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1. INTRODUCCION

Las ciencias farmacéuticas se encuentran en innovacion continua en los procesos
de fabricacion de medicamentos, el descubrimiento de nuevos principios activos,
disefio de nuevas formas farmacéuticas y mejora de las ya existentes. La innovacion
en las formas farmacéuticas busca que las nuevas modalidades brinden una mayor

absorcion, comodidad y eficacia.t

El desarrollo de nanoparticulas es todavia un &rea nueva en el desarrollo de
medicamentos, sin embargo, las innovaciones estan ocurriendo rapidamente, como
lo demuestra el aumento exponencial de las patentes farmacéuticas relacionadas
con la nanotecnologia en los Ultimos 20 afios.? Las nanoparticulas son particulas
microscoépicas de menos de 100 nm de didmetro e incluyen liposomas, polimeros,
nanocristales, proteinas y otras moléculas con aplicaciones variadas. Los pioneros
en describir a los liposomas como un sistema de fosfolipidos de bicapa cerrada
fueron el cientifico britanico Alec Bangham y colegas en Babraham Cambridge
(1965), posterior a ello se han investigado ampliamente como vehiculos de

administracion de farmacos.134

Los liposomas son vesiculas nanométricas conformados por lipidos anfipaticos,
capaces de acarrear compuestos hidréfilos o hidréfobos. En comparacion con los
sistemas tradicionales de administracion de farmacos, mejoran las propiedades
farmacocinéticas, incluidas la liberacion sitio-especifico, la liberacion sostenida o
controlada, la proteccion de los farmacos contra la degradacion y la eliminacion;

efectos terapéuticos superiores y reduccion de efectos adversos.®
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Nuestro grupo de trabajo comenzé a fabricarlos desde fines de la década de los 90,
probando diferentes combinaciones de lipidos anfipaticos naturales para conformar
vesiculas con carga neutra y negativa; adicionalmente, se comenz0 a sintetizar y
usar el lipido espermedin-colesterol, un lipido anfipatico catiénico, para probar su
eficacia utilizando carga positiva que no existe de forma natural. Su uso era muy
popular en la transfeccion de &cidos nucleicos porque aun siendo sintético esta
conformado por dos elementos naturales, la espermidina y el colesterol y se
comprobo que no era toxico. Su sintesis de acuerdo con modificaciones realizadas
por el Dr. Miguel Ibafiez es sencilla; no obstante, el uso de cantidades grandes de
cloroformo y espermidina base produce muy bajo rendimiento. Para el ailo 2008 se
solicitd la patente de un liposoma hecho con este lipido, al que en este trabajo
llamamos sintesis A o lipido A, y fosfatidilcolina de yema de huevo para esta vez
acarrear una proteina (Interleucina-2) para uso como agente antitumoral y fue
otorgada en 2015; mas adelante, se mejord el proceso de sintesis para obtener
mayor rendimiento y usar menos cloroformo. El espermidin-colesterol resultante fue
llamado sintesis B o lipido B. Sorprendentemente, los liposomas elaborados con

este lipido poseen diferencias en su comportamiento bioldgico.

Por lo anterior, el presente trabajo versa sobre la separacion e identificacién de los
componentes de los lipidos de espermidin-colesterol provenientes de cada tipo de
sintesis mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion de fase reversa, para
caracterizar su composicion y posteriormente dilucidar su relacién con las funciones

realizadas a nivel bioldgico.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Lipidos anfipéticos

Los lipidos son un conjunto amplio y variado de compuestos organicos, formados
principalmente por atomos de carbono, hidrégeno y oxigeno, solubles en
disolventes organicos e insolubles en agua (hidréfobos)’. Los llamados lipidos
anfipaticos ademas de poseer la cadena hidrocarbonada no polar poseen un grupo
polar. Este caracter anfifilico les confiere propiedades como la autoestructuracion,
la capacidad de tomar distintas conformaciones en el espacio al contacto con el
agua (Figura 1), debido a que la cabeza polar interactia con el agua, manteniendo

a la parte no polar aislada dentro del arreglo.8°

Figura 1. Diferentes formas de asociacién estructural de los lipidos anfifilicos, a)
monocapa, b) bicapa, c) micela y d) vesicula.?

2.2 Liposomas
Los liposomas son estructuras en forma de vesiculas esféricas de una o varias
capas lamelares de lipidos anfipaticos, nano o microscopicas, que encierran

espacios acuosos. Son capaces de actuar como reservorio de farmacos para su

13



transporte, de tipo hidrofilico, lipofilico e incluso anfifilico; dispuestos en su interior

de acuerdo con sus caracteristicas fisicoquimicas.0:!

Los liposomas pueden variar entre si en sus dimensiones, composicion, carga y

estructura. En funcion de su namero de capas, los liposomas se clasifican de

manera general en unilamelares, compuestos de una sola capa de lipidos, y

multilamelares, con dos o mas capas (Figura 2) (Tabla 1).5°

QO
099990 QAN T Pe
O Lipidos @\ Hoo Q
OO / VUO OO Q@ °°°°°°&200 O
0. 9 -6 Q- =8¢ 39 8
o -9 Q- -Q O Q3 -1
-3 “ANY o Y el 1 R
Q e Q900009 Q@
- “bOooo OO\ OO e OO
OC Lipidos O Bicapa Q (®)
©0eo0oY g 000°

Liposoma unilamelar

Liposoma multilamelar

Figura 2. Tipos de liposomas segun sus capas.*?

Tabla 1. Caracteristicas de liposomas segln su niamero de capas.'?

Numero de bicapas Tipos Diametro Propiedades
o Elevado radio de curvatura
y proporcién de
fosfolipidos en su

SuUvV
_ ) monocapa externa
Unilamelares (vesiculas y
_ _ o Importante relacion
(liposomas unilamelares de o _
20-80 nm superficie-lipido

formados por una

Unica bicapa)

pequefias

dimensiones)

O

o Bajo % de encapsulacion,
no se recomienda para
moléculas hidrosolubles.

o Elevada capacidad de

encapsulacion

14




LUV
(vesiculas

unilamelares de

o Elevada capacidad de
encapsulacion

o Elevado volumen de

multilamelares)

Plurilamelares
. 400 nm-
(liposomas .
. varios ym
formados por varias

bicapas)

grandes 80 nm-1 o .
_ _ compartimiento  interno,
dimensiones) gm , y
gue permite encapsulacion
eficaz de moléculas
hidrosolubles.
Existen variantes de MLV,
MLV
] tales como:
(vesiculas

o REV (Reverse-phase

Evaporation
Vesicles)
o SPLV
(Stable
Plurilamelar
Vesicles)
o MVL

(Multivesicular liposomes)

2.2.1 Liposomas catiénicos

Los lipidos catidnicos usados para liposomas catidnicos estdn compuestos por

hidrocarburos de cadena larga, esteroides y diglicéridos como dominio hidréfobo; y

como dominio hidréfilo pueden contener uno (lipidos monocationicos) o mas (lipidos

policatiénicos) grupos cargados positivamente.

Como dominios hidréfilos los lipidos monocatibnicos poseen comunmente

derivados terciarios o cuaternarios de bases nitrogenadas alifaticas o heterociclicas.
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En los lipidos policationicos, se utilizan poliaminas o aminoacidos naturales o

sintéticos.*

Las poliaminas (como la putrescina, espermina y espermidina) (Figura 3) son
moléculas alifaticas nitrogenadas de bajo peso molecular con grupos amino
distribuidos a lo largo de su estructura. Entre sus principales funciones destacan el
empaquetamiento (condensacion y agregacion) de acidos nucleicos, la modulacién
de receptores de membrana y canales ionicos, la regulacion de la expresion génica
y la sefializacidon celular. Son capaces de inducir apoptosis, participan en el ciclo
celular, modulan el sistema inmune y participan en el balance redox del organismo.

Se consideran moléculas antinflamatorias y se asocian a la longevidad.®

NH P B W
NHEM 2 HyN MH;

putrescina (b) cadavering (b)

M WNHz
HoN N

EE{]')EI"—t"TII'di'I'Ia 3]

H
] MH:
HszHw Py

csperming (b)

Figura 3. Estructura de las principales poliaminas naturales.*®

Los lipidos catidnicos y liposomas basados en ellos son sistemas atractivos para el
suministro debido a su biodegradabilidad, baja probabilidad de provocar reacciones
inmunes e inflamatorias, ademas de su capacidad de proporcionar una entrega

eficiente, incluso de ADN y ARN.14.16
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2.4 Espermidin-colesterol

La espermidina (Figura 4a) es una poliamina que dentro de la célula puede
interactuar con DNA, RNA, proteinas y fosfolipidos. Al interactuar con el ADN
neutraliza las cargas negativas de los grupos fosfatos y se coloca en los surcos
mayores y menores del acido nucleico, originando un plegamiento en el ADN que
permite una mejor interaccion con las enzimas responsables de la replicacion y con
el complejo de transcripcion, aumentando la eficiencia de estos procesos, asi como
induce la formacion de estructuras secundarias en el ARNm, ARNt, y ARNr, que
favorecen la interaccion con el ribosoma. En el disefio de liposomas cationicos, es
comun el uso de este tipo de poliaminas como dominio hidréfilo, pues confieren la

carga positiva a la superficie del liposoma.4

El colesterol es un lipido esteroide, derivado del ciclopentanoperhidrofenantreno,
constituido por cuatro anillos de carbono, una cola hidrocarbonada (regién no polar)
y un grupo alcohol unido a uno de los anillos (regién polar) (Figura 4b).” Es uno de
los principales componentes de la bicapa de liposomas, ya que promueve el
empaquetamiento de las cadenas cas y la formacion de bicapas, modula la
fluidez/rigidez de la membrana e influye en la liberacion del farmaco y estabilidad

de los liposomas.*®

a b
HzNMN /"WNHE

EH]'_IEII'_I'!H idina (b)

Figura 4. Estructura de a) la poliamina espermidina y b) del colesterol.5>°
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Los lipidos policationicos compuestos de espermidina-colesterol, pueden estar
unidos mediante espaciadores de diferente longitud y tipo de enlace (éster,
carbamato). Debido a que la espermidina es una molécula asimétrica, durante la

sintesis se pueden obtener hasta tres compuestos isémeros (Figura 5).147

H
N N
H2N/\/\/\/\/H2

Isbmero N4 Isémero Nt

Isbmero N8

H

o
o)Lm./\/\/”\/\/"": T

oyo

R e Bl S N L

Figura 5. Posicion del residuo de colesterol en la estructura de espermidina en el
3-B-(N*-, N*-, y N8-espermidin)carbamoilcolesterol (espermidin-colesterol) y
estructura de cada uno de sus tres isémeros.8

2.3 Isbmeros

Los isbmeros son entidades moleculares con idéntica composicion cualitativa y
cuantitativa de elementos, asi como mismas férmulas moleculares; pero de
estructura o disposicion en el espacio distintas. Su separacion es de gran interés en
el ambito farmacéutico debido a la gran variedad de compuestos que presentan este
comportamiento, y a que difieren considerablemente entre si en sus propiedades

fisicoquimicas, farmacodindmicas y farmacocinéticas.*®
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Es posible clasificarlos en isémeros constitucionales, que presentan diferente
conectividad de sus atomos; y estereoisémeros, cuyos enlaces son los mismos,
pero estan dispuestos de forma distinta en el espacio tridimensional. Los
estereoisdmeros, a su vez, se pueden dividir en isdbmeros geométricos, que se
presentan en alquenos cuando los grupos unidos a los carbonos del doble enlace
son idénticos para un par de compuestos, pero seria necesario romper uno de los
enlaces para que pudieran ser uno imagen especular del otro; y enantiomeros, un
par de compuestos que son imagenes especulares entre si, no superponibles y que
poseen uno o varios centros quirales (&tomos cuyos constituyentes son todos

diferentes) (Figura 6).%°

‘ Isémeros

——
- [ o |
Estructurales Estereoisdmeros
(Constitucionales) (Configuracionales)
‘ De grupo ‘ Opticos
funcional (enantiomeros) Y
0 I A ‘ ' '
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Figura 6. Clasificacion de los distintos tipos de isomeria.®
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25 HPLC

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR o HPLC por sus siglas en
inglés, High Performance Liquid Chromatography) es una técnica cromatografica
que permite la separacion, identificacion y/o cuantificacion de compuestos
transportados en una fase movil, que migran diferencialmente en una fase

estacionaria dispuesta en una columna, con base en su afinidad a esta.

La separacion exitosa de determinados compuestos depende de la correcta
combinacion de las condiciones de operacion, tales como: la preparacion de la
muestra, el tipo de columna cromatografica, su diametro y longitud, la fase movil, su

velocidad de flujo, el gradiente de elucién, el tipo de deteccion.?°

2.5.1 Tipos de HPLC
La cromatografia de liquidos de alta resolucion tiene una amplia gama de
aplicaciones, para las cuales se puede clasificar dependiendo de las caracteristicas

del sistema cromatografico (Tabla 2).

Tabla 2. Principales tipos de HPLC. 20212223

NP HPLC Conocida como HPLC en fase normal, se basa en una fase movil

no polar y una fase estacionaria polar (silica o alimina con grupos
silanol enlazados). Permite la separacion de los analitos en base a
su polaridad, de acuerdo con su interaccion con los grupos

funcionales polares de la superficie de la fase estacionaria.
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RP HPLC

La HPLC de fase reversa posee una fase estacionaria no polar y
una fase mévil moderadamente polar; permite la separacion de
analitos dependiendo de su hidrofobicidad. La fase movil esta
compuesta de una parte acuosa y un disolvente polar, mientras que
la fase estacionaria contiene enlazados grupos no polares, como

hidrocarburos de cadena larga.

La cromatografia de exclusion molecular permite la separacion con
base en el tamafio molecular. También se denomina cromatografia
de filtracion en gel, debido a la apariencia de la resina
empaquetada (generalmente poliestireno) en esponjas esféricas
de tamafio controlado, que crean poros en la fase estacionaria.
Una molécula grande se excluye de los poros y migra rapidamente,
mientras que una molécula pequefia puede penetrar todos los

poros internos y migra mas lentamente por la columna.

La separacion mediante cromatografia de intercambio i6nico se
basa en las diferencias en la carga neta de los analitos. Las cargas
de las moléculas pueden variar considerablemente y exhibir
diferentes grados de interaccién con un contraion unido a la fase
estacionaria dependiendo de su carga, densidad de carga y
distribucion de carga en la superficie. Dependiendo de la carga
neta negativa o positiva de los iones acoplados a la fase
estacionaria, se suele clasificar como cromatografia de intercambio

cationico o anibnico, respectivamente.
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Cromato- Basado en la interaccion receptor-ligando, emplea un ligando

sllIERG SR especifico acoplado a la fase estacionaria. La elucion del analito

afinidad purificado se logra al afadir ligando libre a la fase movil que

compita con el ligando de la fase estacionaria, o por medio de un

cambio de pH, sales, etc.; que debiliten la unién ligando- proteina.

2.5.2 Equipo

El sistema de un cromatografo de liquidos de alta resolucion consiste en un

contenedor de disolventes, bomba, inyector de la muestra, columna, detector,

computadora y un recipiente de residuos (Figura 7):

Bomba: impulsa la fase moévil para hacerla pasar a través del sistema
cromatografico, proporciona una velocidad de flujo laminar, constante (0.1 a
10 mL/min) y reproducible a altas presiones (hasta 400 bares). Un conjunto
de valvulas genera el gradiente deseado, esto es, la variacién de la
proporcién de cada uno de los disolventes en la fase movil durante la corrida
cromatografica.??

Inyector: una jeringa automatica que carga el volumen de muestra exacto y
preciso y lo inyecta a la columna de manera reproducible.

Columna: contiene empaquetada la fase estacionaria, sus dimensiones y
material dependen de la separaciéon a llevar a cabo. Las columnas
preparativas son de mayor longitud (10 cm a 1 m), didmetro y tamafio de
particula del material interno; ya que suelen usarse con el fin de aislar o

purificar componentes de una mezcla y requieren mayores capacidades.
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Las columnas analiticas tienen de 30 a 300 mm de longitud, y 0.5 a 4.6 mm
de didmetro y estdn encaminadas a determinar la identidad y concentracion
de componentes. El tamafio de particula es un pardmetro de gran
importancia, suelen usarse tamafios mayores a 10 um para técnicas
preparativas, de 10 um para cromatografia semipreparativa, 5 um en técnicas
analiticas y 3 um para separaciones muy rapidas.??

Detector: dispositivo que permite captar y cuantificar al analito que pasa a
través de la columna mediante la deteccion de alguna propiedad
fisicoquimica. El mas comun es el detector UV/VIS, que detecta la luz que es
transmitida por la muestra al incidir en ella un haz de luz.?* 23
Computadora: integra las respuestas del sistema de deteccién, creando un
cromatograma, un registro visual de las sefiales de la elucion de cada uno de

los componentes de la muestra analizada.?223

Solvente

Bomba

Inyector

I Computadora
Columna %

Detector I., -. Desechos|

Figura 7. Diagrama general de los componentes de un equipo de HPLC.?*
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2.5.3 Parametros cromatogréficos

Se describen los pardmetros cromatograficos que permiten caracterizar la técnica

analitica.

Pico: corresponde a la porcidén de un cromatograma, que registra la respuesta
del detector cuando un analito individual es eluido de la columna, registrando
una sefial en forma de pico. El &rea bajo el pico es proporcional a la cantidad
de sustancia que pasa por el detector. El pico de un analito en un perfil
cromatografico tiene una altura (h) y un ancho, este ultimo se mide en la base
(W) (Figura 8).20:21.25

Tiempo de retencion (tr): se define como el tiempo entre la inyeccion de la
muestra y el pico maximo del analito, indica cuanto tiempo tarda este en eluir,
esto es, salir de a través de la columna. Es caracteristico de un compuesto
en una separaciéon dada, pues depende de las interacciones fisicoquimicas
entre los disolventes de la fase mévil, el analito y la fase estacionaria; asi
como del gradiente de elucion (Figura 8).2426:27

Tiempo muerto(to): también llamado tiempo vacio o nulo, es el tiempo que
tarda toda especie molecular no retenida para eluir de la columna; a menudo
se muestra como la primera alteracién de la linea base causada por el

diluyente de la muestra (Figura 8).%6
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Figura 8. Cromatograma de un solo componente mostrando su tiempo de
resolucion, tiempo muerto, altura y ancho de pico.?®

Volumen de retencion (VRr): se define como el volumen de la fase mavil que
fluye desde el tiempo de inyeccibn hasta el tiempo de retencién
correspondiente al analito, a una velocidad de flujo determinada.
Vg = tgF

Donde tr es el tiempo de retencién del analito y F la velocidad de flujo de la
fase movil.
Volumen muerto: corresponde al volumen de fase movil contenido en la
columna, excepto el ocupado por la fase estacionaria.

Vi 6 Vo = 0.65mr2L
Donde 11 es pi (3.1416), r es el radio interno de la columna cromatografica y
L su longitud, ambas en centimetros.26:27
Factor de coleo (Tr): ldealmente los picos cromatograficos deben ser

simétricos, sin embargo, usualmente pueden mostrar ligera asimetria al
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principio o al final. El factor de coleo mide el grado de simetria del pico y se
define como el ancho de pico al 5% de su altura (Figura 9 a). Un factor de
coleo igual a 1 indica un pico simétrico, mientras que uno mayor a 2 indica
un coleo severo (Figura 9 b), que suele ser causado por adsorcion, una fuerte
interacciéon con la fase estacionaria 0 un ensanchamiento de la banda
extracolumna del analito; asimismo, el frente de pico es causado por la

sobrecarga de la columna o por una reaccion quimica del analito.

14
T = 0.05
2f

Donde Wo.os es el ancho del pico al 5% de la altura del pico desde la linea

base, y f la distancia entre el maximo del pico y el borde inicial del pico.?®

Picos con coleos y fronteos

T,=10
T=12 9 .14
Factor de coleo \
T — Wo.os T8 T,=2.0
= T,=4.0
r 2}:‘
22 i
‘ T,=0.8
1 T,=0.6
|
(a) (b)

Figura 9 a) Diagrama del calculo del factor de coleo y b) ejemplos de picos con coleo
y su respectivo valor de factor de coleo.?®

Numero de platos teoricos (N): es una medida de la eficiencia de la columna,
se define como el cuadrado de la relacion del tiempo de retencién entre la

desviacién estandar del pico. El valor de platos teéricos para determinar que
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una columna tiene buena eficiencia es de mas de 2000 platos tedricos. Dado

un pico gaussiano, Wp = 4 g. 26:27

tp\2  [4tp\’ tr\2
- ) ()
o Wb Wb

Factor de retencién o de capacidad (k): Es una medida del grado de retencion
del analito, de acuerdo con el tiempo que se mantiene en la columna con
respecto al tiempo que permanece en la fase mévil. Un factor de capacidad
igual a cero, muestra que el analito no es retenido por la fase estacionaria, 1o
que impide la separacion, mientras que uno mayor a 20 indica que el
componente es fuertemente retenido en la columna y puede dificultar el

andlisis. Los valores ideales de k van de 1 a 20. 26:27

to to
Selectividad (a): Muestra la retencion relativa de dos componentes de la
muestra, en base a su relacién entre sus factores de capacidad. Debe ser
mayor a uno para darse una separacion fisica de los picos, sin embargo, por
si sola puede no describir una adecuada separaciéon, pues no considera el

impacto del ensanchamiento de los picos.?%:2’

k,
a=_—
kq
Resolucion: caracteriza el grado de separacion entre analitos con fines
cuantitativos. Se calcula como la diferencia de los tiempos de retencion de

dos picos adyacentes dividida entre el promedio del ancho de los picos

(Figura 10). El objetivo de la mayoria de los métodos de HPLC es lograr una
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separacion con Rs = 1,5 para todos los analitos clave, para su precisa

cuantificacién (Figura 11). 2627

0.30
0.28 4
0.26 1
0.24 4
0.22
0.20
940 Resolucion
0.16 1

0.14
tpz — 1
012y R, = Rz A1

0.104 (W—bl + sz)
0.081
0.06

0.044
0.02

AU

0.00 =

T T T LI T T LI T UL . T T T
020 040 060 080 1.00 120 140 160 180 200 220 240
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Figura 10. Cromatograma con dos picos y términos para el célculo de su
resolucién.?®

Figura 11. Representacién de picos cromatograficos de dos analitos adyacentes con
diferentes valores de resolucion.?®
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La liberacion eficiente y controlada de farmacos en su sitio de accién en una
adecuada concentracion y de manera cada vez mas selectiva (apuntando a dianas
moleculares especificas); representa uno de los objetivos principales para la
innovacion en el disefio de sistemas farmaceéuticos. Los liposomas aprovechan la
nanotecnologia para generar alternativas que pueden representar una mejora de
las formas farmacéuticas, traducida en un aumento en la selectividad del farmaco,
proteccion frente a su metabolizacidn/eliminacion innecesaria, bloqueo de acceso a
tejidos donde no es requerido, disminucion de dosis sistémicas y liberacion masiva

en el lugar deseado.1011.13

El espermidin-colesterol es un lipido util en la fabricacion de liposomas catidnicos.
Nuestro equipo de trabajo del Laboratorio de Oncologia realiza la sintesis del lipido
cationico espermidin-colesterol mediante dos procesos, de los cuales se obtienen
el lipido A y B; de cuyos procesos de sintesis se busca obtener patente. Posterior
al proceso de sintesis, se fabrican y prueban los liposomas conformados por
fosfatidilcolina y los lipidos provenientes de cada una de las dos sintesis en
membranas biologicas. En esta fase se ha observado una diferencia considerable
del comportamiento de ambas formulaciones en el medio biolégico. Debido a que la
espermidina es una molécula asimétrica, durante el proceso de sintesis del lipido
se pueden obtener hasta tres isbmeros estructurales. Por ello, es relevante conocer
la composicién de los productos de sintesis de cada uno de los lipidos,

especialmente la de sus isbmeros. Las posibles diferencias en sus propiedades
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fisicoquimicas pueden influir en el comportamiento del liposoma en el medio

biolégico, lo que podria suponer diferencias en su eficacia y seguridad.

Por lo anterior, se pretende analizar los productos denominados lipido A y B; llevar
a cabo la identificacion y separacion de los isdmeros de espermidin-colesterol y
demas componentes de los lipidos obtenidos de las sintesis; para su aplicacion en
la caracterizacion de ambas formulaciones y su asociacién con la funcion que

ejercen los liposomas.

4. OBJETIVOS

Objetivo general:

Separar los isomeros de dos lipidos de espermidin-colesterol obtenidos por
meétodos distintos de sintesis, por medio de cromatografia de liquidos de alta
resolucién de fase reversa, para su caracterizacion y posterior asociacion con una

funciéon determinada.

Objetivos especificos:

1. Desarrollar y optimizar una metodologia cromatogréfica a nivel analitico
por HPLC de fase reversa para el andlisis del lipido espermidin-colesterol
sintetizado en el laboratorio de Oncologia Celular y Cancer de la UMIEZ.

2. Separar por medio de HPLC de fase reversa a nivel analitico los
componentes de los lipidos de espermidin-colesterol obtenidos de dos

procesos diferentes de sintesis.
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3. Determinar la composicion porcentual de cada uno de los isémeros de
los lipidos obtenidos en la sintesis del lipido cationico.
4. Determinar la composicion de cada uno de los lipidos sintetizados para

su caracterizacion.

5. HIPOTESIS

Por medio del desarrollo y optimizaciébn de una metodologia cromatogréafica por
HPLC de fase reversa para el andlisis de espermidin-colesterol, se permitira la
identificacion y separacién analitica de los isbmeros y demas componentes de los
lipidos obtenidos de dos sintesis diferentes, asi como la determinaciéon de la
composiciéon de cada uno de ellos; para su caracterizacion y con ello futura

asociacion de la funcion efectuada con cada uno de los procedimientos de sintesis.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

6.1 Tipo de estudio

Interferencia del investigador: Experimental.
Forma de recoleccion de informacion: Prospectivo.
Secuencia temporal de estudio: Transversal.

6.2 Poblacion objetivo
Espermidin-colesterol sintetizado en el Laboratorio de Oncologia de la UMIEZ de la

FES Zaragoza.

6.3 Poblacion de estudio
Espermidin-colesterol, lipidos A y B, sintetizados en el Laboratorio de Oncologia de

la UMIEZ de la FES Zaragoza, sintesis 2017 y 2022.

6.4 Criterios de inclusion
Espermidin-colesterol sintetizado en el Laboratorio de Oncologia de la UMIEZ de la

FES Zaragoza, sintesis 2017 y 2022.

6.5 Criterios de exclusion
Espermidin-colesterol no sintetizado en el Laboratorio de Oncologia de la UMIEZ de

la FES Zaragoza.
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7. DESARROLLO EXPERIMENTAL

7.1 Materiales
- Matraces aforados de 100 y 250 mL.
—  Vasos de precipitados de 30, 50, 100 y 250 mL.
- Tubos de ensayo de vidrio de 13x100 mm
- Pipetas graduadas de 2, 5y 10 mL.
- Micropipeta de 1000 L, Vitlab®
- Puntas para micropipeta
—  Soporte universal
—  Pinzas de tres dedos
—  Viales de vidrio con tapa para HPLC
—  Viales de vidrio
- Pipetas Pasteur de vidrio
—  Equipo de filtracion para disoluciones
- Filtro de PTFE hidrofébico de 0.22 um marca Millipore
- Filtro de acetato de celulosa de 0.2 um marca Sartorius GmbH
—  Filtro de jeringa de PVDF de 0.45 um marca Millipore Millex-HV

- Placas de silica gel para TLC, Sigma Aldrich®

7.2 Reactivos
— Agua desionizada filtrada en equipo Milli-Q.
— Acetonitrilo grado HPLC, Sigma Aldrich®

—  Acido trifluoroacético 99%, Sigma Aldrich®



- Los siguientes disolventes en grado reactivo: diclorometano, acetona,
metanol, etanol, isopropanol, 1-butanol, cloroformo, DMSO, acetato de
etilo, DMF, éter etilico.

—  Espermidin-colesterol Lipido A y Lipido B sintetizados en el Laboratorio
de Oncologia de la UMIEZ de la FES Zaragoza (Sintesis 2017 y 2022)

- Espermidina, Sigma Aldrich®, Lote #BCCF4655

—  Colesterilcloroformiato, Sigma Aldrich®, Lote #MKBL8021B

- Solucién alcohdlica de ninhidrina al 0.1%

7.3 Equipos e instrumentos

—  Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion marca Alliance Waters
modelo E2696, con detector UV de matriz de fotodiodos marca Waters
modelo 2996, acoplado a una computadora Dell con software Empower
version 2 compilacion 2154.

—  Columna cromatogréfica C18 para fase reversa Supelco Supelcosil® LC-
ABZ, de 15 cm de largo y 4.6 mm de didmetro interno, con un tamafio de
particula de 5 pum.

—  Equipo de filtracion de agua Milli-Q, Millipore®.

- Balanza analitica marca Ohaus, Explorer

- Bomba de vacio

- Vortex

- Estufa
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7.4 Metodologia

7.4.1 Preparacion de disoluciones de la fase movil

Se prepararon las siguientes disoluciones, ambas el dia de su uso:
e TFA al 0.1 % en acetonitrilo

Se colocaron aproximadamente 200 mL de acetonitrilo en un matraz aforado de 250
mL, se agregaron 252 pL de TFA y posteriormente se llevo al aforo con acetonitrilo.
La disolucién se filtré al vacio con un filtro de PTFE hidrofébico de 0.22 um. Se

guardo en un frasco con tapa para disolventes de la fase movil del HPLC.
e TFA al 0.1% en agua

Se colocaron aproximadamente 200 mL de agua Milli-Q en un matraz aforado de
250 mL, se agregaron 252 uL de TFA y posteriormente se llevo al aforo con agua
Milli-Q. La disolucién se filtré al vacio con un filtro de acetato de celulosa de 0.22

pum. Se guardd en un frasco con tapa para disolventes de la fase maovil del HPLC.

7.4.2 Determinacion de condiciones del analisis cromatogréafico

Las condiciones iniciales de la técnica cromatogréafica por HPLC de fase reversa
para el analisis de los lipidos de espermidin-colesterol sintetizados fueron
propuestas con base en investigacion bibliografica de metodologias previamente
reportadas'®?82% quienes proponen la fase reversa con columna C18, deteccion a
205 nm, temperatura ambiente y la utilizacion de TFA al 0.1% en ACNy TFA al 0.1

% en agua como fase movil. La eleccion de la velocidad de flujo y tamafio de
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particula esta dada por las especificaciones de la columna cromatogréfica segun su

longitud y didmetro interno (Tabla 3).

Tabla 3. Condiciones iniciales para el analisis por HPLC de fase reversa de los
lipidos de espermidin-colesterol.

C18 Supelcosil LC-ABZ
15 cm x 4.6 mm de DI.
Tamafo de particula 5 um

Columna

Velocidad de flujo 1 mL/min
Volumen deinyeccion 10 pL
Temperatura 25°C (ambiente)
Deteccion 205-400 nm

7.4.3 Determinacion de fase movil y gradiente a utilizar

Se probaron dos condiciones de elucion las cuales fueron seleccionadas con base
en fuentes bibliograficas para el andlisis de espermidin-colesterol en HPLC1828.29,
Las disoluciones preparadas para la fase movil: TFA al 0.1 % en aguay TFA al 0.1
% en acetonitrilo se probaron en las siguientes proporciones en el HPLC, la primera
corresponde a una fase mévil de composicion fija (elucién sin gradiente o isocratica)

y la segunda a una elucion con gradiente:

Tabla 4. Composicion de la fase moévil para la elucién isocréatica y con
gradiente.182829

Fase movil de elucién isocratica = Fase movil de elucién con gradiente A
67% de TFA al 0.1% en ACN 60% de TFA al 0.1% en ACN durante 4
33% de TFA al 0.1% en agua minutos

60 a 70% de TFA al 0.1% en ACN durante

8 minutos
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Se prepararon cuatro viales con las siguientes composiciones:

Tabla 5. Preparacién de viales para la elucion isocraticay con gradiente.

Vial 1 Vial 2 Vial 3 Vial 4
1 mg de lipido A 1 mg de lipido B 1 mg de 1 mg de
(2017) (2017) espermidina colesteril-
0.67 mL de TFA al 0.67 mL de TFA al 0.67 mL de TFA cloroformiato
0.1% en ACN 0.1% en ACN al0.1% en ACN 0.67 mL de TFA
0.33 mL de TFA al 0.33 mL de TFA al 0.33 mL de TFA al 0.1% en ACN
0.1% en agua 0.1% en agua al0.1% enagua 0.33 mL de TFA

al 0.1% en agua

7.4.4 Preparaciéon de la muestra y solubilizacién de espermidin-colesterol

El lipido A fue poco soluble en la fase mdvil, mientras que el lipido B y el
colesterilcloroformiato fueron insolubles. La disolucibn de la muestra y su
miscibilidad con todos los componentes de la fase movil es imprescindible para el
adecuado analisis cromatogréfico, por lo cual se procedié a probar con diversos
disolventes mencionados en fuentes bibliograficas en los cuales se reporta al
espermidin-colesterol como soluble y posteriormente en algunos otros de diferentes
polaridades. Para ello se pes6 1 mg de espermidin-colesterol y se coloc6 en un tubo

de ensayo al cual se le agreg6 1 mL de cada uno de los siguientes disolventes:
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Tabla 6. Disolventes y mezclas usadas para probar la solubilidad del
espermidin-colesterol.

Disolvente o mezcla (Constante dieléctrica k)

Metanol (32.7) Acetona (20.7)

Etanol (24.5) Cloroformo (4.81)
Isopropanol (17.9) Diclorometano (8.93)
1-Butanol (17.8) DMSO (45.0)

Acetato de etilo (6.02) DMF (37.7)

Acetonitrilo (37) Eter etilico (4.33)
Metanol/Isopropanol 7/3 Metanol/diclorometano 1/1

Los disolventes en los cuales segun diversas fuentes el espermidin-colesterol es
soluble, no disolvieron a los lipidos de espermidin-colesterol sintetizados, por lo cual

se busco una proporcién de disolventes especifica para nuestros lipidos.

Se prepararon dos proporciones de butanol con fase movil para probar la
miscibilidad de butanol con la fase mévil y asegurar un adecuado comportamiento

en el sistema cromatografico:

Tabla 7. Proporciones de butanol con fase moévil, utilizadas para probar la
miscibilidad del butanol en el HPLC.

Pronorcién Butanol Fase
P (mL)  mévil (mL)
1 05 05
2 0.7 0.3
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Se prepararon tubos con 1 mL de cada una de cinco proporciones de
butanol/isopropanol para probar la solubilidad del espermidin-colesterol y su
miscibilidad. A cada uno se agregd 1 mg de espermidin-colesterol. Se utiliza una

mayor proporcion de butanol debido a la mayor solubilidad de los lipidos en éste.

Tabla 8. Disoluciones de butanol/isopropanol a diferentes proporciones
utilizadas para probar su miscibilidad y la solubilidad del espermidin-
colesterol en c/u de ellas.

Proporcion Butanol Isopropanol
Butanol/lsopropanol (mL) (mL)
9/1 0.9 0.1
8/2 0.8 0.2
713 0.7 0.3
6/4 0.6 0.4
5/5 0.5 0.5

Posteriormente se prepararon cinco proporciones de butanol con diclorometano
como cosolvente en tubos de ensayo para probar su miscibilidad y se agregé 1 mg

de espermidin-colesterol a cada uno para probar su solubilidad.

Tabla 9. Disoluciones de butanol/diclorometano a diferentes proporciones
utilizadas para probar su miscibilidad y la solubilidad del espermidin-
colesterol en c/u de ellas.

Proporcién Butanol DCM
Butanol/DCM (mL) (mL)
9/1 0.9 0.1
8/2 0.8 0.2
713 0.7 0.3
6/4 0.6 0.4
5/5 0.5 0.5
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Se prob6 la miscibilidad de dos proporciones del disolvente encontrado del
espermidin-colesterol en la fase movil (60% de TFA al 0.1% en ACN y 40% de TFA
al 0.1% en agua), para encontrar la total miscibilidad de la proporcién en la fase

movil y asegurara un adecuado comportamiento en el sistema cromatografico.

Tabla 10. Proporciones de butanol/DCM/fase movil preparadas para probar su
miscibilidad y la solubilidad del espermidin-colesterol en cada una de ellas.

Fase movil
Butanol  DCM ' TFA al 0.1%en TFA al 0.1% en
ACN agua
1 0.7 0.1 0.12 0.08
2 0.7 0.05 0.15 0.1

7.4.5 Perfil cromatogréfico de los lipidos de espermidin-colesterol a las
condiciones optimizadas.

Se prepararon 6 viales para HPLC con la siguiente composicion:

Tabla 11. Preparacion de viales para el andlisis cromatografico del espermidin-
colesterol con las muestras disueltas, en una elucién con gradiente.

Vial Muestra Disolventes
1 1 mg de lipido A (2017) 0.7 mL de butanol
2 1 mg de lipido A (2022) 0.05 mL de DCM
3 1mg de lipido B (2017) 0.1 mL de TFA al 0.1%
4 1 mg de lipido B (2022) en agua
5 1 mg de espermidina 0.15 mL de TFA al
6 1 mg de colesterilcloroformiato | 0.1% en ACN
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Los viales fueron analizados por medio de HPLC de fase reversa a las condiciones

fijadas anteriormente en el punto 7.4.2, en una elucion con el gradiente A.

7.4.6 Purificacion de espermidin-colesterol por cromatografia en columna de
silica gel

Para considerar la posibilidad de una purificacion de los lipidos de espermidin-
colesterol por medio de cromatografia en columna de silica gel, previamente se
realizaron cromatografias en capa fina utilizando como eluyente diclorometano/
metanol a siete diferentes proporciones y como revelador ninhidrina al 0.1%; para
observar si habia una adecuada separaciéon de los componentes de los lipidos Ay
B. Se prepararon camaras de elucion con las siguientes proporciones de

DCM/metanol: 1/1, 1.5/1, 2/1, 3/1, 4/1, 1/2 y 1/3.

Se llevaron a cabo tres purificaciones a microescala en una pipeta Pasteur, en la
cual se colocé algodon vy silica gel; y se sujetd verticalmente con pinzas de tres
dedos y soporte universal. Se preparé la muestra de lipido A (2017) a una
concentracion de 10 mg/mL, pesando 5 mg de lipido y disolviendo en 0.5 mL de
DCM:metanol 2:1. La primera y segunda purificacion se realizé6 con DCM:metanol
4:1 como eluyente, se recolectaron fracciones de 30 gotas en viales, posteriormente
se seco el disolvente en una estufa a 100°C y se agreg6 1-butanol/DCM/FM en la
proporcidn antes mencionada para su andlisis por HPLC. Una segunda purificaciéon
se realiz6 con DCM:metanol 2:1 como eluyente, se recolectaron fracciones de 40

gotas en viales, y se procedié de igual manera que en la primera purificacion.
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Las fracciones fueron analizadas en el cromatografo de liquidos de alta resolucion
en una elucién con el gradiente A, en las mismas condiciones fijadas anteriormente

en el apartado 7.4.2.
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8. RESULTADOS

Se describen los resultados del analisis inicial por HPLC de fase reversa de los
lipidos de espermidin-colesterol sintetizados, el cual se llevd a cabo a las
condiciones fijadas en la metodologia, con una elucion inicial isocratica y

posteriormente una con el gradiente A.

8.1 Determinaciéon de fase movil y gradiente

Las corridas cromatogréaficas correspondientes a la elucién sin gradiente y con
gradiente resultadas del primer analisis cromatografico; se llevaron a cabo
observando la insolubilidad de la muestra de los lipidos y del colesterilcloroformiato
en la fase movil, utilizada inicialmente como disolvente para las muestras. Por tanto,
por cuestiones de optimizacion de recursos, se analizaron unicamente el lipido A
(2017) para las corridas sin gradiente y los lipidos Ay B de la sintesis de 2017 para

las corridas con gradiente.

8.1.1 Elucién sin gradiente

Se obtuvieron los siguientes cromatogramas y espectros UV en un primer analisis
empleando la elucion sin gradiente. Inicialmente se dejé un tiempo de corrida de 40
minutos, para observar los tiempos de retencién y asegurar la elucién completa de

los compuestos presentes en la muestra del lipido A (2017) (Figura 12).
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Figura 12. Perfil cromatogréfico de lipido A (2017) disuelto en fase movil en elucion
isocratica a un tiempo de corrida de 42 minutos.

El equipo permiti6 la generacion de espectros UV de cada uno de los picos

presentes en los cromatogramas. El pico mayoritario del lipido A 2017 a un tr de

1.28 minutos posee un maximo de absorcion en 346.5 nm (Figura 13). Los picos a

los tr de 2.687 y 6.293 minutos poseen cuatro maximos de absorcion de valores

similares, mientras que el pico al tr de 6.044 minutos posee tres maximos de

absorcion.
1.280 2.687 6.044 6.293
220.00 nm 220.00 nm 220.00 nm 220.00 nm
| 380.00 380.00 | 380.00 | 380.00
. 226.6
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|I \‘—’ III
\__ 346.5 \_2174 35133702| \2727 3226 3702| \ Z>! 35833738

Figura 13. Espectros UV de los picos del perfil cromatografico de lipido A (2017)
disuelto en fase movil en elucion isocréatica.
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Posteriormente se disminuyo el tiempo de corrida a 16 minutos, ya que se encontro
que era suficiente para observar la elucion de los compuestos en la muestra,
ademas de permitir una mejor visualizacion de picos minoritarios y de su grado de

separacion (Figura 14).
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Figura 14. Perfil cromatogréfico de lipido A (2017) disuelto en fase movil en elucion
isocratica con menor tiempo de corrida.

Se observo que la presencia de un mayor numero de picos provocé la obtencion de
espectros UV ligeramente diferentes, en el nUmero de maximos de absorciéon y en
los valores de dichos maximos, en comparacion con los de los picos obtenidos a un

mayor tiempo de corrida (Figura 15).
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Figura 15. Espectros UV de los picos del perfil cromatogréafico de lipido A (2017)
disuelto en fase mavil en elucion isocratica con menor tiempo de corrida.

8.1.2 Elucién con gradiente

Se obtuvieron los siguientes cromatogramas y espectros UV en la elucion con
gradiente (Figuras 16 a 19), con la cual se buscé mejorar la resolucion de los picos
cromatograficos observados poco resueltos en la elucion sin gradiente; ademas,
permitié ofrecer un punto de comparacién con el trabajo de Bischoff R, et al*,
quienes utilizaron el gradiente A para el andlisis de isomeros de espermidin-
colesterol. Se omiten los perfiles cromatogréficos del lipido B (2017) y

colesterilcloroformiato debido a su insolubilidad en la fase movil.

El cromatograma de espermidina muestra tres picos, el maximo a un tiempo de
retencién de 1.3 minutos; de igual manera, se observé un coleo severo en el Ultimo

pico (Figura 16).
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Figura 16. Perfil cromatografico de la espermidina disuelta en fase movil, en elucion
con gradiente.

Los espectros UV del cromatograma de espermidina muestran dos picos a los tr de
1.775 y 2.016 minutos que poseen maximos de absorcién de valores similares:

267.9 y 264.4 nm respectivamente (Figura 17).
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\ 1.30 1.78), 2.02
2679 3738 |\
N N T | N\ 2644

Figura 17. Espectros UV de los picos del perfil cromatografico de espermidina
disuelta en fase mévil en elucién con gradiente.
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El cromatograma del lipido A presenta multiples picos, los ultimos no observados

en el cromatograma de espermidina, a los tr de 8.693 y 9.336 minutos (Figura 18).
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Figura 18. Perfil cromatogréafico del lipido A (2017) disuelto en fase movil, en
elucién con gradiente.

La Figura 19 muestra los espectros UV de los picos obtenidos en el cromatograma

del lipido A (2017), los dos ultimos picos se observan con tres maximos de absorcion

de valores similares.
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Figura 19. Espectros UV de los picos del perfil cromatografico del lipido A (2017)
disuelto en fase movil en elucion con gradiente.
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8.2 Preparacion de la muestray solubilizacién de espermidin-colesterol

La solubilidad de los lipidos de espermidin-colesterol en distintos disolventes para
la disolucion de las muestras a analizar en el cromatégrafo de liquidos de alta
resolucion se evalué de manera visual, en una escala cualitativa, lo cual se reporta

en la Tabla 12.

Tabla 12. Resultados de las pruebas de solubilidad del espermidin-colesterol,
lipido Ay B.

Lipido A Lipido B

Disolvente o Solubilidad = + Solubilidad =~ +

mezcla 1 2 3 4 1 2 3 4
Metanol . .
Etanol . .
Isopropanol . . .
1-Butanol . . . . .
Acetato de etilo . .
Acetonitrilo . .
Acetona . .
Cloroformo . . . . . . . .
Diclorometano . . . . . . . .
DMS . .
DMF . .
Eter etilico . .
Metanol/ . .
Isopropanol 7/3
Metanol/ . .
diclorometano 1/1

Nota:
Se reporta la solubilidad en una escala cualitativa, como ¢ para visualmente
insoluble y ¢ « « * para visualmente soluble.
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Los disolventes en los cuales segun diversas fuentes el espermidin-colesterol es
soluble, los lipidos A y B no lo fueron, por lo cual se busc6é una proporcion de

disolventes especifica para nuestros lipidos.

Se preparo y probo la miscibilidad de dos proporciones de butanol en fase movil,
para observar su comportamiento en el sistema cromatografico, asi como la
solubilidad de los lipidos en las mismas; se encontré una proporcion a la cual el

butanol es miscible con la fase movil (Tabla 13).

Tabla 13. Miscibilidad de las dos proporciones de butanol/fase mévil y
solubilidad del espermidin-colesterol, Lipido Ay B, en dichas proporciones.

Fase Solubilidad
' Butanol . o
Proporcion movil Miscibilidad _ '
(mL) Lipido A Lipido B
(mL)
1 0.5 0.5 No . oo
2 0.7 0.3 Si . coe

Nota:
Se reporta la solubilidad en una escala cualitativa, como * para visualmente
insoluble y ¢ « « « para visualmente soluble

Se probd la miscibilidad de cinco proporciones de butanol/isopropanol y la
solubilidad del espermidin-colesterol en ellas. El isopropanol cuenta con buena
miscibilidad con la mayoria de los disolventes polares utilizados en la fase reversa,
sin embargo, se observé que no fue miscible en 4 de las 5 proporciones preparadas

(Tabla 14).
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Tabla 14. Miscibilidad de cinco proporciones de butanol/isopropanol y
solubilidad del espermidin-colesterol, lipido Ay B, en dichas proporciones.

Proporcion Solubilidad
Butanoy | outanol lsopropanol . o iidad
. (mL) (mL) Lipido A Lipido B
isopropanol
9/1 0.9 0.1 No . .
8/2 0.8 0.2 No . .
7/3 0.7 0.3 No . .
6/4 0.6 0.4 No . coe
5/5 0.5 0.5 Si . oo
Nota:

Se reporta la solubilidad en una escala cualitativa, como * para visualmente
insoluble y ¢ « « « para visualmente soluble.

Debido a que se observd poca solubilidad en las proporciones de
butanol/isopropanol, se prepararon cinco proporciones con butanol y diclorometano

para disminuir la polaridad y mejorar la solubilidad de los lipidos (Tabla 15).

Tabla 15. Miscibilidad de cinco proporciones de butanol/DCMy solubilidad del
espermidin-colesterol, lipido Ay B, en dichas proporciones.

Proporcién Butanol o Solubilidad
Butanol/ (mL) DCM (mL) Miscibilidad Lipido A Lipido B
DCM
9/1 0.9 0.1 Si KRR s
8/2 0.8 0.2 Si soee s
7/3 0.7 0.3 Si soee seee
6/4 0.6 0.4 Si soee seee
5/5 0.5 0.5 Si soee s
Nota:

Se reporta la solubilidad en una escala cualitativa, como ¢ para visualmente
insoluble y ¢ « « « para visualmente soluble
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Se observo que a todas las proporciones los dos disolventes son miscibles entre si,
ademas de que disuelven a los lipidos, por lo que se procedi6 a probar su
miscibilidad con la fase movil. Se busco usar la minima cantidad de diclorometano,

debido a que es inmiscible con la fase mévil; los resultados se presentan en la Tabla

16.

Tabla 16. Miscibilidad de dos proporciones de butanol/DCM/fase movil y
solubilidad del espermidin-colesterol, lipido Ay B, en dichas proporciones.

Fase moévil Solubilidad

Butanol DCM @ TFAal = TFAal  Mijscibilidad Lipido  Lipido
0.1%en | 0.1%en

ACN agua A B
1 0.7 0.1 0.12 0.08 No XXX coee
2 0.7 0.05 0.15 0.1 Si s e

Nota:
Se reporta la solubilidad en una escala cualitativa, como * para visualmente
insoluble y « « < « para visualmente soluble

En la segunda proporcion se observé la completa miscibilidad de la muestra, por lo
gue se escogié como la ideal para el analisis cromatografico. Ambos disolventes
(diclorometano y butanol) poseen una fuerza de elucion menor que la fase movil,
por lo que se esperaba poca variacién o perturbacion de la linea base por el cambio

de disolvente para las muestras.
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8.3 Perfil cromatografico por HPLC de fase reversa de los lipidos de
espermidin-colesterol a las condiciones optimizadas
Se obtuvieron los siguientes cromatogramas al analizar las muestras

completamente disueltas en la proporciéon antes mencionada.

El cromatograma de espermidina presenta mdultiples picos, el maximo a un tr de

2.506 minutos, asimismo, se observa una variacion de la linea base (Figura 20).
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Figura 20. Perfil cromatografico de espermidina disuelta en 1-butanol/DCM/FM,
elucién con gradiente A
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Figura 21. Espectros UV de los picos del perfil cromatogréfico de espermidina
disuelta en 1-butanol/DCM/FM, elucién con gradiente A.

El cromatograma de colesterilcloroformiato posee multiples picos, el maximo a un

tr de 2.596 minutos; no se observa variacion de la linea base (Figura 22).
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Figura 22. Perfil cromatografico de colesterilcloroformiato disuelto en 1-
butanol/DCM/FM usando gradiente A.

54



En el espectro UV del pico mayoritario de colesterilcloroformiato se observé que no

posee ningln maximo de absorcion (Figura 23).
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Figura 23. Espectros UV de los picos del perfil cromatografico de
colesterilcloroformiato disuelto en 1-butanol/DCM/FM, elucién con gradiente A.

En el cromatograma del lipido A (2017) se observé variacion de la linea base,
ademas de multiples picos, el maximo a un tr de 2.569 minutos. Posee dos picos
no observados en los cromatogramas de espermidina ni colesterilcloroformiato, a

los tr de 8.144 y 8.757 minutos (Figura 24).
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Figura 24. Perfil cromatografico de lipido A (2017) disuelto en butanol/DCM/FM
usando gradiente A.
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Los dos ultimos picos poseen tres maximos de absorcion, el primero a 272.7, 354.9

y 369 nm; mientras que el ultimo a 226.6, 277.4 y 362.2 nm (Figura 25).
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Figura 25. Espectros UV de los picos del perfil cromatogréfico de lipido A (2017)

disuelto en 1-butanol/DCM/FM, elucién con gradiente A.

El cromatograma del lipido A (2022) muestra variacion de la linea base y multiples

picos; el maximo a un tr de 2.531 minutos. Se observé que el ultimo pico, a un tr de

8.049 minutos, no estd presente en los cromatogramas de espermidina ni

colesterilcloroformiato (Figura 26).
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Figura 26. Perfil cromatografico de lipido A (2022) disuelto en butanol/DCM/FM

usando gradiente A.
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El Gltimo pico posee dos méaximos de absorcion a 275.1y 367.8 nm (Figura 27).
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Figura 27. Espectros UV de los picos del perfil cromatogréafico de lipido A (2022)
disuelto en 1-butanol/DCM/FM, elucién con gradiente A.

El cromatograma del lipido B (2017) no presenta variacién de la linea base y posee
multiples picos; el maximo a un tr de 2.602 minutos. Se observd un pico no presente
en los cromatogramas de espermidina ni colesterilcloroformiato, a un tr de 8.238

minutos (Figura 28).
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Figura 28. Perfil cromatogréafico de lipido B (2017) disuelto en butOH/DCM/FM
usando gradiente A.
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El dltimo pico posee un maximo

de absorcién a 276.2 nm (Figura 29).
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Figura 29. Espectros UV de los picos del perfil cromatogréfico de lipido B (2017)
disuelto en butOH/DCM/FM, elucién con gradiente A.

El cromatograma del lipido B (2022) muestra variacion de la linea base y multiples

picos; el maximo a un tr de 2.514 minutos. Presenta un pico no observado en los

cromatogramas de espermidina

(Figura 30).
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Figura 30. Perfil cromatogréfico de lipido B (2022) disuelto en butanol/DCM/FM

usando gradiente A.
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El pico méximo del lipido B (2022) no posee méaximos de absorcion, mientras que

el ultimo pico posee dos maximos de absorcion a 273.9 y 369 nm (Figura 31).
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Figura 31. Espectros UV de los picos del perfil cromatografico de lipido B (2022)
disuelto en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.

8.4 Purificacion de espermidin-colesterol por cromatografia en columna de
silica gel

Se obtuvieron los siguientes cromatogramas en la primera purificaciéon, la cual se
vio interrumpida por el sismo, por lo que sélo se recolectaron 6 fracciones. Se omiten
algunos espectros UV por comodidad, para evitar la repetibilidad de espectros de

fracciones cuyas composiciones son similares.

La primera fraccion no presenta variacion de la linea base, se observan dos picos

MAaximos que no poseen maximos de absorcién UV (Figuras 32 y 33).
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Figura 32. Perfil cromatografico de la fraccién 1 de la primera purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.
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Figura 33. Espectros UV de los picos del perfil cromatogréafico de la fraccion 1 de la

primera purificacion del lipido A (2017) disuelta en 1-butanol/DCM/FM, elucién con
gradiente A.

60




La fraccion 2 presenta variacion de la linea base y un pico maximo al tr de 2.589

minutos (Figura 34).
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Figura 34. Perfil cromatografico de la fraccion 2 de la primera purificacion del lipido
A (2017), disuelta en 1-butanol/DCM/FM, elucién con gradiente A.

Los cromatogramas de las fracciones 3 y 4 son similares, no presentan variacion de

la linea base, poseen un pico maximo a los tr de 2.607 y 2.592 minutos,

respectivamente; los cuales no poseen maximos de absorcion UV (Figuras 35, 36y

37).

61



_ M
0.25- 3
1 o
0.20—_
5 0.15—_
<
0.10
<+
] < ‘ o
0.057 o - = ©o ©
] 38 g
J o m ﬂ' \I
1 ) < 0 |
J H A | \I ___________————
0.00——" k —
] 1 | ] ] | | [ [] 1 |
2.00 4, . 8.00 10.00 12.00 14.00

Minutes

Figura 35. Perfil cromatografico de la fraccion 3 de la primera purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.
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Figura 36. Perfil cromatogréafico de la fraccidén 4 de la primera purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.
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Figura 37. Espectros UV de los picos del perfil cromatogréafico de la fraccion 4 de la
gradiente A.

primera purificacion del lipido A (2017) disuelta en 1-butanol/DCM/FM, elucién con

2.589 minutos (Figura 38).

La fraccion 5 no presenta variacion de la linea base y posee un solo pico a un tr de
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Figura 38. Perfil cromatografico de la fraccién 5 de la primera purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucidn con gradiente A.
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La fraccion 6 se observé similar a las fracciones 3 y 4, con excepciéon de los dos
altimos picos a los tr de 8.651 y 9.352 minutos, que no se observan en dichas

fracciones, ni en las anteriores (Figura 39).
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Figura 39. Perfil cromatografico de la fraccion 6 de la primera purificacion, disuelta

en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.

El pico maximo no posee maximos de absorcion, mientras que el pico al tr de 8.651
minutos posee dos, a 226 y 277.4 nm; y el pico al tr de 9.352 minutos posee solo

uno, a 277.4 nm (Figura 40).
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Figura 40. Espectros UV de los picos del perfil cromatogréfico de la fraccion 6 de la
primera purificacion del lipido A (2017) disuelta en 1-butanol/DCM/FM, elucién con

gradiente A.

Se llevé a cabo una segunda purificacion, en la cual se recolectaron mas fracciones

para observar de manera mas completa el proceso de purificacion. Por cuestion de

ahorro de recursos las primeras cuatro fracciones se unieron, para un enfoque de

las fracciones que no se lograron recolectar en la primera purificacion.

El cromatograma de la fraccién 1-4 no presenta variacion de la linea base y posee

dos picos maximos, los cuales no tienen méaximos de absorcién UV (Figura 41y 42).
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Figura 41. Perfil cromatografico de fracciones 1-4 de la segunda purificacion

disueltas en 1-butanol/DCM/FM, elucién con gradiente A.
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Figura 42. Espectros UV de los picos del perfil cromatografico de la fraccion 1-4 de
la segunda purificacion del lipido A (2017) disuelta en 1-butanol/DCM/FM, elucién
con gradiente A.

La fraccion 5 muestra una variacion de la linea base, posee un pico maximo a un tr

de 2.471 minutos, el cual no tiene maximos de absorcion (Figuras 43y 44).
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Figura 43. Perfil cromatogréfico de la fraccion 5 de la segunda purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM elucion con gradiente A.
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Figura 44. Espectros UV de los picos del perfil cromatogréafico de la fraccion 5 de la
segunda purificacién del lipido A (2017) disuelta en 1-butanol/DCM/FM, elucién con

gradiente A.

Los cromatogramas de las fracciones 6, 7 y 8 son similares a la fraccion 5, pero
poseen picos adicionales: la fraccion 6 a un tr de 8.569 minutos, la fraccion 7 al tr

de 8.589 minutos y la fraccion 8 a los tr de 8.597, 9.301 minutos (Figuras 45 a 47).
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Figura 45. Perfil cromatogréfico de la fraccion 6 de la segunda purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.
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Figura 46. Perfil cromatografico de la fraccion 7 de la segunda purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.
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Figura 47. Perfil cromatografico de la fraccion 8 de la segunda purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM elucion con gradiente A.

Los dos ultimos picos de la fraccion 8 poseen maximos de absorcion similares, el

primero a 282.2 y 369 nm; y el ultimo a 276.2 y 369 nm (Figura 48).
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Figura 48. Espectros UV de los picos del perfil cromatogréafico de la fraccion 8 de la
segunda purificacion del lipido A (2017) disuelta en 1-butanol/DCM/FM, elucidén con
gradiente A.
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La fraccién 9 no presenta variacion de la linea base y posee solo un pico a 2.586

minutos (Figura 49).
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Figura 49. Perfil cromatogréfico de la fraccion 9 de la segunda purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.

Los cromatogramas de las fracciones 10, 12 y 13 se observaron similares, con
multiples picos y variacion de la linea base, mientras que la fraccion 11 tiene menor

presencia de picos y no presenta variacion de su linea base (Figuras 50 a 53).
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Figura 50. Perfil cromatografico de la fraccion 10 de la segunda purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.
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Figura 51. Perfil cromatografico de la fraccion 11 de la segunda purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.
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Figura 52. Perfil cromatografico de la fraccion 12 de la segunda purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.
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Figura 53. Perfil cromatografico de la fraccion 13 de la segunda purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucidn con gradiente A.
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Se obtuvieron los siguientes cromatogramas de la tercera purificacion del lipido A

(2017):

En la fraccion 1 no se observa variacion de la linea base, posee un pico maximo al
tr de 2.664 minutos sin maximos de absorcion UV (Figuras 54 y 55). La fraccion 2

se observa similar (Figura 56).
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Figura 54. Perfil cromatogréafico de la fraccidon 1 de la tercera purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.
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Figura 55. Espectros UV de los picos del perfil cromatografico de la fracciéon 1 de la
tercera purificacion del lipido A (2017) disuelta en 1-butanol/DCM/FM, elucién con
gradiente A.
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Figura 56. Perfil cromatogréfico de la fraccion 2 de la tercera purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.

El cromatograma de la fraccion 3 presenta variacion de la linea base y multiples

picos, el maximo a un tr de 2.523 minutos, el cual no posee maximos de absorcion

(Figuras 57 y 58).
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Figura 57. Perfil cromatogréfico de la fraccion 3 de la tercera purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucidn con gradiente A.
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Figura 58. Espectros UV de los picos del perfil cromatogréafico de la fraccion 3 de la
tercera purificacion del lipido A (2017) disuelta en 1-butanol/DCM/FM, elucién con

gradiente A.

La fraccion 4 se observo similar a la fraccion 3, presenté variacion de la linea base

y multiples picos, el maximo a un tr de 2.515 minutos, sin maximos de absorcion.

Se observaron dos ultimos picos adicionales, el primero a un tr de 8.526 minutos

tiene un maximo de absorcion a 272.7 nm y el dltimo al tr de 9.278 minutos tiene

dos maximos a 226.6 y 276.2 nm (Figuras 59 y 60).
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Figura 59. Perfil cromatografico de la fraccion 4 de la tercera purificacion, disuelta

en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.
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Figura 60. Espectros UV de los picos del perfil cromatogréafico de la fraccion 4 de la

tercera purificacion del lipido A (2017) disuelta en 1-butanol/DCM/FM, elucién con
gradiente A.

La fraccion 5 muestra similitud con la 4, se observan incluso los dos ultimos picos,
a un tr de 8.521 y 9.258 minutos. Ambos poseen tres maximos de absorcion, el

primero a 226.6, 273.9 y 372.6 nm; y el segundo igualmente a 226.6, 273.9 y 365.3

nm (Figuras 61y 62).
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Figura 61. Perfil cromatogréfico de la fraccion 5 de la tercera purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucidn con gradiente A.
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Figura 62. Espectros UV de los picos del perfil cromatogréafico de la fraccion 5 de la
tercera purificacion del lipido A (2017) disuelta en 1-butanol/DCM/FM, elucién con
gradiente A.

La fraccidn 6 no presenta variacion de la linea base y se observan multiples picos,

el maximo a un tr de 2.595 minutos (Figura 63).
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Figura 63. Perfil cromatografico de la fraccion 6 de la tercera purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucidn con gradiente A.
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Las fracciones 7 a 10 se observaron similares a la 3, presentan variacion de la linea

base y multiples picos, el maximo a un tr de 2.513, 2.515, 2.502 y 2.458 minutos,

respectivamente (Figuras 64 a 67).
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Figura 64. Perfil cromatogréafico de la fraccidon 7 de la tercera purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.

78



0.401

0.351

0.157

5771

|
?7.397
|
|
|.
|
W,
T
[~

0.101

—

0.05

e —— J—-’W_m___“

0.007

3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
Minutes

Figura 65. Perfil cromatogréafico de la fraccion 8 de la tercera purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.
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Figura 66. Perfil cromatografico de la fraccion 9 de la tercera purificacion, disuelta
en 1-butanol/DCM/FM, elucion con gradiente A.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Determinacion de fase moévil y gradiente a utilizar

Para la separacion por HPLC de fase reversa de espermidin-colesterol se han usado
como fase movil en diferentes metodologias metanol, isopropanol?® y acetonitrilo*®.
Las tres opciones mas comunes de disolventes para HPLC de fase reversa son
acetonitrilo, metanol y tetrahidrofurano. El orden de sus fuerzas eluotropicas es
metanol<acetonitrilo<tetrahidrofurano. Los tres solventes tienen propiedades
distintivamente diferentes en su selectividad, capacidad de aceptacion de protones,
capacidad de donacién de protones e interacciones dipolo-dipolo. El acetonitrilo
posee fuerte fuerza eluotropica, baja viscosidad (0,37 cP) lo que conduce a una
mayor eficiencia de la columna y buena transparencia UV (hasta a 190 nm). Por
esto ultimo, es el mas adecuado para el andlisis de alta sensibilidad en longitudes
de onda cortas y aporta bajas presiones a la columna; por lo cual se decidi6 probar
una fase movil que usara acetonitrilo. Una practica comun es el uso de aditivos en
ambas disoluciones componentes de la fase movil, tal como acido trifluoroacético
(TFA) al 0.1% en acetonitrilo cuando se usa TFA al 0.1% en agua como disolvente.
El uso de dicho aditivo no afecta la reproducibilidad de la separacion o el orden de
elucién, pero permite la reduccion de los cambios en la deteccién UV debido al

gradiente a longitudes de onda bajas.??

9.1.1 Elucion sin gradiente
En la primera corrida cromatografica de la elucion isocréatica, se observo la
presencia del ultimo pico cromatografico en un tiempo de retencion de 6.293

minutos, por lo que acortar el tiempo de corrida permitiria una mejor visualizacion
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de los picos de interés. En una segunda corrida de 16 minutos todos los picos se
observaron traslapados o con una resolucién menor a 1.5. Los dos ultimos picos,
que, de acuerdo con el orden de elucién reportado por Bischoff, et al'®, se espera
sean de espermidin-colesterol, se muestran con una mayor separacion, sin
embargo, poseen una resolucién de 0.93, lo que indica un grado de separacion

inadecuado.

9.1.2 Elucion con gradiente
La elucién con gradiente permite la variacion en la fuerza de elucion de la fase movil,

por lo que puede ayudar a mejorar la resolucion de picos poco resueltos.

Bischoff R, et al*® reportan la elucién de los isémeros de espermidin-colesterol en la
elucion con el gradiente A en los tiempos de retencién de 6.2, 8.2 y 8.6 minutos
aproximadamente; por lo que fueron los tiempos de retencion a los cuales se

esperaba su elucion.

La espermidina mostré solubilidad en la fase movil de la elucién isocrética (67% TFA
al 0.1% en ACN / 33% TFA al 0.1% en agua), el lipido A se mostré ligeramente
soluble, mientras que las muestras de lipido B y de colesterilcloroformiato fueron
insolubles en dicha proporcion de disolventes; por lo cual se observé una
absorbancia minima en los cromatogramas y no se obtuvieron picos apreciables

correspondientes a la composicion del lipido B.

Al pH de trabajo la mayoria de las moléculas de espermidina se encuentran con

todos sus grupos amino cargados, lo que podria explicar su corto tiempo de elucion,
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pues al tratarse de una especie cargada, el caracter menos hidrofébico que la

molécula neutra, provoca una menor interaccion con la fase estacionaria.

Los picos a los tiempos de retencion de 1.3, 1.775 y 2.016 minutos y hasta el coleo
del minuto 7, presentes en el cromatograma de la espermidina se observan también
en el perfil cromatografico del lipido A, lo cual podria indicar la presencia de una
proporcion elevada de espermidina en dicho lipido (Figura 68). La coincidencia entre
los picos se evalu6 también mediante sus espectros UV, observando que el pico al
tr=1.3 minutos en ambos cromatogramas, poseen espectros UV similares (Figura
69). El coleo severo (19.6 de factor de coleo) en el cromatograma de la espermidina,
ademas de la presencia de multiples picos considerando que se trata de una
sustancia pura, indican que el sistema de elucion es inadecuado para esta. Los
maximos de absorcion en los espectros UV de 267.9 y 264.4 nm para la espermidina

coincidieron con la Amax: 260 nm reportados en la literatura (Figura 69).

La insolubilidad del colesterilcloroformiato impidio la visualizacion de sus picos y por
tanto su identificacion en los cromatogramas del lipido A y el lipido B. La
insolubilidad del lipido B podria deberse a un menor contenido de espermidina y
mayor contenido de colesterilcloroformiato, contrario al lipido A, cuya presencia de
espermidina (soluble en FM) podria haber permitido en cierto grado la solubilidad

de la muestra.
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Figura 68. Coincidencias de picos en los cromatogramas de espermidina (izquierda)
y lipido A 2017 (derecha), ambos disueltos en FM, en la elucién con gradiente, se
marca con un cuadro azul el &rea correspondiente a los picos de espermidina y con
un cuadro verde el area de la elucion de los isbmeros de espermidin-colesterol en
el cromatograma del lipido A (2017).
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Figura 69. Comparacion de los espectros UV y los tr de los picos de los
cromatogramas de espermidina (espectros de arriba) y lipido A 2017 (espectros de
abajo), disueltos en FM, en elucion con gradiente.

Los picos a los tiempos de retencién de 8.693 y 9.336 minutos, presentes en el area
de elucién esperada para los isébmeros, en una proporcién de 3.15% para el primer

pico y 3.87% el segundo, muestran espectros UV con tres picos maximos de
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absorcion de valores similares (Figura 70, Tabla 17). Dichos picos poseen una
resolucién de 2.1, lo que indica que el gradiente A es adecuado para su andlisis,
observando un buen grado de separacién de picos en el area de elucién esperada
para los isomeros de espermidin-colesterol; sin embargo, debido a la poca
solubilidad del lipido Ay la insolubilidad del lipido B y el colesterilcloroformiato en la
fase movil fue necesario buscar un disolvente adecuado para solubilizar las

muestras y mejorar el andlisis cromatogréfico.
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Figura 70. Espectros UV (derecha) de los dos ultimos picos del cromatograma del
lipido A 2017 (izquierda), eluidos en el area donde se esperaba la elucion de los
isdmeros de espermidin-colesterol, con un tR de 8.693 y 9.336 minutos, se observan
tres maximos de absorcion de valores similares.

Tabla 17. Comparacion de espectros UV, célculo de porcentaje y resolucion
de los picos de espermidin-colesterol presentes en los cromatogramas del
lipido A (2017) disuelto en fase mévil, elucion con gradiente.

Lipido A 2017 tr (Minutos) Espectro UV Porcentajes Resolucion
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8.693
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9.2 Preparaciéon de la muestray solubilizacién de espermidin-colesterol.

La insolubilidad de los lipidos en los disolventes usados en diferentes fuentes
bibliograficas pudo deberse a la presencia mayoritaria de las materias primas de
sintesis en los lipidos cationicos, las cuales, al encontrarse en mayor cantidad,
podrian haber modificado las propiedades de solubilidad y por ello no coincidir con

las reportadas.

9.3 Perfil cromatografico por HPLC de fase reversa de los lipidos de
espermidin-colesterol a las condiciones optimizadas

Ambos disolventes (diclorometano y butanol) usados para la disolucion del
espermidin-colesterol poseen una fuerza de elucién menor que la fase mavil, por lo
gue se observo poca variacion o perturbacion de la linea base por el cambio de

disolvente para las muestras.

El area de elucién de picos de colesterilcloroformiato se traslap6 con el area de
elucién de la espermidina, por lo que su identificacion en cada uno de los
cromatogramas de los lipidos se vio dificultada. Sin embargo, fue posible al realizar
ademas la comparacion de los espectros UV de los picos con tiempos de retencién
similares. Los picos mayoritarios en los cromatogramas de espermidina y
colesterilcloroformiato se encuentran en tiempos de retencién muy similares, por lo
gque ambos picos se superponen. Se observé que la presencia de
colesterilcloroformiato desplaza el tr del pico hacia la derecha, mas cercanos a
2.596 minutos, que es el tiempo de retencién de su pico mayoritario. Por el contrario,
la presencia de espermidina desplaza el pico mayoritario a la izquierda, mas

cercano al tr de 2.506, donde se encuentra su pico mayoritario.
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La espermidina provoco una variacion en la linea base a partir de los dos minutos
aproximadamente, lo que previamente se habia observado como un coleo; ambos

podrian deberse a una interaccién secundaria con la fase estacionaria.

El primer pico de espermidina al tr de 1.26 minutos se observo en los
cromatogramas del lipido A 2017 y 2022 (Figura 71), por lo que se confirmé que
ambos lipidos contienen espermidina. En el cromatograma del lipido A 2017 se
observa la presencia de picos en el area de elucion de la espermidina; sin embargo,
se muestran con baja resolucion. El espectro UV del pico en el cromatograma de
colesterilcloroformiato al tr de 4.48 coincide con el de los picos en los tr de 4.49 y
4.42 minutos de los cromatogramas de los lipidos A 2017 y 2022 respectivamente
(Figuras 72 y 73); los tres espectros muestran maximos de absorcion de valores
similares, por lo que se confirmd la presencia de colesterilcloroformiato en dichos

lipidos.

Los picos en los tiempos de retencion de 8.144 y 8.757 minutos en el cromatograma
del lipido A (2017) y de 8.049 minutos en el cromatograma del lipido A (2022); no
coinciden con picos correspondientes a las materias primas y se encuentran en el
area de elucién esperada para los isomeros de espermidin-colesterol, como se
observa en la Figura 71. En comparacion con los tr de los picos de espermidin-
colesterol en el cromatograma inicial de lipido A 2017 disuelto en fase mévil, se
observd que el cambio de disolvente de la muestra provoco la elucion de los
isbmeros a menores tiempos de retencion. La resolucion de los picos es de 1.7, que

se considera adecuada.
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Figura 71. Coincidencias de picos entre los cromatogramas de espermidina (arriba,
izquierda) y colesterilcloroformiato (abajo, izquierda) con los del lipido A 2017
(arriba, derecha) y A 2022 (abajo derecha), todos disueltos en butanol/DCM/FM, en
elucién con gradiente. Se marca con un cuadro azul el area correspondiente a los
picos de espermidina, un cuadro naranja el area de colesterilcloroformiato y con un
cuadro verde el area de la elucion de los isdmeros de espermidin-colesterol en los
cromatogramas de los lipidos A (2017 y 2022).
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Figura 72. Comparacion de los espectros UV y los tr de los picos de los
cromatogramas de espermidina (espectros de arriba), lipido A 2017 (espectros
del centro) y colesterilcloroformiato (espectros abajo). Se marcan en un
rectangulo rojo los picos mayoritarios del lipido A 2017.
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Figura 73. Comparacion de los espectros UV y los tr de los picos de los
cromatogramas de espermidina (espectros de arriba), lipido A 2022 (espectros

del centro) y colesterilcloroformiato (espectros abajo. Se marcan en un
rectangulo rojo los picos mayoritarios.
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El cromatograma del lipido B 2017 (Figura 74, arriba, derecha) no muestra variacion
de la linea base ni los picos iniciales caracteristicos de la espermidina, lo que se
atribuy6 a la poca presencia de ésta en dicho lipido. Por el contrario, el
cromatograma del lipido B 2022 (Figura 74, abajo, derecha) muestra mayor
variacion en la linea base y el pico inicial a un tr de 1.15 minutos que coincide con
el tr y el espectro UV del pico inicial de espermidina, lo que indica que hay una

mayor proporcion de espermidina en dicho lipido. (Figura 75).

El espectro UV del pico en el cromatograma de colesterilcloroformiato al tr de 4.48
minutos coincide con el de los picos en los tr de 4.57 y 4.4 minutos de los
cromatogramas de los lipidos B 2017 y 2022 respectivamente (Figuras 75y 76); los
tres espectros muestran maximos de absorcion de valores similares, por lo que se

confirmd la presencia de colesterilcloroformiato en ambos lipidos.

Los picos en el tr de 8.238 minutos en el cromatograma del lipido B (2017) y de
8.023 minutos en el cromatograma del lipido B (2022); no coinciden con picos
correspondientes a las materias primas y se encuentran en el area de elucién
esperada para los isobmeros de espermidin-colesterol, como se observa en la Figura

74.
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Figura 74. Coincidencias de picos entre los cromatogramas de espermidina (arriba,
izquierda) y colesterilcloroformiato (abajo, izquierda) con los del lipido B 2017
(arriba, derecha) y B 2022 (abajo, derecha), todos disueltos en butOH/DCM/FM, en
elucién con gradiente. Se marca con un cuadro azul el area correspondiente a los
picos de espermidina, un cuadro naranja el area de colesterilcloroformiato y con un
cuadro verde el area de la elucion de los isémeros de espermidin-colesterol en los
cromatogramas de los lipidos B (2017 y 2022).
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del centro) y colesterilcloroformiato (espectros abajo. Se marcan en un rectangulo
rojo los picos mayoritarios.
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Figura 76. Comparamon de los espectros UV y los tr de los picos de los
cromatogramas de espermidina (espectros de arriba), lipido B 2022 (espectros
del centro) y colesterilcloroformiato (espectros abajo. Se marcan en un
rectangulo rojo los picos mayoritarios.

En el cromatograma del lipido A (2017) se observo la elucion de dos picos en el
area de elucion esperada del espermidin-colesterol, mientras que en los lipidos A
(2022), B (2017) y B (2022) unicamente se detectd un pico. Los cromatogramas del
lipido B (ambas sintesis, 2017 y 2022) podrian contener un menor porcentaje de
espermidin-colesterol en su composicion en comparacion con el lipido A (ambas

sintesis), debido al menor tamafio de sus picos de espermidin-colesterol. (Tabla 18)

Los primeros picos eluidos en el area esperada de los isbmeros de espermidin-
colesterol, a los tiempos de retencion de 8.144 (A 2017), 8.049 (A 2022), 8.238 (B
2017) y 8.023 minutos (B 2022); poseen espectros UV diferentes en comparacion
al ultimo pico del lipido A 2017, a un tiempo de retencion de 8.757 minutos. Los
primeros picos muestran espectros UV con dos maximos de absorcion de valores

similares, con excepcion del espectro del pico correspondiente al lipido B 2017, en
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el que se muestra s6lo un maximo de absorcion, esto podria deberse a la baja
concentracion del isémero, lo que dificulta su deteccién UV (Tabla 18). El Gltimo pico
del cromatograma del lipido A (2017) al tr de 8.757 minutos (Tabla 18), posee tres
méaximos de absorcion de valores similares a los observados en los espectros UV
de los dos ultimos picos de la muestra de dicho lipido disuelto en fase movil (Tabla

17).

Tabla 18. Comparacion de los espectros UV, calculo de porcentaje y
resolucion de los picos de espermidin-colesterol presentes en los
cromatogramas de los lipidos disueltos en butOH/DCM/FM.

tr

Lipido . Espectro UV Porcentajes Resolucion
(minutos)
., 8.15
A 2017 8.144 "-\%. 3.66
. \2727 354.9369.0
I ~ 1.7
s 12 8.77
[ @ 226.6
A 8.757 U 1.23
. \2774 3622
A 2022
: 8.05
*
! 2 8.049 \ 3.72 -
o 2751 3678
e
B 2017 8.23
[+0] II
& 8.238 1.68 -
)i R76.2
WANRAN —
B 2022
| 8.02
o \
S 8.023 \ 2.6 -
e 2739 369
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9.4 Purificacién de espermidin-colesterol por cromatografia en columna de
silica gel

El tamafio pequefio de los picos de los isbmeros de espermidin-colesterol y por tanto
la baja absorbancia (UA), debido a la baja concentracion del lipido, dificulta la
visualizacion de los espectros UV. Se omiten comparaciones y espectros UV de

fracciones similares, para evitar redundancias.

Las purificaciones se llevaron a cabo con el lipido A (2017), se esperaba
posteriormente llevar a cabo con los demas lipidos una vez halladas las condiciones

exitosas.

La primera y segunda purificacion llevadas a cabo con el mismo eluyente
(DCM:metanol 4:1), muestran diferencias en el orden de elucion de los reactivos de
sintesis, por lo que no se consideré como una técnica reproducible y no permitio la
separacion del espermidin-colesterol de los demas componentes de la muestra

(Tabla 19 y 20).

Tabla 19. Compuestos presentes en cada una de las fracciones de la 12
purificacion identificados mediante la comparacién de los tiempos de
retencion y espectros UV de sus picos cromatograficos.

Fraccion | Espermidina | Colesteril- | Espermidin-
cloroformiato | colesterol
[ J

OO~ WN|EF
o o o | o
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La segunda purificacidon mostré una interaccion considerable de la espermidina en
la fase estacionaria, ya que se encuentra en 8 de las 13 fracciones recolectadas

(Tabla 20).

Tabla 20. Compuestos presentes en cada una de las fracciones de la 22
purificacién identificados mediante la comparacion de los tiempos de
retencidén y espectros UV de sus picos cromatogréficos.

Fraccion | Espermidina | Colesteril- | Espermidin-
cloroformiato | colesterol

1-4 ° ° e (un pico)
5 ° °

6 ° e (un pico)
7 ° e (un pico)
8 ° °

9

10 ° ° e (un pico)
11

12

13

De igual manera, la tercera purificacion llevada a cabo con DCM:metanol 2:1 como
eluyente no permitio la separacion del espermidin-colesterol de los demas
componentes de la muestra e incluso presentd menor grado de separacion y en la
mayoria de las fracciones obtenidas se observo la presencia de los reactivos de

sintesis. (Tabla 21).

95



Tabla 21. Compuestos presentes en cada una de las fracciones de la 32
purificacién identificados mediante la comparacion de los tiempos de
retencidén y espectros UV de sus picos cromatograficos.

Fraccion | Espermidina | Colesteril- | Espermidin-
cloroformiato | colesterol
1 °
2 ° °
3 ° °
4 °
5 °
6 e (un pico)
7 °
8 °
9 °
10 °

En los espectros UV de la fraccion 5 de la tercera purificacion (Tabla 22) se

muestran los perfiles UV mas completos de los ultimos dos picos correspondientes

a los isbmeros, se observan espectros con los tres maximos de absorcion

caracteristicos de los picos que se encuentran en el area de elucion esperada para

los isébmeros de espermidin-colesterol, observados anteriormente en las muestras

no purificadas.
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Tabla 22. Comparacion de los tiempos de retencion y los espectros UV de los
picos de espermidin-colesterol en las fracciones obtenidas de las tres
purificaciones del lipido A 2017.

Espectro UV Tiempos de retencion
Fraccion 6 865 9.35 z B
12 purificacion P266 | ' 2 o
£- . M". 777%7#
\%7’7\-4_4« ?77-4 "800 1000
Lf\aa-—_-—“l-«w-
Fraccion 8 8.60 9.32 2 3

22 purificacion

| \
z\'\282.2 369.0 &\.276.2 369.0
M ] M

S i M T

Fraccion 4 8530266 9.30 s o
32 purificacion | % 5 K
3@.7 276.2 e
VS
800 900 1000
Fraccion 5 S
32 purificacion V\Q : | lmj
73.9 73.9 N A
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10. CONCLUSIONES

Las condiciones de la técnica por HPLC de fase reversa a nivel analitico
establecidas para el analisis de espermidin-colesterol permitieron la separacion de
los isomeros y de los demas componentes de los lipidos cationicos sintetizados en

el Laboratorio de Oncologia Celular y Cancer.

Con base en los resultados obtenidos del analisis cromatografico, la comparacion
de cromatogramas y espectros UV de las muestras; y su confrontacion con los
resultados reportados por otros autores®; se concluye lo siguiente como parte de la

composicién de los lipidos Ay B:

e Fue posible determinar la proporcién de espermidin colesterol en cada uno
de los lipidos analizados: 4.90% en el lipido A 2017, 3.72% en el A 2022,
1.68% en el B 2017 y 2.60% en el lipido B 2022.

e Ellipido A 2017 contiene dos isémeros, mientras que los lipidos A 2022, B
2017 y B 2022 tienen un isbmero.

e Los lipidos A 2017, A 2022 y B 2022 contienen espermidina.

e La composicién mayoritaria de los lipidos A (2022) y lipido B (2022) es
espermidina.

e Ellipido B 2017 no contiene espermidina y se compone mayoritariamente de

colesterilcloroformiato.

La baja cantidad de espermidin-colesterol obtenido en la sintesis en comparacion
con la presencia mayoritaria de los reactivos de sintesis dificulto la visualizacion de

picos y espectros UV de los isomeros de dicho compuesto, por lo cual se probaron
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dos técnicas de purificacion en columna de silica gel, sin embargo, estas no
permitieron una separacion adecuada del espermidin-colesterol de los demas
componentes de la muestra, lo cual sugiere la aplicacion de otras técnicas de

purificacion.
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11. PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados observados, posteriormente se puede buscar la
optimizacién del proceso de sintesis para la obtencién de mayores rendimientos de

espermidin-colesterol.

Se puede optimizar la técnica para una mejor identificacion de las materias primas

de sintesis: espermidina y colesterilcloroformiato.

Evaluar en membranas bioldgicas el lipido B (2022) podria dilucidar la diferencia
que provoca la presencia de espermidina en el comportamiento del lipido biolégico

de este lipido en comparacion con su sintesis de 2017.

En un futuro se puede escalar a una separacion por HPLC de fase reversa a escala
preparativa, con lo cual se podria realizar analisis estructural de cada uno de los

isbmeros de espermidin-colesterol obtenidos en la sintesis del lipido.
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