

De acuerdo con estos graficos a temperaturas menores a cero grados las 3 muestras pueden
presentar el mismo comportamiento debido a que a bajas temperaturas se encuentra la fase
sub — gel (L¢) en este estado las cadenas hidrocarbonadas estdn mayormente ordenadas y
tienen un mayor angulo de inclinacion con respecto a la bicapa (Kranenburg & Smit, 2005) y
a medida que va aumentando la temperatura, observamos una caida en la sefal del espectro
de DSC que corresponde a la sub - transicion (Ts) entre la fase sub — gel y la fase gel
relacionado con un desordenamiento en la cadena alifatica de los fosfolipidos (Gonzalez José,
2016).

En el rango de temperatura de 20 °C a 75 °C para las Lecitinas Metarin y Sigma presentan un
comportamiento muy similar en la medicién, porque cuando aumenta la temperatura respecto
al flujo de calor se conserva la misma sefial. Lo que nos indica que los fosfolipidos que
componen a las lecitinas se encuentran en un estado conocido como fase gel (Lg) y en este
punto las cadenas hidrocarbonadas todavia presentan un ordenamiento, pero empiezan a

desacomodarse porque hay un hidratamiento.

A medida que aumenta la temperatura de 80 °C a 120 °C en la Lecitina Sigma se observa que
hay un pico en la sefial que indica un evento exotérmico por una cristalizacién en ese intervalo
de temperatura. De acuerdo con Kranenburg & Smit, (2005) la fase gel experimento una
transicion a la fase liquida cristalina o fase fluida (L.) en este punto las colas de la cadena
hidrocarbonada en los fosfolipidos de la Lecitina Sigma se encuentran desordenados y no

presentan alguna inclinacion (Fox et al., 2007).

Para la sefial del barrido de temperatura en el intervalo de temperatura de 80 °C a 120 °C para
la lecitina Metarin no se observa una sefial que marque algin cambio debido a que
posiblemente esta marca de lecitina contiende cadenas hidrocarbonadas con mas de 20
atomos de carbono y esto ocasiona que la transicion desaparezca por completo o que el

intervalo de temperatura entre cada transicion es demasiado pequefio para ser observado.
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Finalmente, para la lecitina Sigma y Metarin, cuando se alcanza una temperatura de
aproximadamente 190 °C se observa una sefial en el barrido de medicion que indica una

descomposicion de la muestra.

En cuanto a la lecitina Sigma Microbiolégica no se observa que tenga un comportamiento
térmico parecido a las otras 2 marcas comerciales de lecitinas que nos indiquen la existencia
de algun cambio de fase en los fosfolipidos presentes como los que se mencionaron
anteriormente. Sabemos que esta muestra si contiene estructuras fosfolipidicas porque el
espectro de IR (Figura 32) confirman la presencia de los grupos funcionales presentes en
estas estructuras quimicas. Sin embargo, es muy posible que se encuentren en bajas
cantidades o existe la presencia de otros compuestos quimicos presentes que bloqueen estas
sefales en el barrido de DSC. La probabilidad de que lo anterior haya ocurrido es muy alta,
porque de acuerdo con la Figura31D ademas de evidenciar la presencia de PE y PC existen

otras bandas correspondientes a otros compuestos quimicos no identificados.

Lo Unico que se obtuvo de relevante en esta muestra, fue un evento térmico en el intervalo de
170 °C a 190 °C correspondiente a un punto de fusion de algin compuesto quimico para

después dar paso a una descomposicion.
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Anexo 2.- Andlisis quimico de Rapamicina.

La Rapamicina es un macrdlido (grupo de antibidticos, que se caracterizan por tener un anillo
macrociclico de lactona) de policétido (metabolito secundario biosintetizados por
la polimerizacion de subunidades acetilo, y propionilo) clinicamente importante producido por
fermentacion de Streptomyces hygroscopicus recolectado de Isla de Pascua con una pobre
solubilidad en agua (2.6 pg/mL) y lenta de disolucion que limita la velocidad de absorcion
(Haeri et al., 2018).

Debido a lo anterior, es importante tener una caracterizacion fisicoquimica del principio activo
utilizado en este trabajo. Por lo que se realiz6 un estudio de espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier y calorimetria diferencial de barrido para ver si no existe alguna

degradacion quimica o contaminacion de nuestra con otros compuestos.

El analisis espectroscopico IR de la Rapamicina (Figura 35) proporciona informacién sobre su
enlace quimico, grupos funcionales y presencia o ausencia de cambios en la estructura
cristalina a partir de la frecuencia de las vibraciones que se correlacionan con sus estructuras

principales.
Por lo tanto, obtuvimos que:

e La banda de absorcién en la zona de 3750 cm a 3250 cmindican la presencia de

enlaces O — H que se encuentran presentes en la molécula.

e Enlaregiéon de 3000 cmt a 2800 cmt indican la presencia de carbonos con hibridacién
de tipo sp3.

e El pico de absorciéon en 1700 cm corresponde a la tensién C = O

e Otro pico de absorcién importante lo podemos localizar a 1200 cm que nos indica la
interaccion C - O

e Las sefiales del espectro que se encuentran de 1000 cm* a 500 cm corresponden a
la region conocida como huella dactilar del compuesto. Esto quiere decir que son solo

las sefales Unicas y caracteristicas de la Rapamicina.
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Figura 35.- Espectro FTIR de la Rapamicina

La Figura 35, la podemos comparar con los resultados obtenidos de Chen et al., (2022) debido
a que ellos realizaron la misma caracterizacion del principio activo por espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (Figura 36) en donde llegaron a un espectro semejante al de este
experimento, solo que ellos nos indican que las bandas mas importantes son las
correspondientes a 3412 cm correlacionada con la vibracion de estiramiento O-H y la banda
de absorcién en 1720 cm que confirmé la presencia de C = O en la estructura quimica del

farmaco.

3412 1720
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Figura 36. - Gréfico editado del espectro FTIR de Rapamicina obtenido por: Chen et al., 2022.
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En el estudio por calorimetria diferencial de barrido se obtiene la Figura 37 en donde podemos
observar que en el barrido de temperatura que va de 0 °C a 220°C se pueden observar 2
eventos térmicos muy importantes que se encuentran a 189.00 °C y 197.17°C que indican los
puntos de fusiébn de la Rapamicina por lo que requiere absorcion de energia (proceso
endotérmico). Recordemos que en los antecedentes se mencion6 que el principio activo en
estado sélido se encuentra como una mezcla de dos isémeros no separables, lo que puede

explicar estos dos puntos de fusion.

R
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Figura 37.- Termogramas de DSC de la Rapamicina

El comportamiento térmico de la Figura 37 es similar al que obtuvo Emami et al., (2014)
porque la Rapamicina que estudiaron muestra los mismos eventos térmicos, solo que a una
temperatura de 191.35°C y a 205.27°C pero se conserva la misma forma del termograma
(Figura 38).
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Figura 38.- Termogramas editado de DSC de la Rapamicina obtenido de: Emami et al., 2014.

Anexo 3.- Curvas de Calibracién para Lecitina de Soya y

Rapamicina.
Para la cuantificaciéon de las sustancias mencionadas, se empled la técnica de absorcién UV -

Vis, medimos la absorbancia de concentraciones conocidas de Rapamicina y Lecitina para el

trazado de las curvas de calibracion.

Los resultados de la curva de calibracion para la cuantificacion del principio activo se muestran

en la Tabla 16 y el gréfico de la curva de calibracion se muestra en la Figura 39.

101



Tabla 16.- Mediciones espectrofotométricas para Rapamicina disuelta en una mezcla de Acetonitrilo/
Agua (40:60) por triplicado a una longitud de onda (1) de 281.52 nm.

Concentracion Medicion 1 Medicion 2 Medicion 3 Promedio Desviacion
(ng/mL) estandar
0 0 0 0 0.000 0.000
0.83 0.045 0.044 0.054 0.048 0.006
1.65 0.104 0.106 0.103 0.104 0.002
2.47 0.149 0.146 0.161 0.152 0.008
3.30 0.21 0.196 0.215 0.207 0.010
4.13 0.249 0.249 0.253 0.250 0.002
4.95 0.301 0.315 0.311 0.309 0.007
5.77 0.352 0.354 0.363 0.356 0.006
6.60 0.419 0.419 0.415 0.418 0.002
7.37 0.465 0.455 0.458 0.459 0.005
8.00 0.507 0.516 0.484 0.502 0.017
8.80 0.545 0.542 0.539 0.542 0.003
9.59 0.591 0.592 0.602 0.595 0.006
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Curva de calibracién para Rapamicina
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Figura 39.- Curva de calibracion de Rapamicina

Posteriormente, tenemos los resultados de la curva de calibracion para la cuantificacion de la
lecitina de soya por medio de una reaccion complejométrica de Ferrotiocianto de Amonio esta
sustancia nos da un compuesto colorido rojo. A medida que aumenta la concentracion de
Lecitina la coloracién es intensa y nos permite cuantificarlo por Uv — Vis. Estos resultados se
muestran en la Tabla 17 y el gréfico de la curva de calibracion se muestra en la Figura 40.
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Tabla 17.- Mediciones espectrofotométricas para Lecitina de Soya por triplicado a una longitud de
onda (1) de 492.23 nm

0.01 0.073 0.076 0.051 0.067 0.014
0.02 0.133 0.116 0.102 0.117 0.016
0.03 0.202 0.193 0.185 0.193 0.009
0.04 0.255 0.286 0.231 0.257 0.028
0.05 0.316 0.359 0.283 0.319 0.038
0.06 0.374 0.395 0.373 0.381 0.012
0.07 0.445 0.444 0.466 0.452 0.012
0.08 0.532 0.548 0.503 0.528 0.023
0.09 0.554 0.617 0.617 0.596 0.036
0.1 0.665 0.663 0.662 0.663 0.002
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Curva de calibracién para Lecitina de Soya
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Figura 40.- Curva de calibracién de Lecitina
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