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Resumen

En este trabajo se realizaron estudios fisicoquimicos de liposomas o vesiculas
mixtas (liposomas con mas de un componente) para la encapsulacion del farmaco
ibuprofeno. El constituyente principal de la formulacion de los sistemas
liposomales, es el fosfolipido Diestearoil fosfatidilcolina (DSPC) a una
concentracion de 10 mM, el cual se combiné con colesterol e ibuprofeno para
formar los siguientes sistemas liposomales: DSPC, DSPC-IBUPROFENO, DSPC-
COLESTEROL y DSPC-CHOLESTEROL-IBUPROFENO. Posteriormente, a traves
de la técnica calorimétrica ITC, se incorporé el tensoactivo Octil-B-D-
Glucopiranésido (OGP) a una concentracion 15 mM, menor a la CMC del
tensoactivo, para la formacion de los sistemas mixtos, DSPC-OGP, DSPC-
IBUPROFENO-OGP, DSPC-COLESTEROL-OGP 'y DSPC-COLESTEROL-
IBUPROFENO-OGP. Por medio de la técnica de calorimétria de titulacion
isotérmica, ITC, se obtuvo el valor de la constante de particion, K, la entalpia, AH,
del proceso particion del tensoactivo OGP en la bicapa lipidica, siguiendo el
modelo de Lichtemberg o tres etapas. El valor de la constante K y el AH sirvieron
para la obtencion de los parametros termodinamicos AG y TAS. Los sistemas
liposomales también se estudiaron por la técnica de calorimetria diferencial de
barrido (DSC) para la obtencion de los parametros Tm, AH y AS de transicion de
los sistemas antes y después de la titulacion calorimétrica. Adicionalmente, se
realizaron estudios de dispersion dinamica de luz, potencial Z y microscopia
electronica SEM y TEM, para estudiar el tiempo de estabilidad, morfologia y
lamelaridad de los sistemas liposomales.



Objetivo general

Determinar y analizar las propiedades fisicoquimicas de las vesiculas
mixtas, formadas a partir de Diestearoil fosfatidilcolina (DSPC), colesterol y
Octil-B-D-Glucopiranésido (OGP) para la encapsulacion de ibuprofeno por
técnicas calorimétricas: calorimetria diferencial de barrido (DSC) vy
Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC), en conjunto con las técnicas de
dispersién dinamica de luz (DLS), microscopia electronica de transmision
(TEM) y microscopia electronica de barrido (SEM).

Objetivos particulares

Determinar el efecto de la incorporaciéon de colesterol, ibuprofeno y OGP en
los parametros termodinamicos y estabilidad de la membrana del fosfolipido
Diestearoil fosfatidilcolina.

Determinar el efecto de la incorporacion de OGP a sistemas liposomales
elaborados.

Determinar los parametros termodinamicos AH, AS, Tiz y Tm por
calorimetria diferencial de barrido de los sistemas liposomales antes y
después de la adicion del tensoactivo OGP

Determinar el coeficiente de particion K, la entalpia molar, la entropia molar
de unién y la energia de Gibbs molar (AH, AS° y AG®°) del proceso de
particion del tensoactivo no iénico OGP.

Determinar el tamafio de particula y potencial Z de los sistemas estudiados
por técnicas dispersivas de luz.

Determinar la morfologia y lamelaridad de los sistemas liposomales
elaborados por medio de las técnicas de microscopia electrénica de barrido
(SEM) y microscopia electronica de transmision (TEM).



Hipotesis

La elaboracion de sistemas liberacion de farmacos como los liposomas (que
permiten la encapsulacion de farmacos con baja disolucion en medio acuoso) se
pueden modificar mediante la adicion de colesterol y OGP con la finalidad de
mejorar la nanoencapsulacion de un farmaco hidrofébico modelo (ibuprofeno). El
efecto de la adicion de estos compuestos a los liposomas, puede ser estudiado
por técnicas calorimétricas, mediante el analisis de los parametros termodinamicos
de la transicion de fase gel a fase cristal liquido del fosfolipido DSPC.



Introduccién

Una gran variedad de fendmenos, tal como, la particion de moléculas en
membranas lipidicas, solubilizacion de sustancias, de sistemas coloidales, entre
otras, se pueden describir en fisicoquimica. En la industria farmacéutica es muy
importante conocer las propiedades de las formas farmacéuticas que se
comercializan, asi como la de los componentes constituyentes. En el caso de la
elaboracion de liposomas conocer sus propiedades fisicoquimicas permite llevar
un control de calidad sobre su manufactura e impulsar a la mejora continua del
producto. Por otra parte, en las formas farmacéuticas convencionales presentan
limitantes en el proceso de absorcion de farmacos, que dependen en gran parte
de la preparacion farmacéutica y via de administracion, por tal razon existe interés
en la elaboracion de sistemas de liberacion de farmacos (SLF), las cuales son
formulaciones o dispositivos que permiten controlar la liberacion de farmacos de
manera constante o con poca variabilidad, en sitios especificos del cuerpo para
que se reduzcan los tiempos de administracion y asi también reducir efectos no
deseados [1]. Disefiar un SLF efectivo requiere el conocimiento del farmaco, la
enfermedad y el sitio de accion, para asi poder controlar algunas propiedades
fisicoquimicas, que influyen en la cinética de depuracion plasmatica, distribucion,
metabolismo y la interaccion de la célula con el farmaco, para garantizar mayor
seguridad y eficacia.



CAPITULO I. MATERIALES EMPLEADOS
1.0. Lipidos generalidades

Los lipidos son moléculas con propiedades anfipaticas, que en un extremo de la
estructura quimica presentan una o varias cadenas hidrocarbonadas, en algunos
casos formando ciclos, al otro extremo se puede presentar mas de un grupo polar
0 idnico. Los lipidos presentan caracteristicas similares en cuanto a su baja
solubilidad en agua y alta solubilidad en disolventes organicos.

Los lipidos son muy importantes constituyentes de la membrana celular. Los
principales lipidos que constituyen a la membrana son los fosfolipidos,
esfingolipidos y colesterol, en donde los fosfolipidos son los mas abundantes.

Los fosfolipidos normalmente estan constituidos por dos 0 mas cadenas de acidos
grasos y un grupo fosfato unido a otras moléculas, que pueden ser colina,
etanolamina, glicerol o serina y representan aproximadamente el 50% en peso de
los lipidos en la membrana celular.

Las fosfatidilcolinas (PCs) son los fosfolipidos mas abundantes, componen casi el
50% del contenido total de fosfolipidos en las membranas celulares de mamiferos.
Son moléculas anfotéricas con una carga negativa en el grupo fosfato y una carga
positiva en el grupo amina [2,3].
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Figural.l Molécula de fosfatidilcolina

La Fosfatidiletanolamina (PE) es el segundo fosfolipido mas abundante en la
membrana celular de mamiferos, aproximadamente entre el 20 y 30% del
contenido total de fosfolipidos, a pH fisiolégico se comporta como anfotérico
debido al grupo amino protonado y la disociacion del grupo fosfato.
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Figura 1.2. Molécula de fosfatidiletanolamina

La Fosfatidilserina (PS) representa cerca de 5 al 10% de fosfolipidos celulares.



Figura 1.3. Molécula de fosfatidilserina

El Fosfatidilglicerol (PG) es un fosfolipido aniénico a pH fisiolégico, se encuentra
principalmente en membrana de bacterias. Esta presente entre 1-2% en la
mayoria de los tejidos animales, pero puede ser el segundo fosfolipido méas
abundante en el complejo surfactante pulmonar en hasta un 11% del total.
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Figura 1.4. Molécula de fosfatidilglicerol
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La Esfingomielina (SM). Esfingomielina tiene un grupo de cabeza PC, pero se
diferencia de glicerofosfolipidos por estructura base de esfingosina. Representa el
23% del total de fosfolipido de membrana en la membrana de los eritrocitos
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Figural.5. Molécula de Esfingomielina

1.0.1. Diestearoil fosfatidilcolina (DSPC)

Es una molécula lipidica sintética con dos cadenas de acilo de 18 atomos de
carbono cada una, en la region polar presenta una carga negativa en el grupo
fosfato y una carga positiva en el grupo trimetil de la cabeza de colina. El DSPC es
ampliamente utilizada para la manufactura de liposomas.|[2,3]



Figural.6. Molécula de DSPC

1.0.2 Colesterol

El Colesterol es un lipido importante constituyente de la membrana biologica
aproximadamente 20% en mol en donde se encuentra de manera intercalada, el
grupo hidroxilo (OH") del colesterol se orienta hacia la parte acuosa y la fraccion
hidrofébica hacia las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos. La molécula de
colesterol cumple varias funciones diferentes dentro de la membrana celular, una
de ellas, es como un modulador de la fluidez de los fosfolipidos tanto en
membranas biolégicas como en los liposomas. Por otra parte, el colesterol influye
en la organizacion de la bicapa, este hecho est4 relacionado directamente con la
reduccion de la permeabilidad de moléculas solubles en agua [2]. En estudios por
calorimetria diferencial de barrido (DSC), la incorporacion de colesterol en
vesiculas unilamelares grandes (LUV) produce una ampliacién de la transicion de
fase gel a cristal liquido y disminucién eventual de la cooperatividad [4].

Figural.7. Molécula de colesterol



1.1.0 Tensoactivos generalidades

Los tensoactivos, son sustancias activas que se adsorben en la superficie o
interfase y modifican la naturaleza de la tension superficial, también son conocidos
como surfactantes, estas moléculas presentan en la misma estructura quimica dos
regiones, un grupo hidrofilico y un grupo hidrofébico. Dependiendo de la
naturaleza del grupo polar y no polar, el tensoactivo puede adquirir caracteristicas
mayoritariamente hidrofilicas, lipofilicas o una proporcion intermedia. La relacion
entre la porcién hidrofilica e hidrofébica de los tensoactivos, se conoce como
Balance Lipofilico-Hidrofilico (HLB) y Griffin en 1949 elaboré una escala de valores
arbitrarios, para medir el grado de contribucion de cada region de los surfactantes.
Los valores de HLB altos implican surfactantes hidrofilicos, mientras valores de
HLB bajos implica surfactantes menos polares y mas lipofilicos, por medio de este
sistema es posible establecer un intervalo de HLB 6ptimo de eficiencia de los
surfactantes, ver figura 1.8.

La actividad superficial de los tensoactivos en la interfase liquido-vapor, varia con
la longitud de la cadena hidrocarbonada, si se aumenta longitud, la actividad del
tensoactivo se ve aumentada, en cambio cuando se aumenta el caracter
hidrofilico, la actividad superficial disminuye [5].
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Figura 1.8. Escala HLB y eficiencia de los surfactantes segun la contribucion de
cada grupo polar y apolar



1.1.0.1 Clasificacion de los Tensoactivos

Los tensoactivos generalmente se clasifican con base a la naturaleza de la regiéon
polar de la molécula de tensoactivo, puede ser aniénica, catidnica y no iénico, pero
también existen moléculas con ambas regiones cargadas positiva 0 negativamente
y se pueden comportar como tensoactivos idnicos o catidnicos dependiendo del
pH del medio y son conocidos como tensoactivos anfotéricos [5].

1.1.1 Tensoactivos glucopiranésidos

Los glucopirandsidos son tensoactivos no ionicos, en donde la cadena alquilica
comprende por lo general de entre 6 y 18 atomos de carbono, las cuales estan
unidas a un sacarido derivado de la D-glucosa, por medio de un enlace que puede
ser tipo éter, éster amino o amido. La region hidrofilica de estos tensoactivos
puede comprender mas de una unidad de glucosa, por otra parte, cuando el
tensoactivo presenta dos o mas cadenas alquilicas, estos tensoactivos son
conocidos como glucolipidos.

Los glucopirandsidos son solubles en aguas duras, tolerantes a altas
concentraciones de electrolito y tienen gran actividad superficial.

Estos tensoactivos tienen la ventaja de ser emulsificantes, son biodegradables e
inocuos para la piel y tienen importancia en el &rea farmacéutica con respecto a la
liberacion de farmacos [6,7]

1.1.1.1 Tensoactivo n-Octil-B-D-glucopiranésido (OGP)

El OGP formado por una cadena alquilica de ocho atomos de carbono unido a una
molécula de glucosa, tiene una CMC entre 18 y 25 mM, es no toxico y es
ampliamente utilizado por sus propiedades no destructivas [13]. Presenta un valor
de HLB de 12.24, calculado, segun la ecuacion HLB para tensoactivos no iénicos.

HLB=20* (Mh /M)
Donde

Mh es la masa molar de la region hidrofilica de la molécula de OGP
M es la masa molar de toda la molécula de OGP. [25]

Figura 1.9. Molécula de OGP



1.1.2 Generalidades sobre micelas

Una de las propiedades que presentan los tensoactivos es la formacion de
agregados o micelas en solucion acuosa cuando llegan a una concentracion critica
en el medio, esto sucede cuando la superficie del sistema se ha saturado de
tensoactivo, entonces en el seno del medio inicia la formacion de arreglos
moleculares para alcanzar un estado de menor energia. La organizacion que
adquieren las moléculas anfifilicas depende de su polaridad y la geometria, por
ello se pueden formar micelas con la region hidrofilica expuesta al medio y la parte
hidrofobica orientada hacia el interior, asi también micelas inversas, donde la
region hidrofébica se expone hacia el medio y la regién polar hacia el interior del
agregado [6].

Como se menciond anteriormente, la geometria del tensoactivo determina la
estructura de los agregados micelares, por tal razén las micelas pueden ser
hexagonales, cubicas, cilindricas, lamelares y esféricas [6].

La utilidad de la formacion de micelas es que pueden ayudar a solubilizar
farmacos insolubles o con baja solubilidad en el medio de dispersion
disminuyendo el angulo de contacto, lo cual permite al solvente una mejor
humectacién y penetracion [5].

Figural.10. Estructuras que pueden adquirir los monomeros de tensoactivos en
solucion acuosa cuando alcanzan la concentracion micelar critica (CMC). A)
lamelares B) micelas inversas C) micelas cilindricas y D) micelas.
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1.2.0 Generalidades sobre Farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINES).

Los farmacos analgésicos disminuyen la percepcién de la sensacion dolorosa sin
provoca perdida de la conciencia ni alterar la actividad refleja.

Los farmacos analgésicos no esteroideos (AINEs) poseen actividad
antiinflamatoria, analgésica y antipirética. Los AINES actidan inhibiendo la
actividad de la enzima prostaglandina H sintasa (ciclooxigenasa), causando la
interdiccion de la sintesis de prostaglandinas. Existen dos formas estructurales de
la enzima ciclooxigenasa, las cuales son COX-1 y COX-2, en donde la enzima
COX-1 esta presente en la mayoria de las células de forma constitutiva y genera
prostanoides que actian como reguladores de la homeostasis, por otra parte, la
enzima COX-2 no esta presente en la mayoria de los tejidos, normalmente es
inducible por estimulos inflamatorios, por tal razén se piensa que esta es la mas
importante para el tratamiento de la inflamacion [8,9].

1.2.1 ibuprofeno

El ibuprofeno es ejemplo de farmaco analgésico no esteroideo, es una molécula
solida cristalina estable, practicamente insoluble agua, pero muy soluble en
disolventes como etanol, cloroformo, éter y NaOH 1N.

El ibuprofeno es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo con usos en
tratamientos de reumatismo y artritis. En odontologia es frecuentemente utilizada
como analgésico [8].

OH

Figura 1.11. Molécula de ibuprofeno
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1.3.0 Propiedades termodinamicas
1.3.1 Potenciales termodinamicos

Los potenciales termodinamicos o funciones de estado extensivas: energia de
Gibbs (AG), entalpia (AH) y entropia (AS) predicen el comportamiento del proceso
termodinamico.

1.3.1.1 Energia de Gibbs

Es un potencial termodindmico, funcion de estado y una propiedad extensiva que
da la condicion de equilibrio y de espontaneidad de un proceso a presion y
temperatura constantes.

Para que un proceso se realice espontaneamente a una presion constante y una
temperatura constante, el cambio en energia libre o energia de Gibbs (G) debe ser
negativo. La energia de Gibbs es una medida de la energia disponible en el
sistema para realizar un trabajo y su valor disminuye durante un proceso
espontaneo hasta que alcanza una posicion de equilibrio en el que no se puede
disponer de mas energia, es decir AG=0

A partir de la definicion de la ecuacion de Gibbs (1) y de su diferencial (2) se
obtiene la ecuacion (5) que es la ecuacion que representa el cambio de la energia
de Gibbs a temperatura y presion constante.

G=H-TS (1)

Donde H es la entalpiay TS es la entropia multiplicada por la temperatura.

dG = d(H-TS) = dH - d(TS) )

Considerando que el proceso se realiza a temperatura y presion constantes se
obtiene:

dG = dH -TdS (3)

al integrar la ecuacion anterior
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G2 H2 s2
dG = dH-T | dS
G1 H1 s1

(4)

AG = AH — TAS (5)

De lo anterior, a temperatura y presion constantes, si:

AG <0 El proceso es espontaneo
AG =0 Sistema en equilibrio termodinamico.
AG >0 El proceso no es espontaneo

AH, es un parametro conocido como el cambio de entalpia en el sistema, es la
cantidad de calor absorbido o cedido en un proceso a presion constante.

AS, es el cambio en la entropia, es una medida del grado de desorden o
aleatoriedad en el sistema.

1.3.1.2 Entalpia

La entalpia se define como:

H=U+PV (6)

Donde P y V son la presion y el volumen del sistema respectivamente y U es la
energia interna.

A partir de la ecuacion que representa la primera ley de la termodinamica (7), se
obtiene la relacién que indica que la variacién de la entalpia (AH) es igual al calor
suministrado al sistema a presion constante, la cual se indica en la ecuacion (13)

dU = 8q - PdV (7)

8q=dU + PdV (8)
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2 u2 V2 (9)
f 6q = du +P f dv
1 U1l A%t
Considerando que el proceso se realiza a presion constante se obtiene:
qp= Uz- U1 + P(V2-V1) (10)
qp = Uz + P2V2 - (U1 + P1V1)
(11)
Sustituyendo la ecuacion (6) en la ecuacion (11) se obtiene
gp = Hz2- H1 (12)
qp = AH
(13)

El signo de la variaciéon de la entalpia indica:

AH < 0 que el proceso es exotérmico, el sistema cede calor
AH > 0 que el proceso es endotérmico, el sistema absorbe calor

1.3.1.3 Entropia

La entropia, es una funcién de estado que mide la aleatoriedad o numero de
microestados accesibles del sistema.

De acuerdo a la segunda ley de la termodinamica, en un sistema aislado (V= cte y
U= cte) si AS > 0 el proceso es espontaneo, si AS < 0 el proceso es no
espontaneo y si AS = 0 hay equilibrio termodinamico. Para Clausius el universo es
aislado por lo tanto enuncia la segunda ley de la termodinamica como: “La
entropia del universo aumenta”

__8qrev (15)
T

ds

Cuando
AS > 0 Aumenta el nUmero de microestados
AS < 0 Disminuye el nUmero de microestados [6]
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Capitulo Il. LIPOSOMAS

2.0 Generalidades sobre liposomas

Los liposomas son estructuras vesiculares esféricas constituidas por una o mas
bicapas lipidicas que rodean un numero igual de compartimientos acuosos,
elaboradas principalmente de acidos grasos, fosfolipidos, esteroides y algunos
surfactantes. Estas estructuras se forman cuando los fosfolipidos son dispersados
en un medio acuoso debido a que la energia libre del sistema adopta un valor
minimo. Las cualidades que presentan los liposomas es que posibilitan la
encapsulacion de farmacos hidrofilicos en compartimentos acuosos o adsorbidos
en la superficie debido a una regidon polar, asi como la inserciéon de farmacos
hidrofébicos en la bicapa lipidica.

Tabla 2.0. Muestra algunas de las ventajas y desventajas del uso de liposomas en
formulaciones farmacéuticas.

Ventajas de Liposomas Desventajas de liposomas

A) Son biocompatibles, | A) El costo de produccién es alto
biodegradables, no toxicas y no
inmunogénicas.

B) Adecuados para el suministro de | B) La fuga de farmaco y fusion de los
farmacos hidrofobos, hidrofilos y | liposomas
anfipaticos.

C) Protegen al farmaco encapsulado | C) Tiempo de vida media corto.
del ambiente externo.

D) Reducen toxicidad, aumentan la | D) Termodinamicamente inestables
actividad terapéutica de los agentes
quimioterapéuticos.

E) Reducen la exposicion de farmaco
a los tejidos.

2.1 Clasificacion de liposomas

2.1.1 Clasificacion estructural

2.1.1.1 vesiculas unilamelares

Vesiculas unilamelares pequeiias (SUV): rangos de tamafio de 20 a 40nm.
Vesiculas unilamelares medianas (MUV): tamafio oscila desde 40 hasta 80 nm.
Vesiculas unilaminares grandes (LUV): rangos de tamafio de 100 nm-1000 nm
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Luv

Figura 2.0. Representacion de liposomas unilamelares en orden creciente de
tamafio SUV, MUV y LUV respectivamente.

2.1.1.2 Vesiculas oligolamelares (OLV)

Estas estan formadas por 2 a 10 bicapas de lipidos que rodean un gran volumen
interno.

Figura 2.1. Representacion de un liposoma oligolamelar, en donde un liposoma se
encuentra internamente en un liposoma de mayor tamafio, y cada circunferencia
representa una membrana lipidica.
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2.1.1.3 Vesiculas multilamelares (MLV)

Tienen varias bicapas lipidicas. Pueden distribuir en diferentes compartimentos el
volumen acuoso, segun la manera por la cual fueron preparados. Los arreglos
pueden ser como capas de cebolla, bicapas esféricas concéntricas de LUV / MLV
que encierra un gran niumero de SUV [2]

SUV

MLV

Figura 2.2. Ejemplo liposoma multilaminar donde se ilustra la capacidad que tiene
para mantener internamente liposomas de menor tamafo, tal como LUV, MUV y
SuvVv

2.1.2 Clasificacion segun su composicion y aplicacion

1. Liposomas cationicos. Los liposomas catiénicos, estan cargados positivamente
y son de amplia utilidad para la liberacién de acidos nucleicos ya que la carga
positiva de los liposomas interactlia con la carga negativa del grupo fosfato de
DNA o RNA

2. Convencionales. Son liposomas cargados negativamente o neutros compuestos
Gnicamente de lipidos, glicolipidos y colesterol, para aumentar el tiempo de
circulacion.

3. Liposomas estabilizados estéricamente. Son liposomas en los que se incluye
polietilenglicol (PEG) en la formulacion para evitar que sean reconocidos
facilmente como cuerpos extrafios por el sistema inmune, lo cual favorece un
aumento en el tiempo de circulacion.

4. Inmunoliposomas. Estos liposomas presentan sustancias biolégicas unidas en
su superficie, tal como anticuerpos monoclonales, vitaminas o algun otro antigeno
qgue funcionan como ligandos que permiten una union especifica en el sitio de
liberacion del farmaco [5,10].
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Anticuerpo

DNA/RNA py i

Figura 2.3. Representacion de un liposoma que muestra cuatro formas principales.
En la fraccion (A) se representan a un liposoma cationico, capaz de interactuar
con el material genético, en (B) tenemos a un inmunoliposoma o liposoma que se
puede conjugar con diferentes sustratos; en (C) liposomas recubiertos con PEG, y
en (D) a los liposomas convencionales capaz de atrapar farmacos hidrofilicos e
hidrofobicos.

2.2 Principales componentes estructurales de los liposomas

A) Fosfolipidos: Mas utilizados en formulacion de liposomas, por ejemplo: fosfatidil
colina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI),
fosfatidil glicerol (PG), ya que representan el 50% en masa de los lipidos en las
membranas bioldgicas

B) Esfingolipidos: Son los componentes mas importantes de células vegetales y
animales, su esqueleto es la esfingosina,

C) Esteroles: Principalmente el colesterol y sus derivados son utilizados para la
formulacion de liposomas ya que tienen la aplicacion de disminuir la fluidez de la
membrana, reduce la permeabilidad a moléculas solubles en agua y genera
estabilidad de la membrana ante fluidos biologicos tal como el plasma.

D) Fosfolipidos sintéticos saturados, por ejemplo: Diestearoil fosfatidilcolina
(DSPC), dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), dipalmitoil fosfatidiletanolamina
(DPPE), dipalmitoil Fosfatidil serina (DDPS),

Fosfolipidos sintéticos insaturados, por ejemplo: Dioleil fosfatidilcolina (DOPC),
Dioleil Fosfatidil glicerol (DOPG)
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E) Materiales poliméricos: Polientilenglicol (PEG), oxido de polietileno, alcohol
polivinilico, metacrilatos, etc.

F) Lipidos Catidnicos: Dioleil-fosfatidiletanolamina (DOPE)

G) Tensoactivos [2,3]

2.3 Métodos de elaboracion
2.3.1 Método general

Los lipidos se disuelven en un disolvente organico. El disolvente se evapora
dejando una pequeia pelicula de lipidos en la pared del recipiente,
posteriormente, cuando el farmaco a encapsular es hidrofilico éste se afiade en
una solucién acuosa o modificadora de pH. Para la encapsulacion de farmacos
hidrofébicos, éstos se pueden disolver conjuntamente con los lipidos en el
disolvente organico con la posterior evaporacion del disolvente, seguido de la
hidratacion a una temperatura superior a la temperatura de transicion de los
lipidos utilizados. Para la formacion de los liposomas se procede a agitacion
mecanica 0 sonicacion y finalmente el proceso de extrusion segun el tipo de
liposoma que se desee. Finalmente, el farmaco no encapsulado puede eliminarse
por procesos de cromatografia o dialisis.

A
D Disolucion de componentes ()
[ W hidrofdbicos en disolvente orgénico [ W
:,fJ - \\‘ l}/ e \\
— —
\ / "'\\ o /
— /_l:’\ _
Solucian [ W Pelicula [ } Solucion acuosa de
acuosa / — ‘\‘ folmada / — ‘\‘ félﬂWElCO hldfOf“ICO
{' J i' J
\‘?;;// U
/[ — “‘\ f/['-- -— --""\\
R Dispersin de liposomas H::::—J
- e
\\o_f ooo i?;

Figura 2.4. Métodos generales de elaboracion de liposomas, en (A) el farmaco
hidrofébico de disuelve en el disolvente organico, mientras que en (B) el farmaco
hidrofilico se agrega durante la hidratacion.
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2.3.2 Métodos especificos.

1. Método de dispersion fisicos. En estos métodos el volumen acuoso
encapsulado en las membranas lipidicas se encuentra entre el 5 a 10% con
respecto al volumen total de la preparacion, donde se forman MLVs y se requiere
tratamiento adicional para la preparacion de vesiculas unilamelares.

2. Métodos de dispersion en disolvente. En este tipo de métodos, los lipidos se
disuelven primero en un disolvente organico y luego se ponen en contacto con la
fase acuosa que contiene los materiales a encapsular dentro del liposoma. Los
lipidos se alinean en una monocapa en la interfase entre la fase organica y acuosa
para formar la bicapa del liposoma.

3. Métodos de solubilizacién en detergente. En este método, los fosfolipidos se
ponen en contacto con la fase acuosa que contiene tensoactivos. Las moléculas
de fosfolipidos se asocian con los tensoactivos y forman micelas mixtas,
posteriormente por métodos de dialisis o cromatografia en columna el tensoactivo
es extraido de las micelas mixtas y se forman vesiculas unilamelares [11].

2.4 Extrusion

El proceso de extrusion es el paso secuencial de los liposomas a través de filtros
de un tamafio de poro definido para generar vesiculas unilamelares homogéneas.
La técnica de extrusion emplea gas nitrégeno a alta presion, generalmente de 100-
800 Ib / in? (donde 1 Ib / in? = 6895 Pa), para forzar el paso de las vesiculas
multilamelares (MLV) a través de una membrana de policarbonato de tamafio
definido, es un proceso aplicable a gran variedad de mezclas liposomales, se
realiza en el orden de minutos limitado por la concentracion y es mas eficiente que
la técnica de ultrasonido.

El equipo Extruder, es una unidad de acero inoxidable robusta y facil de usar, que
puede operar a presiones de hasta 800 Ib / In? [11].
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Entrada de muestra

Entrada de fuente
de presion

Entrada y salida de flujo de
agua para calentamiento
de camisa

Salida de muestra ——————

Figura 2.4. Imagen del equipo Extruder empleado en este trabajo. Las
membranas utilizadas fueron de 100 nm y la presién aplicada alrededor de 30 atm.

2.5 Mecanismo De formacion de vesiculas mixtas

La interaccion de detergente con membranas lipidicas se ha descrito en términos
del modelo de los tres estados o etapas. El modelo describe tres etapas que
ocurren cuando una dispersion de lipidos se encuentra frente a una concentracion
creciente de detergente.

Etapa I. Particion de detergente en la membrana lipidica: cuando la concentracion
de detergente es baja, ocurre la incorporacién de detergente de la fase acuosa a
las vesiculas lipidicas alcanzando una fraccién critica de detergente-lipido y que
puede ser descrito por un equilibrio de particion.

Etapa Il Transicion de fase de bicapa a micelas o proceso de saturacion: El
aumento de la concentracion de detergente induce una saturacion de la
membrana lipidica e inicia su desintegracion, en donde coexisten micelas vy
bicapas mixtas.
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Etapa Ill. A partir de la etapa Il, cuando la concentracion de detergente se
aumenta, ocurre una completa desintegracion de las bicapas lipidicas
favoreciendo la formacion de micelas mixtas.

el modelo de Lichtemberg se enfoca en tres topologias estructurales principales:
estructuras lamelares, micelas cilindricas y micelas mixtas, aunque dada la
complejidad de los fenbmenos que ocurren, también se han propuesto estructuras
como micelas cilindricas y vesiculas abiertas, pero que no se presentan en la
siguiente figura [12,13].

Modelo de los 3 estados

Etapa | Etapa I Etapa Il

Figura 2.5. La imagen muestra el mecanismo de la formacién de vesiculas mixtas
o0 modelo de las 3 etapas o estados. En (A), que corresponde a la etapa |, se
encuentra el liposoma integro y a medida que se agrega tensoactivo, éste se
incorpora en la bicapa (B). En la etapa Il indicado en los incisos de (C) a (E)
debido a un aumento de la concentracion de monomeros de tensoactivo, éstos se
integran en la membrana al grado de saturarla e inducir la formacion de
estructuras micelares (F). A medida que la concentracion de monomeros de
tensoactivo aumenta, se favorece la formacion de las estructuras micelares de
menor tamafo. En este experimento se invierte el proceso de etapas en el orden
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2.6 Analisis termodinamico

Si un tensoactivo es disuelto en una fase acuosa a una concentracion
distintivamente por debajo de su concentracion micelar critica (Co® << CMC) se
repartira en la membrana sin perturbar la misma. Las propiedades fisicas de la
membrana cambiaran graduablemente a medida que el detergente se acumule y
las propiedades termodinamicas pueden también cambiar con la composicion de
la membrana [12]

En este experimento las vesiculas lipidicas son inyectadas dentro de una solucion
monomeérica de OGP, causando la particion de las moléculas de detergente dentro
de la bicapa membranal. Si el detergente estd a una concentracion
suficientemente baja ( Cpo << 15mM), la particibn de la membrana es el Unico
proceso considerado [12].

Definiendo &ni como la cantidad mol de detergente unido en la etapa de inyeccion
i

El calor asociado a la reaccion es

&hi = &ni AHp® (1)
De donde
8hi = 8Hi. 8Hi1 (2)

Los cuales estan definidos como [12,14]
ohi = el calor de reaccién entre el liposoma y el detergente.

OHi- 6Hi-1 = el calor de reaccion experimental acumulado y el calor de dilucion
respectivamente.

AHpP = la entalpia de particion estandar.

Después de i inyecciones la cantidad total de detergente unido es:

3 €)
i=1 §

ni = ni

Dado que el calor de reaccion acumulado es definido como:
3 4)
OHi= i1 8hj

Sustituyendo (1) en (4)
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> 3 (5)
6Hi= =t §hi= = éni AHp®

Sustituyendo (3) en (5)

S ©
6Hi= =1 §hi = ni AHp?®

Despejando ni de (6)

5.
ni = 8Hi/ AHp® o ni= it 8hi / AHp? 7)
La concentracion de detergente unido es Cpp esta dado por:

. ni 8
SCob= V cell ( )
Sustituyendo ni de (7) en (8)

5 9
=1 §hi S8Hi

8Cop = =—
BHD" y cell AHp V cell

o

Cb,b puede ser evaluada experimentalmente del calor acumulado de reaccion si se
conoce AHpP.[12,13]

24



2.7 Modelo Termodinamico.

Considerando el equilibrio de particion detergente-membrana, tal que npb moles
de detergente son incorporados en la membrana, npos son los moles en la fase
acuosa, y no® =npp + nos es la cantidad total de detergente. Si la membrana
esta hecha de n.° moles de lipido, Ro = np,n/nL° es la relacién molar de detergente
insertado en la membrana (unido) al lipido total. La concentracion de detergente
en el volumen de la fase acuosa V es Cps =npst / V.

El modelo coeficiente de particion K relacién-molar usado por Schurtenberger
describe una relacion lineal entre la concentracion del detergente libre en solucion
Co., Yy la relacion molar de detergente insertado en la membrana Ro.

Rb = K Cpy (10)

La constante K tiene dimensiones de una concentracion reciproca. Tipicamente, el
agua esta en exceso sobre el lipido. Si nob y n° son referidos al volumen V de la
fase acuosa con Cp,p = npp/V y CL° = nLV, la ecuacién puede ser descrita como:

Sustituyendo en (10)

Cos (11)
= K Cps

C':I
El modelo que describe el equilibrio Cpt+ CL° <> Cpb es un modelo de particién:

Cos (12)

Ke——
C_C' Cps

Tomando en cuenta la conservacion de la masa:

Cp%= Cpp+ Cp, f (13)

Despejando Cpde (13)

(Cp°Cpp) = Cpst (14)

Sustituyendo (14) en (12)
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':D,b I:D-,I:-
K= =
CLﬂ Cl},f CL':' iCDﬂ'CQb]

Despejando Cp, » de (15)

Cpp=CLOK Cp®-K Cpp CL0

Cop clKcl”  KCpeCl
CD:,I:- CD,b C[;!_b
_COKG e
C[::_b
[+] [#]
1+¢c% _ CKCo
':D:_b

(1+C°K) Cpe — CoKey

Por lo que la ecuacién (11) puede ser escrita como la ecuacion (21).

Derivando (21)

5c,,  (L+COK) K -K(KGPCS)  (1+COK) Ko ¢ -K(KGCO) s
B (1+KC.% B (1+KC.

L crac” + K5 ey -k s g Ko s
- (1+KCO° T [1+KCOP

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(2D

(22)

(23)
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On ~ 0
5Cos KCp oC,

(1+KCY

Igualando (9) y (24)

0o, _ K& OGS oh;

(1+KCOF  VaiAHp

Despejando dhi de (26)

Oa Q
sh. _ KCp 8C, VeyAHo
(1+KC5?
[12,14,15]

La ecuacion de ajuste es una ecuacion de tipo f = a x/ (1+bx)? [12,16].

Formandose a lo largo de la titulacion bicapas mixtas [12,17]

(24)

(25)

(27)
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Capitulo Ill. TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS

3.0. Dispersion dinamica de luz (DLS)

La dispersion dinamica de luz (DLS por sus siglas en inglés), conocida también
como espectroscopia de correlacion de fotones, es una técnica fisicoquimica que
mide la velocidad a la que las particulas (en una suspension o un liquido) difunden
debido al movimiento Browniano, y analiza la intensidad de las fluctuaciones de la
luz dispersada por la particula y lo relaciona con el tamafo.

Su fundamento tedrico se basa en la teoria de dispersion de Rayleigh (para
particulas pequefas y esféricas), la teoria de Mie (particulas esféricas de tamafo
superior a la longitud de onda) y la teoria de Stokes-Einstein (la cual no considera
la estructura molecular sino las fluctuaciones del indice de refraccion). Permite
obtener informacion dindmica de las particulas coloidales que se mueven al azar
como el coeficiente de difusion y el radio hidrodinamico

El tamafio de particula es determinado por la correlacién entre la variacién de la
intensidad de luz, con el movimiento browniano de las particulas por medio de un
procesamiento matematico y se calcula por la ecuacién de Stokes-Einstein. El
tamafo de particula se da en términos de radio hidrodindmico, es decir, es el
diametro de una esfera que tiene el mismo coeficiente de difusién de traslacion
que la particula en analisis.

KT
3mnD

Ecuacion de Stokes-Einstein d(H) =

En donde

d(H)= Diametro hidrodinamico

K= Es la constante de Boltzmann (1.38 X 10-1¢ erg K1)

D= Coeficiente de difusion traslacional

n= Viscosidad del medio (1.002 X 10 poise en agua a 20°C, 0.890 X 107 poise a
25°C)

T= Temperatura absoluta.

Se requiere una temperatura estable, de lo contrario se provocaran movimientos
no aleatorios que limitan una correcta interpretacion de tamafio, y el conocimiento
de la viscosidad del liguido (debido a que la viscosidad de un liquido esta
relacionada con su temperatura).

El coeficiente de difusion de traslacion, D, a la que las particulas estan
difundiendo, se mide mediante el registro de la velocidad a la que la intensidad de
la luz dispersada fluctia, en funcion del tiempo. Las particulas pequefas
presentan mayor movimiento Browniano en el medio, por lo tanto, presentaran
mayor fluctuaciones de la intensidad de luz dispersada en comparacion con
particulas de mayor tamafio, como se muestra en la siguiente figura.
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Figura 3.0. En la imagen se muestra la grafica de Intensidad vs tiempo, donde se
observa un aumento en las fluctuaciones de la intensidad de las particulas
pequefias, medianas y grandes en las graficas A, B y C respectivamente debido a
que las particulas pequefias presentan mayor movimiento Browniano, se deduce
gue las particulas pequefias causan fluctuaciones de intensidad mas rapidamente
que las particulas grandes. [18]

Instrumentacion

El andlisis se realiza iluminando las particulas en suspension o en liquido en una
celda, con un laser de luz monocromatica y analizando la variacion de la
intensidad de las fluctuaciones de la dispersion de luz. Un detector es usado para
medir la intensidad de luz dispersada en un angulo determinado dependiendo del
modelo en particular.

La intensidad de la luz dispersada debe estar en el intervalo especifico para que el
detector lo pueda medir exitosamente. Si la sefial es muy grande, el detector
puede ser saturado, por lo cual es necesario usar un atenuador para reducir la
intensidad del rayo laser y por lo tanto la intensidad de la luz dispersada.

Un correlacionador es el dispositivo en el que la sefial de Intensidad de Dispersion
que viene del detector, se hace pasar por un tablero de procesamiento de sefial
digital (compara la intensidad de dispersién en intervalos de tiempo consecutivos
para derivar la velocidad a la que la intensidad es variable). Finalmente, los datos
obtenidos son analizados mediante un software y se obtiene el tamafio [12,18].
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Figura 3.1 Representacion esquematica de la instrumentacion de un equipo DLS
para medicion de tamafio de particula.
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3.1 Potencial Z

Los fendbmenos de sedimentacién de las particulas coloidales, dependen de la
presencia de la carga en la superficie de una particula, que puede ser de
naturaleza negativa o positiva, lo cual implica una atraccion o repulsion
electrostatica entre particulas coloidales adyacentes. Un aumento de la carga
eléctrica propicia que las particulas adyacentes estén en suspension un tiempo
considerable debido a la repulsion electrostatica generada. Por el contrario, si se
disminuye la carga; las particulas sedimentan al existir una menor repulsion y por
la accion gravitacional. La medicion de la magnitud de la repulsiébn o atraccion
entre las particulas conceptualmente se conoce como potencial Z o potencial
electrocinético, y se determina midiendo la velocidad de las particulas cargadas
bajo la influencia de una diferencia de potencial.

Para describir la naturaleza del potencial electrostatico cerca de la superficie de
una particula, se utilizan modelos como el de la doble capa eléctrica. Si
consideramos un coloide negativo en un medio con iones positivos llamados
contra-iones, éstos se adsorberan en la superficie del coloide formando una capa
rigida llamada capa de Stern. Los contra-iones en el seno de la suspensidén son
también atraidos por el coloide negativo, pero repelidos por los contra-iones
adsorbidos, esta atraccion disminuye con la distancia, hasta alcanzar un equilibrio
con la presencia de iones negativos, llamados co-iones que tienen la misma carga
gue el coloide, esto genera una nueva capa llamada capa difusa. La presencia de
la capa de Stern y la capa difusa forman la doble capa eléctrica, como se muestra
en la figura 3.2.

lones en equilibrio

Doble capa
eléctrica

Particula coloidal

Capa de Stern

Capa Difusa |

Contra-Ton

Figura 3.2. Representacion de una particula coloidal con carga negativa en donde
se indican las capas superficiales (stern y difusa) debido a presencia de iones
positivos y negativos en el medio.
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El coloide negativo y su atmdsfera cargada positivamente producen un potencial
eléctrico relativo a la solucién que depende de la concentracién y el tipo de iones
presentes. La densidad de carga es mucho mayor cerca del coloide y
gradualmente tiende a cero cuando la distancia aumenta porque las
concentraciones de iones positivos y negativos tienden a ser equitativos.

Un punto de particular interés es el potencial donde termina la capa de stern y
empieza la capa difusa, a este potencial, se le denomina potencial zeta,como se
muestra en la figura 3.3.

Capa de Stern

Capa difusa

Wao = potencial de superficie
Ws = potencial de Stern

£ = Potencial z

Potencial (mV)

K

Figura 3.3. Gréfica de potencial en funcion de la distancia superficial, donde se
indica el potencial zeta que se genera entre la capa de stern y la capa difusa [5].

El origen de la carga superficial, depende de la naturaleza de la particula y el
medio circundante, a continuacién, se describen dos mecanismos de este
fendmeno.

A) Laionizacién de los grupos de superficie.

La disociacion de grupos acidos en la superficie de una particula dara lugar a una
superficie cargada negativamente. Por el contrario, una superficie basica genera
una carga positiva, la magnitud de la carga de la superficie depende de la fuerza
de ionizacién de los grupos acidos o basicos y el pH de la solucion. La carga
superficial se puede reducir a cero variando la ionizacién superficial o modificando
el pH del medio.
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B) La adsorcidon de especies cargadas

Si la particula adsorbe tensoactivos ionicos, es decir, anidnicos y cationicos,
proporcionaran una carga negativa y positiva respectivamente a la particula, lo
mismo pasaria dependiendo de los iones presentes en el medio.

Fundamento anélisis potencial Z

El andlisis de potencial zeta por dispersion de luz electroforética (ELS, por sus
siglas en inglés, Electrophoretic Light Scattering), es la técnica que analiza la
dispersion de la luz incidente de particulas en movimiento, cuando se encuentran
bajo la influencia de un campo eléctrico. Generalmente ELS esta basado en la
técnica de dispersion dinamica de luz y son combinados en un mismo equipo.

Luz dispersada

[ L |

,,,,,

+ + 4+ + o o+
-
n

jHaz de luz incidente _L

Figura 3.4. Representacion de la dispersion de luz incidente en las particulas
coloidales en un campo eléctrico.

Para calcular valor del potencial Z por ELS, es necesario obtener la movilidad
electroforética, p, dado que las particulas cargadas alcanzan a tener una
velocidad, V, proporcional a la magnitud del campo eléctrico, E, se relacionan con
la movilidad electroforética como se muestra en la siguiente ecuacion.

Vo (1)
E—M
Donde

V = velocidad de la particula cargada (cm/s)

E = Campo eléctrico (V /cm)

i = Constante de proporcionalidad o movilidad electroforética (cm?Vv-! s). Debido
a que las velocidades de las particulas son tan pequefios, se expresa U en
términos de unidad de movilidad (M.U).
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Por otra parte, las particulas en movimiento dispersan la luz incidente a una
frecuencia, vs, con respecto a la frecuencia incidente, vo conocido como
desplazamiento Doppler, (Av=vs-vo), y depende de la velocidad de la particula, la
longitud de onda del haz de luz incidente y el angulo de dispersion, y relacionan
como se muestra en la siguiente ecuacion.

2MAV =K oV (2)
Donde

V= velocidad de la particula
K= es el vector de onda dispersado, que equivale a:

o= () sen(2) @

En donde

Ao= longitud de onda del haz de luz incidente
n = indice de refraccién del disolvente
8 = angulo de deteccion de la luz dispersada

El valor de Av, relacién entre el haz de luz incidente y la onda de luz dispersada
(vector K) obtiene de las ecuaciones 2 y 3, dado que el vector k en la componente
en x es:

Kx = Kcos (9) (4)

2

Al sustituir la ecuacion (4) en la ecuacién (2) se obtiene
i 9 5
= ()eos () 5

Si a la ecuacién 5 agregamos el valor del vector de onda dispersado obtenemos la
siguiente ecuacién

0= (22 sen (3o ) ®

Utilizando la identidad trigonométrica
sen (20) = 2sen(B)cos(0)
La ecuacion 6 se reduce a

Av = (%) sen(0) (7)
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Finalmente, dado que la dispersion de la luz incidente depende de la velocidad de
las particulas cargadas, al despejar V de la ecuacion 7

V=( A0 )Av (8)

nsen(0)

Recordar que y =
despeja |, se obtie

M= (ns:r?(e)) (%) Av (9)

El equipo NICOMP TM 380 ZLS Particle Size/Zeta Potential Analyzer utiliza los
siguientes pardmetros como constantes:

, Si se sustituye el valor de V de la ecuacién anterior y se
e:

Som<

Ao=0.6328 pm
n =1.33 del agua
0= 14.8 grados

Por lo tanto, la ecuacion 7 se reduce a:

u=1.867 (%) Av (10)
El valor del potencial z, se obtiene de la movilidad electroforética, u, si la

concentracion de iones moviles en solucién es suficientemente alta, entonces se
aplica la ecuacion.

oy (11)
&= €

Donde

p= es la movilidad electroforética
n= es la viscosidad
€= la constante dieléctrica del agua

Cuando la presencia de iones es baja, se aplica la ecuacién [19,20]

_3n¢ (12)
&= 2¢
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3.2 Técnicas calorimétricas

Los métodos de analisis térmicos sirven para caracterizar una gran variedad de
fenémenos fisicos y quimicos que pueden ser producidos por el efecto de cambios
en la temperatura. Generalmente los métodos térmicos implican el calentamiento
de una muestra en condiciones controladas, bajo la observacion de los cambios
fisicos y quimicos que ocurren, en estos meétodos, se miden diferentes
propiedades fisicoquimicas tal como el punto de fusién, la capacidad térmica, los
calores de reaccion, y los cambios en las propiedades de flujo de materiales
bioquimicos. Los métodos mas comunes son: Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC, por sus siglas en inglés Differential Scanning Calorimetry), Analisis Térmico
Diferencial y Analisis Termomecanico [21].

3.2.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido nos permite determinar la cantidad de calor
que absorbe o libera una sustancia frente a un material de referencia, cuando se
aumenta o disminuye la temperatura de manera controlada durante el estudio.

Fundamento de la técnica e instrumentacién

El equipo DSC esta disefiado para mantener a la misma la temperatura la celda de
la muestra y la sustancia de referencia, cuando ocurre una transicion de fase en la
celda de la muestra, se crea una diferencia de temperatura (AT), con respecto a la
celda de referencia, la diferencia de temperatura es detectada por un sensor de
temperatura, una termopila cuya sefial eléctrica comanda un sistema de
compensacion de energia que suministra un exceso de potencia eléctrica a la
celda de menor temperatura para compensar la energia absorbida o liberada
necesaria para llevar a un AT igual a cero.

El grafico obtenido representa, en el eje de las ordenadas la capacidad térmica y
en las abscisas la temperatura, del grafico se obtienen los parametros
termodinamicos: Tm, AH, y T12 del analisis.

En transiciones de fase de bicapas lipidicas, la Tm es el punto donde la capacidad
térmica, Cp, alcanza su valor maximo, y representa la temperatura a la cual ocurre
la transicién de fase principal, es decir, es la temperatura a la cual ocurre el paso
de la fase gel a la fase cristal liquido. La Tm varia con la longitud y namero de
cadenas y con la presencia de instauraciones en posicién cis de la cadena
hidrocarbonada para un lipido en particular y se modifica con la presencia de un
componente externo [3]. EI AH es la energia involucrada en el proceso del cambio
de fase y representa el area bajo pico del termograma. Ti2 representa en el
termograma la amplitud de la transicion de fase a media altura, la cual se relaciona
inversamente con la cooperatividad de la transicion de fase [12].
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Figura 3.5. Termograma de DSPC (10mM) donde se muestran la fase gel (LB) y la
fase liquido cristalino o fase fluida (La). La Tm corresponde a la temperatura de la
transicion de fase principal. El area bajo el pico es el valor de la entalpia, 4AH del
proceso de transicion de fase. La entropia, AS, se obtiene de la relacién
AS=AH/Tn.

Los flujos de calor y temperatura son medidas que se relacionan con las
transiciones térmicas en los materiales. En este trabajo se estudia la transicién de
fase gel a liquido cristalino de las membranas bilipidicas de liposomas. A una
temperatura baja, los liposomas se encuentran en un estado gel, donde los
fosfolipidos de la bicapa se encuentran organizados fuertemente de forma
compacta por fuerzas de van der Waals y cuando en el proceso se presenta una
transicion de fase debido a la absorcion de calor provoca un aumento en desorden
en la membrana, debido a que se pierden interacciones entre las colas de los
fosfolipidos, lo cual facilita la transicion de fase acompafiada de un aumento en la
permeabilidad de la bicapa [17].

37



3.2.2. Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

Fundamento de la técnica e instrumentacion

Es una técnica analitica de alta sensibilidad utilizada para medir el calor generado
o absorbido en interacciones moleculares debido a que muchos procesos estan
asociados con algun tipo de actividad térmica, es decir, un cambio de entalpia, AH.
Consiste en una serie consecutiva de inyecciones de una muestra liquida
mediante una jeringa hacia una celda calorimétrica en el equipo bajo condiciones
isotérmicas. El calor de reaccion es cuantificado en funcion del numero de
inyeccion o la concentracion.

Los estudios de ITC, se realizaron con el equipo Thermal Activity Monitor (TAM,
Thermometric, Suecia), cuenta con cuatro unidades calorimétricas, que funcionan
de forma independiente, lo cual permite realizar simultdneamente diferentes
experimentos. Cada unidad calorimétrica cuenta con dos celdas de acero
inoxidable, con capacidad de 4mL, una celda para contener la muestra y otra
celda para el material de referencia. El calorimetro TAM es un sistema de alta
sensibilidad que puede detectar flujos de calor de hasta 0.1yW, en una
temperatura de seleccion de entre 5°C a 90°C. Trabaja en forma de configuracion
diferencial, es decir, una celda actia como celda de reaccion y la otra como
referencia.

Voltimetro
digital
Cubierta con bisagras
R — Ampula removible
-
> .
—0 Cilindro de
A.'. 1 mediciones
dioy 115
hagy Y W
| 19 ;‘ ' Termostato
fueil |l de agua
I Bomba de
NS ; agua
N
Conexiones @ o ] Unidad
deagua ., | == o reguladora de
circulante PN 6 temperatura

Figura 3.6. Representaciéon de equipo TAM, Thermometric, Suecia y sus
diferentes compartimentos.

El modo de trabajo es isotérmico, donde las celdas del TAM se encuentran
reguladas por un termostato de agua para mantener la temperatura constante. En
estos experimentos se detecta el calor generado o absorbido en la celda de
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muestra debido al fendGmeno fisico o quimico que se presenta en cada inyeccion
durante la titulacion. La diferencia de temperatura generada entre la celda de la
muestra y la celda de la referencia es restablecida por un modo de compensacion
de potencial, para mantener las celdas a la misma temperatura [6].

Celda de
referencia

Celda de
muestra

Potencia [pW)

\/ \/ U TTvvoee—>
[(hioras)

Figura 3.7. Diagrama representativo de un modo de compensacion de potencia
por ITC. El equipo brinda una sefal relacionada a la potencia aplicada para
mantener la celda de referencia y muestra a la misma temperatura durante cada
inyeccion realizada.
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Capitulo IV. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.0 Formacién de pelicula

Tabla 4.0. Sistemas elaborados por el método de hidratacion.
Sistema liposomal

DSPC (10 mM)

DSPC: CHOL (4:1),

DSPC: CHOL: IBU (8:1.7:1)
DSPC: IBU (8:1)

A OWDNPE

e El primer sistema liposomal esta formado por el fosfolipido DSPC,
elaborado a una concentracion de 10 mM, la cual se mantiene hasta antes
de la titulaciébn con el tensoactivo OGP. Los siguientes 3 sistemas, se
obtienen de la combinacion del DSPC con el ibuprofeno y colesterol en una
proporcion molar tal como se indica entre paréntesis en tabla 4.0.

e Disolver los reactivos en dicloromentano para elaborar cada uno de los 4
sistemas liposomales.

e Sila suspension anterior se muestra turbia, agregar etanol al 98 % (200 L)
hasta su completa disolucién.

e Evaporar el disolvente en rotavapor a 70 rpm, 45 °C y en condiciones de
vacio para la formacion de la pelicula en el matraz bola durante 45 minutos.

e Después de la evaporacion del disolvente agregar agua desionizada como
medio de dispersién a la pelicula formada a una temperatura de 55°C.

e Si la suspension de liposomas presenta agregados visibles, someter a
sonicacion durante 30 minutos.

e Realizar el proceso de extrusion de la suspension de cada uno de los
sistemas por 15 veces utilizando una membrana de policarbonato de un
tamafo de poro de 100 nm a una temperatura de 55 °C.

Disolucion ~ Evaporacion disolvente  Hidratacion formacion  Extrusion, disminucion
componentes Y formacion pelicula liposomas tamario de particula
hidrofdbicos

Figura 4.0. Representacion general de la formacion de liposomas por el método
hidratacion [12].
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4.1 Metodologia dispersion dinamica de luz

El analisis de tamafo de particula por DLS, se realizo6 con el equipo NICOMP 380
ZLS Particle Sizer. Se estudiaron los sistemas elaborados por el método de
hidratacion de pelicula y la técnica de ITC para la obtencion de las vesiculas,
como se muestran en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Sistemas liposomales antes y después de la titulacion.
Sistema liposomal

DSPC

DSPC: CHOL
DSPC: IBU
DSPC: CHOL: IBU

A OWNPE

ITC

DSPC vs OGP

DSPC: CHOL vs OGP
DSPC: CHOL: IBU vs OGP
DSPC: IBU vs OGP

00 ~N O o1

Se coloco 1 ml de la suspension de los sistemas en una celda de cuarzo bajo las
siguientes condiciones que se muestran en tabla 4.1.2.

Tabla 4.1.2. Condiciones experimentales de analisis de DLS.

Temperatura 25°C
Viscosidad del medio 0.8902 cPoise
indice de refraccion del medio 1.333
Longitud de onda del laser 632.8 nm
Angulo de dispersion 90 grados
Tiempo de andlisis 10 minutos

El tiempo de andlisis se establecié por 7 dias o hasta observar la presencia de
precipitacion [18,12]
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Figura 4.1. Imagen del equipo NICOMP 380 ZLS Particle Sizer, con el que se
realizé el andlisis de tamafio de particula y potencial Z por dispersion dinamica de
luz y dispersion de luz electroforética respectivamente.

4.2 Metodologia potencial Z

La determinacion del potencial Z de los sistemas que se muestran en la tabla 4.1,
se realizaron por dispersion de luz electroforética (ELS) con el equipo NICOMP
380 ZLS Particle Sizer, bajo las condiciones como se muestra en la siguiente tabla
4.2.

Tabla 4.2. La tabla muestra las condiciones experimentales para el analisis de
potencial Z [19].

Temperatura 25 °C
Viscosidad del medio 0.8902 cPoise
indice de refraccion del medio 1.333

Longitud de onda del laser 632.8 nm
Angulo de dispersion 14.0636 grados
Constante dieléctrica 78.5

Espacio entre electrodos 0.4 cm

Fuerza del campo eléctrico 10 Vicm

4.3 Metodologia calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La técnica de DSC se realizé para todos los sistemas liposomales, antes y
después de la titulacion con el tensoactivo OGP de la tabla.4.1

e Se desgasifico 1mL de la suspensién de liposomas y 1 mL de agua
desionizada.

e Se colocaron 515.5 uL de suspensién y 515.5 uL de agua en la celda de
muestra y referencia respectivamente.
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El compartimento de las celdas se cerré hasta ajustar la presion del sistema
VP-DSC a 44.11 p.s.i. inicial.

Las condiciones de analisis fueron, 5 barridos en intervalo de temperatura
de 25 °C a 65 °C, y normalizando la concentracion del fosfolipido en la
muestra.

El andlisis de datos se realizo con el software VP-DSC para la obtencion de
los parametros AH, Tmy Tu.

Figura 4.2. Equipo Microcal VP-DSC empleado para determinacion de los
parametros termodindmicos de los sistemas liposomales antes y después de la
titulacidn calorimétrica con el tensoactivo no iénico OGP[12].

4.4 Metodologia calorimetria de titulacién isotérmica

La técnica calorimétrica se realizé en el equipo Thermal Activity Monitor (TAM,
Thermometric, Suecia) donde se analizaron los sistemas que se muestran en la
tabla 4.1 de este capitulo.

Se colocé en las celdas de reaccion 1.6 ml de OGP 15 mM y se adaptaron
a las jeringas de inyeccion de 2500puL con la suspension liposomal.

EL experimento se corrid6 a la temperatura controlada de 25 °C y una
sensibilidad del equipo a 100pw.

En este experimento se realizaron 30 inyecciones 50 ul de la suspension en
periodos de 25 minutos.

El area bajo la curva de cada pico debido a cada inyeccién y el cual

representa el AH del proceso, se obtuvo por medio del software Digitam
[12]
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Capitulo V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.0. Dispersién dinamica de luz (DLS), potencial Z, microscopia electrénica
de barrido (SEM) y microscopia electronica de transmision (TEM)

Los resultados obtenidos por la técnica de dispersion dinamica de luz y potencial Z
nos proporcionaron el comportamiento de la estabilidad de las suspensiones
liposomales. Debido a que los liposomas son termodinamicamente inestables, se
establecio un periodo de tiempo de estudio de 7 dias o hasta la observacion del
inicio de la formacion de precipitacion.

5.1.1. Sistemas DSPC y DSPC-OGP
5.1.1.1. Dispersiéon dinamica de luz (DLS) y potencial Z.

El sistema DSPC a los 13 dias de su elaboracién presenta aglomeracion, mientras
que el sistema precipita a los 7 dias después de su titulacion isotérmica con el
tensoactivo no ionico OGP. El sistema DSPC resulta ser estable debido a que
presenta un potencial de 30 mV, el cual es un potencial que favorece mayormente
la repulsion entre liposomas. Con la adicion de OGP, como se muestra en la tabla
(5.0.1), el potencial Z disminuye aproximadamente el 50%, debido a que los
mondmeros de OGP, se insertan en la bicapa y desplazan a las moléculas de
agua de la interfase entre el liposoma y el medio de dispersién, dado que las
fuerzas de atraccion aumentan con respecto al sistema DSPC puro, y se favorece
la interaccion entre liposomas de DSPC-OGP adyacentes, en donde se puede
presentar la fusion entre liposomas, dando lugar a particulas de mayor tamafio, asi
también por la insercion del tensoactivo OGP en la membrana.

Este fendmeno se muestra en la figura (5a), el aumento de tamafio implica un
menor coeficiente de difusion, es decir, menor movimiento Browniano y aumento
de la velocidad de sedimentacion.

Tabla 5.1.1.Didmetro hidrodinAmico promedio en nm, los valores del indice de
polidispersién (P.1.) y el potencial zeta promedio en mV de liposomas elaborados
con DSPC y DSPC-OGP durante el tiempo de monitoreo de la estabilidad.

Tiempo DSPC (nm) P.l. Potencial | DSPC-OGP P.1. Potencial Z
(dias) Z (mV) (nm) (mV)
97.5 0.219 30.33 116.7 0.193 19.59
1 98.6 0.196 31.98 117.5 0.188 17.65
3 86.2 0.438 32.37 116.8 0.202 9.16
5 100.9 0.202 20.91 124.3 0.265 9.39
7 113.8 0.150 2341
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El valor de P.l. menor a 0.1 indica un sistema de particulas monodisperso, los
valores obtenidos en estos sistemas muestran un P.l. mayor a 0.1 indicativo de un
tamafio de particula polidisperso.

o [ _]DSPC
DSPC-OGP
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100 - ] 1

75 4
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0 1 3 5 7
Tiempo (dias)

Gréfica 5.1.1. Tamafio de particula promedio en funcién del tiempo, de los
sistemas DSPC y DSPC-OGP, durante el tiempo que los liposomas
permanecieron en suspension. En este grafico se observa que el tamafio de
particula aumenta con el transcurso del tiempo en el sistema DSPC, asi también
cuando es titulado con el tensoactivo no i6nico OGP para obtener el sistema
DSPC-OGP
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5.1.1.2. Microscopia electrénica SEMy TEM
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Figura 5.1.1. Microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia electronica
de transmision (TEM) de sistemas DSPC y DSPC-OGP. SEM DSPC (A), DSPC-
OGP(C) y TEM DSPC (B), DSPC-OGP (D).

En SEM (A) y (C) se observan estructuras esféricas e irregulares aglomeradas y
liposomas de menor tamafo aisladas y sefialadas en (C). En TEM (B y D) se
aprecia particulas aglomeradas, en donde las particulas aisladas presentan un
tamafo comprable al encontrado por medio de DLS.
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5.1.2 Sistema DSPC-CHOL y DSPC-CHOL-OGP
5.1.2.1. Dispersion dinamica de luz (DLS) y potencial Z.

El sistema DSPC-CHOL inicia la precipitacion a los 5 dias de su elaboracion,
mientras que el sistema DSPC-CHOL-OGP a las 72 horas. El diametro promedio
de los liposomas de DSPC-CHOL aumenta y el potencial Z disminuye con
respecto al sistema DSPC. La disminucion del potencial Z como se muestra en la
tabla (5.1.2) para los liposomas constituidos por DSPC-CHOL posiblemente
debido a que el colesterol que modifica la composicién de la membrana, genera
cambios en el area superficial provocando una disminucién de la carga Yy facilita
interaccion entre los liposomas, que luego precipitan por accion de la fuerza de
gravedad.

El sistema DSPC-CHOL-OGP aumenta el tamafio de particula por la insercion del
tensoactivo OGP, asi mismo se mantiene en suspension ya que el tensoactivo no
iGnico, que presenta un mayor caracter hidrofilico, permite que los liposomas con
respecto al sistema DSPC-CHOL de manera muy dispersa (P.l. mayor a 0.1), tal
como se muestra en la tabla (5.0.2) y en la imagen de microscopia electrénica de
barrido, donde se muestran liposomas muy fusionados

Tabla 5.1.2. Muestra el diametro hidrodinamico (Dn) promedio en nm, los valores
del indice de polidispersion (P.1.) y el potencial zeta promedio en mV de liposomas
elaborados con DSPC-CHOL y DSPC-CHOL-OGP.

Tiempo DSPC-CHOL P.l. Potencial Z | DSPC-CHOL- P.l. Potencial
(dias) (nm) (mV) OGP Z (mV)

1 163.9 0.23 -4.47 303.7 0.664 0.31

3 166.4 0.23 -3.92 415.2 0.746 0.00

5 165.7 0.21 +2.08
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Gréfica 5.1.2. Tamafio de particula promedio en funcién del tiempo, de los
sistemas DSPC-CHOL y DSPC-CHOL-OGP durante el monitoreo de la
estabilidad. En este grafico se observa que el tamafio de particula aumenta
cuando el sistema DSPC-CHOL es titulado con el tensoactivo no iénico OGP para
obtener el sistema DSPC-CHOL-OGP
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5.1.2.2. Microscopia electronica SEM y TEM

SEM TEM
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Figura 5.1.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia electrénica
de transmision (TEM) de sistemas DSPC-CHOL y DSPC-CHOL-OGP. SEM
DSPC-CHOL (E), DSPC-CHOL-OGP (G) y TEM DSPC-CHOL-(F) DSPC-CHOL-
OGP (H) .

En SEM del sistema DSPC-CHOL se observan liposomas esféricos irregulares de
diametro menor a un micrometro en (E). En SEM, el sistema DSPC-CHOL-OGP
muestra liposomas con tendencia esférica, altamente aglomerados sefialadas en
(G). En TEM (F y H) se observan liposomas de un tamafio mayor a 100 nm,

49



posiblemente debido a la fusion de DSPC-CHOL (F), y de DSPC-CHOL-OGP
respectivamente. También se observan liposomas del tamafio que corresponde
con el valor encontrado por la técnica de DLS, que se muestran en la tabla
(5.1.2). En TEM, los sistemas DSPC-CHOL (F) y DSPC-CHOL-OGP (H) muestran
liposomas aglomerados donde el P.I. es mayor a 0.1, lo cual es confirmado por
los resultados obtenidos por DLS; también, se pueden apreciar liposomas
aislados, asi como posibles liposomas dentro de otros liposomas (zonas mas
oscuras) cuya formacion es inducida fusion entre liposomas adyacentes.

5.1.3 Sistema DSPC-IBU y DSPC-IBU-OGP
5.1.3.1. Dispersion dinamica de luz (DLS) y potencial Z

El sistema de liposomas de DSPC-IBU presenta muy baja estabilidad, ya que a las
48 horas de su elaboracion inicia la precipitacion, y para el sistema de vesiculas
mixtas de DSPC-IBU-OGP a las 24 horas.

El sistema DSPC-IBU presenta polidispersion en el tamafio de particula, donde es
P.l. mayor a 0.1 como se muestra en la tabla (5.0.3); y el valor de potencial Z es
muy cercano a cero, motivo por el cual la repulsién electrostatica entre liposomas
es muy baja y se facilita la agregacion. Estudios de RMN proténica han mostrado
gue la carga negativa del grupo carboxilo del ibuprofeno puede interactuar con la
carga positiva del grupo trimetil de las cabezas de colina de los fosfolipidos, tal
como fosfatidilcolina [22]. La neutralizacion de cargas promovida por el ibuprofeno
también elimina la repulsion electrostatica entre los principales grupos polares de
los fosfolipidos lo que permite un mejor reacomodo de las cadenas
hidrocarbonadas [23,24].

Tabla 5.1.3. Diametro hidrodindmico (Dn) promedio en nm, los valores del indice
de polidispersion (P.l.) y el potencial zeta promedio (Z) en mV, de liposomas
elaborados con DSPC-IBU y DSPC-IBU-OGP.

Tiempo DSPC-IBU P.1. Potencial Z | DSPC-IBU- P.l. Potencial Z
(dias) (nm) (mV) OGP (nm) (mV)
0 125.4 0.202 0.0 644.6 0.720 1.19
1 143.5 0.454 1.47 1766.6 0.640 4.55
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Grafica 5.1.3 Tamafio de particula en funcion del tiempo, en que los liposomas de
los sistemas DSPC-IBU y DSPC-IBU-OGP permanecieron en suspension. En este
gréafico, se observa que el tamafio de particula aumenta a una magnitud del orden
de um para el sistema DSPC-IBU-OGP y a las 24 horas ocurre la precipitacion. El
sistema DSPC-IBU del mismo modo precipita a las 24 horas por un potencial
cercano a cero.
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5.1.3.2. Microscopia electronica SEMy TEM

SEM TEM
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Figura 5.1.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia electrénica
de transmision (TEM) de los sistemas DSPC-IBU y DSPC-IBU. SEM (J) y TEM (K)
del sistema DSPC-IBU respectivamente. La microscopia SEM y TEM del sistema
DPSC-IBU-OGP, no se presenta debido a que se presenta separacion de fases
antes del tiempo que dura su elaboracién por la técnica calorimétrica ITC

5.1.4 Sistema DSPC-CHOL-IBU y DSPC-CHOL-IBU-OGP

5.1.4.1. Dispersion dinamica de luz (DLS) y potencial Z

Los sistemas DSPC-CHOL-IBU y DSPC-CHOL-IBU-OGP presentan un tamafio
de particula polidisperso y que tiende a aumentar con el tiempo (tabla y gréfica
5.1.4). El Dn es de alrededor de los 100 nm, esto favorece que los liposomas se
mantengan en suspension por accidon del movimiento Browniano. También se
observa que el potencial Z del DSPC-CHOL-IBU desciende con respecto al
sistema DSPC, el cual presenta el mayor valor de potencial (30 mV), de ahi la
razén de que el sistema DSPC-CHOL-IBU sea menos estable. La adicion del
tensoactivo OGP al sistema DSPC-CHOL-IBU por medio de ITC, dio lugar a
liposomas con mayor Dn que también crece con el tiempo (gréfica 5.1.4). El
aumento de tamafio del sistema DSPC-CHO-IBU-OGP es mayor comparado con
el sistema DSPC-CHOL-IBU, esto posiblemente se deba a que, la presencia del
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ibuprofeno (que tiene una tendencia a acumularse en la region hidrofébica de las
cadenas de acilo de los fosfolipidos de la bicapa) y la presencia de colesterol en
un intervalo de 0 a 25 % en mol, provocan un aumento en el orden de las cadenas
hidrocarbonadas, y este hecho estd relacionado con una baja
tensoactivo no ionico (OGP) en la bicapa del liposoma, el cual es capaz de
modificar la membrana para aumentar su tamafo.

insercion del

Tabla 5.1.4 Didmetro hidrodinamico (Dn) promedio en nm, los valores del indice
de polidispersion (P.l.) y el potencial zeta promedio en mV de liposomas
elaborados con DSPC-CHOL-IBU y DSPC-CHOL-IBU-OGP.

Tiempo DSPC-CHOL- P.l. Potencial Z DSPC-CHOL- P.l. Potencial Z
(dias) IBU (nm) (mV) IBU-OGP (nm) (mV)
1 116.5 0.316 6.89 131.28 0.156 -2.15
3 120.5 0.320 11.0 124.5 0.332 0.89
5 127.7 0.365 8.93 171.35 0.500 7.41
7 123.9 0.339 9.23 231.28 0.674 5.95
225 -
[ ]DSPC-CHOL-IBU
200 7 V/7) DSPC-CHOL-IBU-OGP
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I
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0
1 3 5 7
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Gréfica 5.1.4. Diametro hidrodindmico (Dn) en funcion del tiempo de los sistemas
de DSPC-CHOL-IBU y DSPC-CHOL-IBU-OGP, durante el monitoreo de la
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estabilidad. En este grafico se observa que el Dn aumenta cuando el sistema
DSPC-CHOL-IBU es titulado con el tensoactivo no iénico OGP para obtener el
sistema DSPC-CHOL-IBU-OGP.

5.1.4.2. Microscopia electrénica SEM y TEM

SEM TEM
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ZakU X 18 km FR-USATI

Figura 5.1.4. Microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia electronica
de transmision (TEM) de los sistemas DSPC-CHOL-IBU y DSPC-CHOL-IBU-OGP.
SEM: DSPC-CHOL-IBU (L), DSPC-CHOL-IBU-OGP (N) y TEM: DSPC-CHOL-IBU
(M) DSPC-CHOL-IBU-OGP (O)
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En la figura 5.1.4, en SEM (L y N) se muestra que los sistemas tienen una
tendencia a formar vesiculas de mayor tamafio comparados con aquellos sistemas
formados Unicamente por DSPC, posiblemente porque se presenta aglomeracion
y fusion de bicapas lipidicas. Cuando los sistemas DSPC-CHOL-IBU y DSPC-
CHOL-IBU-OGP, se analizan por TEM, se logra ver lipsomas unilamerales
aislados, asi como fusionados en ambos sistemas y el Dn estimado coincide con el
valor obtenido por DLS.
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5.1.4.3. Resumen del estudio tamafio de particula de los sistemas
liposomales

DSC [ %0
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- 850
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Gréfica 5.1.5. Diametro hidrodinamico (Dn) de los liposomas en funcion del tiempo
en que permanecen estables, antes y después de la titulacion con el tensoactivo
OGP por ITC. Por ejemplo el sistema DSPC, se mantiene estable por mas de 7 dias,
mientras que el sistema DSPC-IBU-OGP, se mantiene estable por 1 dia; después de
estos tiempos se presenta separacion de fases.
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La grafica 5.1.5 muestra los sistemas ordenados de manera decreciente de
estabilidad. Se puede observar, que los sistema DSPC-IBU y DSPC-IBU-OGP
forman agregados del orden de um, debido a que poseen un potencial Z cercano
a cero, lo que indica que aumenta la interaccion entre liposomas adyacentes (ver
tablas de la 5.1.1 a 5.1.3). Los sistemas de fosfolipido que contienen colesterol,
son menos estables con respecto al sistema DSPC, debido a que el colesteol
disminuye el potencial Z por una reduccién de carga de la membrana.
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5.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En el analisis por la técnica de DSC se presentan parametros termodinamicos
obtenidos de los sistemas, antes y después de la titulacion con el tensoactivo no
ibnico OGP por ITC, principalmente, la temperatura de transicion principal (Tm),
amplitud del ancho de la traza calorimétrica a media altura Tiz, la entropia y
entalpia del proceso de transicion de fase (AS y AH respectivamente). Ademas, se
presentan las deconvoluciones de los termogramas en donde se observa
asimetria.

5.2.1. Sistema DSPC y DSPC-OGP

El sistema elaborado Unicamente por el fosfolipido DSPC muestra un termograma
(grafica 5.2.1.) simétrico y estrecho (T12 = 0.86), la temperatura de transicion de
53.64 £ 0.18 °C y la entalpia de 10.55 + 0.17 kcal mol* tal como se muestra en la
tabla 5.2.1. Este resultado coincide con aquéllos reportados en la literatura [11,15].
El termograma del sistema DSPC-OGP es simétrico, pero presenta una mayor
amplitud, es decir, aumenté la Tuz, lo cual es indicativo de una transicion de fase
menos cooperativa. La disminucion de la cooperatividad molecular se debe
principalmente a que la particion del tensoactivo no ionico OGP en la bicapa
lipidica del sistema DSPC (figura 5.2.1) e interrumpe el orden estructural (aumenta
la entropia del sistema) de las cadenas alifaticas, esto implica una mayor inversion
de energia (12.82 +0.60 kcalmol?) para lograr la transicién de fase gel hacia la
fase fluida comparado con el fosfolipido puro. La Temperatura de transicion
principal, Tm, del sistema DSPC-OGP de este sistema disminuy6 5 °C, es decir,
pierde estabilidad térmica, por la pérdida de inclinacion de las cadenas
hidrofébicas con respecto al sistema DSPC.

: o > N My
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Figura 5.2.1. Muestra como el tensoactivo OGP probablemente se distribuye de
manera homogénea en el liposoma de DSPC.
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Tabla 5.2.1. Parametros termodindmicos obtenidos por DSC de los sistemas
DSPC y DSPC-OGP.

Sistema Tm (°C) T1/2 AH (kcalmol?) AS(calK*mol?)
DSPC 53.64 £ 0.18 0.86 + 0.007 10.55+0.17 32.30+0.04
DSPC-OGP 48.58 + 0.042 2.582 £ 0.04 12.82 +0.60 39.84+04
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Gréfica 5.2.1. Termogramas de los sistemas DSPC y DSPC-OGP. Ambas Trazas
calorimétricas son endotérmicas. El grafico de DSPC muestra simetria y es
angosto, mientras para el sistema DSPC-OGP se obtiene un grafico simétrico,
pero aumenta su amplitud con respecto a DSPC.
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5.2.2. Sistema DSPC-CHOL y DSPC-CHOL-OGP

Al agregar colesterol al sistema DSPC se obtiene un termograma simétrico, donde
disminuyen la Tm y el AH, mientras T12 aumenta, con respecto al sistema DSPC.
El colesterol disminuye la entropia del sistema, esto implica mayor orden, por tal
razén la transicion de fase se realiza con menor AH, y la Tm se mantiene en 51.60
*+ 0.16 °C, este resultado es cercano a la Tm del sistema DSPC (53.64+ 0.18 °C),
por lo que se deduce que el colesterol disminuye la estabilidad térmica. La
presencia de colesterol favorece el paso al estado de cristal liquido, por lo que la
transicion del estado gel al estado cristal liquido sucede a una temperatura menor.
Una razon para que esto suceda es la extension de las cadenas hidrofébicas del
fosfolipido que interactian con las moléculas de colesterol, esto proporciona
movilidad rotacional [12].

La adicion del OGP al sistema DSCP-CHOL, disminuye el valor de la Tm de éste
ualtimo, pero se obtiene un aumento de T12, AH y AS, como se muestra en la tabla
5.2.2. La presencia de OGP provoca un aumento del desorden, con ello, una
disminucién de la cooperatividad, lo cual implica una mayor inversion de energia
para lograr la transicion de fase gel-liquido cristalino. El aumento de la entropia del
sistema, posiblemente se debe a que el tensoactivo OGP, que presenta un HLB
con mayor caracter hidrofilico (HLB=12.24), se encuentra en un medio lipidico
hidrofobico.

DSPC-CHOL DSPC-CHOL-OGP

Figura 5.2.2. Muestra como el colesterol tiende a distribuirse de una manera no
homogénea en la bicapa lipidica. Por otra parte al adicionar el tensoactivo OGP al
sistema DSPC-CHOL, éste se distribuye de manera preferente en zonas con
mayor proporcién de fosfolipido.
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Grafica 5.2.2. Termogramas de sistemas DSPC-CHOL y DSPC-CHOL-OGP,
ambas sefiales indican que son procesos endotérmicos (AH > 0). El sistema
DSPC-CHOL-OGP, muestra dos transiciones de fase, es decir dos contribuciones
diferentes en el sistema.

Tabla 5.2.2. Muestra los parametros termodindmicos obtenidos por DSC de los
sistema DSPC-CHOL y DSPC-CHOL-OGP, donde DSPC-CHOL-OGP 1 y DSPC-
CHOL-OGP 2, representan las dos contribuciones endotérmicas obtenidas de la
deconvolucién del termograma DSPC-CHOL-OGP.

Sistema Tm (°C) T AH (kcalmol™?) AS (calmoltK1)
DSPC-CHOL 51.60 +0.16 452 +0.43 6.08 + 0.18 18.72 £ 0.20
DSPC-CHOL-OGP 48.38 + 0.20 6.9 + 0.046 10.20 £ 0.22 31.72 £ 0.06
DSPC-CHOL-OGP 1 48.38 2.65 3.682 11.45
DSPC-CHOL-OGP 2 45.39 4.75 6.20 19.51

61



En la grafica 5.2.2 el termograma del sistema DSPC-CHOL-OGP, muestra dos
transiciones de fase, un pico a 44.52 °C y otro a 48.38°C. La presencia de las dos
transiciones fue el criterio para realizar la deconvolucién del termograma.

Los pardmetros termodindmicos de las dos contribuciones identificadas como
DSPC-CHOL-OGP 1 y DSPC-CHOL-OGP 2, se presentan en la tabla 5.2.2, y el

termograma de la deconvolucion en la gréfica 5.2.2.1.
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Grafica 5.2.2.1. Termograma de DSPC-CHOL-OGP, en el que se realizd la
deconvolucién de las dos principales contribuciones endotérmicas. Se propone
que la contribucion de DSPC-CHOL-OGP 2 es una zona en la membrana con

mayor contenido de tensoactivo OGP y la contribucion DSPC-CHOL-OGP 1, una
region con mayor cantidad de colesterol (dominios de colesterol).

Basandonos en la energia involucrada y la entropia en la transicion de fase,
podemos inferir que se presenta la insercion no homogénea del tensoactivo OGP
en la membrana del liposoma DSPC-CHOL.

Al comparar las contribuciones termodinamicas de DSPC-CHOL-OGP 1 y DSPC-
CHOL-OGP 2, se obtiene que el valor de entropia, entalpia y Ti2, son de mayor
magnitud para DSPC-CHOL-OGP 2, lo anterior implica una mayor cantidad del
tensoactivo OGP en la bicapa del liposoma, ya que su presencia tiende a
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aumentar la entropia, con ello aumenta el AH, pero disminuye la cooperatividad y
por lo tanto la Tm del sistema.

La contribucion termodinamica DSPC-CHOL-OGP 1 se atribuye a una zona en la
membrana con mayor proporcién de colesterol, dado que la presencia de
colesterol en el DSPC disminuye la entropia y el AH en la membrana; la Tm se
mantiene cercana al valor de referencia. Cuando entra en contacto el tensoactivo
OGP, con la membrana, los valores de los pardmetros termodindmicos no son
modificados significativamente.
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5.2.3 Sistema DSPC-IBU y DSPC-IBU-OGP

El estudio del sistema DSPC-IBU y DSPC-IBU-OGP, presenta termogramas
asimétricos, de tal manera que se realizé la deconvolucion en cada uno de ellos.
Los parametros termodindmicos para estos sistemas se encuentran en la tabla
5.2.3.

Al comparar los sistemas de DSPC y DSPC-IBU, la adicion de ibuprofeno en el
fosfolipido puro, provoca un aumento de T %2, de 0.86 a 2.63, es decir, amplia en
intervalo de la transicion de fase gel a cristal liquido. Por otra parte, los valores de
la entropia, entalpia y la Tm del proceso de transicion disminuyen en DSPC-IBU.
El ibuprofeno modifica la cooperatividad molecular en la membrana, ya que el
grupo carboxilo del ibuprofeno puede interactuar con las cabezas polares de los
grupos fosfato y amina; con ello se evita la repulsidn electrostatica entre
fosfolipidos [24]. Asi también, el ibuprofeno inserta el anillo aromatico y el grupo
sechutilo entre las cadenas de acilo, el beneficio que se obtiene es un mejor
empaquetamiento de los fosfolipidos y la disminucién de su movimiento lateral
[23], por tal razon se puede hablar de que el ibuprofeno modifica ligeramente la
cooperatividad, ya que se disminuye la entropia y la inversién en energia es menor
para llevar a cabo la transicion de fase gel-liquido cristalino.

El sistema DSPC-IBU-OGP formado por ITC disminuye la Tm de 52.09 °C a 46.03
°C con respecto al DSPC-IBU, es decir se produce inestabilidad térmica debido a
la presencia del tensoactivo OGP. La entropia y entalpia del sistema aumentan,
por lo tanto, para lograr la transicion de fase gel-liquido cristalino, se utiliza mayor
energia, en este caso. El aumento de T2 indica que la cooperatividad de la
transicion de fase disminuye.

En la gréfica 5.2.3, el termograma del sistema DSPC-IBU es asimétrico, pero no
presenta mas de una transicion de fase, con ello, se puede plantear que el
ibuprofeno se distribuye homogéneamente en la membrana lipidica (Figura 5.2.3).
En el sistema DSPC-IBU-OGP se muestra asimetria y la amplitud del pico es
mayor, por lo cual se realiz6 la deconvolucién del termograma para obtener las
contribuciones termodindmicas en la transicion.
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DSPC-IBU

DSPC-IBU-OGP

Figura 5.2.3. Representacion de una posible distribucion homogénea del
ibuprofeno y el tensoactivo OGP en la bicapa del liposoma.

Tabla 5.2.3. Pardmetros termodinamicos obtenidos por DSC de los sistemas
DSPC-IBU y DSPC-IBU-OGP.

Sistema Tm (°C) T 12 AH (kcalmol) As(calmoliK1
DSPC-IBU 52.09 £+ 0.007 2.63+0.09 10.03x0.44 30.84+ 0.28
45.98 2.23 2.75
45.98 6.47 3.18
48.44 6.06 5.30
DSPC-IBU-OGP 46.03 £ 0.26 4.89+0.40 10.94+0.25 34.28 £ 0.46
49.69 4.62 4.97
52.33 2.61 5.44
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Gréafica 5.2.3. Termogramas de los sistemas DSPC-IBU y DSPC-IBU-OGP,
ambos sistemas son asimétricos, pero el sistema DSPC-IBU presenta una
contribucion endotérmica bajo su Tm, mientras que en el sistema DSPC-IBU-OGP

se pueden observar dos contribuciones por arriba de la Tm.
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5.2.4 Sistemas DSPC-CHOL-IBU y DSPC-CHOL-IBU-OGP

El estudio calorimétrico de los sistemas DSPC-CHOL-IBU y DSPC-CHOL-IBU-
OGP por DSC, presenta mas de una transicion de fase por debajo de la
temperatura de transicion principal, y se muestran en la gréfica 5.2.4. Por tal
razén, en las gréficas 5.2.4.1 y 5.2.4.2 se presenta la deconvolucién de ambos
sistemas, para obtener los parametros termodindmicos de cada contribucion
endotérmica. Los resultados se reportan en la tabla 5.2.4.

Tabla 5.2.4. Pardmetros termodinamicos obtenidos por DSC de los sistemas
DSPC-CHOL-IBU y DSPC-CHOL-IBU-OGP. En cada sistema se tabulan las
contribuciones endotérmicas (obtenidas por deconvolucién), como DSPC CHOL
IBU 1y 2, también DSPC CHOL IBU OGP 1y 2.

Sistema Tm (°C) Ty, AH (kcalmol?)  AS (calmol?K™?)
DSPC-CHOL-IBU 51.05+0.02 6.62+0.07 6.76 £ 0.27 20.85+ 0.14
DSPC CHOL IBU 1 50.54 5.16 5.083 15.70

DSPC CHOL IBU 2 46.89 7.32 1.386 4.33
DSPC-CHOL-IBU-OGP 48.79+0.40 7.54+0.09 8.05+0.32 25.00 +0.19
DSPC CHOL IBU OGP 1 48.96 2.57 2.55 7.92

DSPC CHOL IBU OGP 2 45.32 5.74 5.42 17.02
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Grafica 5.2.4. Termograma de los sistemas DSPC-CHOL-IBU y DSPC-CHOL-
IBU-OGP. El sistema DSPC-CHOL-IBU se presenta una transicion de fase a
49.07 °C y otra a 51.05 °C y para el sistema DSPC-CHOL-IBU-OGP a 44.85 °C y
48.79 °C.

La presencia de dos transiciones nos proporciona informacion de una distribuciéon
aleatoria del colesterol e ibuprofeno dentro de la membrana. La contribucién
endotérmica a 49.07 °C se atribuye a una regién en la bicapa con mayor
proporcién de colesterol, mientras que la Tm a 50.05 °C a una region de la
membrana con mayor proporcion de ibuprofeno. La relacion de colesterol e
ibuprofeno con la Tm correspondiente, se asigna considerando los resultados
previos de los pardmetros termodindmicos de cada componente, cuando se
encuentra con el fosfolipido DSPC. La tabla 5.2.4.1 muestra como se modifican los
parametros termodinamicos entre sistemas de forma cualitativa.

68



Tabla 5.2.4.1. Variacion de los parametros termodinamicos de los sistemas
liposomales con la adicion de ibuprofeno y colesterol en el fosfolipido DSPC.
Véanse los graficos 5.2.4.3y 5.2.4.4 y tabla 5.2.4.3.

Parametro Relacion entre sistemas

Tm DSPC > DSPC-IBU > DSPC-CHOL > DSPC-IBU-CHOL
Tz DSPC < DSPC-IBU < DSPC-CHOL < DSPC-IBU-CHOL
AH DSPC > DPSC-IBU > DSPC-IBU-CHOL > DSPC-CHOL

En la tabla 5.2.4,1, se indica que la Tm y el AH del sistema DSPC-IBU presentan
mayor magnitud que para el sistema DSPC-CHOL ( tabla 5.2.4.3). Por otra parte,
la adicion de colesterol afecta mas al sistema DSPC que el ibuprofeno al
fosfolipido puro (DSPC). Con base a los resultados anteriores, los valores de los
pardmetros termodinamicos obtenidos por deconvolucion, de cada contribucion a
46.9 °C (DSPC CHOL IBU 2) y a 50.54 °C (DSPC CHOL IBU 1), presentan la misma
relacion, tal como se muestra en la tabla 5.2.4 y en la gréfica 5.2.4.1

Tabla 5.2.4.2. Relacién cualitativa de los parametros termodinamicos obtenidos
por el proceso de deconvolucién de las dos contribuciones endotérmicas del
sistema DSPC.CHOL-IBU.

Pardmetro Relacidn entre deconvoluciones o contribuciones endotérmicas
Tm DSPC CHOL IBU 1 > DSPC CHOL IBU 2
T2 DSPC CHOL IBU 1 < DSPC CHOL IBU 2
AH DSPC CHOL IBU 1 > DSPC CHOL IBU 2

La tabla anterior muestra la relacion cualitativa entre los parametros
termodinamicos de las dos contribuciones endotérmicas. DSPC-CHOL-IBU 1 es
una zona en la bicapa con mayor contenido de ibuprofeno mientras que DSPC-
CHOL-IBU 2 representa una zona con mayor proporcion de colesterol. La tabla
5.2.4.2. reporta los valores numéricos obtenidos para las dos contribuciones
mediante el proceso de deconvolucion.
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Grafica 5.2.4.1. Deconvolucion del termograma del sistema DSPC-CHOL-IBU, en
el cual se muestran las dos principales contribuciones endotérmicas de este
sistema, DSPC-CHOL-IBU 1y DSPC-CHOL-IBU 2.

El sistema DSPC-CHOL-IBU-OGP mantiene dos transiciones de fase, a 44.85 °C
y 48.79 °C (grafica 5.2.4.2), que pueden ser atribuidas a una distribuciéon no
homogénea del tensoactivo OGP en el sistema DSPC-CHOL-IBU. Al considerar
experimentos anteriores, el termograma del sistema DSPC-CHOL-OGP, muestra
dos transiciones de fase (grafica 5.2.2.), debidas posiblemente a una distribucion
no homogénea del OGP en la bicapa. Por otra parte, en el sistema DSPC-IBU al
combinarlo con el OGP, genera un termograma asimétrico (Grafica 5.2.3.), que
aparentemente soOlo presenta una transicion de fase, por lo que se propone que el
tensoactivo se distribuye con una tendencia homogeénea en la bicapa lipidica. Con
base a las suposiciones anteriores. Hasta ahora hemos considerado que la
presencia de mas de una transicion de fase se debe a una distribucion aleatoria de
componentes diferentes a los fosfolipidos, y que esto se manifiesta en una
asimetria y/o la aparicibn de hombros en el termograma. Por lo tanto el
tensoactivo OGP se distribuye en la bicapa del sistema DSPC-CHOL-IBU,
colocandose preferentemente en una region rica en fosfolipido y/o ibuprofeno.
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Grafica 5.2.4.2. Termograma del sistema DSPC-CHOL-IBU-OGP. Las gréficas
DSPC-CHOL-IBU-OGP 1 y DSPC-CHOL-IBU-OGP 2 representan las dos
contribuciones endotérmicas del sistema.

El termograma de la gréfica 5.2.4.2 donde se realiza la deconvolucion de las dos
contribuciones endotérmicas del sistema DSPC-CHOL-IBU-OGP a 48.96 °C y
45.32 °C, por la particion del tensoactivo OGP, y que, a su vez, dependen de la
proporcién de colesterol e ibuprofeno en la membrana del liposoma. La transicion
de fase de DSPC-CHOL-IBU-OGP 2 a 45.32 °C se atribuye una zona con mayor
proporcién de ibuprofeno, en el cual el OGP tiene a distribuirse de una manera
mas homogénea, de tal manera que modifica ampliamente los parametros
termodinamicos, tal como, la disminucion de la Tm y aumento de la AH y el AS. La
contribucion endotérmica de DSPC-CHOL-IBU-OGP 1, a 48.96 °C, se atribuye a
una zona en la bicapa con mayor contenido de colesterol, ya que aumenta el
caracter hidrofobico en la membrana y contribuye a un mejor empaquetamiento de
los fosfolipidos, por tal razén, la Tm, el AH y la AS disminuyen, pero esta
disminuciéon es menor es menor comparada con la de los otros sistemas. La
relacion cualitativa del cambio en los parametros termodinamicos cuando se
adiciona OGP se muestra en la tabla 5.2.4.2 y de forma cuantitativa en la tabla
5.2.4.3.
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Tabla 5.2.4.2. Relacion cualitativa, como varian de los pardmetros termodinamicos
de los diferentes sistemas liposomales, cuando se adiciona el tensoactivo no
ibnico OGP. Aqui se consideran los parametros con respecto a la temperatura de
transicion principal.

Parametro | Relacién entre sistemas

Tm DSPC-OGP > DSPC-CHOL-OGP > DSPC-IBU-CHOL-OGP > DSPC-IBU-OGP
T2 DSPC-OGP < DSPC-IBU-OGP < DSPC-CHOL-OGP < DSPC-IBU-CHOL-OGP
AH DSPC-OGP > DPSC-IBU-OGP > DSPC-IBU-CHOL-OGP > DSPC-CHOL-OGP

72



5.2.4.3. Resumen de resultados del estudio por calorimetria diferencial de
barrido de los sistemas liposomales

Tabla 5.2.4.3. Parametros termodinamicos de los sistemas liposomales antes y
después de la titulacidén con el tensoactivo OGP. Los parametros corresponden a
la transicion de fase principal, para los sistemas en donde se presenta mas de una
transicion de fase.

Tm(°C) T 12 AH (kcalmol?) AS (calmolK?)

DSPC 53.64 £ 0.18 0.86 £ 0.01 10.55+£0.17 32.28 + 0.04
DSPC-OGP 48.58 £ 0.04 2.60 £ 0.04 12.82 £ 0.60 39.84+ 04

DSPC-IBU 52.09 + 0.01 2.63+0.09 10.03+0.44 30.84 + 0.28
DSPC-IBU-OGP 46.03 £ 0.26 4.89 £ 0.40 10.94+/-0.25 34.27 + 0.46
DSPC-CHOL 51.60 + 0.16 452 +0.43 6.08 £ 0.18 18.72 + 0.46
DSPC-HOL-OGP 48.38 £ 0.20 6.9 £ 0.05 10.20 £ 0.22 31.72+ 0.1

DSPC-CHOL-IBU 51.054 + 0.02 6.62 £ 0.07 6.76 £ 0.27 20.85+ 0.14
DSPC-CHOL-IBU-OGP | 48.79 £ 0.04 7.54 £ 0.09 8.05+0.32 25.00 £+ 0.19
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Gréfica 5.2.4.3. Variaciéon de la Tm de transicion de fase gel a cristal liquido
cuando en la bicapa lipidica del sistema DSPC cuando se integran moléculas
hidrofébicas como el ibuprofeno y el colesterol, asi como el tensoactivo no iénico
OGP.
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Gréfica 5.2.4.4. Variacion de la entalpia de la transicion de fase gel a cristal
liquido cuando en la bicapa lipidica del sistema DSPC se integran moléculas tal
como el ibuprofeno y el colesterol, asi como el tensoactivo no ibnico OGP.

75



DSPC-OGP
40 o
DSPC-IBU-OGP
35 4
o
DSPC-CHOL-OGP
= o / Q
¥ 30 DSPC 9
DSPC-IBU
o
£E
s DSPC-CHOL-IBU-OGP
= 254
* * )
< /
20 DSPC-CHOL-IBU
DSPC-CHOL
15 — T T T ' 1 - 1 T T 1T 1
1 2 3 4 5 6 7 8

Grafica 5.2.4.5.

Sistemas liposomales

Variacién de la entropia de la transicion de fase gel a cristal

liquido cuando en la bicapa lipidica del sistema DSPC se integran moléculas tal
como el ibuprofeno y el colesterol, asi como el tensoactivo no iénico OGP.
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5.3 Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

5.3.1 Resultados ITC de la titulacion de los sistemas DSPC, DSPC-CHOL,
DSPC-IBU y DSPC-CHOL-IBU.

La titulacidon de los sistemas liposomales DSPC, DSPC-CHOL; DSPC-IBU vy
DSPC-CHOL-IBU se realiz0 en una solucion del tensoactivo no ionico OGP
[15mM], es decir por debajo de su CMC. Los parametros termodinamicos
obtenidos por ITC ajustando el modelo de Lichtenberg y que se muestran en la
tabla 5.3, indican que el proceso de particion del OGP en la bicapa de los sistemas
liposomales, es espontaneo (AG<0). Por otra parte, el valor del AH es positivo y es

menor comparado con el valor positivo correspondiente a la TAS, eso nos indica

que el proceso esta guiado principalmente por la entropia debido al efecto
hidrofébico.

Los sistemas DSPC y DSPC-CHOL al ser adicionados a la celda que contiene el
tensoactivo OGP, producen un calor de reaccion endotérmica y que decrece
continuamente con la posterior inyeccion, y se muestran en la gréfica (5.3.0 y
5.3.1). El valor de la constante de particién, es mayor para el sistema DSPC, que
para el sistema DSPC-CHOL y es debido a la presencia del colesterol en la
bicapa, ya que introduce en la membrana disminuyendo la permeabilidad de la
misma [3].

Los pardmetros obtenidos para estos sistemas indican que el tensoactivo OGP se
distribuye mayoritariamente en el fosfolipido puro DSPC, y se requiere mayor
energia para insertar el tensoactivo en la bicapa, en comparacion con el sistema
DSPC-CHOL, tal como lo indica el valor de la entalpia del proceso de particién.

Tabla 5.3. Muestra los parametros obtenidos por ITC mediante el ajuste con el
modelo de Lichtenberg. K representa la constante de particion del tensoactivo
OGP en cada sistema de vesiculas mixtas. El AH, la AG y la TAS representan la
entalpia, la energia libre de Gibbs y la entropia multiplicada por la temperatura, del
proceso de particion del tensoactivo OGP.

Sistema K (mM?1) AH (cal/mol) AG (cal/mol) TAS (cal/mol)
DSPC-OGP 2.91 177.17 -632.80 809.97
DSPC-CHOL-OGP 2.07 6.34 -431.02 437.36
DSPC-IBU-OGP 1.09 153.53 -51.05 204.58
DSPC-CHOL-CHOL-  2.30 30.63 -493.44 524.06

OGP
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Grafica 5.3. Termograma de la titulacion del sistema DSPC [10mM] en una
solucion de OGP [15mM]. Se muestra como al adicionar 50l de la suspension de
vesiculas de DSPC a la solucién de OGP, se produce un calor de reaccién
endotérmico y que disminuye con la inyeccién consecutiva de la suspension.
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Grafica 5.3.1. Termograma de la titulacion del sistema DSPC-CHOL a una
proporcion molar (4:1) en una solucién de OGP [15mM]. Se muestra como al
adicionar 50ul de la suspension de vesiculas de DSPC-CHOL a la solucién de
OGP, se produce un calor de reaccion endotérmico y que disminuye con la
inyeccion consecutiva de la suspension.

Durante el experimento de ITC la particion del tensoactivo produce calores de
reaccion endotérmicas, y disminuyen con la consecuente inyeccion de la
suspension del sistema DSPC y DSPC-CHOL, sin embargo, cuando se agrega el
ibuprofeno a los sistemas, se presenta un patron de titulacion mas complejo, en
donde se presentan reacciones endotérmicas Yy exotérmicas en los sistemas
DSPC-IBU-OGP (Grafica 5.3.2) y DSPC-CHOL-IBU-OGP (Grafica 5.3.3) y que no
puede describirse con el modelo de particion de Lichtemberg, ya que
probablemente se presentan equilibrios simultaneos y/o diferentes tipos de
interacciones, entre las diferentes moléculas presentes y que de ello depende la
energia involucrada para la insercion o particion del tensoactivo OGP en la
membrana. De acuerdo con los datos de los termogramas obtenidos por DSC para
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los sistemas liposomales DSPC-IBU, DSPC-IBU-OGP, DSPC-CHOL-IBU y DSPC-
CHOL-IBU-OGP, se observa asimetria y la presencia de hombros
respectivamente, debido a una distribucion no aleatoria del colesterol e ibuprofeno
asi como del OGP en los diferentes dominios de ibuprofeno y colesterol en la
bicapa lipidica de los sistemas liposomales.
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Gréfica 5.3.2. Termograma de la titulacion del sistema DSPC-IBU a una
proporcion molar (4:1) en una soluciéon de OGP [156mM]. Se muestra como al
adicionar 50l de la suspensién de vesiculas de DSPC-IBU a la solucién de OGP,
se produce un patron de titulacion mas complejo con respecto al sistema DSPC.
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Grafica 5.3.3. Termograma de la titulacion del sistema DSPC-CHOL-IBU a una
proporcién molar (8:1:1.7:1) en una solucién de OGP [15mM]. Se muestra como
al adicionar 50ul de la suspension de vesiculas la solucion de OGP, se produce
un patrén de titulacion mas complejo con respecto al sistema DSPC y DSPC-

CHOL.
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Conclusiones

e La adicion de ibuprofeno, colesterol y OGP en la membrana lipidica de
DSPC, provocan una ampliacion del intervalo de la transicion (T12) de fase
gel a liquido cristalino, indicativo de una disminucién de la cooperatividad
molecular de las moléculas del fosfolipido.

e La incorporacion de colesterol e ibuprofeno en las bicapas lipidicas de
DSPC inducen que la entalpia, entropia y la Tm de la transicion de fase
disminuyan, debido a que influyen al ordenamiento de las cadenas
hidrofébicas. Por el contrario, la incorporacién del tensoactivo OGP en
todos los sistemas liposomales, provoca que se invierta mas energia para
llevar a cabo la transicion de fase, probablemente a un aumento en el
namero de interacciones entre grupos OH del tensoactivo.

e La traza calorimétrica de la técnica DSC, en los sistemas DSPC-CHOL-
OGP, DSPC-CHOL-IBU y DSPC-CHOL-IBU-OGP se presenta mas de una
transicion de fase, posiblemente a una distribucion no homogénea del
colesterol, ibuprofeno (formacién de dominios) y OGP en la membrana
lipidica.

e Los sistemas DSPC y DSPC-OGP presentan la mayor capacidad de
permanecer en suspension, principalmente debido a tienen un tamafio de
particula alrededor de 100 nm y un potencial Zeta mayor a cero, lo cual
permite mayor movimiento browniano y repulsion de liposomas adyacentes
entre si respectivamente. Los sistemas que contienen colesterol presentan
un tamafo de particula que no varia en gran magnitud durante el tiempo de
monitoreo, debido a que el colesterol tiende a aumentar el caracter
hidrofébico en la membrana y con ello, la disminucién de la permeabilidad a
moléculas solubles en medio acuoso, que puedan modificar el tamafio
hidrodinamico.

e La formacion de las vesiculas mixtas mediante la incorporacién del
tensoactivo OGP, es un proceso espontaneo guiado principalmente por la
entropia. La constante de particion es menor en los sistemas que contienen
colesterol con respecto al fosfolipido puro DSPC, a pesar de que la
incorporacion del colesterol y OGP disminuyen el potencial Z, los liposomas
logran permanecer en suspension debido a un tamafio de particula cercano
a 100 nm y al movimiento browniano. En cambio, cuando se adiciona el
ibuprofeno al DSPC y posteriormente el OGP, el potencial Z disminuye a un
valor cercano a cero, por tal razén la fuerza de atraccion entre liposomas es
mayor, de tal manera que los liposomas presentaron separacion de fase al
inicio de las 24 horas de monitoreo de la estabilidad.

e Las microscopias electronicas de barrido muestran como los liposomas
presentan una morfologia esférica, asi como la capacidad de formar
aglomerados, por medio de microscopia de transmision se puede notar que
el tamafio de los liposomas obtenido se relaciona con el obtenido por DLS.
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La encapsulacion de ibuprofeno en el fosfolipido DSPC es mas estable
cuando el sistema contiene colesterol ya que permite mejorar el tiempo en
la permanencia en suspension y en el tamafio hidrodinamico, mientras que
al adicionar el tensoactivo OGP, facilita una mayor resuspension, por tal
razon la simulacion de una célula como los liposomas mixtos mejora la
capacidad de disolver farmacos hidrofébicos y mejorar el tiempo de
estabilidad.

Perspectivas
Realizar estudios de liberacion para determinar el porcentaje de

encapsulaciéon de ibuprofeno en el sistema DSPC-CHOL-IBU y DSPC-
CHOL-IBU-OGP.
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