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Resumen

Los primeros sistemas de fosfolipidos ensamblados en bicapas cerradas, llamados
liposomas, fueron estudiados en 1965 y pronto fueron propuestos como sistemas
liberadores de farmacos y como modelos en el estudio en procesos de membranas
celulares. Luego de cinco décadas de investigacion en el area y de que algunas
formulaciones liposomales salieran a la venta, aln existen numerosos retos que involucran
aspectos como la estabilidad de los sistemas, su interaccion con diversas sustancias y
los estudios de liberacion y transporte de farmacos. En este trabajo se estudian las
propiedades fisicoquimicas de ocho sistemas liposomales con el fin de analizar el efecto
de la adicion de un tensoactivo no iénico, colesterol y un farmaco hidr6fobo sobre las
propiedades fisicoquimicas de liposomas de dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC). El
tensoactivo no iénico empleado es el octil-B-D-glucopiranésido (OGP) y el modelo de
farmaco hidréfobo es el ibuprofeno. Las técnicas experimentales empleadas son
calorimetria de titulacién isotérmica (ITC), calorimetria diferencial de barrido (DSC),
dispersion de luz dinamica (DLS), microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia

electrénica de transmision (TEM).

Mediante el conjunto de técnicas seleccionadas se caracteriza a los sistemas y se
presenta un andlisis de la interaccion entre liposomas de DMPC y tensoactivo OGP, asi
como el cambio en sus propiedades termotrépicas y morfoldgicas al adicionar cada uno
de los componentes del estudio. La informacién y analisis que se presenta en este trabajo
puede contribuir en la formulacion de sistemas liberadores de farmacos basados en

tecnologia liposomal.



Objetivos

Objetivo general.

Presentar un estudio de sistemas de vesiculas mixtas constituidas por DMPC y OGP
para ser probados como nanoencapsuladores de un modelo de farmaco hidréfobo
mediante técnicas calorimétricas: calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) y
calorimetria diferencial de barrido (DSC); asi como técnicas para el estudio de
morfologia y tamafio: dispersion dinamica de luz (DLS), microscopia electronica de

barrido (SEM) y microscopia electrénica de transmision (TEM).

Objetivos particulares.

Estudiar los efectos de la adicion de OGP, colesterol e ibuprofeno sobre las

propiedades fisicoquimicas de los sistemas liposomales formados por DMPC.

e Determinar la entalpia de reparto y la constante de reparto del tensoactivo OGP
en vesiculas de DMPC mediante el ajuste de un modelo termodindmico sobre la
respuesta instrumental de un estudio en ITC.

e Analizar los efectos de la adicion de componentes sobre las propiedades
termotropicas de los sistemas liposomales de DMPC (AH de transicion, Tmy Tu)
por medio de DSC.

e Determinar el tamafio de particula de cada uno de los sistemas estudiados

mediante DLS en un lapso de diez dias.



e Estudiar la morfologia de los sistemas liposomales mediante SEM y TEM.
e Correlacionar el tamafio de particula y morfologia de los sistemas liposomales

con la estabilidad coloidal y los estudios calorimétricos.

Hipotesis

La mayoria de las moléculas de interés farmacoldgico son compuestos de baja solubilidad
gue por si solos que poseen una baja biodisponibilidad. En general, uno de los objetivos
de la tecnologia farmacéutica es favorecer la biodisponibilidad de los farmacos por medio
de formas farmacéuticas; una de estas formas farmacéuticas son los sistemas

liposomales.

Se propone el estudio de propiedades fisicoquimicas y transiciones de fase de sistemas
liposomales de DMPC capaces de encapsular ibuprofeno. El ibuprofeno es empleado
como un modelo de farmaco hidrofobico y en el desarrollo de formula, se propone el uso
de colesterol y tensoactivo no i6nico (OGP), con el fin de caracterizar la respuesta
fisicoquimica de la adicion de componentes al sistema liposomal e identificar el sistema

mas estable que encapsule al farmaco.



Introduccioén

La importancia de la nanotecnologia farmaceéutica reside en la posibilidad de suministrar
tanto farmacos de baja masa molar, asi como macromoléculas, tales como los péptidos,
las proteinas o genes. El suministro de estas sustancias puede llevarse a cabo de manera
localizada o dirigida hacia algun tejido de interés y tener un mecanismo de liberacion
prolongada, con lo cual se reduzcan los efectos toxicolégicos y se favorezca la accion
terapéutica. La nanotecnologia farmacéutica se enfoca en el desarrollo de formulaciones
de agentes terapéuticos en nano complejos biocompatibles, como son las nano-capsulas,

los sistemas micelares, los dendrimeros, los fullerenos, etc [1-3].

En 1995 se da a conocer la aprobacion de Doxil®, una formulacion farmacéutica para el
suministro de doxorrubicina en el tratamiento de cancer de mama, siendo ésta la primer
formulacion liposomal aprobada [4], la cual fue capaz de disminuir esclarecidamente los
efectos de toxicidad del farmaco y favorecer a la distribucion y metabolismo del mismo. A
partir de entonces se ha desarrollado una nueva generacion de formulaciones
farmacéuticas basadas en tecnologia liposomal, generando asi una plausible area de

investigacion [5].

Existe una gran cantidad de farmacos cuyas propiedades terapéuticas y farmacolédgicas
se ven limitadas de forma intrinseca por su baja solubilidad en medios acuosos, baja
estabilidad, una farmacocinética desfavorable o la cantidad de efectos adversos que
puedan generar. Todas estas circunstancias presentan una limitacién para la dosis
maxima tolerable, sin embargo, los métodos de suministro de farmacos a nanoescala,

tales como la tecnologia liposomal empleada en el desarrollo de Doxil® , presentan una
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solucién para estas limitaciones. Ademas de su uso en terapias contra el cancer, las
tecnologias liposomales se muestran a su vez como una opcion en el desarrollo de
vacunas, tratamientos antiparasitarios y tecnologias de alimentos. La composicion y
estructura de los sistemas liposomales es similar al de las membranas celulares, por lo
que han sido utilizados para simular la interaccién entre biomoléculas y otros compuestos
con la membrana lipidica de las células [8]. Para profundizar en el tema, en los siguientes
capitulos se abordaran diversos tépicos sobre las generalidades en las sustancias que
conforman a los liposomas, su estructura, su interaccibn con componentes como
tensoactivos y colesterol, ademas de la nanoencapsulacion de farmacos liposolubles [5-

7].
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Capitulo 1.

Fosfolipidos, Tensoactivos y Farmacos.

En el desarrollo de sistemas liberadores de farmacos, actualmente se buscan
formulaciones basadas en nanocomplejos biocompatibles, entre los cuales se destacan
los sistemas liposomales; éstos seran el tema sobre el cual se desarrollen los siguientes
capitulos, sobre todo en lo referente a los aspectos fisicoquimicos. Para iniciar este
estudio, se dedica el primer capitulo a aquellas sustancias que conforman los liposomas,
a las sustancias que se incorporan a ellos para mejorar su estabilidad coloidal y a los

farmacos que encapsulan.

1.1 Lipidos

Los lipidos son un conjunto de moléculas biolégicas conformadas por cadenas
hidrocarbonadas, que debido a su estructura, presentan baja solubilidad en agua y alta
solubilidad en disolventes no polares. Los lipidos tienen funciones estructurales,

energéticas y reguladoras en los organismos vivos.

Los esteroides, prostaglandinas, grasas, aceites, ceras y carotenos son lipidos. En el

contexto de la quimica orgéanica, los lipidos pueden ser clasificados de acuerdo a su

11



solubilidad en lipidos complejos y lipidos simples. Los lipidos complejos son aquéllos
faciles de hidrolizar a sustituyentes mas simples. La mayor parte de los lipidos complejos
son ésteres de 4cidos carboxilicos de cadena larga denominados acidos grasos. Los dos
principales grupos de los ésteres de acidos grasos son las ceras y los glicéridos. Las

ceras son ésteres de alcoholes de cadena larga y los glicéridos son ésteres de la glicerina.

Los lipidos simples son aquéllos que no se hidrolizan facilmente en disolucion acuosa
acida o basica. Se consideran tres importantes grupos dentro de los lipidos simples:

esteroides, prostaglandinas y terpenos.

Lipidos Simples Lipidos Complejos

H,C-0-0CH3:C17

HiC C\{\'/Clh
HC-0-OCH35Cy7 13 ias

0

H,C-0-0CH3<Cy7
HO
Triesterato de glicerilo Palmitato de cetilo
Q
-~ - ,»J'L.\ P N N N S e
0 Q v’ -
HO =B =0 A O A A A A
S I
Na Q

CH,

a - Pineno

Dipalmitofl fosfatidilcolina

Figura 1. Lipidos simples y lipidos complejos.

En la Figura 1 se presentan ejemplos de lipidos simples como el colesterol, que pertenece
al grupo de los esteroides, la prostaglandina el, que es un tipo de hormona lipidica y el a-
pineno que es un terpeno. Por otra parte, en los lipidos complejos se presenta al
triestearato de glicerilo que es un triglicérido, el palmitato de cetilo que es una cera (éster

derivado de acidos grasos) y el dipalmitoil fosfatidilcolina que es un fosfolipido.
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En este estudio se emplean dos lipidos, que son el colesterol y el L-a-dimiristoil
fosfatidilcolina, los cuales pertenecen a los grupos de esteroides y fosfolipidos
respectivamente [9-10]. En las siguientes lineas se detallan las caracteristicas

estructurales y reactivas de estos dos grupos.

Los esteroides son moléculas policiclicas complejas que se encuentran en todas las
plantas y animales y se clasifican como lipidos simples, ya que no experimentan hidrolisis
como las grasas, aceites y ceras. Los esteroides son compuestos cuyas estructuras son
derivadas de la estructura del ciclopentanoperhidrofenantreno (androstano), representado

en la Figura 2.

Figura 2. Ciclopentanoperhidrofenantreno, estructura general de los esteroides.

A los cuatro anillos se les designa como A, B, C y D, comenzando por el anillo inferior
izquierdo. Los atomos de carbono se numeran a partir del anillo A y terminando por los
dos grupos metilo angulares (axiales). Los anillos son generalmente alifaticos y en la
mayoria de los casos, los esteroides poseen un grupo funcional carbonilo o hidroxilo en
C3, el cual les confiere un débil caracter anfifilico. En la posicion C17, los esteroides

poseen una ramificacion hidrocarbonada o un grupo funcional.
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Respecto a la estereoquimica que presentan los esteroides, es relevante mencionar que
en la mayoria de los casos, la union de los anillos presenta la forma trans, la cual provee
a la estructura de cierto grado de rigidez y planaridad. Los grupos metilo C18 y C19 se
orientan de manera axial cuando se presenta la union de los anillos en la forma trans [11-
12]. En la figura 3 se ilustra la forma trans en la unién de los anillos que conforman a los

esteroides.

Figura 3. Isomeria trans de la unién de dos anillos que conforman a un esteroide.

El siguiente grupo de lipidos por abordar, corresponde a los fosfolipidos, que son
compuestos que contienen grupos derivados del acido fosforico y que poseen una
considerable importancia biolégica al ser uno de los principales constituyentes de las
membranas celulares de plantas y animales. Los fosfolipidos mas frecuentes son los
fosfoglicéridos, que son compuestos que contienen una molécula de glicerina esterificada

por dos acidos grasos.

Algunos fosfolipidos contienen un alcohol o una amina adicional esterificada con el grupo
acido fosforico, como ejemplo de ambos casos se encuentran las cefalinas y las colinas.
Las cefalinas son ésteres de etanolamina y las lecitinas son ésteres de la colina [9-10]. En

la Figura 4 se presenta la estructura general de los fosfolipidos, la cual consta de un grupo
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polar, un grupo fosfato, glicerol y un par de cadenas hidrocarbonadas. Los fosfolipidos
presentan asi una seccion polar con caracteristicas hidroéfilas y una seccién no polar con
caracteristicas hidrofobas. La seccion polar de los fosfolipidos esta constituida por el
glicerol, el grupo fosfato y el grupo polar (etanolamina 6 colina), mientras que la seccion
no polar de los fosfolipidos esta constituida por cadenas hidrocarbonadas que pueden ser

saturadas o insaturadas [13].

cabeza hidroéfila
(polar)

colas hidrofébicas
(no polares)

Figura 4. Estructura de un fosfolipido [13].

La naturaleza anfifilica de los fosfolipidos les confiere propiedades interfaciales de interés,
ya que los fosfolipidos forman agregados moleculares con sus cabezas polares orientadas
hacia la zona exterior y las cadenas no polares orientadas hacia el interior, tal como se
presentan en las membranas celulares; éstas contienen fosfoglicéridos que forman una
doble capa lipidica que constituye una barrera que restringe de forma selectiva el paso de
agua y de diversas sustancias [9]. En el Capitulo 3 se abordaran mas detalles acerca de

las estructuras moleculares autoensambladas que pueden formar los fosfolipidos.
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1.2 L-a-dimiristoil fosfatidilcolina

La L-a-dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC) es un fosfolipido constituido por dos cadenas
hidrocarbonadas saturadas de 14 carbonos, las cuales, constituyen la parte hidréfoba de
este fosfolipido. La parte hidrofilica esta constituida por el grupo fosfato y la colina, la cual
posee una amina cuaternaria. La parte hidrofila del DMPC es de naturaleza zwitterionica,
esto es, la region hidrofila es eléctricamente neutra, pero posee cargas formales positivas

y negativas sobre los atomos de nitrdgeno y oxigeno respectivamente.

Las fosfatidilcolinas son los fosfolipidos mas abundantes en las membranas celulares de
los mamiferos y llegan a comprender un intervalo de 45% a 55% mol de su composicion,
debido a esto, los fosfolipidos se han presentado como sustancias inocuas Yy
biocompatibles que han sido utilizadas en formulaciones farmacéuticas, cosméticas y

nutracéuticas [14].

El DMPC ha sido utilizado en la fabricaciéon de formas farmacéuticas basadas en
tecnologia liposomal como: Visudyne®, Aroplatin® y Atragen®, por mencionar algunos

ejemplos [5].

Figura 5. Estructura de L-a-dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC).
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1.3 Colesterol

El colesterol es un importante esteroide que constituye el 10-20% mol en la composicion
de células animales y desempefia funciones estructurales y metabdlicas en los
organismos. Entre sus caracteristicas quimicas relevantes destacan el grupo —OH
presente en C3, el cual le confiere un débil caracter anfifilico a la molécula; una
ramificacion de 8 carbonos en la posicion de C17 y una insaturacion entre C5y C6 [11-

12].

Figura 6. Estructura del Colesterol.

Considerando la estructura del colesterol, cabe mencionar que el grupo —OH esta
orientado hacia la parte externa de las membranas lipidicas. Su estructura planar y su
caracter principalmente hidréfobo, hacen que interaccione fuertemente con las cadenas
hidrocarbonadas de los fosfolipidos, por lo que la presencia de colesterol en las
membranas lipidicas incrementa la rigidez de la membrana. El colesterol modula la fluidez
de las membranas lipidicas, asi como su espesor. El colesterol no se distribuye de manera

aleatoria sobre las membranas, sino que tiende a formar microdominios ordenados [15].
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1.4 Tensoactivos

Los tensoactivos son sustancias ampliamente empleadas en formulaciones cosméticas y
farmacéuticas como agentes solubilizantes de sustancias liposolubles, como
modificadores reoldgicos o como agentes activos para mejorar la elasticidad de sistemas

de liberacion en la administracion de farmacos a través de membranas bioldgicas.

Se denominan tensoactivos a las sustancias que poseen actividad superficial en una
interfase, adsorbiéndose en ella e influyendo sobre la tension superficial. Esencialmente,
una molécula considerada como tensoactivo, posee una naturaleza anfifilica, esto es,
poseen una region hidréfila y una region hidrofoba, tal cual se ilustra en las diferentes
estructuras de la Figura 7. Considerando la estructura de un tensoactivo, éstos pueden

clasificarse segun su HLB o su masa molar [16-17].

o o-
fgne} \
A N e P e \S// ‘Na®

L4 o)
o

Dodecilsulfato de sodio

Cloruro de cetilpiridinio

Lauril betaina

Figura 7. Estructuras de tensoactivos.
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La relacion entre el caracter hidréfilo e hidrofobo de un tensoactivo se conoce como
Balance Lipofilico-Hidrofilico (HLB), el cual se describe mediante una escala que posee
valores entre cero y veinte, donde los tensoactivos con caracter lipéfilo se encuentran por

debajo de 10y los tensoactivos con caracter hidrofilo por encima de 10.

Existen cuatro clases de tensoactivos: catidnicos, anionicos, no idnicos y zwitteriénicos.
La clasificacion de estas cuatro clases de tensoactivos consiste en el caracter que posee
la region hidrofilica de estos. En la Figura 7 se presenta al dodecil sulfato de sodio como
ejemplo de tensoactivo anionico, al cloruro de cetil piridinio como tensoactivo catiénico,
Span 80 como ejemplo de tensoactivo no iénico y lauril betaina como tensoactivo

zwitterionico.

Los tensoactivos poliméricos (de alta masa molar) son macromoléculas que poseen
grupos hidréfilos e hidrofobos a lo largo de su estructura y su comportamiento y
propiedades fisicoquimicas dependen de la distribucién de sus grupos funcionales. Se
dividen en tensoactivos poliméricos (como polisiloxanos) y macrosurfactantes (como las

ciclodextrinas).

Los tensoactivos confinados en un sistema comprendido por una fase liquida compuesta
por agua y una fase gasesosa comprendida por aire, migran hacia la interfase liquido-
vapor, saturandola hasta su totalidad. Cuando la interfase se satura por completo, las
moléculas de tensoactivo se orientan en una organizacion molecular denominada micela,
cuya estructura se encuentra en equilibrio dindmico con las moléculas de tensoactivo en
disolucion y las adsorbidas en la interfase. En el siguiente capitulo se abordara este

fendmeno con detalle [16-18].
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1.5 Tensoactivos glucopirandsidos

Los tensoactivos no idnicos representan a uno de los grupos mas ampliamente usados en
formulaciones farmacéuticas y cosméticas, debido a que presentan un buen desempefo
como solubilizantes, emulsificantes y estabilizadores de sistemas coloidales. Los
tensoactivos no idnicos mas frecuentes son aquéllos que presentan grupos de Oxido de
etileno (tensoactivos polietoxilados) tal como los tensoactivos derivados del sorbitol
(Tween 80, Span 40, etc.). Como una alternativa al uso de tensoactivos polietoxilados, se
han propuesto estructuras biodegradables, biocompatibles y de baja toxicidad basadas en

carbohidratos.

Los tensoactivos glucopirandsidos se obtienen a partir de la esterificacion de glucosa con
acidos grasos, dando origen a moléculas anfifilicas, cuya region hidrofila adquiere un
caracter polar debido a los grupos hidroxilo de la glucosa; la region hidréfoba esta

constituida por la cadena hidrocarbonada del 4cido graso.

Estudios recientes han mostrado que los tensoactivos glucopirandsidos poseen
caracteristicas fisicoquimicas favorables como una alta actividad superficial/interfacial,
buen desempefio como emulsificantes y solubilizantes, bajas CMC’s y alta

biocompatibilidad en humanos y animales [19-20].

1.6 Octil-B-D-glucopiranésido

El Octil-B-D-glucopirandsido (OGP) es un tensoactivo glucopiranésido derivado de la B-D-

glucopiranosa y del acido octanoico El OGP posee una cadena hidrocarbonada de ocho
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unidades y una region polar constituida por una cabeza de glucosa; es uno de los
tensoactivos glucopirandsidos mas estudiados y se sabe que posee una CMC de 25mM
un numero de agregacion de 27-65 moléculas por micela [12] y un HLB de 12.4, el cual es

calculado mediante la Ecuacioén (1).

Masa molar de la region hidrofilica

HLB = X 20 (1)

Masa molar de OGP

__179.06 g/mol

= x 20 =12.25
292.37 g/mol

HLB

El OGP se ha convertido en uno de los tensoactivos mas empleados en purificacion y
cristalizacion de proteinas de membrana, debido a que no desnaturaliza proteinas y puede

eliminarse facilmente de los extractos proteicos finales.

Una de las propiedades fisicoquimicas mas relevantes del OGP es su insensibilidad a la
temperatura cuando éste se encuentra en disolucion. Esta insensibilidad es causada por
los puentes de hidrogeno que pueden formar los grupos —OH de la region hidrofilica con
las moléculas de agua, evitando asi la deshidratacién de la region polar del tensoactivo y
las consecuencias que trae consigo (aumento de numero de agregacion y cambios

morfolégicos en micelas) [19-20].

Figura 8. Octil-B-D-glucopirandsido (OGP)
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1.7 Farmacos antiinflamatorios no esteroideos

Se define como farmaco a toda sustancia natural, sintética o biotecnolégica que tenga
alguna actividad farmacolégica (efecto benéfico o adverso sobre la salud), que sea
identificable por sus propiedades fisicas, quimicas o acciones biolégicas y cuya actividad
y efectos varien en funcion de la cantidad absorbida por el organismo; tal que estas
caracteristicas permitan a la sustancia ser empleada como ingrediente activo en una forma

farmacéutica [21].

Los farmacos antiinflamatorios son un grupo de sustancias ampliamente usadas para
tratar el dolor, la inflamacion y la fiebre. Su mecanismo de accién consiste en la inhibicion
de la actividad enzimatica de COX-1 y COX-2, las cuales son ciclooxigenasas que
producen la sintesis de prostaglandinas; dado que las prostaglandinas participan en las
respuestas inflamatorias al estimular las terminales nerviosas del dolor, los farmacos
antiinflamatorios acttan inhibiendo las ciclooxigenasas y asi, la produccion de

prostaglandinas.

Los farmacos antiinflamatorios se clasifican en esteroideos y no esteroideos. Los
antiinflamatorios esteroideos consisten en estructuras basadas en glucocorticoides y
mineralocorticoides, mientras que los antiinflamatorios no esteroideos poseen estructuras
moleculares clasificadas como: salicilatos, arilacéticos, arilpropionicos, indolacéticos,

pirazolonas y fenamatos.
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Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos pueden clasificarse en tres grupos,
atendiendo al grado de inhibicién de ciclooxigenasa COX-1 y COX-2. El primer grupo
corresponde a los inhibidores selectivos de la COX2, que se caracterizan principalmente
por una menor toxicidad gastrica. En el segundo grupo se encuentran los inhibidores
intermedios de la COX-2, cuya actividad famacoldgica depende de la dosis de uso. En el
tercer grupo se encuentran los antinflamatorios clasicos o no selectivos de la COX-2, con

inhibicién de ambas enzimas [22-25].

1.8 Ibuprofeno

El ibuprofeno es un antiinflamatorio no esteroideo derivado del &cido arilpropionico y
clasificado como antiinflamatorio no selectivo de la COX-2. Debido a su actividad
antipirética y antiinflamatoria, el ibuprofeno es uno de los antiinflamatorios méas recetados;
se comercializa en diferentes formas farmacéuticas como: tabletas, capsulas, supositorios

y granulados.

Actualmente, el ibuprofeno suele administrarse en dosis de 600 a 800 mg, con frecuencia
de una dosis cada 8 horas. Presenta una buena absorcion por via oral y el punto maximo
de liberacion se alcanza entre una y dos horas después de su administracién, ligando

hasta el 99% de moléculas de ibuprofeno a proteinas plasmaticas.

El ibuprofeno presenta una baja solubilidad en agua (21 mg/L a 25°C), posee un caracter

hidréfobo, un pKa de 5.3 y un area superficial de 37.3 A. En su estructura molecular se
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encuentra presente un anillo aromatico y dos ramificaciones orientadas en posicion para.

En una de las ramificaciones se encuentra un acido carboxilico [22-24].

El ibuprofeno ha sido utilizado como modelo de farmaco hidrofobo en numerosos estudios
en el campo de la nanotecnologia farmacéutica, los cuales incluyen la presencia de
micelas, nanoparticulas poliméricas, nanotubos de carbono, liposomas vy

nanosuspensiones [25].

OH

Figura 9. Estructura molecular del ibuprofeno.
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Capitulo 2.

Interfases, sistemas dispersos y liposomas

En el capitulo anterior se mencioné que los fosfolipidos y tensoactivos tienden a agregarse
en estructuras ordenadas bajo ciertas condiciones fisicoquimicas; en este capitulo se
presenta una introduccién a los fendmenos naturales involucrados en la formacién de
estas estructuras autoensambladas y su relacidén con las leyes de la termodinamica y los

fenébmenos de superficie.
2.1 Interfases: zonas de alta energia

En fisicoquimica, se denomina fase a una regidn homogénea de un sistema fisicoquimico
gue posee propiedades intensivas constantes. Un sistema puede estar constituido por mas

de una fase, y a la regién comprendida entre dos fases se le denomina interfase.

Una interfase es aquella region a través de la cual las propiedades intensivas del sistema
cambian desde las correspondientes a una fase hasta las correspondientes a otra. En una
interfase existe un gran valor de energia libre de caracter positivo, lo que permite su
existencia como una frontera estable entre dos fases. Mientras mas grande sea la energia
libre de una interfase, mayor sera la energia necesaria para que las fuerzas
intermoleculares, gravedad o movimiento browniano rompan esta barrera y se mezclen las

fases.
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Pese a que las interfases constituyen una pequefia fraccion de un sistema, los efectos de
las interfases se vuelven notables en sistemas que poseen gran area superficial, tal como

los coloides, los solidos porosos y los sistemas dispersos.

En la naturaleza, desde un punto de vista macroscopico, los sistemas dispersos tienden a
minimizar su area superficial mediante la separacion de fases, dado que esto reduce el
valor de la energia libre del sistema e incrementa el valor de la entropia; esto como una
consecuencia directa de la segunda ley de la termodindmica, de la cual se pueden citar

dos enunciados representativos:

e Todo proceso espontaneo e irreversible conlleva a un incremento de la entropia
del universo.
e En un sistema aislado se alcanza el equilibrio termodindmico en el valor maximo

de la entropia [26-29].
2.2 Tension interfacial

En el estudio de interfases, la tension interfacial es una propiedad critica, pues esta
directamente relacionada con la energia cohesiva que une a los atomos o moléculas de
esta region. Para crear una interfase es necesario ejercer un trabajo sobre el sistema, tal
que si esto se realiza a una temperatura y presion constante, el trabajo superficial

reversible a temperatura y presién constante estara definido como:
SWip = ydA (2)

Donde y es el cociente de proporcionalidad entre el trabajo superficial y el cambio de area

involucrado, tal que la tensién superficial puede definirse como una fuerza intrinseca,
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perpendicular a una fase y dirigida hacia el seno de ésta, tal que es la fuerza responsable
de la tendencia de la superficie a contraerse y hacer que asuma el estado de energia
minima. Para el caso de los liquidos como el agua, es esta propiedad la que hace que

una gota posea una forma esférica.

En procesos reversibles, el trabajo superficial es igual a la variacion de energia libre total
de la superficie, la cual es igual a la energia libre superficial (G®) multiplicada por el area

superficial (A):
SWip = d(G5A) 3)

La creacion de una interfase va acompafiada de un incremento de la energia libre del
sistema, y es que una interfase se forma mediante un incremento de area superficial, tal
gue mediante la igualacion de las ecuaciones (2) y (3), se define a la tension superficial
como la relacién directa del cambio de la energia libre superficial con respecto al area a

temperatura y presion constante:
aG
r=6=(G),, )

La dependencia de la tension superficial con la temperatura a presion constante esta dada

por:

(5r), = (3), =-s° 5)

Tal que la tension superficial tiende a decrecer con el aumento de temperatura debido al

incremento de energia cinética [26-29].
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2.3 Tensoactivos y sustancias anfifilicas en interfases

En el capitulo anterior se mencionaron las caracteristicas fisicoquimicas principales sobre
los tensoactivos y su capacidad para formar estructuras autoensambladas, ahora bien, es

importante resaltar el impacto de los tensoactivos en interfases.

Cuando se adiciona gradualmente un tensoactivo en agua, €ste, en un principio tiende a
migrar y concentrarse en la superficie o interfase, y a medida que la concentracion de
tensoactivo es mayor en el sistema, comienza establecerse un equilibrio dinamico entre
las moléculas que se encuentran disueltas en el seno y aquellas que se encuentran

adsorbidas en la en la interfase.

Cuando la concentracion de monomeros de tensoactivo en el sistema es tal que la
superficie se encuentra saturada, los mondmeros de tensoactivo comienzan a agregarse
en estructuras que reducen la energia libre del sistema, estas estructuras se denominan
micelas y la geometria, disposicion y tamafio que adopten es dependiente de la naturaleza
de los tensoactivos y sustancias anfifilicas que los formen, asi como de las condiciones
fisicoquimicas como temperatura, concentracion de componentes y fuerza iénica del

medio.
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Micela Micela invertida Micela cilindrica Micela cilindrica invertida

PO TTITIIIT
SLALABEIEIENY,

PEPTTT LY P ET T
SEELELALA,

Fase lamelar Fase hexagonal invertida

Fase hexagonal

Figura 10. Diferentes estructuras de micelas [29]

Para el caso de tensoactivos, la concentracibn minima a la cual se obtiene un cambio en
las propiedades fisicoquimicas del sistema por la formacion de estructuras
autoensambladas se le conoce como Concentraciobn Micelar Critica (CMC), y este
concepto puede ampliarse a la formacién de agregados moleculares por sustancias

anfifilicas, en este caso se denomina Concentracion de Agregacion Critica (CAC).

El aumento en la longitud de una cadena hidrocarbonada en tensoactivos reduce el valor
de la CMC, de igual manera, un descenso en la temperatura del sistema reduce el valor

de la CMC [26-29].
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2.4  Sistemas dispersos

Los sistemas dispersos estan formados por una fase continua o fase dispersante, que
normalmente se encuentra en mayor proporcion y alberga a porciones separadas de la

otra fase del sistema, denominada, fase dispersa.

La caracteristica que diferencia a los sistemas dispersos de las disoluciones es el tamafio
de particula, el cual, para sistemas dispersos es mayor a 1 nm , tal que por el tamafio de
particula los sistemas de estudio son heterogéneos y las propiedades fisicoquimicas de
los sistemas dispersos son dependientes del tamafio, formay flexibilidad de sus particulas,

asi como de las propiedades superficiales de las particulas dispersas.

Todo sistema disperso es un sistema termodindmicamente inestable, que tiende a reducir

su area superficial y segregarse en dos o mas fases.

Los sistemas dispersos en los que el tamafio de particula de la fase dispersa no es
uniforme, se denominan: sistemas polidispersos. Los sistemas dispersos en los que el

tamafo de particula es uniforme, se denominan: monodispersos.

Un sistema li6filo es aquél cuya fase dispersa posee una afinidad con la fase dispersante,
mientras que un sistema liéfobo es aquél en el que las particulas de la fase dispersa
poseen repulsion por la fase continua. En un sistema liéfilo, los tamafios de particula de la
fase dispersa tienden a ser pequefios y la tension interfacial entre la fase dispersa y
dispersante es relativamente baja, esto le confiere a los sistemas dispersos li6filos la
capacidad de resuspender la fase dispersa una vez que ésta se ha aglomerado. En un

sistema liéfobo, por el contrario, los sistemas tienden a tener tamafios de particula grande,
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una gran tension interfacial entre la fase dispersa y dispersante y no son reversibles [26-

30].

2.5 Generalidades sobre liposomas

Los liposomas son estructuras vesiculares constituidas por una o mas bicapas lipidicas,
que a su vez, estan formadas por fosfolipidos que se encuentran en una disposicién tal
que la region hidrofilica (polar) de los fosfolipidos esta orientada hacia la fase acuosa que
los contiene, mientras que la regién lipofilica (no polar) de los fosfolipidos conforma una

doble capa.

Estas estructuras se forman tras la dispersion de fosfolipidos en un medio acuoso y bajo

condiciones que le permitan al sistema adoptar un valor minimo de energia libre.

La estructura de los liposomas permite la encapsulacion de sustancias hidrofilicas en su

region acuosa, asi como la encapsulacion de sustancias hidrofébicas en la bicapa lipidica.

Los liposomas poseen la ventaja de ser estructuras de alta biocompatibilidad y de proteger
a sustancias encapsuladas del ambiente externo, lo cual les confiere un alto potencial para
Su uso en tecnologia farmacéutica, ya que reducen el impacto toxicolégico de farmacos,
reducen la exposicién del farmaco a los tejidos e incrementa la actividad terapéutica del

farmaco.

Pese a las multiples ventajas del uso de liposomas en tecnologia farmacéutica, atn existen

retos por superar en los desarrollos de sistemas liposomales, tales como disminuir su alto
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costo de produccién e incrementar el tiempo de vida de anaquel de estas formulas, pues

los liposomas son sistemas termodindmicamente inestables [2-4].

2.6 Clasificacion de liposomas

Los liposomas pueden ser clasificados por el nUmero de bicapas que contienen y por su

tamafio, por la disposicion de estas bicapas lipidicas y por su composicién o aplicacion.

Los liposomas constituidos por una sola bicapa de fosfolipidos son nombrados Liposomas
Unilamelares, y éstos a su vez, pueden ser clasificados por su tamafo, tal que los
liposomas mas pequefios cuyo diametro es de 20 a 40 nm reciben el nombre de vesiculas
unilamelares pequefas, por sus siglas en inglés SUV (Small Unilamellar Vesicles). Los
liposomas que poseen un didmetro de 40 a 80 nm reciben el nombre de vesiculas
unilamelares medianas MUV Yy los liposomas unilamelares grandes con diametros de 100

a 1000 nm reciben el nombre de vesiculas unilamelares grandes LUV [5-7].

SUvV

LUV

Figura 11. Clasificacion de liposomas unilamelares por tamafio [30]
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Los liposomas constituidos por mas de una capa de fosfolipidos son liposomas
multilamelares, de los cuales, los primeros por mencionar son los oligolamelares, que

son aquéllos que estan formados por 2 a 10 bicapas concéntricas de fosfolipidos.

Figura 12. Liposomas oligolamelares [30]

La disposicién de las bicapas lipidicas puede ser mas compleja y un ejemplo de ello es la
formacion de liposomas multivesiculares, los cuales estan constituidos por vesiculas
grandes que contienen dentro de si a mas de una estructura vesicular no concéntrica de

menor tamaiio [2-6].

Figura 13. Liposomas multivesiculares [30].

2.7 Composicion de liposomas y relevancia farmaceéutica de la tecnologia

liposomal

Los fosfolipidos como las fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolaminas o fosfatidilgliceroles son

los materiales mas empleados en la formulacion de liposomas, debido a que la geometria
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y propiedades fisicoquimicas de estas sustancias son ideales para la formacion de bicapas
lipidicas y es por ello que estos fosfolipidos, junto con los esfingolipidos, constituyen mas

del 50% en masa de los lipidos totales en las membranas biolégicas.

Otros componentes tipicos en la formulacion de liposomas y que también se encuentran
en las membranas celulares, son el colesterol y sus derivados, ya que estos componentes
incrementan la rigidez de la bicapa lipidica, reducen la permeabilidad y brindan una mayor

estabilidad al sistema liposomal.

La estructura de los liposomas permite encapsular moléculas de caracter hidrofilico en el
interior acuoso de su estructura, como es el caso de la encapsulacion de actinomicina en
formulaciones con fines oncolégicos, sin embargo, debido a las caracteristicas de la
mayoria de los farmacos, es mayor el numero de desarrollos basados en la encapsulacién

de moléculas hidrofébicas en la doble capa de fosfolipidos de los liposomas.

Ademas del uso de fosfolipidos saturados e insaturados y del colesterol, en la formulacion
de sistemas liposomales se incluyen componentes que mejoran la estabilidad y el
desempefio, tal como es el caso de la adicion de materiales poliméricos como el
polietilenglicol (PEG), el 6xido de polietileno, los metacrilatos o los tensoactivos. Los
liposomas también son estructuras idoneas para el anclaje de sustancias biolégicas como
anticuerpos, antigenos o péptidos que permiten el transporte de farmacos a sitios

especificos.

La composicion de los liposomas, la lamelaridad y el proceso de fabricacién influyen en
sus propiedades fisicoquimicas y con esto, los mecanismos y cinética de liberacion de

farmacos. En la formulacion de liposomas, los tensoactivos pueden ser adicionados sobre
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un sistema liposomal con el objetivo de incrementar la permeabilidad y favorecer la
cinética de liberacion y biodisponibilidad del farmaco encapsulado. Debido al incremento
de la permeabilidad de los sistemas liposomales tras la adicion de tensoactivos, este tipo
de liposomas ha sido utilizado en el desarrollo para aplicaciones tépicas y para aquellas

que requieran el transporte transdérmico y/o localizado de sustancias bioactivas [6-8].
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Capitulo 3.

Técnicas utilizadas en la elaboracion y

caracterizacion de suspensiones liposomales.

En este capitulo se exponen los fundamentos de las técnicas utilizadas en la fabricacion
de los sistemas liposomales de DMPC vy las técnicas empleadas para el estudio de su

interaccidn con el tensoactivo glucopirandsido OGP y el ibuprofeno.

3.1 Método convencional de fabricacion de liposomas — Método de Bangham

El método convencional de fabricacion de liposomas (método de Bangham), es uno de los
mas empleados a nivel laboratorio para la elaboracion de sistemas liposomales; fue el
primer método de elaboracion propuesto, es un método efectivo en la encapsulacion de
farmacos hidroéfobos y persiste a la fecha, siendo una de las alternativas mas viables para

el escalamiento industrial.

El método de Bangham, a nivel laboratorio, puede llevarse a cabo con ayuda de un
rotavapor y tiene como primer paso la preparacion de una solucion de fosfolipidos,
farmaco(s) y compuestos hidrofobos no termolabiles en la menor cantidad posible de un

solvente no polar y volatil; la solucion se deposita en un matraz bola y se coloca en el
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rotavapor con el fin de evaporar el disolvente y formar una pelicula hidréfoba sobre la

pared del recipiente.

La formacion de la pelicula hidrofoba permite maximizar el area de contacto para llevar a
cabo la siguiente etapa del proceso, que consiste en la hidratacion de la pelicula hidréfoba
con la adicion de una cantidad determinada de agua 6 solucion Buffer. En esta etapa del
proceso se definen las concentraciones de los componentes del sistema y es uno de los
puntos criticos del proceso de elaboracion. Para conseguir la formaciéon de estructuras
liposomales en esta etapa del proceso, es importante que la temperatura del sistema
rebase por al menos 5°C a la temperatura de transicién (Tm) de los fosfolipidos durante
el proceso de hidratacion. La explicacion acerca de las temperaturas de transicion entre
las mesofases liotrépicas de los liposomas se abordara en los siguientes apartados de

este capitulo.

Una vez que se ha hidratado la pelicula formada durante la etapa anterior, se suministra
energia al sistema mediante una agitacion suave para homogeneizar y se suspende el
calentamiento. En este paso concluye el método de Bangham y se tiene como resultado
un sistema liposomal polisdisperso constituido por vesiculas unilamelares, multilamelares

y probablemente multivesiculares [31-33].
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Solucion de fosfolipidos y farmaco
hidrofobo en solvente organico.

3 Hidratacion Enfriamiento
Evaporacién por encima y agitacion
de solvente dela Tm suave.

=) 4 =

Sistema liposomal

Figura 14. Representacién esquematica de la formacién de liposomas por método

convencional [33]

3.2 Técnicas de homogenizacion auxiliares en la elaboracion de sistemas

liposomales

Cuando se fabrican liposomas por el método convencional se obtiene un sistema
polidisperso de liposomas de gran tamafio, con diferente nimero de lamelas y con
diferentes tipos de estructuras; este sistema complejo no es apto para una aplicacion
farmacéutica o para ser empleado como modelo de estudio en la interaccién con otras

sustancias.

El sistema liposomal que se obtiene mediante la fabricacion con el método convencional
posee baja estabilidad, ya que las estructuras liposomales grandes tienden a la inmediata
segregacion de fases; tal que, una forma de proporcionar estabilidad al sistema liposomal

consiste en reducir y homogeneizar los tamafios de particula de la fase dispersa mediante
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métodos fisicos como el uso de ondas ultrasénicas y la extrusion a alta presion. Un sistema
monodisperso con tamafos de particula menores resulta apto para una aplicacion

farmacéutica y como modelo de estudio en la interaccion con otras sustancias.

El método de sonicacidén, ampliamente usado en la fabricacién de sistemas liposomales,
consiste en el suministro de energia acustica-mecanica mediante un bafio de ultrasonido,
el cual ejerce una presion que rompe las vesiculas multilamelares y multivesiculares mas
grandes para formar vesiculas de menor tamafo. El tiempo de sonicacion determina el
tamafo de las vesiculas que se obtengan mediante esta técnica. La técnica de sonicacion
es simple y consume poco tiempo, sin embargo, por si sola no permite obtener sistemas
monodispersos ni reproducibles, es por ello que es mas bien empleada como un auxiliar

gue permite reducir los tiempos en el proceso de extrusion

El proceso de extrusiéon es el paso secuencial de los liposomas a través de filtros de un
tamafio de poro definido para generar vesiculas unilamelares homogéneas. La técnica se
lleva a cabo a altas presiones para forzar el paso de las vesiculas en la fase cristal-liquido
a través de una membrana con poros de tamafio definido, de tal forma que el sistema

liposomal resultante es monodisperso y con menores tamafios de particula [33-34].
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3.3 Fundamento de las técnicas calorimétricas

Las técnicas de calorimetria son aquellos métodos de analisis que permiten caracterizar
procesos fisicos y quimicos como transiciones de fase o reacciones quimicas por medio

de la transferencia de calor asociada al proceso bajo restricciones especificas.

Las técnicas calorimétricas permiten obtener directamente informacion acerca de los
cambios de temperatura de un sistema bajo condiciones especificas, y por medio de la
manipulacion de los potenciales termodinamicos, es posible calcular al resto de variables
termodinamicas que describen al sistema. A continuacién se presenta una tabla que
contiene a las ecuaciones que describen a los principales potenciales termodinamicos en

su forma diferencial [35].

Tabla 1. Potenciales termodinamicos.

Potencial Ecuacion

Energia Interna dU=TdS-PdV (6)
Entalpia dH=TdS+VdP (7
Energia libre de Gibbs dG=VdP-SdT (8)
Energia libre de Helmholtz dA=-SdT-PdV (9)

Como consecuencia de la primera ley de la termodinamica, se define que la variacion de
entalpia es equivalente a la cantidad de calor intercambiado en un proceso a presion

constante

AH = Q, (10)
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Por lo tanto, para un proceso reversible a presion constante, por medio de la ecuacion (7)

se sabe que la variacion de entropia del sistema puede ser calculada como:

AS =<2 (11)

Mediante la igualacion la ecuacién 10y 11 para un proceso isotérmico-isobarico se define
entonces una condicion de equilibrio tal que AH —TAS =0 y se define al potencial

termodinamico Energia Libre de Gibbs mediante la expresion:

AG = AH — TAS (12)

3.4 Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

La calorimetria de titulacion isotérmica es una técnica que determina de forma directa la
cantidad de calor involucrada en procesos fisicos y quimicos. Su principal aplicacidon se ha

encontrado en el estudio de interacciones moleculares.

En esta técnica, las moléculas interactian bajo condiciones isotérmicas, y el fundamento
de la técnica radica en el principio de la termodinamica en que las interacciones
moleculares pueden absorber calor o emitirlo a sus alrededores, dependiendo del tipo de
interaccién. La formacion de un enlace intermolecular es un proceso exotérmico, mientras

gue la disociacién de un enlace intermolecular es un proceso endotérmico.

Un calorimetro de titulacion isotérmica consta de dos celdas; una de ellas es la celda de
muestra, que contiene a una solucioén o suspension de una de las sustancias de estudio y

la otra es la celda de referencia, la cual, contiene Unicamente al solvente. Ambas celdas
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se mantienen a temperatura y presion constante. En las jeringas se adiciona una solucion
de concentracion conocida de la segunda sustancia de estudio y se programan adiciones
parciales con respecto al tiempo. La interaccion de las sustancias de estudio durante cada
inyeccion puede desprender o absorber calor; el instrumento permite conocer la entalpia
de la interaccion al compensar el calor perdido o ganado en el sistema. El calor generado
0 consumido en la celda durante la calorimetria puede asociarse directamente a la fraccion

de moléculas unidas durante el proceso [36,37].

i

Figura 15. Representacién esquematica de los componentes del calorimetro de titulacion

isotérmica [36].

Los datos proporcionados directamente por un calorimetro de titulacion isotérmica son los
correspondientes a la potencia (uJ-s* o pcal-s') empleada para mantener las condiciones
isotérmicas en el sistema a lo largo del tiempo. Tal que el potenciograma tipico obtenido
en ITC consta de una serie de picos, uno por cada inyeccion. El calor generado o emitido
en cada inyeccion se determina mediante la estimacion del area debajo de la curva de

cada uno de estos picos. Progresivamente, es de esperarse que la magnitud de los picos
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disminuya conforme se alcanza un estado de saturacion, el cual puede observarse cuando
el &rea debajo de la curva es la misma para una serie de inyecciones consecutivas y

corresponde Unicamente al calor de dilucién.

Para determinar el calor asociado a las interacciones intermoleculares de interés, es
necesario sustraer el calor de dilucion asociado al proceso, lo cual se consigue por medio

de los datos asociados a la celda de referencia [36-38].

ucal s

v mrrww*

0
Tiempo (h) —»

Figura 16. Termograma tipico obtenido en una valoracion por ITC [38].

3.5 Interacciones Tensoactivo-Liposoma

La interaccidon entre tensoactivos y membranas lipidicas se ha estudiado anteriormente
con el fin de comprender procesos biologicos relacionados a la solubilizacion de
membranas y su interaccion con proteinas, sin embargo, estos estudios tienen relevancia

para la formulacién de sistemas liposomales con tensoactivos.

Uno de los trabajos mas citados sobre la interaccion de surfactantes con bicapas lipidicas
es el estudio de Lichtenberg [39] donde se describe un modelo de tres etapas que

representa el reparto de una cantidad creciente de monomeros de tensoactivo en una
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cantidad fija de vesiculas lipidicas. A continuacién se describen las etapas de este modelo

y se presenta un diagrama:

Etapa I. Se adiciona una baja cantidad de mondmeros de tensoactivo al seno de una
dispersion de estructuras liposomales. Algunos monomeros de tensoactivo migran a la
interfase de los liposomas y se incorporan a la doble capa lipidica en las posiciones que
presenten una menor tension interfacial, formando asi estructuras denominadas “vesiculas
mixtas”. En esta etapa, como en las demas, se presenta un constante equilibrio dinamico

en el reparto de monodmeros de tensoactivo y formacién de estructuras autoensambladas.

Etapa Il. Tras la continua adicion de mondmeros de tensoactivo, las vesiculas mixtas
comienzan a saturarse y la disposicién de moléculas de tensoactivo comienza a dar origen
a estructuras micelares denominadas “micelas mixtas”, constituidas por monémeros de
tensoactivo y moléculas de fosfolipido. En esta etapa se presenta un equilibrio dinAmico

entre monémeros de tensoactivo, vesiculas mixtas y micelas mixtas.

Etapa lll. Esta etapa ocurre tras la completa saturacion de vesiculas mixtas para constituir
un sistema Unicamente de micelas mixtas con diferentes distribuciones de fosfolipido y
tensoactivo. Las micelas mixtas se encuentran en equilibrio con mondémeros de

tensoactivo.

Dependiendo de las condiciones del experimento y de la naturaleza de los tensoactivos,
fosfolipidos y otros componentes empleados en un sistema representado por el modelo
de tres estados; pudieran presentarse estructuras micelares cilindricas, tubulares,

lamelares, etc [39-41].
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Modelo de los 3 estados
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Figura 17. Representacion esquematica del modelo de 3 estados de Lichtenberg [40]

3.6 Ecuacion y modelo de reparto de tensoactivos en sistemas liposomales

Teniendo como referencia los conceptos de operacion de la calorimetria de titulacion
isotérmica y el modelo de tres etapas descrito anteriormente [39-41], se puede suponer
que si un tensoactivo es disuelto en una fase acuosa por debajo de su concentracién
micelar critica (Co°<CMC) y se hace interaccionar con liposomas, los monémeros de

tensoactivo se repartiran en la membrana sin perturbarla.

Si se considera un experimento en el que un calorimetro de titulacion isotérmica adiciona

vesiculas liposomales a una solucion monomeérica de tensoactivo, se te tendria la hipotesis
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de que ocurriria el reparto de monomeros de tensoactivo en la bicapa lipidica de los

liposomas.

El calor de la interaccién de estudio (Tensoactivo-liposoma) se determina en funcion del
namero de inyecciones, y considerando el antecedente de instrumentacion de ITC, se

definira al calor de interaccion liposoma-tensoactivo en una etapa de inyecciéon “i” (dhi),

como una funcién de la cantidad molar de tensoactivo unido en la etapa “i” (dni) por la
entalpia de reparto estandar (AHpY).

Debe considerarse que el calor de interaccion liposoma-tensoactivo en una etapa de

inyeccion “”, es la resta del calor de reaccion experimental (6Hi) y el calor de dilucién

(OHai):
Sh; = 8H; — §Hy;, (14)

Definiendo ahora el calor de reaccion acumulado (6H) como la suma del calor de cada

{1

etapa “”, y a la cantidad total de tensoactivo unido (n) como la suma de cada etapa, se

define al calor de reaccion acumulado como:
5Hi = 2?=1 6hl = 2?=1 6n1AHDO (15)
SH; = n;AHS (16)

La concentracién de tensoactivo unido es:

§Cpp = — (17)

Veell

46



Y por medio de la ecuacion (16), la concentracion de tensoactivo unido puede

determinarse en funcion del calor de reaccién acumulado y la entalpia de reparto estandar

6Hi _ (Sh,:
AHBVeey  AHpVeey

6CD,D = (18)

Continuando con la definicion de expresiones que permiten la descripcion del reparto de
tensoactivo en membranas lipidicas, es necesario establecer que durante el experimento
ocurre un equilibrio dinAmico de reparto de tensoactivo, tal que la cantidad total de
tensoactivo (no?) es la suma de moles de tensoactivo unido a membranas lipidicas (no,b)

mas los mondmeros de tensoactivo en fase acuosa (nr):
ny =npp +ny (19)

Si la membrana esta constituida de n.° moles de lipido, la relacién molar de tensoactivo

incorporado a la membrana lipidica (Rv) esta dada por:

R, = 2 (20)

Considerando las expresiones anteriores, se presenta el modelo de constante de reparto
(K) [42], el cual propone una relacién lineal entre la concentracion de tensoactivo libre en

solucién (Coy) y la relacibn molar de tensoactivo insertado en la membrana (Rb):

Cc
CL'b = Rb = KCD,f (21)

0
L

Y definiendo a la constante de reparto por medio del equilibrio entre los monémeros de

tensoactivo libre en presencia de bicapas lipidicas y tensoactivo unido a bicapa lipidica:
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CD,f + CB d CD,b (22)

= b, (23)

CpsCP

Una vez definida la constante de reparto, se buscara una expresion que relacione el calor
de reaccion de la interaccion liposoma-tensoactivo en funcion del reparto de tensoactivo

en la bicapa lipidica.

Se define la concentracion total de tensoactivo y se busca una expresion de la cantidad
de tensoactivo unido (Cp,) en funcion de las concentraciones conocidas de tensoactivo

(Co?) y fosfolipido (CL°).

cy = Cpp +Cpy (24)
CD,f = CDO - CD,b (25)
Sustituyendo en la definicién de la constante de reparto:

Cpp (26)

—(c3-cpp)C?
Cop = KCOCY — KCOChy 27)

Cpp _ KCPC)  KCPCpp

m Cpb Cpp (28)
0,0

1= K(P (29)
D,b
cPkch

Cop = 1ic£1D( (30)
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Hasta aqui, se tiene una expresion que permite conocer la concentracion de tensoactivo
unido a liposomas en funcién de las concentraciones iniciales y de la constante de reparto.
Sin embargo, la constante de reparto continta siendo una variable desconocida, pero que
puede ser determinada mediante un ajuste no lineal de datos experimentales; para ello,
se buscara la igualacion de la ecuacion (30) con la ecuacion (18) mediante la obtencion

de la diferencial de esta ecuacién con respecto a la concentracién conocida de fosfolipido

C.°.
5C . = (1+cPKr)kchscp—(kchePHkscy (31)
D,b (1+KCP)2
SCr . = KcYsc+Kk2cpcsc—K2cpcpsc)  Kepscy (32)
Db — (1+KCP)? T (a+KCD)?
Sh;
6Cpp = ——— 18
Db AHpVcen ( )
Kchscy Sh;
5C — DT~L _ i
Db (1+KC0)? T VeeuhHp (33)
Kchscy
6hi = DL Ve”AHD (34)

T (+KkcP? ¢

La ecuacion (34) puede ser empleada calcular el valor de la entalpia de reparto AHp y del
valor de la constante de reparto K mediante un proceso de correlacion de datos
experimentales conocidos como concentraciones de fosfolipido y surfactante (C.° Cp?) vy
el calor de reaccion de cada inyeccion durante el proceso de titulacion. La ecuacion (34)
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corresponde a un polinomio de tipo f = ax/(1+bx)?, y es por medio de una regresiéon no

lineal que pueden determinarse los valores de Ky AH,[42,43].

3.7 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

A pesar de que actualmente, en las investigaciones sobre sistemas biologicos existe una
tendencia por el enfoque tedrico y computacional para el estudio de estos sistemas desde
un enfoque molecular, las técnicas experimentales también se han sofisticado, desde las
nuevas tecnologias en la instrumentacién hasta el enfoque de la termodinamica clasica y
estadistica para el estudio de sistemas desde el enfoque molecular hasta el enfoque

colectivo.

La calorimetria diferencial de barrido DSC (por sus siglas en inglés differential scanning
calorimetry) es una técnica experimental que permite el estudio de membranas lipidicas
desde el punto de la termodinamica clasica con el fin de obtener atributos fisicoquimicos
asociados a transiciones de fase. La interpretacion de los termogramas y de las
propiedades fisicoquimicas asociadas a las transiciones de fase permiten plantear
modelos del comportamiento molecular de los fosfolipidos en la membrana y de las

propiedades colectivas del sistema de estudio.

Un calorimetro diferencial de barrido registra la dependencia de temperatura isobarica
como capacidad calorifica (Cp) durante un barrido de temperatura desde To a Tr. Cuando
en el sistema de estudio se presenta una transicion de fase, se tiene el registro de un valor

maximo de capacidad térmica asociada a este proceso, donde la temperatura
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correspondiente al punto méximo se define como Temperatura de Transicion Principal
(Tm). El valor de la entalpia de transicién de fase se determina por medio de la integracion

del area debajo de la curva.
AH = f;; ! CpdT (35)

En la Figura 19 se presenta un termograma tipico de las transiciones de dipalmitoil

fosfatidilcolina (DPPC) con un punto maximo en la temperatura de transicion principal Tm.

A partir del valor de la temperatura y entalpia de transicion es posible determinar la

entropia de transicion para un sistema en equilibrio bajo condiciones isobéaricas:

__AMH

_Tm

AS (36)

Un calorimetro diferencial de barrido cuenta con una celda de muestra y una celda de
referencia. En la celda de muestra se introduce una solucion o dispersion que contiene al
sistema de estudio, mientras que en la celda de referencia contiene Unicamente al
disolvente o dispersante del sistema. Cuando ocurre una transicion de fase en la celda de
muestra se registra una diferencia de temperatura con respecto a la celda de referencia;
la diferencia de temperatura es detectada por un sensor de temperatura que consiste en
una termopila cuya sefial eléctrica comanda un sistema de compensacion de energia que
suministra un exceso de potencia eléctrica para compensar la energia necesaria para
llevar a un AT igual a cero y esta energia es traducida como valores de Cp (cantidad de
calor requerida para elevar la temperatura en una unidad) con respecto al tiempo, tal que

puede efectuarse la integracién de la curva construida a partir de estos datos para calcular
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la entalpia de transicion de fase mediante la ecuacion (35) y la entropia asociada a este

proceso mediante la ecuacion (36) [43-45].

3.8 Mesofases liotrépicas en bicapas lipidicas

Los fosfolipidos dispersos en medios acuosos pueden autoensamblarse en diferentes
formas geométricas, cuya formacién es dependiente de la naturaleza de los fosfolipidos,
las condiciones presentes y la concentracién de componentes de la muestra. En sistemas
con un alto contenido de agua, la estructura mas comun es la doble capa lipidica, la cual,
tiende a disminuir su energia interfacial mediante la formacion de vesiculas. Las
estructuras que pudieran derivarse son dependientes de la composicion quimica, la

temperatura y la presion.

Se denomina “mesofase” a cualquier estado de la materia intermedio entre el estado sélido
y el estado liquido, mientras que el término liotropico es empleado para describir a
materiales que poseen la capacidad de fases cristalinas liquidas. En el caso de
fosfolipidos, se sabe que estos poseen un comportamiento termotropico, en el que

dependiendo de la temperatura, se observan diferentes fases liotropicas.

En las fosfatidilcolinas existen cuatro fases estables: fase sub-gel (Lc), fase gel (Lg), fase

ondulada (Pp) y fase cristal liquido (La) y por lo tanto, tres transiciones de fase asociadas:

Sub-Transicion: Es la transicion que ocurre de la fase sub-gel (L) a la fase gel (Lg). Es
una transicion meta-estable cuya aparicion depende de la historia térmica de la muestra,

pues para observarla es necesario incubar la muestra a bajas temperaturas durante varios
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dias. Esta transicion esta asociada a un incremento en el desorden de la cadena alifatica

de los fosfolipidos.

Pre-transicion: Es la transicion que ocurre de la fase gel (Lg) a la fase ondulada (Pg). La
temperatura a la cual ocurre esta transicion se denomina como Tp. Esta transicion esta
asociada al cambio en el empaquetamiento de los fosfolipidos, sin embargo, estudios
recientes sugieren que se debe principalmente a un incremento en la hidratacion de la
bicapa lipidica. La ocurrencia de esta transicion depende de la naturaleza de la region
polar del fosfolipido y en general, de la composicién quimica de la bicapa lipidica. Esta
transicion es muy sensible a perturbaciones en la membrana causadas por farmacos,
péptidos o proteinas y es una transicion muy poco energética, con valores de entalpia

bajos.

Transicién principal: Es la transicion que ocurre de la fase ondulada (Pg) a la fase cristal
liquido (La). Cuando la composicion quimica de la membrana lipidica no permite la
conformacioén de una fase ondulada, la transicion principal ocurre desde la fase gel (Lg) a
la fase cristal liquido (La). La temperatura a la cual ocurre esta transicion se denomina

como Tm.

En la fase gel y fase ondulada, los fosfolipidos se encuentran fuertemente empaquetados
por fuerzas de Van der Waals, y en el inicio de la transicion de fase, los fosfolipidos funden
cooperativamente para formar un estado de cristal-liquido, donde los fosfolipidos estan
débilmente asociados debido a una expansion lateral de las cadenas de acilo. En la fase

cristal liquido (La), se tiene un mayor numero de conformeros gauche y un incremento en
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la fluidez y desorden de la membrana. La transicién principal es la de mayor entalpia y

cooperatividad.

Mientras mas ordenadas se encuentren las cadenas hidrocarbonadas, se tendra un
empaquetamiento mas compacto, lo cual involucra una reduccion del volumen de la
vesicula y una condensacion del area lateral. Consecuentemente, en una transicion de
fase fluida a fase gel se tiene una reduccion de hasta 3% en volumen para sistemas de

fosfolipidos puros.
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Figura 18. Ordenamiento de fosfolipidos y equilibrio entre mesofases [46].

En la Figl9 se presenta un esquema de la interpretacién de un termograma donde se

observa una pre-transicion y una transicion principal [43-46].
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Figura 19. Termograma de DPPC y representacion de mesofases presentes [40].

La transicion principal de la doble capa de fosfolipidos involucra mas que so6lo un estado
inicial y un estado final, ya que durante esta transicion se presentan estados intermedios
que resultan de la formacion de dominios (regiones moviles desordenadas dentro de la
fase gel) antes de la temperatura de transicion de fase, y se deben al movimiento lateral
de fosfolipidos dentro de la bicapa. La forma asimétrica de un pico obtenido en DSC refleja

el hecho de que esté ocurriendo una transicion que no es de dos estados.

Las teorias fenomenoldgicas acerca de la cooperatividad de transiciones de fase han sido
formuladas sobre la hipétesis de coexistencia de dominios de fosfolipidos en diferentes
fases durante una transicion. La teoria de Zimm y Bragg sobre transiciones de fase
cooperativas considera tres estados: ordenado (fase gel), fluido (fase cristal liquido) y
estados interfaciales. El grado de transicion descrito por 8 como la fraccién de moléculas

en estado fluido esta dado por:
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s—1

T J(s—1)%+40s 57

Donde s es el peso estadistico para el estado de esta transicion y ¢ es un pardmetro de
cooperatividad. Ambos pardmetros se definen por medio de la energia libre del estado

fluido y de la energia libre de los estados interfaciales:
s = exp (4S/R)exp (—AH/RT) (38)
o = exp (4Syu/R)exp (—AH, /RT) (39)

Donde 4S y 4H corresponden a la entropia y entalpia calorimétrica respectivamente,

mientras que AHin y 4ASin corresponden a la entropia y entalpia de estados interfaciales.

Al definir a Tm como la temperatura de transicion de fase y derivar la ecuacion (37) con
respecto a Ty con Tm constante, se podra obtener entonces una expresion que describa

al grado de transicion con respecto a la temperatura:
dae 1 AH
(d_T) tm _ 4Vo RTZ (40)

Si la transicion de fase gel a cristal liquido (fase ordenada a fase fluida) es considerada
como una reaccién pseudo unimolecular (6=1) con constante de equilibrio k=6/(1-0), esta

puede ser expresada como una ecuacion de van’t Hoff con una entalpia de van’'t Hoff

(AHVH):
do _ AHyy
(dT)Tm "~ 4RTE (41)

56



Experimentalmente, una curva obtenida en la calorimetria diferencial de barrido de un
sistema de fosfolipidos es la tasa de absorcion de temperatura del sistema en funcién del

grado de transicion 6:
0
cp=nH- () (42)

El pico de esta curva en un experimento de DSC se presenta en una temperatura Tmy a
un valor maximo de Cp, denotado por Cpmax. Este punto corresponde a la transicion de

fase y su agudeza enfatiza en la cooperatividad de la transicion de fase.

dae

CPmax = AH (E)Tm (43)
AHAH,,

COmax = ARTZ, = (44)

La entalpia de Van’'t Hoff (AHw) es equivalente al calor requerido a cada unidad
cooperativa de la transicion de fase. Para una transiciéon de primer orden entre dos
estados, la entalpia de Van’t Hoff es equivalente a la entalpia calorimétrica AH. Si la
entalpia de Van’t Hoff es menor a la entalpia calorimétrica (AHv1<AH), el proceso involucra
a uno o mas estados intermedios y la cooperatividad no puede ser asociada a una

transicion de primer orden.

La entalpia de Van't Hoff, puede determinarse a partir de la entalpia calorimétrica, la

temperatura de transicion principal y la capacidad calorifica maxima (Cpmax):

AH,y = 4RT} “Pme (45)
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Una transicion de estado con un pico mas agudo, da como resultado un valor mayor de
AHvwH, ya que el valor de Cpmax €s mayor. La agudeza de la transicién también se puede
caracterizar por el ancho completo a la mitad del méximo del pico (Cp vs. T): ATw2. Las

transiciones agudas son méas cooperativas.

Dado que las unidades de la entalpia de Van’t Hoff son de Energia/Unidad cooperativa y
las unidades de la entalpia calorimétrica son de Energia/mol; el cociente entre la entalpia
de Van't Hoff y la entalpia calorimétrica permite estimar la relacion de unidades

cooperativas (C.U.):

c.U. =2 (46)

AH

Cuanto mas cercana a la unidad resulte el valor de C.U., mas cooperativa sera esta

transicion.

En el estudio de proteinas, el valor de ATi2 puede ser empleado para describir
cualitativamente la cantidad de moléculas involucradas en una transicion. El uso de este
concepto para el estudio de bicapas lipidicas es controversial, sin embargo, el valor de
C.U. puede proporcionar una medida relativa del grado de cooperatividad en una

transicion de fase [44-48,58].

3.9 Efecto de la adicion de colesterol y tensoactivos a sistemas liposomales

Como se menciono en la seccion 1.0.2, el colesterol es una molécula que se encuentra
presente en la membrana lipidica de células eucaritticas, y su presencia tiene

implicaciones en las propiedades fisicoquimicas de la membrana. La presencia de
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colesterol en una bicapa lipidica incrementa la fluidez de la fase gel, amplia la transicion
principal y disminuye la entalpia de transicion. En calorimetria diferencial de barrido, el
efecto de la adicién de colesterol se hace visible en una reduccion de la Tm y en un

ensanchamiento del pico asociado a la transicion principal del fosfolipido puro.

En un estudio realizado por McMullen en 1992 [49] sobre el efecto de la adicion de
colesterol en la serie homéloga de fosfatidilcolinas saturadas, se reporté que la adicion de
colesterol en mas de 5% en mol, suprime la pre-transicion del sistema. También se reporta
la tendencia a la disminucion de la temperatura de transicion, disminucién de la
cooperatividad de la transicién y disminucion de la entalpia de transicion conforme

incrementa la proporcién de colesterol.

En la Figura 20, se presentan los termogramas de tres sistemas liposomales de DPPC
con tres diferentes proporciones de colesterol. La adicion de colesterol deforma el pico de
asociado a la transicion principal y esta deformacion puede analizarse mediante la
deconvolucién de la curva. En el ejemplo de la Figura 20 se observa la contribucién de un
‘componente agudo” y un “componente abierto”, los cuales pueden ser asociados a

diferentes dominios de colesterol presentes en el sistema.
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Figura 20. Deconvolucidon de termogramas de vesiculas de DPPC para tres diferentes

concentraciones de colesterol (5, 10 y 15% mol) [49].

De forma general, la adicion de componentes que disminuyan el orden en el
empaquetamiento de fosfolipidos, tenderan a favorecer la fluidez de la membrana
asociada al estado liquido cristalino y a desfavorecer el estado ordenado asociado a la
fase gel; por lo tanto, la adicibn de componentes que alteren el orden de la membrana

lipidica, tenderan a disminuir la temperatura de transicion principal Tm [49-51].

El efecto de la disminucion de la temperatura de transicion y de la entalpia de transicion
también se hace presente en la adicion de tensoactivos para solubilizar liposomas, donde

ademas de los efectos termotrdpicos, se encuentran asociados fendGmenos de reparto.

La espontaneidad del fendmeno de solubilizacién de liposomas y de la ocurrencia del
proceso de tres estados de Lichtenberg es dependiente del coeficiente de reparto de
tensoactivo en el sistema liposomal y de la CMC del tensoactivo. La espontaneidad del
proceso esta descrita mediante el potencial quimico del tensoactivo (Aup) en la transicion

bicapa lipidica (b) = micela (m):
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Aub~™ = RTIn(k + CMC) (47)

Las moléculas que favorecen a la espontaneidad del proceso de micelizacion de vesiculas

poseen un valor de Au2~™ < 0, tal que k*CMC<1 [47-48,52].

3.10 Dispersiéon dinamica de luz

La dispersion dindmica de luz DLS (Dynamic Light Scattering) es una técnica ampliamente
utilizada para la determinacion de tamafios de particula en sistemas dispersos. Esta
técnica determina la velocidad a la que las particulas de una fase dispersa se difunden

debido al movimiento Browniano y analiza las fluctuaciones de la luz dispersada.

El fundamento tedrico de la técnica se basa en la teoria de dispersién de Rayleigh para
particulas pequefas y esféricas, la teoria de Mie para particulas esféricas con tamafio
superior a la longitud de onda y la teoria de Stokes-Einstein. Esta técnica permite obtener
informacion dinamica de la fase dispersa, tal como el coeficiente de dispersiéon y el radio

hidrodinamico.

Cuando un haz de luz monocromética entra en contacto con una particula, la luz se
dispersa en diferentes direcciones, tal que, si una pantalla se mantiene cerca de la
particula, la pantalla sera iluminada por la luz dispersada. Para el caso de muchas
particulas, la pantalla se iluminara con patrones de areas brillantes y oscuras, debido a
gue la luz dispersada puede interactuar consigo misma de forma constructiva (ondas en

fase) o destructiva (interferencia) para formar estos patrones.

Dado que las particulas estan en constante movimiento, el patréon de manchas también lo

esta, con variacion en su intensidad. En esta técnica se miden las fluctuaciones de la
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intensidad de luz dispersada en distintos puntos, tal que la rapidez a la que ocurren estas

fluctuaciones depende del tamafio de la particula.

El espectro de frecuencias contenido en las fluctuaciones de intensidad provenientes del
movimiento Browniano de las particulas se mide mediante un auto-correlacionador digital.
En el auto-correlacionador se compara la intensidad de dispersion en intervalos de tiempo

consecutivos para derivar la velocidad a la que la intensidad es variable.

Las fluctuaciones en la intensidad de la radiacion son consecuencia del movimiento
browniano de las particulas y la velocidad de este movimiento es definida por una
propiedad conocida como coeficiente de difusion traslacional (D). 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

tamano.

A continuacion se presenta un esquema de la instrumentacién de un equipo DLS:

Lentes de

a) p Dispersién b)
’ en ue
Fuente laser o.q de particulas
CEEEEEEEEE— —
v &
¢ luz
opticade : dispersada

coherencia 23 : C 3

Fotodetector
Correlacionador

Figura 21. Representacion esquematica de un equipo DLS [53].

Intensidad

Dispersién
E dindmica de la luz

Tiempo
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Una vez determinado el coeficiente de difusion es posible conocer el tamafio de las
particulas en funcion de la ecuacion de Stokes-Einsten para particulas esféricas a dilucién
infinita:

d(H) = 3% (48)

En donde

d(H)= Didmetro hidrodindmico

K = Es la constante de Boltzmann (1.38 X 1016 erg K1)

D= Coeficiente de difusion traslacional

n= Viscosidad del medio (1.002 X 102 poise en agua a 20°C, 0.890 X 102 poise a 25°C)
T= Temperatura absoluta.

Se requiere una temperatura estable, de lo contrario se provocardn movimientos no
aleatorios que limitan una correcta interpretacion de tamafo de las particulas, y del
conocimiento de la viscosidad del liquido (debido a que la viscosidad de un liquido esta

relacionada con su temperatura) [41, 53-55].

3.11 Microscopia electrénica SEMy TEM

Los microscopios, en general, son instrumentos que generan imagenes amplificadas de
objetos microscoépicos enfocados. ElI microscopio electronico de barrido convencional
(SEM, Scanning Electron Microscope) es un instrumento cuyo principio de funcionamiento

se basa en aprovechar el comportamiento ondulatorio de electrones que son acelerados
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mediante una diferencia de potencial para ser enfocados hacia un objetivo. La interaccién
resultante de los electrones con la superficie del objetivo permite obtener informacion
topogréfica de la superficie del objetivo y mediante un detector y un procesador, se

construye asi la informacion grafica de interés.

En microscopia SEM se realiza el barrido sobre la superficie sélida y la informacion es
analizada punto por punto. Al emitir el haz de electrones sobre el objetivo, los electrones
primarios son enfocados mediante lentes hacia el objetivo hasta que penetran en la
muestra y ocurren interacciones entre los electrones emitidos por el microscopio y los

electrones de los atomos de la muestra.

Al incidir el haz de electrones, estos son desviados mediante procesos de dispersion
elastica. La energia perdida por los electrones al interactuar con la muestra puede generar
gue otros electrones de la misma muestra salgan despedidos. A estos electrones se les
denomina electrones secundarios y su interaccion con el detector genera informacion
grafica que permite develar el contraste topografico del objetivo a modo de imagen

microscoépica. Este es el principio para la microscopia de barrido SEM.

Electrones entrantes Eletrones secundarios

&- primarno I Superficie de |la muestra

&= Secundano

(O

e- Secundario \

)

",

Figura 22. Esquema de la trayectoria de electrones secundarios en microscopia SEM.
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Para el caso de la microscopia electronica de transmision (TEM), de forma similar a la
instrumentacion empleada en microscopia SEM, se tiene una fuente de electrones, un
sistema de lentes magnéticas y un sistema de vacio que conducen a un haz de electrones
para interaccién con la muestra objetivo. En microscopia TEM, el fendmeno de interaccién
principal es la dispersion elastica colectiva (Dispersion de electrones). En este fenomeno
las ondas entrantes de electrones, al interactuar con la muestra, producen ondas
secundarias que interfieren unas con otras para producir patrones de difraccion dadas por

la interaccion constructiva o destructiva de estas ondas.

En la microscopia de transmision se detectan y analizan los electrones transmitidos
durante la interaccion. Los electrones que construyen el contraste de amplitud y el
contraste de fase son los electrones retrodispersados. Los principios de esta técnica
permiten obtener informacién mas alla de la superficie ofrecida por la microscopia SEM.
La microscopia TEM permite obtener informacion sobre la morfologia interna de los

objetivos analizados.

- primario
°
Eletrones entrantes Eletrones retrodispersados

Superficie de la muestra

|
o IS
\ @ @ G

JZ2NN

Figura 23. Trayectoria de electrones retrodispersados en microscopia TEM.
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En el desarrollo de sistemas liposomales la microscopia SEM permite obtener informacién
sobre la morfologia superficial de los liposomas, mientras que la microscopia TEM permite
obtener informacién visual sobre la morfologia interna y lamelaridad de los sistemas

liposomales [56, 57].
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Capitulo 4

Metodologia Experimental

4.1 Esquema general

En la Fig24. se muestra un esquema global del trabajo a realizar, el cual presenta el orden
sistematico en el cual se aplican todas las técnicas de andlisis mencionadas en las

secciones anteriores.

El estudio consiste en la preparacion de sistemas que contienen al fosfolipido puro o a sus
correspondientes mezclas con colesterol o ibuprofeno. Los sistemas se analizan con todos
los instrumentos de caracterizacidon descritos en la seccidn 2 y posteriormente se someten
a calorimetria de titulacion isotérmica, donde se incorpora el tensoactivo a los sistemas y

se caracterizan una vez mas con todas las técnicas descritas.

Preparacion de sistemas

DMPC
DMPC:CHOL
DMPC:IBU
DMPC:CHOL:1BU

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Dispersion dindamica de luz (DLS)

Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Calorimetria de titulacion isotérmica

Analisis de sistemas con tensoactivo

DMPC:-OGP Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
DMPC:CHOL:OGP Dispersion dinamica de luz (DLS)
DMPC:IBU:OGP Microscopia electrénica de barrido (SEM)
DMPC:CHOL:IBU:OGP Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM)

Figura 24. Esquema general de trabajo
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4.2 Elaboracion de sistemas liposomales

Tabla2. Sistemas elaborados por el método convencional

Sistema liposomal

1 DMPC (10 mM)
2 DMPC: CHOL (4:1),
3 DMPC: CHOL: IBU (8:1:1)

4 DMPC: IBU (8:1)

e EI primer sistema liposomal estd formado por el fosfolipido DMPC con
concentracion de 10 mM, la cual se mantiene hasta antes de la titulacion con el
tensoactivo OGP. Los siguientes 3 sistemas, se obtienen de la combinacion del
DMPC 10mM con el ibuprofeno y colesterol en una proporcion molar tal como se
indica entre paréntesis en Tabla2.

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

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 dispersion a la pelicula formada a una temperatura de 30°C.

e Someter a sonicacion durante 10 minutos.

Realizar el proceso de extrusion de la suspension de cada uno de los sistemas por 15
veces utilizando una membrana de policarbonato de un tamafio de poro de 100 nm a una

temperatura de 30 °C
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Figura 25. Preparacion de sistemas liposomales [59].

Calorimetria de Titulacion Isotérmica

La técnica calorimétrica se realiz6 en el equipo Thermal Activity Monitor (TAM,

Thermometric, Suecia) donde se analizaron los sistemas que se muestran en la Tabla2.

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

El experimento se corrié a la temperatura controlada de 25 °C y una sensibilidad
del equipo a 100pW.

En este experimento se realizaron 30 inyecciones 20 uL de la suspension en
periodos de 25 minutos.

El &rea bajo la curva de cada pico debido a cada inyeccioén y el cual representa el
AH del proceso, se obtuvo por medio del software Digitam, que es el software

procesador de datos del Thermal Activity Monitor, el cual permite ejecutar la
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sustraccién de calores de dilucion de la celda de referencia y la integracién de cada

pico del potenciograma.

4.4 Calorimetria Diferencial de Barrido

La técnica de DSC se realiz6 para todos los sistemas liposomales de la Tabla2, antes y

después de la titulacion con el tensoactivo OGP.

e Se desgasificd 1mL la suspension de liposomas y 1 mL de agua desionizada.

e Se colocaron 515 pL de suspension y 515 uL de agua en la celda de muestra y
referencia respectivamente.

e EIl compartimento de las celdas se cerr6 hasta ajustar la presion del sistema VP-
DSC a 44.11 p.s.i. inicial.

e Las condiciones de analisis fueron, 3 barridos en intervalo de temperatura de 7 °C
a 40 °C, y normalizando la concentracion del fosfolipido en la muestra.

e El andlisis de datos se realiz6 con el software VP-DSC para la obtencion de los

parametros AH, Tmy T

4.5 Dispersion Dinamica de Luz

El andlisis de tamafio de particula por DLS, se realizo con el equipo Malvern Zetasizer 4V,
donde se lleva a cabo el estudio de los sistemas liposomales antes y después del estudio

de la interaccion con el tensoactivo OGP.
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Tabla 3. Sistemas liposomales antes y después de la titulacion calorimétrica

isotérmica

Sistema

A WON PR

00 ~N O O

DMPC

DMPC: CHOL

D,PC: IBU

DMPC: CHOL: IBU

ITC

DMPC vs OGP

DMPC: CHOL vs OGP
DMPC: CHOL: IBU vs OGP
DMPC: IBU vs OGP

Se colocé 1 ml de la suspension de los sistemas en una celda de cuarzo bajo las siguientes

condiciones que se muestran en Tabla 4.

Tabla 4. 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 dispersién 90 grados
Tiempo de andlisis 10 minutos

El tiempo de analisis se estableci6 por 7 dias o hasta observar la presencia de

precipitacion.
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Capitulo 5.

Resultados y Discusion

5.1.0 Calorimetria de Titulaciéon Isotérmica

El estudio de la interaccion del tensoactivo OGP con los sistemas liposomales se llevo a
cabo mediante la titulacion de una solucion de tensoactivo OGP [15mM] con cada uno de
los sistemas liposomales (DMPC, DMPC:CHOL, DMPC:IBU y DMPC:CHOL:IBU). La
solucién de tensoactivo OGP [15 mM] posee una concentracibn menor a su CMC con el
fin de aislar el estudio de la interaccion de los mondmeros de tensoactivo con los sistemas

liposomales y no de las estructuras micelares con estructuras liposomales.

Como referencia, en cada uno de los sistemas de estudio, se emple6 una celda cargada
con solucion de tensoactivo OGP 15 mM, la cual fue sometida a las mismas condiciones
de titulacién con agua desionizada; esto con el fin de restar el calor de dilucién del

tensoactivo OGP de las interacciones de este mismo con las estructuras liposomales.

A continuacion se presentaran los perfiles obtenidos para la titulacion de cada uno de los

sistemas, asi como el analisis de las propiedades termodinamicas en cada uno.

72



5.1.1 Sistema DMPC

Se llevo a cabo la calorimetria diferencial de barrido para el sistema liposomal constituido
unicamente por el fosfolipido DMPC. La titulacion del sistema se llevo a cabo el dia de la

fabricacion del sistema liposomal.

En la celda de reaccion se colocaron 1.6 mL de solucion de tensoactivo OGP [15 mM] y
en las jeringas del titulador se colocaron 2500uL de la suspension liposomal. El
experimento se corrié a la temperatura controlada de 25 °C y una sensibilidad del equipo

a 100pw bajo 30 inyecciones de 20 pl en intervalos de 25 min.

La integracion de picos del potenciograma se llevo a cabo mediante el software Digitam.
El calor de reaccion asociado a cada inyeccion corresponde a un proceso endotérmico.
Se realizé el ajuste no lineal asociado a la dispersion de puntos experimentales. La curva
tedrica de este ajuste no lineal esta representada mediante una linea roja en el

entalpograma de la Figura 26.
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Figura 26. Entalpograma de la titulacion del sistema DMPC.

El modelo de reparto de tensoactivo en vesiculas lipidicas de Wenk [42] se ajusta a los

datos experimentales, con lo cual, se determinaron los parametros termodindmicos

asociados al proceso.

Tabla 5. Resultados experimentales tras andlisis de sistema DMPC en calorimetria

de titulacion isotérmica.

Titulacién de OGP 15 mM con liposomas de DMPC

R? 0.946
k (mM1) 1.669
AHp (kcal/ mol) 1.896
ASp (kcal/molK) 0.007
AGp (kcal/mol) -0.379
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Durante el experimento, en todas las inyecciones de la suspension de DMPC a la solucién
de OGP 15 mM se produce un calor de reaccion endotérmico, el cual corresponde a un
proceso de disociaciones entre las moléculas de DMPC a causa de la insercion de

mondmeros de OGP en la doble capa lipidica de los liposomas.

La constante de reparto con un valor >1 indica que los monémeros de tensoactivo, en
este sistema, tienden a integrarse a las estructuras liposomales bajo un proceso de

caracter endotérmico (AHp>0), favorecido entrépicamente (ASp>0) y espontaneo (AGp<0).

De acuerdo con el ajuste del modelo de Wenk [42] y en relacidén al modelo de tres estados
de Lichtenberg, para este experimento, se observa que el proceso inicia y concluye
Gnicamente con la insercion de mondémeros de tensoactivo en los liposomas de DMPC,
esto es, la primera etapa del modelo de Lichtenberg, donde se presenta la formacion de
estructuras tipo “vesiculas mixtas”. El sistema esta constituido entonces por liposomas de
DMPC con mondmeros de tensoactivo insertados en la doble capa lipidica. Las estructuras
liposomales mixtas se encuentran en equilibrio dindAmico con su fase dispersora constituida

por agua y mondmeros de tensoactivo en solucion.

5.1.2 Sistema DMPC:CHOL

Se llevo a cabo la titulacion del sisma liposomal constituido por DMPC:CHOL bajo las

mismas condiciones de trabajo y procesamiento de datos que en el sistema DMPC.
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Figura 27. Entalpograma de la titulacién del sistema DMPC:CHOL.

Tabla 6. Resultados experimentales tras andlisis de sistema DMPC:CHOL en

calorimetria de titulacion isotérmica.

Titulacién de OGP 15 mM con liposomas de DMPC:CHOL

R? 0.980
k (mM1) 0.864
AHp (kcal/ mol) 2.001
ASp (kcal/molK) 0.004
AGp (kcal/mol) -0.411

El modelo de reparto de tensoactivo en vesiculas lipidicas de Wenk [42] se ajusta a los

datos experimentales, con lo cual, se determind que los valores de la constante de reparto
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y energia libre de reparto disminuyeron con respecto al sistema DMPC:OGP. La cantidad

de tensoactivo OGP insertado en los liposomas es menor en el sistema DMPC:0OGP.

Al igual que en el sistema DMPC:OGP, el experimento de titulacion inicia y concluye con
el proceso de insercion de tensoactivo en los liposomas de DMPC:CHOL. Las estructuras

presentes en el sistema DMPC:CHOL:OGP son vesiculas mixtas.

El proceso de insercidn de tensoactivo en los liposomas de DMPC:CHOL es de naturaleza
endotérmica y posee valores de entalpia y entropia de reparto mas altos que los del

sistema DMPC:OGP.

La adicion de colesterol incrementa la rigidez de los liposomas de DMPC, disminuyendo
asi la permeabilidad y la posibilidad de insercién de los monémeros de tensoactivo en la
doble capa lipidica, consecuentemente, se observa una disminucién en la constante de
reparto y en la energia libre de reparto. El incremento en la rigidez de la membrana de los
liposomas de DMPC:CHOL incrementa el trabajo requerido en el proceso de reparto de
tensoactivo en membranas lipidicas, tal que el valor de la entalpia de reparto es mayor

gue en el sistema constituido por liposomas de DMPC.

5.1.3 Sistema DMPC:IBU

Se llevé a cabo la titulacion del sisma liposomal constituido por DMPC:IBU bajo las
mismas condiciones de trabajo y procesamiento de datos que todos los sistemas

anteriores.
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Figura 28. Entalpograma de la titulacion del sistema DMPC:IBU

El modelo de reparto de tensoactivo en vesiculas lipidicas de Wenk [42] se ajusta a los
datos experimentales, con lo cual, se determiné que el sistema DMPC:IBU:OGP presenta
una constante de reparto del tensoactivo mayor que los dos sistemas anteriores. En
consecuencia, de acuerdo con el valor de la energia libre de reparto, se favorece la
espontaneidad del proceso. La entalpia de reparto del sistema DMPC:IBU:OGP

incrementa con respecto a los dos sistemas anteriores.

Tabla 7. Resultados experimentales tras analisis de sistema DMPC:IBU en

calorimetria de titulacion isotérmica.

Titulacién de OGP 15 mM con liposomas de DMPC:I1BU

R? 0.939
k (mMMY) 4.816
AHp (kcal/ mol) 8.035
ASp (kcal/molK) 0.020
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AGp (kcal/mol) -1.235

El incremento de los pardmetros termodindmicos caracteristicos de un proceso
espontaneo, sugieren que la presencia de ibuprofeno en liposomas favorece la insercién

de tensoactivo en la doble capa lipidica.
5.1.4 Sistema DMPC:IBU:CHOL

Se llevd a cabo la titulacion del sisma liposomal constituido por DMPC:CHOL:IBU bajo

las mismas condiciones de trabajo y procesamiento de datos que todos los sistemas

anteriores.
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Figura 29. Entalpograma de la titulacion del sistema DMPC:CHOL:IBU.
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Tabla 8. Resultados experimentales tras andlisis de sistema DMPC:CHOL:IBU en

calorimetria de titulaciéon isotérmica.

Titulacion de OGP 15 mM con liposomas de DMPC:CHOL:IBU

R? 0.959
k (mM?1) 2.986
AHp (kcal/ mol) 2.673
ASp (kcal/molK) 0.012
AGp (kcal/mol) -0.582

El modelo de reparto de tensoactivo en vesiculas lipidicas de Wenk [42] se ajusta a los
datos experimentales, con lo cual, se determiné que la presencia de colesterol en el
sistema DMPC:CHOL:IBU:OGP disminuye el valor de la constante de reparto y la
espontaneidad del proceso con respecto al sistema DMPC:IBU:OGP, sin embargo, estos
valores de k y AGp son mayores con respecto a los sistemas que no contienen ibuprofeno,
lo cual sugiere nuevamente que la presencia de ibuprofeno en liposomas favorece la

insercion de tensoactivo en las membranas.

La entalpia de reparto y la entropia de reparto del sistema DMPC:CHOL:IBU:OGP

disminuyen con respecto a los valores del sistema DMPC:IBU:OGP.

5.1.5 Andlisis de tendencias. Calorimetria de Titulacién isotérmica

Para todos los sistemas de estudio, de acuerdo con los valores obtenidos y el perfil de

titulacion observado en los cuatro sistemas, se sugiere que los sistemas DMPC:OGP,
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DMPC:CHOL:OGP, DMPC:IBU:OGP y DMPC:CHOL:IBU:OGP estan constituidos por

vesiculas mixtas y caracterizados en el primer estado del modelo de Lichtenberg [39].

A continuacion se presenta un resumen de los resultados de los parametros

termodinamicos determinados en los cuatro experimentos de titulacion:

Tabla 8. Parametros termodinamicos del reparto de tensoactivo OGP en los

sistemas liposomales estudiados.

k (mM1) AHp (kcal/ mol) ASp (kcal/molK)  AGp (kcal/mol)
DMPC 1.669 1.896 0.007 -0.379
DMPC:CHOL 0.874 2.001 0.004 -0.411
DMPC:1BU 4.816 8.035 0.020 -1.235
DMPC:CHOL:IBU 2.986 2.673 0.012 -0.582

Los resultados obtenidos en este estudio calorimétrico indican que la presencia de
colesterol inhibe el proceso de insercion de tensoactivo en la bicapa lipidica de los
liposomas, a diferencia del ibuprofeno, que promueve considerablemente la insercion de
tensoactivo en la bicapa lipidica. El pardmetro fisicoquimico que presenta una relacién
directa sobre la cantidad de tensoactivo insertado en las estructuras liposomales es la
constante de reparto. Los sistemas con un valor de “k” mas grande, son aquéllos que
contienen ibuprofeno. También se observa la disminucion de este valor en sistemas que

contienen colesterol con respecto a aquellos que no lo contienen.
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Figura 30. Valor de la constante de reparto en los cuatro sistemas de estudio.

Como se mencion6 en el primer y segundo capitulos, el colesterol es empleado en la
formulacién de sistemas liposomales para incrementar la rigidez de la membrana. En este
sistema, dentro de una bicapa lipidica, el colesterol tiende a orientar su grupo hidroxilo
hacia la fase acuosa y a intercalar su region triciclica y alifatica con los primeros carbonos

de las cadenas de los fosfolipidos (Figura 31).
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Figura 31. Interaccion de colesterol con moléculas de DMPC.

La orientacion del colesterol en los liposomas de DMPC produce un incremento en la
densidad de la region hidrofdbica, y debido al impedimento de las cadenas de acilo del
DMPC y a su fuerte interaccion con la region ciclica del colesterol, las cadenas alifaticas
reducen su posibilidad de adquirir diferentes conformaciones y con ello disminuye la fluidez

y la permeabilidad de la membrana.

Debido a la disminucién en la permeabilidad de la membrana al adicionar DMPC, la
constante de reparto disminuye en los sistemas DMPC:CHOL y DMPC:CHOL:IBU con

respecto a los sistemas que no contienen colesterol.

Por otra parte, el aumento en la constante de reparto en los sistemas DMPC:IBU y
DMPC:CHOL:IBU, de debe a la interaccion del ibuprofeno con los fosfolipidos de DMPC

y su impacto en la permeabilidad de la membrana.
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Se sugiere que las moléculas de ibuprofeno orientan su regién hidrofilica constituida por
un acido carboxilico hacia la parte polar de las moléculas de DMPC (Figura 32). El anillo
aromatico de la molécula de ibuprofeno genera un impedimento que disminuye el orden
de la membrana y que aleja entre si a las moléculas de DMPC, tal que las cadenas de
acilo adquieren mayor movilidad, la membrana adquiere mayor fluidez y con ello los
liposomas que contienen ibuprofeno favorecen la insercion de tensoactivo en su doble

capa lipidica.

Figura 32. Interaccion de ibuprofeno con moléculas de DMPC.

La espontaneidad del proceso de reparto de OGP en los liposomas se ilustra en la Figura
33, mediante la determinacion de la energia libre de reparto AGp. Los sistemas que
contienen colesterol disminuyen la espontaneidad del proceso de reparto y los sistemas

gue contienen ibuprofeno lo favorecen.
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Figura 33. Energia libre de reparto de tensoactivo (OGP) en funcidon de la composicién del

sistema.

La entalpia de reparto en los cuatro sistemas de estudio es mayor a cero, tanto en las
inyecciones individuales como en la entalpia global de reparto, es decir, el reparto de

tensoactivo OGP en los cuatro sistemas de estudio es de naturaleza endotérmica.

La naturaleza endotérmica del reparto de tensoactivo se debe a la disminucion del numero
de interacciones entre las moléculas de DMPC a causa de la insercion de moléculas de

tensoactivo en la doble capa lipidica de los liposomas.
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Figura 34. Interaccién entre moléculas de OGP y moléculas de DMPC.

Se sugiere gque debido al impedimento causado por las moléculas de ibuprofeno en la
doble capa lipidica, los procesos de insercion de tensoactivo OGP en los liposomas de

DMPC:IBU y DMPC:CHOL:IBU poseen valores mayores de entalpia y entropia.
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N
1
1
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Figura 35. Entalpia de reparto de tensoactivo OGP en los cuatro sistemas liposomales de

estudio.
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De acuerdo con la Figura 35 y la Figura 36, es posible sugerir que, bajo las
consideraciones estructurales de la doble capa lipidica de liposomas y la espontaneidad
del proceso, el reparto de tensoactivo en los liposomas y la consecuente formacién de

vesiculas mixtas, se encuentra dirigido por la entalpia y la entropia del proceso.

Considerando el fendmeno de hidrofobicidad que se presenta en moléculas anfifilicas en
solucion, se plantea que la incorporacion de moléculas de OGP en los sistemas
liposomales conduce a un incremento en la entropia del sistema a causa de la pérdida de
orden de las moléculas de agua que comprenden a las capas de solvatacion. El
incremento de entropia es mayor para los sistemas que contienen ibuprofeno, tal que, es
en estos sistemas en los que la concentracion de tensoactivo insertado en liposomas

también es mayor.
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Figura 36. Entropia de reparto de tensoactivo OGP en los cuatro sistemas liposomales de

estudio.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la calorimetria de titulacion isotérmica para
sistemas de DMPC y DMPC:CCHOL, se sugiere que para el desarrollo de formulaciones
farmacéuticas o cosméticas de sistemas liposomales, la carga de principios activos de
naturaleza hidrofoba favorece la permeabilidad de la estructura liposomal y el reparto de

tensoactivo.

5.2.0 Calorimetria Diferencial de Barrido

Una vez que se ha caracterizado y analizado el proceso de reparto de tensoactivo en los
sistemas liposomales, se procede al analisis mediante Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC) para conocer el impacto de la insercion de tensoactivo sobre los parametros

termodinamicos de la transiciéon principal de los liposomas.

El proceso de transicion principal es fundamental para el desarrollo y aplicacién de
formulaciones con tecnologia liposomal. Los parametros termodinamicos de este proceso
como la temperatura de transiciéon principal (Tm), la entalpia, entropia y energia libre de
transicion, asi como el mismo perfil de la traza calorimétrica, permiten caracterizar las
propiedades del sistema y elucidar consideraciones sobre la estructura microscopica del

sistema y para su aplicacion tecnolégica.
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5.2.1 Sistema DMPC y DMPC:0OGP

De acuerdo con los resultados obtenidos en ITC para la titulacion del sistema liposomal
de DMPC, se determind que al final de la titulacion el sistema estaba constituido por

vesiculas mixtas de DMPC:0OGP.

Los sistemas DMPC y DMPC:OGP fueron sometidos a barridos de 10-40 °C, donde se
reprodujeron los parametros reportados por otros autores [4] para el sistema DMPC y se

determinaron los parametros para el sistema DMPC:OGP.

Por medio del tratamiento a los termogramas obtenidos mediante el software Origin 8, se
determinaron las temperaturas de transicion, la entalpia de transicion, T12 y la capacidad
calorifica maxima Cpmax. Por medio de la ecuacion (36) se determind la entropia de
transicion y por medio de las ecuaciones (39) y (40) la entalpia de Van't Hoff y el valor de
C.U. respectivamente como un segundo pardmetro de referencia para evaluar la

cooperatividad del evento de transicion.

89



DMPC 30
DMPC:0OGP

27

24

21

18

15

12

Cp (Calimol°C)

Temperatura (°C)

Figura 37. Termograma de los sistemas DMPC y DMPC:OGP

La traza calorimétrica del sistema DMPC presenta un pico angosto y con mayor simetria
que el resto de los picos presentados en este estudio. El perfil de este pico es caracteristico
de un sistema puro, de una transicién de primer orden. La traza del sistema DMPC:OGP

presenta un perfil muy diferente al del sistema DMPC.

Los valores de los parametros de transicion reportados en la Tabla 9 muestran que en el
sistema DMPC:OGP se presentd una disminucion de la Tm, de la Cpmax, de la entalpia y
entropia de transicién y de la cooperativad de la transicién principal con respecto al

sistema DMPC.

La traza asimétrica del termograma DMPC:OGP sugiere que la inserciéon de tensoactivo
perturba la estructura y con ello las propiedades termodinamicas del sistema. La curva del
sistema DMPC:OGP sugiere que la distribucion del tensoactivo OGP en la doble capa

lipidica de los liposomas de DMPC no es homogénea y el abatimiento de los parametros
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Tm, Cpmax Y AH y AS puede asociarse a una disminucion en el nimero de interacciones
entre cadenas de acilo que dan origen al estado de cristal liquido. En el sistema DMPC,
las interacciones de las cadenas de acilo generan que los valores de Tm, Cpmaxy AH 'y
AS sean mayores que en el sistema DMPC:OGP, donde la interaccion entre cadenas

alifaticas es menor.

Tabla 9. Parametros termodindmicos obtenidos por DSC para los sistemas DMPC y

DMPC:OGP

DMPC DMPC:0OGP
Tm(°C) 23.28 +0.27 13.68 £0.19
T2 0.90 £ 0.08 1.38 £ 0.06
Cpmax (cal/mol°C) 29.314 + 0.221 7.605 = 0.097
AH(kcal/mol) 4.977 +0.160 2.503 £0.051
AS(kcal/molK) 16.79£0.21 8.73+0.11
AHvn(kcal/mol) 4110 +0.171 1.985 +0.030
C.U. 0.826 = 0.022 0.793 + 0.039

Los parametros de evaluacion de la cooperatividad del evento (T2 y C.U.) muestran que
la transicion de DMPC es mas cooperativa y con tendencia a ser un evento de primer
orden, mientras que el sistema DMPC:OGP es menos cooperativa y se pudiera asociar
con un mayor numero de microestados involucrados en el proceso de transicion. Los
“‘hombros” presentes en la curva del sistema DMPC:OGP pueden atribuirse a dominios de

OGP y a una distribucion heterogénea del tensoactivo en los liposomas.
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5.2.2 Sistema DMPC:CHOL y DMPC:CHOL:0OGP

Se llevo a cabo la calorimetria diferencial de barrido del sistema DMPC:CHOL antes y
después de la titulacion con tensoactivo. De acuerdo con los resultados obtenidos en ITC
para la titulacion del sistema liposomal, se determiné que al final de la titulacion el sistema

estaba constituido por vesiculas mixtas de DMPC:CHOL:OGP.

Los sistemas DMPC:CHOL y DMPC:CHOL:OGP fueron sometidos a barridos de 6-40°C,
donde se reprodujeron los pardmetros reportados por otros autores [4] para el sistema

DMPC:CHOL y se determinaron los pardmetros para el sistema DMPC:CHOL:OGP.
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Figura 38. Termograma de los sistemas DMPC:CHOL y DMPC:CHOL:OGP

La traza calorimétrica del sistema DMPC:CHOL presenta una curva que se extiende a lo
largo del barrido. En este experimento se consiguid replicar el perfil y parametros
termodinamicos reportados en la literatura [59,60]. En la traza de este sistema se observa

un hombro alrededor de los 22°C.
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Los valores de los parametros de transicion reportados en la Tabla 10 muestran que en
el sistema DMPC:CHOL se presentd un incremento de la Tm y una disminucion de la
Cpmax, de la entalpia y entropia de transicién y de la cooperativad del evento con respecto

al sistema DMPC.

De forma analoga a la comparacion anterior de sistemas con y sin tensoactivo, en el
sistema DMPC:CHOL:OGP se presentdé una disminucion de la Tm, de la Cpmax, de la
entalpia y entropia de transicién y de la cooperativad del evento con respecto al sistema

DMPC:CHOL.

También de forma anéloga, la traza calorimétrica del sistema DMPC:CHOL:OGP sugiere
que la distribucion del tensoactivo en la doble capa lipidica de los liposomas de
DMPC:CHOL no es homogénea y que el abatimiento de los parametros Tm, Cpmax Yy AH
y AS puede asociarse a una disminucion en el numero de interacciones entre cadenas de

acilo que dan origen al estado de cristal liquido.

Tabla 10. Parametros termodindmicos obtenidos por DSC para los sistemas

DMPC:CHOL y DMPC:CHOL:OGP

DMPC:CHOL DMPC:CHOL:OGP
Tm(°C) 25.35 + 0.19 17.86 + 0.13
T1/2 10.66 +0.13 8.02 + 0.09
Cpmax (cal/mol°C) 0.158 + 0.031 0.058 + 0.002
AH(kcal/mol) 1.556 + 0.071 0.437 + 0.013
AS(kcal/molK) 5.21 +0.10 1.50 +0.02
AHw(kcal/mol) 0.072 + 0.003 0.099 + 0.01
C.U. 0.046 + 0.003 0.205 + 0.013
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5.2.3 Sistema DMPC:IBU y DMPC:IBU:OGP

Las trazas calorimétricas de los sistemas DMPC:IBU y DMPC:IBU:OGP, al igual que en el
caso de los sistemas con colesterol DMPC:CHOL y DMPC:CHOL:OGP, también

presentan curvas asimétricas que se extienden en intervalos amplios de temperatura.

De acuerdo con los resultados de la Tabla 12, la incorporacién de ibuprofeno a los
sistemas liposomales de DMPC disminuye la temperatura de transicion principal Tm. Los
pardmetros termodinamicos Entalpia de Transicion AH y Entropia de transicién AS se ven

favorecidos.

De acuerdo con los resultados obtenidos en calorimetria de titulacion isotérmica, debido a
un incremento en la constante de reparto, se dedujo que la adicién de ibuprofeno al
sistema liposomal de DMPC favorecia la insercion de monémeros de tensoactivo en las
estructuras liposomales debido a que la presencia de ibuprofeno disminuye el nimero de
interacciones favorables entre las cadenas de acilo de los fosfolipidos, contribuyendo asi
a que la membrana sea mas permeable. Se sugiere que debido a este mismo fenémeno
la transicion principal es caracterizada por valores de entropia y entalpia mayores con

respecto a los sistemas DMPC:CHOL y DMPC:CHOL:OGP.
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Figura 39. Termograma de los sistemas DMPC:IBU y DMPC:IBU:OGP

Al igual que en los sistemas presentados anteriormente, se sugiere que la distribucion del
tensoactivo en la doble capa lipidica de los liposomas no es homogénea y que el
abatimiento de los parametros Tm, Cpmax, AH y AS con respecto al sistema que no contiene
tensoactivo, puede asociarse a una disminucion en el nimero de interacciones entre

cadenas de acilo que dan origen al estado de cristal liquido.

Tabla 12. Parametros termodindmicos obtenidos por DSC para los sistemas
DMPC:IBU y DMPC:IBU:OGP

DMPC:IBU DMPC:IBU:OGP

Tm(°C) 19.50 £ 0.22 15.26 + 0.16
T1/2 7.28+ 0.13 6.73+0.09

Cpmax (cal/mol°C) 0.451 + 0.098 0.134 £ 0.010
AH(kcal/mol) 3.041 £ 0.032 0.972 £ 0.061
AS(kcal/molK) 10.39 £ 0.10 3.37 £ 0.09

AHyn(kcal/mol) 0.101 £ 0.006 0.091 + 0.005
C.U. 0.033 + 0.002 0.094 + 0.006
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La traza calorimétrica de ambos sistemas son curvas que se extienden en un intervalo
amplio de temperatura y son asimétricas, en ambos casos también, se aprecia que la
cooperatividad de la transicion principal es baja. La adicion de OGP al sistema liposomal
cargado con ibuprofeno favorece la transicion de fase de este sistema, debido a la
disminucién de Tmy AH de transicion. También se presenté una disminucion de la entropia
de transicion. De acuerdo con los resultados y la hipotesis propuesta en el andlisis de
resultados de ITC para el sistema cargado con ibuprofeno, se propuso que en este sistema
existe afinidad de las moléculas de OGP por integrarse a la doble capa lipidica de los

liposomas cargados con ibuprofeno.

De acuerdo con lo propuesto anteriormente, tanto la presencia Ibuprofeno como la
presencia de OGP en la doble capa lipidica de los liposomas, favorecen la movilidad de
las cadenas de acilo, y con ello la disminucién en la energia requerida para llevar a cabo
la transicion, es decir, la disminucidén de los parametros termodinamicos caracterizados

mediante DSC.

5.2.4 Sistema DMPC:IBU:CHOL y DMPC:IBU:CHOL:OGP

De acuerdo con los resultados de calorimetria diferencial de barrido y en su correlacion
con los resultados obtenidos por calorimetria de titulacion isotérmica, se propone que la
presencia de componentes como colesterol, ibuprofeno o tensoactivo OGP desfavorecen
las interacciones entre cadenas de acilo y que con ello, estas cadenas poseen mayor
libertad de movimiento, disminuyendo asi, la energia requerida para efectuar la

transicion de fase,
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Figura 40. Termograma de los sistemas DMPC:CHOL:IBU y DMPC:CHOL:IBU:OGP

Los termogramas de la Figura 40 presentan hasta este punto las curvas mas anchas del
estudio, es decir, las transiciones menos cooperativas. De igual forma, los termogramas
de los sistemas DMPC:CHOL:IBU y DMPC:CHOL:IBU:OGP presentan entalpias de
transicion bajas. Al igual que en los demas sistemas estudiados, la adicién de tensoactivo

OGP disminuye la temperatura, entalpia y entropia de transicion.

Tabla 13. Parametros termodindmicos obtenidos por DSC para los sistemas
DMPC:CHOL:1IBU y DMPC:CHOL:IBU:OGP

DMPC:CHOL:IBU

DMPC:CHOL:IBU:OGP

Tm(°C) 21.55+0.17 16.82 £ 0.11
T1/2 17.07 £0.11 11.26 £ 0.06
Cpmax (cal/mol°C) 0.084 + 0.009 0.033 + 0.004
AH(kcal/mol) 1.425 £ 0.025 0.463 + 0.009
AS(kcal/molK) 4.84+0.12 1.60 £ 0.02
AHvn(kcal/mol) 0.040 + 0.006 0.047 + 0005
C.U. 0.028 + 0.002 0.103 + 0.009
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5.2.5 Andlisis de tendencias DSC
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Figura 41. Superposicion de temogramas de sistemas liposomales sin tensoactivo OGP.

En los resultados obtenidos por calorimetria diferencial de barrido (DSC), es posible
observar que la incorporacién de componentes a la bicapa lipidica genera cambios
significativos en la entalpia de transicion de fase, la temperatura de transicién y la
cooperatividad del evento. Para todos los sistemas estudiados, la entalpia de transicion
de fase y la cooperatividad del evento disminuyen. La incorporacioén de tensoactivo a los

sistemas también reduce la temperatura de transicion de fase.

La adiciéon de colesterol e ibuprofeno disminuyen la entalpia de transicién y reducen la
cooperatividad del evento. En las proporciones estudiadas, el colesterol incrementa la
temperatura de transicion de fase. En el sistema que contiene colesterol e ibuprofeno hay

un efecto sinérgico por parte de ambas sustancias en la variacion de este parametro.
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Figura 42. Variacion de latemperatura de transicion principal en funcién de la

composicién de los sistemas liposomales.

De acuerdo con las hipotesis sugeridas en los analisis de resultados de secciones
anteriores, el colesterol interactlia fuertemente con las cadenas de acilo de los fosfolipidos,
tal que la movilidad de estas cadenas de acilo se ve reducida y con ello se presenta el
requerimiento de una mayor temperatura para conducir el sistema a un estado de cristal
liguido. Se sugiere que esta es la razon por la cual los sistemas DMPC:.CHOL vy
DMPC:CHOL :IBU presentan valores mayores de Tm con respecto a sus analogos DMPC

y DMPC:IBU.

El caso contrario ocurre con la adicion lbuprofeno y OGP, pues estas moléculas
desfavorecen las interacciones entre las cadenas de acilo y su adicion genera una
disposicion tal que, las cadenas de acilo presentan una mayor movilidad y con ello un

menor requerimiento de temperatura para llevar a cabo la transicion a fase cristal liquido.
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Figura 43. Variacion de la entalpia de transicion principal en funciéon de la composicién de

los sistemas liposomales.

Dado que la entalpia de transicion es una funcién dependiente de la capacidad calorifica
y de la temperatura, al relacionar los perfiles de la Figura 41 con el gréfico de la Figura
43, se observa que los sistemas que adquieren valores mas grandes para la integracion
de valores de Cp, son aquellos que también poseen mayores valores de AH, esto de

acuerdo con la definicién de entalpia de transicion dada por la ecuacion (35).

La capacidad calorifica maxima y la consecuente entalpia de transicidén principal son
dependientes de las asociaciones intermoleculares de la composicion de cada sistema.
Es en el sistema constituido anicamente por DMPC donde se presenta una transicion de
primer orden que se caracteriza por una mayor demanda energética debido a las

interacciones entre cadenas de acilo. La adicién de componentes como OGP, colesterol
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o ibuprofeno perturban a la membrana de tal forma que la demanda energética es menor

para llevar a cabo la transicion de fase.
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Figura 44. Variacion de la entropia de transicién principal en funciéon de la composicion

de los sistemas liposomales.

Debido a la relacién dada por la ecuacion (36), el grafico de variacion de entropia
presentado en la Figura 44 presenta la misma tendencia que el grafico de variacién de
entalpia de transicion, presentando asi la transicion del sistema constituido por DMPC
como la mas entrépica debido a su caracter de transicién de primer orden y al efecto de la
adicion de componentes en una disminucién de la entropia de transicién, siendo el OGP y
el colesterol, los principales componentes en abatir los valores de la entropia de transicion

de fase.

La cooperatividad de las transiciones de los ocho sistemas de estudio fue evaluada
mediante el inverso de T12 (mientras mayor es el valor de 1/T12 mayor es la cooperatividad
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del evento) y mediante la determinacion de unidades cooperativas C.U. La cooperatividad
del evento es evaluada de forma grafica de acuerdo con qué tan angosta es la curva del
cromatograma de estudio a la mitad de la altura del pico, tal que, el sistema DMPC
representa al proceso mas cooperativo debido a su caracter de transicion de primer orden.
La adicién de OGP en el sistema DMPC disminuye la cooperatividad del evento debido a

la disminucién de interacciones entre cadenas de acilo y grupos polares de las moléculas

de DMPC.
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Figura 45. Variacién de la cooperatividad de transicion principal en funcién de la

composicién de los sistemas liposomales evaluada por el inverso de Tip.

En la Figura 45 y la Figura 46 se observa que la adicion de tensoactivo OGP en los
sistemas DMPC:CHOL, DMPC:IBU y DMPC:CHOL:IBU incrementa la cooperatividad del
evento, debido a que las interacciones entre los grupos polares de las moléculas anfifilicas

favorecen el ordenamiento requerido para llevar el sistema a un estado de cristal liquido.
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Existe una concordancia entre la cooperatividad de transicion evaluada mediante el
inverso de Ti2 y la cooperatividad determinada mediante la entalpia de van’t Hoff, sin
embargo, la evaluacién mediante unidades cooperativas C.U. presenta un decaimiento
mas pronunciado de la cooperatividad de los eventos al perturbar la membrana de DMPC
con otros componentes. En esta evaluacion, un valor igual o mayor a la unidad
caracterizaria como transicién de primer orden a la transicion de fase gel a cristal liquido

del sistema DMPC, sin embargo, el valor obtenido es menor a la unidad
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Figura 46. Variacion de la cooperatividad de transicién principal en funcion de la
composicién de los sistemas liposomales evaluada por calculo de unidades cooperativas
(C.U)).
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5.3.0 Dispersion Dinamica de Luz y Microscopia Electronica SEM y

TEM

De forma simultdnea a los estudios de calorimetria, se llevaron a cabo estudios que
permitieron conocer la morfologia y tamafio de las estructuras liposomales de este
estudio, asi como un monitoreo de su estabilidad coloidal por medio del andlisis de
tamafio de particula e indice de polidispersion (PDI). Se presentan los resultados
obtenidos mediante dispersion de luz dinamica (DLS), seguido de imagenes obtenidas

por microscopia electronica de transmision y/o barrido.
5.3.1 Sistema DMPC y DMPC:0OGP

Durante un periodo de diez dias se analizaron muestras de los sistemas DMPC y
DMPC:OGP mediante dispersion de luz dinamica. En la Tabla 14 se presentan los
promedios de los resultados obtenidos para tres mediciones continuas de radio

hidrodinamico (Rh) e indice de polidispersion (PDI).

Tabla 14. Radio hidrodindmico e indice de polidispersion de los sistemas DMPC Y

DMPC:0GP
DMPC DMPC:OGP
Tiempo (dias) RH (nm) PDI Rh (nm) PDI
1 111 +5 0.099 + 0.009 166 =7 0.159 + 0.006
2 110+ 4 0.078 £ 0.003 143+ 8 0.199 +0.010
5 112+ 8 0.116 + 0.004 161+12 0.287 +0.030
10 109+8 0.118 £ 0.004 -- --
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El sistema constituido Unicamente por el fosfolipido DMPC presenta un comportamiento
estable, sin la formacién de coagulos o fléculos, sin embargo, la adicién del tensoactivo
OGP en este sistema incrementa el tamafio de particula hasta llevar al sistema a una
segregacion de fases después del quinto dia de mediciones. El PDI inicial del sistema
DMPC:OGP es mayor con respecto al del sistema DMPC. Los valores de PDI del sistema

DMPC:OGP incrementaron con respecto al tiempo.
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Figura 47. Radio hidrodinamico en funcidn del tiempo. En negro sistema DMPC y en azul
sistema DMPC:OGP.

A continuacion, se presentan las imagenes obtenidas por microscopia electrénica de
barrido y de transmision. En la microscopia SEM del sistema DMPC (A) se observa que
los liposomas de DMPC presentan una morfologia esferoide y regular, por medio de
microscopia TEM de este mismo sistema (B) se corroboré que los liposomas de DMPC
poseen un tamafio que ronda los 100 nm, tal como se determiné en el estudio por DLS.

Los liposomas de DMPC son unilamelares.
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En la imagen presentada para el sistema DMPC:OGP por microscopia TEM se observan
estructuras vesiculares mas ovoides y alargadas con respecto a las estructuras esferoides
del sistema DMPC. En la imagen presentada de microscopia TEM se observa una

estructura liposomal multilamelar con un tamafio superior a los 200 nm.

Figura 48. Imdgenes obtenidas por microscopia electrénica: (A) Sistema DMPC -
microscopia electrénica de barrido SEM. (B) Sistema DMPC - microscopia electronica de
transmisién TEM. (C) Sistema DMPC:OGP - microscopia electrénica de barrido SEM. (D)

Sistema DMPC:OGP - microscopia electrénica de transmisiéon TEM
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Se sugiere que, de acuerdo con la literatura y con lo observado en los estudios
calorimétricos de este trabajo, la adicion de OGP al sistema liposomal de DMPC disminuye
la interaccién entre los fosfolipidos de la doble capa lipidica y favorece la solubilidad del
liposoma debido a la orientacion de las cabezas polares de los monémeros de tensoactivo
OGP, haciendo asi a esta doble capa méas permeable y susceptible a la fusion con otras

estructuras liposomales.

5.3.2 Sistema DMPC:CHOL y DMPC:CHOL:OGP

De acuerdo con los resultados obtenidos por calorimetria diferencial de barrido (DSC) y
calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) se propuso que la presencia de colesterol en los
liposomas de DMPC disminuye la permeabilidad de los liposomas debido a las
interacciones fuertes que se presentan entre el colesterol y las cadenas de acilo de los
fosfolipidos. La doble capa lipidica de los sistemas DMPC:CHOL y DMPC:CHOL:OGP es
mas rigida que la de los sistemas analogos DMPC y DMPC:OGP. En este sistema, de
acuerdo con el bajo valor de la constante de reparto k obtenido por ITC, se dedujo que el
tensoactivo OGP permea en menor proporcion en los liposomas de DMPC:CHOL con

respecto a los liposomas de DMPC.
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Tabla 15. Radio hidrodinamico e indice de polidispersion de los sistemas

DMPC:CHOL y DMPC:CHOL:OGP

DMPC:CHOL DMPC:CHOL:OGP
Tiempo (dias) Rh (nm) PDI Rh (nm) PDI
1 125+ 6 0.065 £ 0.003 1397 0.071 £ 0.003
2 128+ 6 0.057 £ 0.003 1397 0.069 + 0.003
5 132+3 0.032 + 0.002 132+6 0.055 + 0.002
10 128+ 6 0.061 £+ 0.003 134+ 6 0.063 + 0.003

Pese a que los radios hidrodindAmicos de los sistemas DMPC:CHOL y DMPC:CHOL:OGP

son mas grandes que los de sus analogos DMPC y DMPC:OGP, estos permanecen

constantes a lo largo de los diez dias de estudio. Para ambos sistemas, los valores de PDI

son bajos con respecto a los de los sistemas DMPC y DMPC:OGP, lo cual indica que en

estos sistemas los tamafios de particula son méas uniformes y con ello, consecuentemente,

el sistema es mas estable. De acuerdo con estandares como I1SO 22,412:2017, valores de

PDI menores 0.1 pueden ser asociados a sistemas monodispersos, mientras que valores

superiores son asociados a sistemas polidispersos. De acuerdo con esta informacién, se

determina que los sistemas DMPC:CHOL y DMPC:CHOL:OGP pueden ser asociados a

sistemas monodispersos de acuerdo a sus valores de PDI.
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Figura 49. Radio hidrodinamico en funcién del tiempo. En negro sistema DMPC:CHOL y en
azul sistema DMPC:CHOL:OGP.

Las imagenes obtenidas por microscopia electrénica revelan que para ambos casos, las
estructuras liposomales tienden a una forma esférica, y de acuerdo con los resultados de
microscopia TEM, estas estructuras liposomales son unilamelares y de un tamafio

congruente con los resultados obtenidos por DLS.

De acuerdo con los resultados de tamafo y morfologia analizados hasta este punto, y en
relacion con sus respectivos estudios calorimétricos, se infiere que incrementar la rigidez
de la membrana de los liposomas mediante la adicion de colesterol favorece su estabilidad
coloidal debido a que disminuye la probabilidad de que las estructuras liposomales se
fusionen. En consecuencia, el sistema es estable por mas tiempo y permanece con indices

de polidispersion bajos
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Figura 50. Imdgenes obtenidas por microscopia electrénica: (A) Sistema DMPC:CHOL -
microscopia electronica de barrido SEM. (B) Sistema DMPC:CHOL - microscopia
electronica de transmision TEM. (C) Sistema DMPC:CHOL:OGP - microscopia electronica
de barrido SEM. (D) Sistema DMPC:CHOL:OGP - microscopia electrénica de transmision
TEM.
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5.3.3 Sistema DMPC:IBU y DMPC:IBU:OGP

De acuerdo con los resultados obtenidos por ITC y DSC para los sistemas DMPC:IBU y
DMPC:IBU:OGP, se propuso que la presencia de Ibuprofeno en los liposomas de DMPC
favorece la permeabilidad de los liposomas debido a que la insercion de ibuprofeno
desfavorece las interacciones fuertes de las cadenas de acilo. Se infiri6 mediante estos
analisis que la presencia de Ibuprofeno favorece la permeabilidad de la doble capa lipidica

de los liposomas.

Tabla 16. Radio hidrodinamico e indice de polidispersion de los sistemas

DMPC:IBU y DMPC:IBU:OGP

DMPC:IBU DMPC:IBU:OGP
Tiempo (dias) Rh (nm) PDI Rh (nm) PDI
1 117 £5 0.142 £ 0.013 119+4 0.100 £ 0.007
2 117 +8 0.165 £ 0.016 119+4 0.123 £ 0.009
5 119+ 12 0.277 £0.025 120+ 6 0.138 £ 0.010
10 -- -- 1259 0.162 £ 0.021

En los resultados de la Tabla 16 y de la Figura 51 se observa que el sistema DMPC:I1BU
permanece con un radio hidrodindmico constante y cercano a los 100 nm, sin embargo,
inicia y permanece con valores de PDI altos, que pueden asociarse a una distribucion
variable de tamarios en el sistema liposomal. Para el dia diez, el sistema se ha separado
por completo, por lo que no fue posible determinar el tamafio de particula y PDI de la

muestra.
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Figura 51. Radio hidrodinamico en funcion del tiempo. En negro sistema DMPC:IBU y en

azul sistema DMPC:IBU:OGP.

Por otra parte, los liposomas del sistema DMPC:IBU:OGP permanecen con un radio

hidrodindmico constante a lo largo del estudio y el sistema permanece estable durante los

diez dias. En el sistema DMPC:IBU:OGP se presentan valores de PDI menores con

respecto al sistema DMPC:IBU. Los valores de PDI incrementan con respecto al tiempo y

se infiere que este incremento en el valor de PDI pudiera conducir a una segregacion de

fases, sin embargo, es importante destacar que la adicion de OGP en el sistema

DMPC:IBU contribuye favorablemente a la estabilidad del sistema.
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Figura 52. Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido SEM:

(A)y (B) Sistema DMPC:IBU. (C) y (D) Sistema DMPC:IBU:OGP.

En la Figura 52 de las imagenes obtenidas por microscopia SEM para el sistema
DMPC:IBU, se observa que las estructuras liposomales son ovoides y de tamafos
variables, también se observa la tendencia a la agregacion o fusién de liposomas. Por otra
parte, en el sistema DMPC:IBU:OGP, las imagenes obtenidas presentan estructuras
liposomales esferoides y una menor tendencia a la agregacion con respecto al sistema

DMPC:IBU.
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5.3.4 Sistema DMPC:IBU:CHOL y DMPC:IBU:CHOL:OGP

Los resultados obtenidos por ITC, DSC, DLS y microscopia electronica para los sistemas
liposomales de este estudio, hasta este punto del analisis, han indicado que la adicion de
colesterol a liposomas de DMPC incrementa la rigidez de la doble capa lipidica y favorece
a la estabilidad del sistema por su impacto en la uniformidad de tamafios de particula. La
adicion de lbuprofeno genera sistemas polidispersos y su adicion tiene un impacto
desfavorable en la estabilidad de los liposomas de DMPC. La adicion de tensoactivo OGP
en sistemas liposomales favorece la permeabilidad de la doble capa lipidica y tiene un

impacto positivo sobre la estabilidad de sistemas liposomales cargados con Ibuprofeno.

Los resultados de radio hidrodinamico y PDI para el sistema DMPC:CHOL:IBU presentan
una tendencia de incremento de tamafio con respecto al tiempo, sin embargo, el sistema
no segrego en dos fases como en el caso del sistema DMPC:IBU. A pesar del incremento
en radio hidrodinamico los indices de polidispersion no ascendieron de forma
considerable. Se observa nuevamente que la adicion de Ibuprofeno a liposomas de DMPC
desfavorece su estabilidad, sin embargo, la adicién de colesterol contribuye a la estabilidad

del sistema.
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Tabla 17. Radio hidrodinamico e indice de polidispersion de los sistemas
DMPC:CHOL:1IBU y DMPC:CHOL:IBU:OGP

DMPC:CHOL:IBU

DMPC:CHOL:IBU:OGP

Tiempo
(dias) RH (nm) PDI RH (nm) PDI
1 95+4 0.128 £ 0.012 116+ 3 0.086 £ 0.004
2 97 +4 0.123 £ 0.009 115+4 0.099 + 0.006
5 102 +7 0.146 £ 0.018 118+6 0.118 £ 0.018
10 146 + 5 0.145 £ 0.020 122 + 4 0.122 +0.022

De forma anéloga a lo observado en el sistema DMPC:IBU:OGP, en el sistema

DMPC:CHOL:IBU:OGP el tamafio de particula permanece sin variaciones considerables

a lo largo del tiempo. Los valores de PDI, para este sistema cargado con colesterol e

ibuprofeno disminuyen al adicionar tensoactivo OGP. Se observa una tendencia al

incremento de los valores de PDI con respecto al tiempo.
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Figura 53. Radio hidrodinamico en funcion del tiempo. En negro sistema DMPC:CHOL:IBU
y en azul sistema DMPC:CHOL:IBU:OGP.
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Las imagenes obtenidas mediante microscopia SEM para el sistema DMPC:CHOL:IBU
presentan estructuras liposomales amorfas y ovoides. La imagen (A) presenta un conjunto
agregado de liposomas. Por otra parte, las imdgenes de microscopia SEM del sistema
DMPC:CHOL:IBU:OGP presentan un conjunto de liposomas con mayor tendencia a la

esfericidad y con menor tendencia a la agregacion con respecto al sistema sin OGP.

Figura 54. Imdgenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido SEM:
(A) y (B) Sistema DMPC:IBU. (C) y (D) Sistema DMPC:IBU:OGP.
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Capitulo 7.

Conclusiones y perspectivas

7.1 Conclusiones

De acuerdo con el analisis de los resultados obtenidos por ITC, DSC, DLS y microscopia

electrénica para los sistemas liposomales de DMPC vy su interaccién con el tensoactivo

OGP, colesterol e ibuprofeno se concluye que:

En todos los sistemas de estudio presentados en este trabajo (DMPC,
DMPC:CHOL, DMPC:IBU y DMPC:CHOL:IBU) se presenté el fenomeno de reparto
de tensoactivo OGP en las estructuras liposomales y los parametros
termodinamicos de esta interaccion pudieron ser estudiados mediante un ajuste
satisfactorio del modelo de Wenk [42]. Sobre los resultados obtenidos en ITC. Se
determind que los cuatro sistemas estudiados se caracterizan como vesiculas
mixtas segun la primera etapa del modelo de Lichtenberg [39].

De acuerdo con los resultados obtenidos por ITC, se observé que la adicién de
colesterol disminuye la insercién de tensoactivo en los liposomas de DMPC,
mientras que la adicion de Ibuprofeno favorece la insercion de tensoactivo en los
liposomas de DMPC.

Para todos los sistemas de estudio, y de acuerdo con los resultados obtenidos por
DSC, se observdé que la inclusibn de tensoactivo en liposomas reduce su

temperatura de transicién, modifica la traza calorimétrica, reduce la entalpia de
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transicion de fase gel a fase cristal liquido y reduce la cooperatividad de la transicién
principal.

La adicién de colesterol y/o ibuprofeno a liposomas de DMPC no es uniforme y se
sugiere la presencia de dominios de colesterol y/o ibuprofeno. La inclusion de
colesterol y/o Ibuprofeno disminuyen la entalpia de transicion, la entropia de
transicion y la cooperatividad de la transicion.

La inclusibn de componentes a una bicapa lipidica afecta su esfericidad y radio
hidrodindmico, asi como la estabilidad de la suspensién liposomal. La adicion de
colesterol favorece la formacion de sistemas monodispersos, mientras que la
adicién de ibuprofeno genera sistemas con tendencia a tornarse polidispersos.

El tensoactivo octil-glucopiranésido incrementa la permeabilidad de la doble capa
lipidica de los liposomas de DMPC y permite mejorar la estabilidad de liposomas
cargados con Ibuprofeno. La adicion del tensoactivo OGP sobre sistemas
liposomales cargados con Ibuprofeno permite mejorar la estabilidad coloidal y
provee parametros favorables para el disefio de liposomas termosensibles.

Los experimentos y resultados reportados pueden ser considerados como una
referencia del comportamiento de liposomas de DMPC ante otros excipientes o
principios activos para el desarrollo de medicamentos, suplementos alimenticios o

productos cosméticos en los que sea empleada la tecnologia liposomal.
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7.2 Perspectivas

En este estudio se presentd el impacto de la adicion de componentes sobre las
propiedades termotrépicas, funcionales y coloidales de sistemas liposomales de DMPC
empleando a la molécula de ibuprofeno como modelo de farmaco hidréfobo. El desarrollo
de formulaciones liposomales de DMPC que consideren la nanoencapsulacion de
principios activos hidrofobos de bajo peso molecular puede confirmar o descartar la

posibilidad del uso de ibuprofeno como referencia de farmaco hidréfobo.

Las hipotesis sobre interacciones intermoleculares que se propusieron en este estudio
para justificar los atributos termodinamicos y de estabilidad coloidal pudieran ser
estudiadas y validadas con técnicas de simulacién molecular. De igual forma, el estudio
de la uniformidad de la encapsulacién del modelo de farmaco y su liberacion, son tépicos
que pueden ser estudiados mediante el desarrollo y validacién de técnicas analiticas para

este proposito.
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