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Resumen

En esta tesis de licenciatura se presentan resultados experimentales sobre la caracteriza-
cién de didmetro, potencial zeta y tasa de particulas de la formulacién Ly (DPPC:POPC:COL)
y L1A21 en la cual se ha incorporado el farmaco “Ester metilico de L-histidina de anfote-
ricina B”(A21). El trabajo se divide en dos fases principales. Durante la primera parte del
experimento se analiza la formulacion L; para tener un referente sobre el comportamiento
y caracteristicas de la formulacion, en la segunda parte se incorpora el farmaco A21 anali-
zando los cambios que produce en la formulacién L;. En la ejecucion de este experimento
fue utilizado el equipo EXOID IZON, para la interpretacién de datos recopilados es ne-
cesario utilizar el software Exoid Control Suite (ECS) a la par del programa Izon Data
Suite (IDS) el cual nos ayudara a analizar los datos obtenidos por el ECS asi como con
la creacién de graficas y reportes. Se realiza una comparacién (prueba T-Student) entre
las formulaciones L; y L;A21 para analizar si el cambio presentado es relevante (que se
encuentre fuera de los pardmetros de cambio en la prueba) tanto en didmetro como en
potencial zeta. Finalmente, con la informacion obtenida se plantea una hipotesis y trabajo
a futuro como la creacion de nuevos protocolos o la implementacién de nuevas técnicas a
una misma formulacion para obtener caracterizaciones mas completas.
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Lista de abreviaturas

A21: Ester metilico de L-histidina de anfotericina B

= AmB: Anfotericina B

= CHCI;: Cloroformo

= COL: Colesterol

» DPPC:2,3-dipalmitoil-sn-glicero-1-fosfocolina
s L;: Formulacién DPPC: POPC: COL

s [[;A21: Formulacién DPPC: POPC: COL mas Diclorato de éster metilico de L-
histidina de anfotericina B

» mM: Cantidad de una sustancia igual a una milésima de un mol (10~® molar)
» mV: mili voltio (1073 V)

= nm: nanémetro(10™% m)

= PBS: Solucién salina tamponada con fosfato

» POPC: 3-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-1-fosfocolina

» PZ: Potencial Zeta

= TRPS: Deteccién de pulsos resistivos sintonizable.
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Capitulo 1

Introduccion

Desde su descubrimiento en 1961 por el hematélogo britanico Dr. Alec. D. Bangham
los liposomas han sido un tema de gran interés y estudio.Se han empleado como modelos
de membranas celulares y como vehiculos para la administracion de farmacos altamente
exitosos [1]. Se han logrado varias aplicaciones biomédicas y avances notables en su carac-
terizacion. Consisten en una o multiples bicapas lipidicas concéntricas que debido a sus
caracteristicas anfipaticas permiten encapsular un volumen acuoso, podemos clasificarlos
como vesiculas unilamelares pequenias “ small unilamellar vesicle” (SUV), grandes “large
unilamellar vesicle” (LUV) y vesiculas de muy gran tamano “giant unilamellar vesicle”
(GUV). Dadas las caracteristicas y comportamiento los liposomas prometen ser el portador
de farmaco ideal [2, 1].

1.1. Enfermedades micdticas

Las infecciones micéticas sistémicas son ocasionadas por hongos y se pueden clasificar
de acuerdo con la capacidad infectiva en dos categorias:

1. Micosis sistémicas por patogenos primarios.
2. Micosis sistémicas oportunistas.

Las micosis sistémicas oportunistas afectan principalmente a pacientes con el sistema inmu-
nologicos comprometidos debido a enfermedades como SIDA o que presentan neuropatias
3, 4]. Las micosis son tratadas con antifingicos de amplio espectro, los cuales en su mayoria
causan graves efectos secundarios debido a la severa toxicidad que presentan, en algunas
ocasiones las micosis generan resistencia a estos antifingicos. Se presenta una tabla (1.1)
con el mecanismo de accién de los principales antifingicos [5]. En esta investigacién nos
centramos en polienos como principal tratamiento.

1.2. Polienos

Los antimicoticos cuentan con una amplia variedad de compuestos con distintos meca-
nismos de accién. Los polienos son moléculas macrémolidas con cadenas insaturadas que



comparten ciertas caracteristicas fisicas entre ellos y presentan diferencias en sus espec-
tros de absorcién, aun asi presentan un amplio espectro de efectividad en el tratamiento
de las enfermedades fungicas. En este grupo podemos encontrar Nistatina, Natamicina y
Anfotericina B.

Los polienos presentan las caracteristicas de tener poca biodisponibilidad digestiva asi co-
mo una baja solubilidad en agua, estas caracteristicas han limitado su uso, uno de los
principales y mas utilizados es la Anfotericina B debido a su amplio espectrémetro de
efectividad y pocas infecciones presentan resistencia [5].

Categoria Principales Mecanismo de accion
antifuingicos

. Alteraciones en la membrana celular que
e Anfotericina B

Polienos ) i interfieren con las funciones vitales de la célula
« Nistatina
como reduccién de estabilidad estructural en la
membrana y aumento de permeabilidad.
Inhibicién de la sintesis de 4cidos nucleicos’
Pirimidinas *1 Biomoléculas grandes que cumplen funciones esenciales
e Fluorocitosina etodas
las células como almacenamiento y expresion de
informacién genomica.
e Miconazol
e Ketoconazol
Azoles Inhibicién de la sintesis de ergosterol

e Fluconazol
Entre otros
e Caspofungina

e Anidulafungina

Equfnocandinas Inhibicién de la sintesis de glucano?

« Micafungina

*2 Es un tipo de polisacarido compuesto por una secuencia de
moléculas de glucosa (aziicar) unidas entre si, ejercen
funciones de almacenamiento energético o forman

estructuras en la célula.

Tabla 1.1: Principales antifingicos y mecanismos de accion.

1.3. Anfotericina B

Es usada para el tratamiento de micosis sistémicas oportunistas con dosis limitadas
debido a las reacciones adversas que generan.
La anfotericina B (AmB) es el antiftingico poliénico de eleccién para tratar micosis sistémi-
cas debido a que es uno de los antifingicos de mayor espectro disponibles, es producido
por cultivos de bacterias de Streptomyces nodosus [6]. Su perfil de efectividad es muy am-
plio y pocas infecciones presentan resistencia [5]. Presenta baja solubilidad en agua, baja
biodisponibilidad! digestiva y es un producto sensible a la luz [6].
En su estructura (figura 1.1) cuenta con una cadena poliénica de siete enlaces dobles
heptaenos que le confiere un cardcter hidrofébico (encerrado en color rojo) y los grupos

!Cantidad de farmaco que llega de forma activa a la circulacién sistémica y la velocidad a la que esta
accede al lugar de accién.



Cadena hidrofilica de grupos hidroxilo

O. _O_ .CHy

Siete enlaces dobles conjugados U
HO" " ~OH

NH,

Residuo de micosamina

Figura 1.1: Estructura quimica de Anfotericina B con las tres principales regiones marca-
das: cadena poliénica de siete enlaces dobles heptaenos (encerrado en color rojo),grupos
de hidroxilo (encerrado en color azul), residuo de micosamina (encerrado en color amari-
llo). Nota: Imagen creada por la Dra. Lucero Diaz Peralta en ChemDraw, utilizada con
permiso.

de hidroxilo que le confiere un cardcter hidrofilico (encerrado en color azul) dandole a
los grupos hidroxilo de la molécula caracteristicas anfipaticas y presenta un residuo de
micosamina en el extremo de la molécula.

1.3.1. Mecanismo de accién de la AmB

La hipétesis mas aceptada del mecanismo de accién de la Anfotericina B propone la
unién a los esteroles con los polienos que forman poros hidrofilicos (figura 1.2) también
conocido como canal transmembrana, mostrando mayor afinidad por el ergosterol que se
encuentra presente en la membrana fingica generando poros, estos poros permiten el paso
de iones y moléculas pequenas lo cual interfiere con funciones vitales para las células [5, 7].

Paro

Anfotericina B

Fosfolipide

Segmento Y & e
de heptaeno

Ergosterol

Figura 1.2: Modelo clasico de poro formado por AmB.Nota: Adaptado de Vertiz, E. Q. Q.
(2023b, agosto 28). Farmacos antifingicos. Studenta.



La AmB cuenta con la capacidad de unirse al colesterol (presente en mamiferos) con

una menor afinidad comparada con el ergosterol, se cree que esta es la razén de las reac-
ciones adversas [8].
El uso clinico de AmB se ve reducido dado que su toxicidad colateral limita la cantidad de
farmaco que puede ser suministrado; provoca reacciones de tipo inmediato como: fiebre,
escalofrios, vomitos y cefaleas y también reacciones a largo plazo como una alta nefroto-
xicidad [7]. La problematica que gira en torno a la AmB se ha intentado resolver de dos
formas principales:

1. Sintetizando derivado de AmB con la misma eficacia.
2. Sistemas de entrega novedosos (e.g liposomas)
3. Buscando nuevos farmacos.

En cuanto a nuevos sistemas de entrega, las formulaciones liposomales de polienos lograron
reducir significativamente la toxicidad de farmacos y aumentar la cantidad de dosis tolerada
9].

Sin embargo, hasta ahora no se ha logrado caracterizar y comercializar ningin derivado
de AmB aun teniendo candidatos prometedores como el A21 [10].

1.3.2. Ester metilico de L-histidina de anfotericina B (A21)

El Ester metilico de L-histidina de anfotericina B, también conocido como A21 o
AmB21 es un antibiético polieno macrolido derivado de la estructura de la AmB.

Cadena hidrofilica de grupos hidroxilo

0. .CH, CHs

Siete enlaces dobles conjugadas 0 .
U Grupo éster metilion
HO™ ™ OH

H de L-histiding
NH,
Residuo de micosamina

Figura 1.3: Estructura quimica del A21 con las tres principales regiones marcadas: cadena
poliénica de siete enlaces dobles heptaenos (encerrado en color rojo),grupos de hidroxilo
(encerrado en color azul), residuo de micosamina (encerrado en color amarillo), Grupo
éster metilico de L-histidina (encerrado en azul claro). Nota: Imagen creada por la Dra.
Lucero Diaz Peralta en ChemDraw, utilizada con permiso.

Cuenta con una estructura similar (figura 1.3) siendo la principal diferencia en su estruc-
tura la presencia del grupo éster metilico de L-histidina que reemplaza al grupo carboxilo

4



de la AmB, al ser un derivado se plantea que cuenta con el mismo mecanismo de accién,
formando poros o canales transmembrales que permiten su unién a los esteroles. [11, 12]

Este derivado muestra diversas caracteristicas que mejoran su seguridad, asi como una
mayor solubilidad en soluciones acuosas [10].

1.3.3. Mecanismo de entrega

Aun teniendo un derivado con mejores caracteristicas es necesario tener un buen me-
canismo de entrega que reuina las propiedades adecuadas como: Los nanoportadores son
una prometedora forma de entrega de farmacos, en donde se busca reunir las mejores ca-
racteristicas y propiedades con la finalidad de una mejora significativa en el transporte,
estabilidad, tiempo de vida 1til, entrega del farmaco y reduccion de efectos secundarios.
Las formulaciones lipidicas y liposomales de polienos ofrecen una gran alternativa a esta
problematica reduciendo significativamente la toxicidad y danos colaterales y permitiéndo-
nos aumentar las dosis suministradas [13], debido a las ventajas que nos ofrecen estas for-
mulaciones nos vemos en la necesidad de buscar formulaciones mas estables que podemos
caracterizar y elaborar con lipidos que tengas las propiedades adecuadas para el farmaco
que sera utilizado y para el mecanismo de aplicacion que se utilizara.

1.4. Liposomas

Uno de los métodos preferidos para transporte y liberacion de farmacos son los nano-
portadores las cuales pueden ser pequenas vesiculas formadas a base de polimeros naturales
o sintéticos como los liposomas, los cuales podemos elaborar a base de colesterol y una
mezcla de fosfolipidos. Esto nos otorga una gran versatilidad debido a que podemos brin-
darle diversas propiedades a la composicion que tenemos para disenarlos y caracterizarlos
de acuerdo con las necesidades que se busca satisfacer.

Estan formados por fosfolipidos, los cuales forman espontaneamente pequenas vesiculas
al hidratarse con soluciones acuosas, esto debido al caracter anfipatico de los fosfolipidos.
Podemos definir a los liposomas como una estructura esférica coloidal cuya membrana
liposomal generalmente esta conformada por una o més bicapas encerrando una sustancia
acuosa en su nucleo.

Los liposomas son usados como portadores de numerosas formulaciones y han tenido aplica-
ciones en las industrias cosmética y farmacéutica, Son considerados poderosos sistemas de
entrega debido a la versatilidad que tienen para formar estructuras capaces de encapsular
voliimenes acuosos en su interior, esto debido a su cardcter anfipatico, la biocompatibilidad
y biodegradabilidad que presentan, asi como su no inmunogenicidad?® [14, 15].

1.4.1. Lipidos

Son un grupo de moléculas heterogéneas constituyentes de los seres vivos (grasas, acei-
tes, esteroides, ceras, etc.) que funcionan como componentes estructurales esenciales en
las membranas y sus propiedades biofisicas determinan la interaccién que tiene con otros

2Capacidad de una determinada sustancia para generar respuestas inmunes.



lipidos y proteinas de su entorno. Presentan la caracteristica de ser insolubles en agua.
[16, 17] Existe una amplia composicién de lipidos las cuales afectan la eficacia de las for-
mulaciones liposomales [18].

Tenemos tres tipos generales de lipidos que pueden conformar una membrana, como se
muestra en la figura 1.4
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Figura 1.4: Principales lipidos presentes en la membrana.

1.4.2. Fosfolipidos

Los fosfolipidos son lipidos anfipaticos que se encuentran en cualquier membrana celu-
lar, tienen la caracteristica de contar con un grupo polar y un grupo apolar. Son moléculas
anfipaticas®, debido a esta caracteristica son ideales para la formacién de bicapas, estas
se forman de manera espontanea al entrar en contacto con un medio acuoso en donde se
agrupan en dos regiones que conforman una bicapa alargada que en algiin punto comenzara
a curvarse formando una vesicula esférica.

En la tabla 1.2 presentamos algunos lipidos usados para la elaboracion de formulacio-

nes liposomales con carga eléctrica.
Las membranas celulares generalmente estan hechas de fosfolipidos. Estos iltimos presen-
tan un caracter anfipatico al tener una cabeza formada por un grupo de fosfatos hidrofilicos
de caracter polar y dos colas formadas por dcidos grasos hidrofébicos de caracter apolar
como se muestra en la figura 1.5.

3Molécula o compuesto que tiene propiedades tanto hidréfilas como hidréfobas.
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Figura 1.5: Esquematizacion de un fosfolipido.

Abreviatura Lipido Carga

DPPC 1,2-dipalmitoil-sn- Neutra

glicerol-e-fosfocolina

POPC 1-palmitoil-2-oleoil- Neutra

glicerol-3-fosfocolina

HSPC Fosfatidilcolina de soja Neutra

hidrogenada

Col Colesterol

DSPG 1,2-diestearoil-sn-glicerol- Negativa

3-fosfoetanolamina

Tabla 1.2: Lipidos con cargas.

1.4.3. Caracteristicas generales de los liposomas

Fueron descritos por primera vez en 1964 por Alec Bangham, quien descubrié que
los lipidos secos se organizan espontaneamente de manera desorganizada si se ponen en
contacto con una cantidad suficiente de agua [19]. Los liposomas son pequenas vesiculas
esféricas compuestas por una bicapa de lipidos que encierran un volumen acuoso en su
interior.

Debido a la composiciéon que presentan, cuentan con ciertas similitudes a las membranas
celulares, lo que permite la compatibilidad y hace eficaz la entrega de compuestos en los
liposomas.



Al estar en contacto con el agua, los lipidos se agrupan formando estructuras particu-
lares en las que podemos encontrar micelas, liposomas unilamelares* o multilamelares® y
bicapas como se muestra en la figura 1.6.

Figura 1.6: Esquema de estructuras liposomales; micela (izquierda), liposoma unilamelar
(centro), bicapa lipidica (derecha). Nota: Adaptado de Bitounis D, Fanciullino R, Tliadis
A, Ciccolini J. Optimizing druggability through liposomal formulations: new approachs to
an old concept.

En la clasificaciéon de liposomas encontramos diversos tamanos:

= Vesiculas unilamelares pequenas por sus siglas en ingles “SUV” menores a 100 nm
de diametro.

= Vesiculas unimelares grandes por sus siglas en ingles “LUV” con un didmetro desde
100 nm hasta 1 pm.

= Vesiculas unilaminares gigantes por sus siglas en ingles “GUV” con un didmetro
mayor o igual a 1 ym de diametro.

En los lipidos la existencia de una parte polar y otra apolar determina la formacién de
vesiculas, esto debido al autoensamblaje espontaneo debido a la hidratacion, el autoen-
samblaje de lipidos se genera por efecto hidrofébico, es termodindmicamente espontaneo
y estable.

Para utilizar liposomas como transportadores de sustancias a la célula, buscamos alcanzar
estabilidad en el tamano, para esto utilizaremos una técnica de caracterizacién de formu-
laciones ”Deteccion de pulsos resistivos sintonizable” o TRPS por sus siglas en ingles la
cual nos ayudara a determinar el tamano de estas particulas, si se busca encapsular algin
farmaco o compuesto es necesario agregar lipidos que sean adecuados para encapsular este
compuesto.

1.4.4. Liposomas como mecanismos de entrega

Los liposomas como métodos de entrega han sido fuertemente estudiados debido a sus
propiedades tnicas y a la capacidad que tienen para modificarse y obtener las propiedades
deseadas.

4Con una sola bicapa de lipidos.
5Presentan més de una bicapa de lipidos.



Se cree que el mecanismo de accion de las formulaciones liposomales para entrega de AmB
es viajando a través de la pared fingica hasta la membrana en donde es liberado el farmaco
[7].

El tamano 6ptimo de los liposomas para ser utilizados como vehiculos de entrega y trans-
porte de farmacos es de entre 50 a 100 nm de didmetro, entrando en la categoria de SUV
y buscando un potencial ¢ éptimo® que le otorgue estabilidad a los liposomas. Buscamos
este tamano y potencial zeta (PZ) adecuado para evitar que sean detectados por el sistema
inmune, si tenemos un tamano mas grande serd detectado y no entregara el compuesto en
la zona afectada, si son més pequenos no tendremos la suficiente absorcién [9]. En la cues-
tion de PZ no tenemos definido un rango exacto, pero buscamos que estén en un rango de
+ 30 mV, dependiendo la funcién que se necesite cubrir, con PZ positivos en los liposomas
podemos transportar material genético, con PZ negativos podemos transportar farmacos
7, 9].

Las formulaciones lipidicas de polienos han logrado reducir significativamente los dafios
colaterales de algunos medicamentos y aumentar la cantidad de farmaco que puede ser
suministrado [7, 9, 14|, esto debido a su mecanismo de almacenamiento y liberacién del
farmaco.

Se consideran sistemas efectivos de transporte y administracion de farmacos, usados prin-
cipalmente para los siguientes propositos:

1. Controlar el transporte y liberaciéon de farmacos.
2. Modificar la biodistribucién”.

3. Dirigir el suministro de farmacos.

4. Mejoras en la solubilidad y biodisponibilidad.

Para ser utilizados con materiales bioactivos es importarte caracterizar el tamano, concen-
tracion, tiempo de vida 1til. Y la distribucion de PZ. Es por esto que se busca estandarizar
un protocolo para la elaboracion de formulaciones liposomales.[15].

Las bicapas lipidicas pueden encontrarse en estado gel o fluido, esto dependiendo de la
composicion de los lipidos, la temperatura a la que se encuentren y la temperatura de
transicion de los lipidos. Al crear las formulaciones liposomales se le puede conferir carga
positiva o negativa a los liposomas con base en los lipidos utilizados si son neutros o car-
gados y con las soluciones hidratantes, esto aumenta la repulsion electrostatica entre las
bicapas generando un aumento en el volumen acuoso encapsulado.

1.4.5. Formulaciones liposomales y método de elaboracion

La seleccion de lipidos que se utilizan para cada formulacion es determinada de acuer-
do a las caracteristicas y propiedades que buscamos optimizar en cada formulacion con
base en el farmaco que se utilizara. [20] Existen diversos métodos para la elaboracién de

6Por potencial ¢ éptimo entendemos un PZ de -30 mV lo cual es adecuado para transporte de farmacos
y altamente estable (no presenta coagulaciones o floculaciones) .
"Métodos de seguimiento en el viaje de moléculas de interés biolégico.



formulaciones liposomales o liposomas. El méas utilizado es el método Bangham o método
de hidratacién [21, 13]. De manera general, los métodos de preparacién de formulaciones
liposomales buscan cumplir cuatro aspectos principales:

= Mezcla de lipidos adecuados en un disolvente organico

= Dispersién o hidratacion en un medio acuoso

= Métodos para unificar o purificar el tamano de las vesiculas resultantes

= Analisis de la formulacién resultante con algin software para conteo de particulas.

El método de hidratacién consiste en solubilizar los lipidos en un solvente organico, se
colocan a rota-evaporacién en un matraz de fondo redondo sometiéndolos a un cambio
de presién para obtener una pelicula delgada. Posteriormente, se hidratan con una so-
lucion para regular el pH y para crear una poblacién de liposomas heterogénea, en oca-
siones es necesario utilizar métodos adicionales para obtener vesiculas més uniformes y
pequenas. |19, 21]

La principal desventaja que presenta el método Bangham es que el método de elaboracién
no esta sistematizado para emplearse a gran escala y los costos de elaboracién atin son
altos y esto no asegura que la formulacién tenga las caracteristicas deseadas.

Las emulsiones liposomales pueden adquirir distintas coloraciones traslicidas(figura 1.7b)
o lechosas (figura 1.7a), esto dependiendo segin el tamano y aglomeracién de las vesiculas
y la concentracion de los lipidos presentes.

Si tenemos una coloracion blanca quiere decir que tenemos particulas de diversos tamanos,
por lo que la luz que dispersan estas particulas es de diversos colores, y la suma de to-
dos estos colores nos genera el color blanco en la formulacién. Al someterla a agitacion
ultrasénica y obtener particulas mas uniformes obtenemos una formulacion transparente
con cierta coloraciéon azul.Se cree que la forma de interaccién de los liposomas con la mem-
brana es mediante la fusién de la bicapa lipidica al entrar en contacto con la membrana
celular o que las vesiculas pueden ser introducidas a la célula por endocitosis®.

Las formulaciones liposomales presentan una gran alternativa para lidiar con la toxicidad
colateral de diversos farmacos y para encontrar mecanismos de entrega mas efectivos debi-

do a la ventaja de la caracterizacién y modificacién de los componentes de la formulaciéon
[14].

1.5. Potencial zeta ()

Es importante conocer y controlar las propiedades fisicoquimicas de un sistema de
particulas como lo es el potencial zeta.
La seleccion de lipidos es esencial para mejorar la eficacia de la formulacién; sin embargo,
aun con una buena seleccién de lipidos no garantiza una formulacion exitosa, hay una serie
de parametros que se deben controlar como el tamano y el potencial superficial, dado que
cambios pequenos en estas propiedades pueden afectar significativamente en los resultados

8Proceso a través del cual una célula introduce material extracelular.
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(a) Liposomas coloracién lechosa (b) Liposomas coloracién traslucida

Figura 1.7: Liposomas formulacion DPPC:POPC:COL.

de la formulacién liposomal [22, 18].

La medicion del potencial zeta se ha convertido en una técnica estandar para la caracteri-
zacién de nanoparticulas. Podemos definirlo como el potencial en el plano de deslizamiento
que separa al coloide de los iones asociados del medio de dispersién bajo un campo eléctri-
co [13] y nos ayuda a determinar la estabilidad en la interaccién particula — particula en
una formulacién o un sistema coloidal, caracterizando el potencial superficial y densidad
de particulas. Se encuentra altamente influenciado por el solvente en que se encuentre la

formulacion o coloide y en el caso de formulaciones liposomales por la seleccion de lipidos
[23].

1.5.1. Coloides

Un sistema coloidal esta compuesto por dos fases, una fase dispersa y una fase disper-
sante. Podemos clasificar a los coloides en lidfilos (atraen solventes) y en li6fobos (repelen
solvente) si el solvente es agua se clasifican en hidrofilico e hidrofébico respectivamente.[24]
En un sistema coloidal las particulas tienden a agregarse o formar coagulos; el comporta-
miento de los coloides en agua estd influenciado por su carga electrocinética’; esto genera
repulsion entre los coloides y evita aglomeraciones, si la carga disminuye significativamente
los coloides comienzan a aglomerarse como se muestra en la figura 1.8 [25]. Los coloides
generalmente cuentan con una capa eléctrica en la superficie con carga negativa; debido a
esta carga, los iones de carga opuesta que se encuentran en el medio acuoso que los rodea
se agrupan formando una atmésfera de iones [24].

9Parte de la electricidad que estudia el comportamiento de la carga en movimiento y su propagacién
a través de cuerpo conductor. Parte de la fisica que estudia el fenémeno que produce la electricidad en
movimiento, en el mismo conductor.
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(a) Repulsion en particulas cargadas. (b) Atraccién en particulas sin carga.

Figura 1.8: Interaccién de particulas coloidales. Nota: figura de elaboracién propia.

1.5.2. Doble capa

Entendamos el fenémeno de la siguiente manera:

Supongamos que tenemos un sistema coloidal, los coloides llevaran carga negativa, al en-
trar en contacto con los iones que contiene la fase dispersante, los iones con carga positiva
comenzaran a ser atraidos uniéndose a la superficie del coloide. Estos se unen creando una
capa ordenada y rigida que cubrirda toda la superficie de la particula, a esta capa se le
conoce como “capa de Stern” (1.9a).

La carga del coloide seguira atrayendo a los cationes que se intentaran unir formando una
segunda capa, pero al estar ya unida la capa de Stern sufrirdn una repulsién, esto ocasio-
nara que la segunda capa se quede flotando de manera més desorganizada y movil en una
“capa difusa” (1.9b).

(a) Capa de Stern pegada a (b) Capa difusa al rededor
la superficie del coloide. del coloide.

Figura 1.9: Doble capa difusa. Nota: figura de elaboracién propia.

La unién de la capa de Stern y la capa difusa generan lo que conocemos como “doble
capa” las dimensiones de esta doble capa asi como la carga que presenten estara fuerte-
mente influenciado por el tipo de solucién en su entorno y la concentracién de iones en
ella.
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Ahora entendiendo mejor que es la doble capa difusa nos queda preguntarnos jen dénde
se encuentra el potencial zeta? Y ;como podemos medirlo?

El potencial zeta lo encontraremos entre la capa de Stern y la doble capa difusa (figura:
1.10), podemos definirlo como la diferencia de potencial entre estas capas, es usado como
una aproximacién de la carga superficial en nanoparticulas [26] y nos brinda informacién
relevante sobre la estabilidad del sistema coloidal que se encuentra en movimiento debido
a la influencia de un campo electromagnético [27]. Es importante recalcar que el potencial
zeta no es el potencial de superficie de la particula, ni el potencial eléctrico en la capa
de Stern; sin embargo, es una buena aproximacion para caracterizar las propiedades de la
particula, sobre todo si la particula esta en una solucion.

Capg o,

%
Capa d@ (0%
S
©
-

-

potencia\ 2

Figura 1.10: Representacién de la locacion del potencial Z. Nota: figura de elaboracién
propia.

El PZ, a pesar de ser una buena aproximacion, tiene algunos limitantes, siendo el pH el
parametro mas influyente para determinar el tamano de la particula y el PZ que esta
adquirira.En las soluciones acuosas otros parametros que influyen son la temperatura y la
viscosidad del medio en que se encuentre el sistema coloidal [26].

1.6. Deteccién de pulsos resistivos sintonizable (tu-
nable resistive pulse sensing TRPS)

Es una técnica que nos permite estimar el valor del PZ de manera experimental. Tene-
mos dos variables de esta técnica, la deteccién de pulsos resistivos (RPS) y la deteccién de
pulsos resistivos sintonizable (TRPS). La principal diferencia entre estas técnicas es la ven-
taja de un nanoporo flexible, con el cual podemos modificar la apertura del nanoporo a las
necesidades de la muestra que mediremos. Esta técnica se ha posicionado como un método
de caracterizacién optimo para particulas en un rango nanométrico hasta micrométrico y
nos da la ventaja de analizar un conteo de particulas individuales, es decir, particula por
particula.
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Nos permite analizar distintas particulas coloidales y caracterizar el tamano, concentracion
de particulas y estimar el PZ de las particulas.

Para el método de TRPS se utiliza un nanoporo flexible principalmente de poliuretano que
cumple el papel de una membrana delgada que permite el paso de una corriente de iones.
Se puede modificar la apertura del poro con ayuda del equipo utilizado, a diferencia del
RPS en donde tenemos un nanoporo con apertura fija [28, 29, 30].

1.6.1. Principio de Coulter

Este método tiene sus origenes en el contador Coulter, el cual fue desarrollado a prin-
cipios de la década de 1950 por Wallace H. Coulter. Fue usado principalmente en el campo
de la hematologia y fue hasta la década de 1970 cuando se comenzé a emplear en el conteo
de particulas como virus, bacterias, vesiculas extracelulares y microorganismos. El princi-
pio bésico de esta técnica es por el conteo y andlisis de bloqueos en la corriente iénica [29].

Deposito 1

Nanoporo

T__,_J
Electrodos

Deposito 2

Figura 1.11: Esquema de la estructura de las celdas inferior y superior. Nota: figura de
elaboracion propia.

Nuestro sistema estd basado en dos depdsitos en donde podemos colocar una solucién
acuosa que nos permita el paso de la corriente (generalmente electrolitos). Estos depésitos
cuentan con un electrodo, lo cual nos permitira tener una corriente continua al aplicar una
diferencia de potencial (A V') entre los depésitos. En la parte media entre los depdsitos
colocamos el nanoporo que cumplird el papel de una membrana delgada que permite el
paso de electrolitos y, por lo tanto, de la corriente (figura 1.11). Cuando una particula
atraviesa el nanoporo observamos un evento de bloqueo, lo que genera una disminucién
transitoria en la corriente idnica, lo que conocemos como un “pulso resistivo”, esto pode-
mos visualizarlo de la siguiente manera, dado que el bloqueo lo genera una particula, esta
desplaza un poco de liquido electrolitico lo que genera un aumento en la resistencia del
circuito reduciendo temporalmente la corriente (I = V/R).

La técnica nos da la ventaja de realizar un conteo de particulas individual analizando
una serie de pulsos resistivos continuos que, a diferencia de otros métodos, nos permite
obtener resultados individuales. La técnica con ayuda del equipo nos permiten relacionar
la cantidad de bloqueos presentes en la linea basal con la cantidad de particulas en la
formulacién, el tamano del decaimiento en la corriente iénica, podemos relacionarlo el
volumen de la particula y la duracién del bloqueo con la velocidad de la particula.
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1.6.2. Pulsos resistivos
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Figura 1.12: Esquematizaciéon de la interpretacion de los bloqueos en la linea basal. Nota:
figura modificada a partir de la imagen presente el en manual IZON EXOID.

El equipo nos permitira visualizar la cantidad de bloqueos que tenemos presentes en

la linea basal en tiempo real, la interpretacion de estos bloqueos puede llevarse a cabo de
manera muy sencilla.
Siempre tendremos presente en la pantalla la corriente en nano amperes (nA) en el eje “y”
y el tiempo transcurrido en segundos (s) en el eje “x”, cada una de las particulas al pasar
generara un decaimiento que podemos observar en la pantalla el cual se verd como un pico
decreciente en la corriente, podemos interpretar el tamano o volumen de nuestra particula
en relacion con el decaimiento que tuvo la corriente, una particula mas grande generara un
mayor desplazamiento de volumen acuoso y esto generara un aumento en la resistencia ma-
yor, lo que genera un decaimiento mas grande. La velocidad de la particula viene dada por
el tiempo que duré el decaimiento de corriente, una particula grande y lenta nos generara
un gran decaimiento que dure mas, comparado con una particula pequena y rapida. En la
figura 1.12 tenemos un esquema de la interpretacion de un pulso resistivo. Para obtener
resultados mas acertados es necesario que la linea basal no presente anormalidad como
saltos en la corriente, inestabilidad en la linea o decaimientos y subidas de corriente muy
dréasticas, estas alteraciones generan que el nanoporo pueda sufrir obstrucciones y danos
que a largo plazo impedirian su uso.

1.6.3. Geometria del nanoporo

Como ya hemos mencionado la técnica TRPS nos da la ventaja de modificar la aper-
tura de la membrana a distintas escalas (existen nanoporos desde los 40 nm hasta 11 pm),
esto es posible debido a que nuestra membrana o nanoporo estd hecha de un termoplastico
que permite la apertura y cierre (nanoporo redimensionable) los cuales se elaboran perfo-
rando un elastémero estirado y nos permiten deformarlo por medio de un estiramiento o
relajamiento biaxial.[31, 32]

Para obtener las mediciones de tamano y concentracion generalmente nos basamos en un
modelo geométrico del nanoporo, al aplicar un estiramiento biaxial en el nanoporo no
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abriremos la apertura de forma equitativa, no obtendremos un canal totalmente recto,
la geometria que se sugiere es un nanoporo con apertura coénica como se muestra en la
figura: 1.13. Debido a la geometria del nanoporo la manera en la que se sugiere se puede
aproximar la resistencia es por medio de la ecuacion:

4pL
= TAB (11)

En donde p es la resistividad de los medios electroliticos, L la longitud de los poros y A,B
las dimensiones de los poros, es decir la apertura de las areas de la mas pequena a la mas
grande [33].

Como podemos observar en la figura 1.13 la resistencia sera un gradiente, en donde po-
demos dividir la secciéon del nanoporo en pequenos segmentos, el nanoporo presenta la
caracteristica de tener segmentos conicos simétricos, por lo tanto la resistencia cualquier
punto "x”del eje Z, desde la apertura del nanoporo la podremos aproximar mediante la
ecuaciéon 1.2

Ap(Zy — Z,)

it = TA,B,

(1.2)

En la ecuacién 1.2 notamos que la longitud L ahora se ha representado por (Z, — Z,)
lo cual indica que ahora trabajamos sobre una distancia a lo largo del eje del nanoporo y
A, B, son los didmetros desde la apertura mas pequena del nanoporo hasta la de mayor
tamano.
Este gradiente de resistencias en los poros cénicos nos permite una sensibilidad mayor a
las particula. Una problematica de los poros redimensiables es el posicionamiento en la
ubicacion de la particula a lo largo del eje Z del nanoporo.
Eso puede solucionarse modelando el nanoporo como un conjunto de secciones cénicas,
de esta manera podemos conocer la posicién, tamano y velocidad de la particula. Otra
manera de estimar el PZ es por medio de una integral la cual estd dada por una integral
entre las distancias del nanoporo estirado con respecto al eje “z”.
La integral queda de la siguiente manera:

A p

= —— dz. 1.
RpOT‘O Ab (Z) z ( 3)

Con A(Z) el area de la seccién transversal del poro en la posicién z y p es la resistividad
del electrolito.

El conocimiento de las dimensiones de los nanoporos y el perfil de resistencia que presen-
tan es un punto clave, esto para seleccionar el nanoporo adecuado a las muestras que se
mediran y poder obtener lineas de corriente estables. Es importante que evitemos deforma-
ciones en el nanoporo, al ser de un material moldeable en determinado lapso podria sufrir
deformaciones que generen complicaciones al realizar el anélisis, es por esto que tenemos
un rango de estiramiento 6ptimo como se muestra en la tabla 1.3
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Figura 1.13: Geometria del nanoporo al sufrir un estiramiento. Nota: imagen adaptada de
"Tunable Resistive Pulse Sensing: Better Size and Charge Measurements for Submicrome-
ter Colloids. Analytical Chemistry”

Estiramiento en el nanoporo (mm)

435-440 450-470 43.0 49-435
Trabajar con un

Poca tension aplicada estiramiento de 48
lo que generara mm o mas genera una |Lineas basales muy
inestabilidad en la N . buena estabilidad en la|estables pero el
. Estiramiento optimo . .
linea basal y generara para operar. linea basal pero nanoporo puede sufrir
demasiados blogueos generara problemas deformacion a largo
al NO TENER UNA para trabajar en plazo.
APERTURA OPTIMA tensiones mas bajas

posteriomente.

Tabla 1.3: Estiramiento éptimo en el nanoporo.

Concentracién

El nanoporo mide la concentracion con referencia al flujo impulsado por el cambio de
presion, es decir, relacionamos la frecuencia con la que se presentan los pulsos resistivos o
bloqueos (f) con la cantidad de particulas que se encuentran en la suspensién coloidal y
con la velocidad con la que se desplazan las particulas a través del nanoporo (V).

Potencial zeta

La medicion del potencial zeta se lleva a cabo al someter la suspension a un campo
eléctrico y medir la velocidad de desplazamiento de las particulas a través del nanoporo,
bajo el efecto del campo eléctrico.

Para el campo eléctrico consideramos un campo contante formado por dos placas conduc-
toras paralelas que seran los electrodos superior e inferior del EXOID, el campo estara
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dado como:

B == (1.4)

el voltaje es una variable que nosotros controlamos, tomando el promedio de voltaje en
450 mV y el espesor de la membrana de 300 pum tomando [33] tomando estos datos el
campo eléctrico que tenemos tendrd una magnitud promedio de:

E=—-=—"""F=15— (1.5)

Esta propiedad de las particulas es mayormente experimental debido a que se deduce de
la movilidad electroforética (p.) la cual se deriva utilizando la siguiente formula:

He = — (16)

Donde V es la velocidad de la particulas y E la intensidad del campo eléctrico, cuando
se busca calcular el PZ a partir de esta movilidad teniendo en cuenta que las particulas
se encuentran en un medio acuoso hay mas variables que considerar en la ecuaciéon 1.7 se
presenta como calcular el PZ a partir de la movilidad electroforética, para esto se emplea
la ecuacién de Henry.

2¢.€0( f(ka)
= O 1.7
e 30 (1.7)
Con €, como la permitividad relativa o constante dieléctrica, ¢y permitividad del vacid, ¢
el potencial , f(ka) funcién de Henry y 7 la viscosidad a temperatura experimental [27].
El equipo que se utilizara ya cuenta con un software de analisis que considera diversas

variables y ecuaciones para darnos los calculos y graficas de PZ necesarias.

1.7. Antecedentes

La caracterizacion de particulas ha sido un proceso fundamental para conocer las prin-
cipales propiedades fisicoquimicas de los elementos presentes en la suspension coloidal y
asi definir las principales aplicaciones que podrian tener.

Existen diversas técnicas para la caracterizaciéon de particulas, cada una de estas técnicas
emplean distintos principios fisicos como dispersion de luz o variaciones en el voltaje. El
uso de distintas técnicas en conjunto que empleen distintos principios para la caracteriza-
cién de una sola formulacién son utilizadas para tener una caracterizacion mas completa,
dado que nos ofrecen distintos tipos de informacién.

Existen distintas técnicas como dispersién de luz dindmica (DLS), microscopia de fuerza
atémica (AFM), deteccién de pulsos resistivos sintonizable (TRPS), esta investigacion se
centra en la técnica de TRPS y su uso para la caracterizacién de una formulacion liposo-
mal.

Los dispositivos para conteo y caracterizacion de particulas en la técnica TRPS tenemos el
gNano el cual es una version anterior al EXOID. Estos dispositivos nos permiten tener un
control mediante la visualizacion en tiempo real de la linea basal y andlisis de las particulas.
En comparacién con otras técnicas como el DLS la técnica TRPS es novedosa dado que el
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analisis es por medio de particulas individuales y nos permite determinar subpoblaciones
tanto en tamano como en PZ, nos ayuda a determinar el didmetro de la particula de forma
més certera y no solo una aproximacién. [34, 35]

1.8. Hipotesis

El éster metilico de L-histidina de anfotericina B es una potencial alternativa como
antimicético, teniendo en cuenta que que comparte caracteristicas con la AmB por ser un
derivado de esta, tendria un comportamiento similar a la AmB, debido a la modificacién
el A21 presenta mejorias en la solubilidad y reduccién en los danos colaterales.

Con la seleccion de lipidos de la formulacién deberiamos poder caracterizar sus propiedades
fisicoquimicas de manera adecuada.

1.9. Objetivos

1.9.1. Objetivos generales

En este trabajo se busca caracterizar una formulacion liposomal para encapsulamiento
y entrega de farmaco con un didmetro promedio de 100 a 150 nm, PZ menor a los -30
mV y estabilidad coloidal en el sistema para evitar coagulaciones y floculaciones con los
tiempos de agitacion ultrasonica ultrasénica.
El trabajo se dividira en dos fases: En la primera de ellas se caracterizara la formulaciéon
liposomal sin farmaco, con la finalidad de conocer las caracteristicas y comportamiento
inicial de la formulacién. Posteriormente se agregara farmaco (A21) durante el proceso de
elaboracién de la formulacién con la finalidad de observar los cambios en las caracteristicas
y comportamiento del sistema, todo esto con ayuda del equipo IZON EXOID.

1.9.2. Objetivos particulares

Desarrollar y estandarizar un protocolo para la elaboracion de formulaciones con A21
y desarrollar un protocolo para caracterizar formulaciones liposomales con A21 usando el
equipo IZON EXOID.
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Capitulo 2

Metodologia

2.1. Materiales

Para la elaboracion de la formulacién liposomal denominada L; se utilizé una mezcla

de lipidos que consta POPC, DPPC y colesterol suspendidos en cloroformo (CHCl3) de
Avanti Polar Lipids, almacenados a -20°C todos los compuestos se encuentran en una so-
lucién madre con una concentracién de 25 mg/ml.
Se trabajaron dos formulaciones, en la primera parte de esta investigacién utilizamos la
formulacién L; (DPPC:POPC:COL) a una concentraciéon de 12.5 mM en la segunda parte
de la investigacion buscamos una concentracién de 1 mM y se anadié farmaco, se utilizd
una solucién madre de A21 (Lote A21-29-11-22) a 0.75 mM (figura 2.2).

o] ﬁ [} ﬁ
/\/\/\/\/\/\/\)I\O . o-P-o - O < ~0-P~0 =
(o) o

(a) Estructura POPC (b) Estructura DPPC

(c¢) Estructura COLESTEROL

Figura 2.1: Estructuras de lipidos utilizados para formulacién L.

Se utilizaron distintos solventes; Para los lipidos se utilizé cloroformo, como solvente
del farmaco se utilizé metanol (2.5 mg de A21 en 50 pul de metanol), para el proceso
de hidratacién de los liposomas se emple6 PBS para regular el pH a 7.4 (condiciones
fisiol6gicas) en la formulacion.
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Figura 2.2: Solucion madre de A21.

2.1.1. Preparacion de la formulacién liposomal

Para elaborar la formulacién se utilizé el método de evaporacion (figura 2.3), en este
método los lipidos estan suspendidos en un solvente, se aplica vacio con la finalidad de
evaporar el solvente y obtener una pelicula fina adherida al matraz.

Este proceso consta de tres fases principales: mezcla de lipidos, evaporacion del solvente,
hidratacion de la formulacion.

Figura 2.3: Esquema del método de evaporacién.

Protocolo para elaboracién de formulacion L;:

= Se lavan las jeringas Hamilton siguiendo el procedimiento adecuado senalado en el
anexo B.

= Los compuestos deben estar a temperatura ambiente, apoyandonos de un vortex para
mezclarlos (al menos 10 segundos) antes de usarse.

= Se colocan los volumenes senalados en la tabla 2.1 de POPC, DPPC, COL y farmaco
en un matraz limpio, si es necesario puede colocarse un poco de C'Hlz y utilizar el
vortex para limpiarlo, desechar el C'Hl3 de manera adecuada, agregar un poco de
CHIl; en el matraz antes de agregar los lipidos y el farmaco dicho recipiente debe
transportarse de manera segura para cubrir de la luz y evitar derrames.

21



Lipido | Cantidad ()
POPC 6.4
DPPC 15.4
COL 4.1
Farmaco A21
16.1

Tabla 2.1: Cantidades agregadas de lipidos y farmaco.

» Una vez lista la formulaciéon se lleva al rotavapor. Se utilizan dos presiones: treinta
minutos a una presion de 305 mBar, terminado este tiempo se baja la presion a 70 - 75
mBar por treinta minutos, en ambas presiones debemos mantener una temperatura
de 40°C y una rotacién media. Este proceso provocara que los lipidos generen una
pelicula adherida de manera uniforme al fondo del matraz.

= Se hidratan con 1 ml de solucién PBS provocando que los lipidos, por efecto hi-
drofébico, formen estructuras como micelas y liposomas.

» Finalizado el tiempo en el rota-vapor y después de hidratarse se llevaron al sonicador
a una temperatura de 50°C por una hora, con la finalidad de obtener liposomas con
tamanos mas estables y dispersos.

2.1.2. Incorporacion farmaco A21

Se prepara una soluciéon madre de A21 en metanol, se colocan 2.5 mg de A21 y se
disuelven en 50 ul de metanol, para disolverse mejor podemos ayudarnos de un vortex.
Cuando esta lista la mezcla de lipidos L; se colocan 16.1 pl de la solucién madre de
A21 y se llevan al rota vapor siguiendo el procedimiento para elaboracion de formulacién
liposomal. Una vez preparada la solucién L;A21 con el método de evaporacion buscamos
obtener resultados en la formulacién como en la figura 2.4

Figura 2.4: Secuencia de resultados en el método de evaporacion integrando farmaco A21.
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Podemos observar en la primer figura la mezcla de lipidos con el farmaco, en la segunda
figura la formacion de la pelicula adherida al matraz antes de hidratarse y finalmente la
formulacién L;A21 después de someterse a un bano ultrasénico.

2.2. Método

2.2.1. Caracterizacion fisicoquimica

Para realizar la caracterizacion de la formulacion liposomal utilizaremos el equipo IZON
EXOID el cual nos permite generar analisis de concentracién vs tamano y tamano vs
potencial zeta.

De igual manera, el equipo nos permite visualizar la linea de corriente en tiempo real, lo
que nos ayuda a lidiar con bloqueos o decaimientos en la corriente para obtener mejores
resultados.

2.2.2. Técnica TRPS

Para medir el didmetro de los liposomas se utilizé la técnica de “TRPS”, la cual con-

siste en una variacién de voltajes y presiones sobre un nanoporo de poliuretano flexible
que cumple el papel de membrana, con esto logramos que las particulas que se encuentran
suspendidas en la formulacion pasen por el nanoporo generando un bloqueo y un decai-
miento en la senal.
Utilizamos el dispositivo experimental IZON EXOID (figura 2.5 (1)) el cual cuenta con di-
versos elementos principales como un casco metalico cuya principal funcién es disminuir el
ruido, en nuestra linea basal, una celda de fluido superior y una celda de fluido inferior, en
donde colocamos una solucion que nos ayuda a intensificar la linea de corriente, adicional
a esto tenemos nanoporos de poliuretano intercambiables de distintos tamanos.

Equipo IZON EXOID
Boquilla de presion
Casco metélico
Celda de fluido superior
Nanoporo de poliuretano flexible

Celda de fluido inferior

OO | W N+~

Tabla 2.2: Partes para montaje del equipo EXOID.

Para poder realizar las mediciones se requiere un proceso de hidratacion en el nanoporo que
se hace en tres partes, principalmente con solucién hidratante (SH), solucién electrolitica
(SE) que se utiliza para la dilucién de los liposomas al momento de realizar las mediciones
y para permitir el paso de corriente estable generando una linea basal estable y finalmente
de un proceso de recubrimiento (COAT) para un mejor funcionamiento del nanoporo.
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Figura 2.5: Equipo Izon Exoid, ver cuadro 2.2.

El proceso para hidratacion y recubrimiento del nanoporo se encuentra mejor explicado
en el apéndice B.

Se realizaron andlisis de tamano vs PZ, para mantener resultados dentro de los rangos
deseados, se buscé replicar los voltajes utilizados, los cuales variaron en un rango definido
de 350 mV a 450 mV. Se utilizaron nanoporos de poliuretano flexible de distintos tamanos,
para la primer parte de este experimento en donde solo se busca caracterizar la formulacion
L; se utilizaron nanoporos de 250 y 400 nanémetros con variaciones de voltaje en el rango
establecido, para la segunda fase de este experimento ya se contaba con un tamano pro-
medio de los liposomas presentes en la formulacion Lq, por lo que se usaron nanoporos de
tamanos mas pequenos de entre 250 y 100 nanémetros manteniéndonos dentro del rango
de voltaje establecido, esto con la finalidad de obtener un promedio de particulas dentro
de los pardametros ideales de tamano.

Para poder registrar los bloqueos y corrientes obtenidas es necesario implementar un pro-
tocolo donde se defina el procedimiento a seguir en caso de inestabilidad en la linea basal,
la falta o exceso de bloqueos, esto con la finalidad de obtener mediciones mas precisas y
graficas maés estables.

En la elaboracion de este protocolo se deben tener en cuenta problemas de hidratacion en
el nanoporo, la formacién de burbujas en la celda superior o inferior que afectan la estabi-
lidad en la linea de corriente, se debe tener en cuenta la apertura éptima para trabajar con
los nanoporos (esto con la finalidad de evitar deformaciones en el nanoporo), es importante
considerar la temperatura ambiente en la que se estaran tomando las mediciones, dado que
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esto afecta el proceso de hidratacion y la cantidad de fluido que se encuentra en la celda
inferior.

De esta forma con el equipo IZON EXOID (figura 2.5) e implementando los protoco-
los correspondientes se determina experimentalmente un tamano promedio y cantidad de
particulas presentes en la formulacién liposomal Ly con farmaco presente (A21) como fun-
cién de una variacion de voltaje y presion.
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Capitulo 3

Resultados

El propdsito principal de este experimento fue caracterizar las propiedades fisicoquimi-
cas de la formulacién L, observar y analizar los principales cambios que presenta al en-
capsular el farmaco A21, para esto se realizaron pruebas con el equipo IZON EXOID que
nos permite manipular por medio de diferencia de voltajes y presiones la formulacion, los
resultados los dividiremos en dos fases.

Para la primer parte de este experimento las metas principales son caracterizar la formu-
lacién L; y tener un mejor manejo y entendimiento del equipo que se utilizara.

En la segunda fase del experimento se encapsulé el farmaco en la formulacion L;, se ob-
servaron y analizaron los principales cambios en las caracteristicas de la formulacién.
Con los datos de ambas formulaciones se procede a una comparacion en los cambios en
didmetro y potencial zeta.

Las mediciones se realizaron con variaciones en el voltaje, tiempos de agitacién ultrasonica
y distintos nanoporos, de igual manera se sugiere la opcién de filtrar la formulacién con la
finalidad de obtener particulas mas uniformes y pequenas, se llevé un registro de tiempo de
agitacion ultrasénica, los datos del nanoporo, los voltajes y tamanos promedios generados
por el programa de andlisis de dados proporcionado por IZON.

3.1. Formulacién L;

Para analizar dicha formulacién se realizaron variaciones de voltaje en un rango de 350
mV a 450 mV, utilizando un nanoporo de 250 nm, Los datos obtenidos se presentan en el
cuadro 3.2 de los cuales obtenemos graficas para PZ y didmetro, de igual manera podemos
generar un didmetro () y potencial zeta (¢) promedio, los cuales se presentan en la tabla
3.1

®Promedio CPromedio O didmetro

230.75 -37.15 92.60

Tabla 3.1: Diametro y PZ promedios formulacién L.
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Tiempo de agitacion | Nanoporo 1D Estiramiento No. Tasade Pprom | Pomade | Gpram | Cmade Desv. Est
Fecha Muestra . ) B ., (nm) | (nm) | (mV) [ (mV) ;
ultrasénica (min) (nm) nanoporo (mm) particulas | particulas diametro
06/10/2022 L1 120 250] A63181 47 182 210 234 149 -246 | -29.5 154.8
12/10/2022 L1 120 250] A63181 45.5 777 240.2 101 81 -39.5 | -46.4 36.1
18/10/2022 L1 60 250 A63181 45.5 1066 585.7 273 195 -54.2 | -68.2 109.5
18/10/2022 L1 120 250] A63181 45.5 187 114.8 315 250 -30.3 | -35.1 157.8

Tabla 3.2: Datos obtenidos para la formulacién L.

3.1.1. Diametro L;

Los datos presentados en la tabla 3.2 nos permiten generar un histograma de los didme-
tros obtenidos (figura 3.1), podemos observar que tenemos didmetros promedios en un
rango de 101 nm a 315 nm.

¢prom

350
300

250

N
o
o

Tamafio nm
=
v
o

100

50

06 10 22 121022 181022 1810 22
Fecha

Figura 3.1: Tamanos de L; por fecha.

3.1.2. Tasa de particulas

Otro referente que debemos considerar en nuestros resultados es la cantidad de particu-
las presentes en cada medicién. Los reportes generados por el IZON DATA nos generan
una grafica en referencia a la cantidad de particulas que tuvimos presentes en la medicion.
Buscamos que esta grafica tienda a una linea continua con pendiente constante, ya que esto
nos indicarfa que tuvimos una buena cantidad de bloqueos en el tiempo que transcurrio el
andalisis.

De las mediciones para la formulacién L; obtuvimos las siguientes gréficas (figura 3.2).
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(c) 18-10-2022 1 hr de agitacién ultrasénica (d) 18-10-2022 2hr de agitacién ultrasénica

Figura 3.2: Gréficas de la tasa de particulas para la formulacion L; en distintas medicones
(fechas).

Analizando la figura 3.2a podemos observar que tuvimos una buena cantidad de particu-
las con dos decaimientos notables, esto podemos adjudicarlo a un bloqueo de gran tamano
que genero inestabilidad en la linea basal, lo que genera que la corriente decaiga y esto
produce las curvas de decaimiento en la grafica. En la figura 3.2b la curva de decaimiento
es aun mas notable y prolongada, en esta formulacién presentamos una mayor cantidad de
bloqueos seguidos. En las figuras 3.2c y 3.2d se midié la misma formulacién con distintos
tiempos de agitacién ultrasonica para notar los cambios que presentaba la formulacion y
asi definir un tiempo éptimo de agitacion ultrasénica. Como se puede observar con un
tiempo de agitacion de 60 minutos tenemos una buena cantidad de particulas presentes en
la formulacién, podemos observar una linea escalonada con tres secciones sin particulas,
podemos adjudicarlo a que el nanoporo se tapd, Para estos casos se tiene que utilizar una
herramienta especial para aplicar succion en el nanoporo lo que generara que se “desta-
pe”’permitiendo de nuevo el paso de particulas. Aun asi en las secciones de la linea que
tenemos presentes podemos notar un flujo continuo de particulas, con la informacion del
cuadro 3.2 tenemos un conteo de particulas alto con un total de 1066 a 60 min de agitacién
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ultrasonica a diferencia de un tiempo de agitacién ultrasénica de 120 min donde podemos
visualizar una curva pronunciada en la figura 3.2d con un conteo total de particulas de
187.

El proceso de variacion en tiempo del agitador ultrasonico se realizé en otras muestras,
esto con la finalidad de determinar cudl es el tiempo éptimo de agitacién para formu-
lacién, con esto se determiné el tiempo optimo de agitaciéon para la formulacién L; que
es de 60 minutos, con este tiempo la formulacion obtendra un color traslicido azulado
permitiendo tener una formulacion mas estable, es decir que el diametro de las particulas
mayormente esta en el espectro visible, con particulas méas dispersas y con una menor
cantidad aglomeraciones de particulas lo que genera obstrucciones en el nanoporo.

3.1.3. Potencial zeta L

El potencial promedio general de todas las mediciones obtenido fue de -37.15 mV, lo
cual esta por debajo de nuestro potencial ideal de -30 mV, aun asi el resultado no es tan
alejado, en la figura 3.3 tenemos presente la grafica de las diferentes mediciones de acuerdo
a las distintas fechas.

Cprom
0
-10
E -20
o
4
5 -30
o
& .40
-50
-60
Fecha

Figura 3.3: PZ de diferentes preparaciones de L.

Como podemos observar tenemos variaciones en el potencial zeta, ain teniendo estas va-
riaciones el PZ promedio esta cerca del deseado de -30 mV, Este potencial nos da una alta
estabilidad coloidal y es apto para el transporte de farmacos [9, 14].

Como ya se menciond la relaciéon que tenemos con el PZ y tamano viene dada por la can-
tidad de iones que se encuentren fijos en la doble capa difusa. De manera experimental
podemos notar que el tiempo de agitacion ultrasénica afecta en el tamano de las particulas
y, por lo tanto, en el potencial zeta que estas puedan presentar.

29



Como podemos observar la caracterizacién de la formulacion L; nos da un diametro pro-
medio y un PZ promedio més negativo que el deseado, la siguiente fase es observar los
cambios que presenta dicha formulacién al incorporar farmaco.

La formulacion L; presenta una buena estabilidad coloidal y presenta un mejor comporta-
miento el dia de su elaboracién, conforme pasa tiempo en refrigeracién presenta una mayor
cantidad de aglomeraciones y requiere un mayor tiempo de agitacién ultrasénica antes de
medirla.

En esta primera fase consideramos dos metas principales, la caracterizacion de la formu-
lacion Ly y tener un mayor conocimiento y manejo del equipo IZON EXOID, esto con la
finalidad de tener un mayor control al usarlo para caracterizar la formulacién con farmaco
de mejor manera. Para esto se elaboré un protocolo de hidratacién de manera adecuada
al nanoporo, el cual se presenta en el apéndice B.

3.2. Formulacién L;A21

En la segunda fase del experimento, ya con un conocimiento previo de las caracteristi-
cas y comportamiento de la formulacion L; se analizaron los cambios presentados en dicha
formulacién al encapsular el farmaco.

Para esta parte se utilizaron nanoporos de distintos tamanos desde 250 nm hasta 100 nm,
se siguid respetando el tiempo de agitacion ultrasonica ultrasénica al elaborar la formula-
cién, ya que se comprobo que es el que nos genera mejores resultados.

Tiempo de agitacién | Nanoporo ID Estiramiento No. Tasa de Pprom | Pmace | Epram | Tonoce Desv. Est
Fecha Muestra . . . . . (nm) | (nm) | (mV) | (mV) .
ultrasonica (min) (nm) nanoporo (mm) particulas | particulas diametro
07/02/2023 L1A21 60 250 A63181 435 57 13.7 201 172 -16.5 | -17.9 61.4
13/02/2023| L1A21 60 200 A62157 435 47 15.9 83 75 -15.2 | -12.7 18.0
16/02/2023| L1A21 60 250 A63177 45.0 448 29.8 125 100 -18.0 | -12.9 41.4
21/02/2023] L1A21 60 250 A63177 45.0 345 72.8 203 154 -82.8 |-134.8 52.8
28/02/2023] L1A21 60 250 A63177 45.0 324 26.4 243 173 -27.0 | -14.6 94.7
06/03/2023 L1A21 60 250 A63177 45.0 580 109.8 202 170 -16.0 78.5 54.4
09/03/2023| L1A21 60 150 A68830 455 50 6.4 121 119 -15.1 -8.7 66.6
13/03/2023| L1A21 60 150 A68830 455 47 15.9 83 75 -15.2 | -12.7 18.0
21/03/2023] L1A21 60 250 AT76395 46.0 311 35.6 214 163 20.6 -27.3 102.2
22/03/2023] L1A21 60 150 AT7235 45,5 399 118.5 137 111 -19.6 -9.8 88.6
12/04/2023 L1A21 60 100 Ab64784 455 54 7.1 188 161 -27.9 -8.3 37.1
18/04/2023| L1A21 60 100 A64784 16.0 216 11 185 156 |-239.2| 20.7 36.9
09/05/2023| L1A21 60 150 AT77235 46.0 113 43.0 153 128 -26.5 | -17.1 61-1
23/05/2023] L1A21 60 150 AT7235 46.0 1165 152.9 114 93 -133.3| 11.9 35.2
30/05/2023] L1A21 60 100 AG4AT784 46.5 94 14.9 53 34 -18.7 | -19.9 27.3
31/05/2023 L1A21 60 100 Ab64784 46.0 159 33 349 278 51.7 28.3 138-5
06/06/2023| L1A21 60 100 A64784 16.0 19 2.5 313 203 |-9489]-1125 129.9
12/06/2023| L1A21 60 100 A64784 46.0 104 10.6 181 190 [-132.9| -7.6 33.4
07/04/2023] L1A21 60 100 AG4784 16.0 171 32.0 178 120 14.1 -25.6 146.2

Figura 3.4: Datos obtenidos para la formulacién L1A21.

En esta fase del experimento se lograron obtener una mayor cantidad de datos que se
presentan en la tabla 3.4, de esto podemos rescatar el diametro y potencial zeta promedios
generales presentes en la tabla 3.3. Como se puede observar en la tabla 3.4 el tamano del
nanoporo se fue disminuyendo de 250 nm a 100 nm, al trabajar con nanoporos mas pe-
quenos debemos encontrar un estiramiento 6ptimo, se trabajo con un estiramiento desde
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45.0 a 46.0 nm en los nanoporos de 100 y 150 nm, al ser nanoporos de un tamano pequeno
se hidrataron con una apertura de 49.0 a 49.5 nm arriesgandonos a tener una deformacién
a largo plazo en el nanoporo, es por esta razén que solo se utilizé en el proceso de hidra-
tacion para obtener lineas basales mas estables descartando esas aperturas en el proceso
de medicién.

Q)Promedio CPromedio O potencial

175.05 -87.70 74.84

Tabla 3.3: Diametro y PZ promedios de la formulacién L;A21.

Con la variacion en el tamano del nanoporo podemos observar en las figuras 3.5 y 3.6 que
con ciertos tamanos de nanoporo (250 y 150 nm) obtenemos mediciones con un rango de
didmetro y PZ similares, mientras que con el nanoporo de 100 nm las variaciones son muy
notorias, esto se debe a que un nanoporo de un tamano pequeno presenta mayor dificultad
para hidratarse de manera correcta e incluso la calibracién puede tener complicaciones.
Los nanoporos de estos tamanos tienden a sufrir una mayor deformacién debido a que
debemos operar con un mayor estiramiento para tener una linea basal estable y no tener
dificultades al medir la formulacién.
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Figura 3.5: Didmetros promedio obtenidos con distintos NP.

Diametro (nm)
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Figura 3.6: Comparacion de PZ obtenidos con distintos NP en distintas mediciones.

3.2.1. Diametro L;A21

De los datos obtenidos podemos generar la grafica presentada en la figura 3.7a, en donde
se muestran los promedios por dia de cada medicién, tenemos una variacion de didmetros
desde los 53 a los 349 nm. Se obtuvo un diametro promedio de 175.05, se observa una
diferencia entre el didmetro promedio de la formulacién L; y L;A21
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Figura 3.7: Tamanos de diferentes preparaciones de L;A21 con desviacion estéandar.

(a) Nota: la linea marcada en el eje horizontal representa el potencial promedio de 175.05 nm.
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3.2.2. Tasa de particulas

En esta fase del trabajo notamos una buena cantidad de particulas en la mayoria de
las mediciones. Los bloqueos suceden con menor frecuencia, sin generar obstrucciones en
el nanoporo que alteraran la linea basal. En cambio, nuestras lineas basales presentaban
corrientes inestables en cuestion de voltaje es decir sufrian decaimientos o subidas notorias,
analizando las figuras podemos notar que en la figura 3.8a comenzamos con una linea esta-
ble con una buena cantidad de particulas detectadas, sufrimos un decaimiento prolongado
en la cantidad de bloqueos presentes finalizando con un corte, en esta ocasién podemos
adjudicar este corte a que se finalizé el andlisis antes de que se completara la medicién,
esto lo hacemos cuando la linea basal comienza a tener alteraciones dréasticas y seguidas
que nos alterarian los resultados finales, en la figura 3.8b podemos observar que la linea
presenta claras discontinuidades. Se puede observar que inicia de manera continua, en las
figuras 3.8c y 3.8d tenemos lineas continuas y con la tendencia lineal que buscamos, aun
asi podemos observar que en la figura 3.8c tenemos un corte en la linea, esto se debe a que
se finaliz6 la medicién antes de terminar de analizar la muestra, la linea basal comenzé a
ser muy inestable por lo que lo mejor es detener el andlisis.
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Figura 3.8: Graficas de la tasa de particulas para la formulacion L; A21.
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3.2.3. Potencial zeta L;A21

El potencial zeta obtenido en esta fase del experimento esta muy por debajo de nuestro
PZ deseado, recordando que necesitamos un PZ aproximado a -30 mV para un transporte
y entrega 6ptimo. Con los datos recopilados podemos generar la grafica 3.9a en donde
podemos observar que a diferencia de los datos de PZ en la formulacién sin farmaco
tenemos presentes potenciales zeta positivos.
Durante las mediciones se logré observar que la formulacion requiere al menos un dia en
refrigeracion después de su elaboracion para que la formulacion tenga mayor estabilidad
coloidal, si se mide el mismo dia de la elaboracién (lo que se hacia generalmente con la
formulacién L;) tenemos demasiada inestabilidad en la linea basal (decaimientos y bloqueos
frecuentes y duraderos). La hipdtesis principal es que no todo el fairmaco es encapsulado
por lo que habria gran cantidad de particulas presentes en la formulacion de diversos
tamanos y PZ, lo que nos generaria inestabilidad en el sistema coloidal.
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Figura 3.9: PZ de diferentes preparaciones de Ly A21 con desviacion estandar.

(a) Nota: la linea marcada en el eje horizontal representa el potencial promedio de —87.70 mw.

3.3. Comparacion de L; y L;A21

Para llevar a cabo la comparacion se realizé una selecciéon de datos que compartieran
similitudes durante la medicion, se tomd en cuenta que se midieran con un nanoporo del
mismo tamano y que la variacién de voltajes este dentro de los rangos establecidos.

Se seleccionaron los datos medidos con un nanoporo NP250. Para la formulacion L; se
utilizaron las cuatro mediciones obtenidas y para la formulacién L;A21 se llevé a cabo
una seleccion de datos en donde se retiraron los datos que presentaban anomalias como
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un potencial zeta positivo o muy negativo.

3.3.1. Comparacion de diametro

Comparando los resultados de L; y L;A21 podemos notar que el didametro promedio
disminuyo al incorporar el A21 acercandose a los 150 nm. La incorporacion del farmaco
no alteré en gran medida el diametro de las particulas, pero si la interaccion entre ellas,
la formulacién requiere de un lapso de reposo para poder analizarla. Esto por una alta
actividad manifestada en el dia de elaboracién de la formulacién, como ya se menciond
la hipétesis principal que tenemos es que la incorporacién del farmaco en la formulacién
genera una gran actividad, presentando una gran cantidad de particulas de diversos ta-
manos y potenciales, esto genera inestabilidad en la linea basal y demasiados bloqueos en
el nanoporo ocasionando taponamientos, por lo que necesitaria de un lapso mayor para
que la formulacién encapsule la mayor cantidad posible de farmaco y podamos realizar
una medicién sin dificultades generandonos resultados mas confiables.

¢promedio
350 - o
300 -
250 -
E
=
S 200 -
£
£
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(=]
150
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5{] -
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Formulaciones

Figura 3.10: Comparacién de didmetros entre las formulaciones L, y L A21.

(a) Nota: Las barras superiores en la grafica de caja son los maximos y minimos sin datos atipicos,
la linea punteada roja dentro de la grafica representa la media, la linea negra continua dentro de
la grafica representa la mediana, la caja indica el intervalo en donde se encuentran los datos y
los puntos que se encuentran aun mas alejados son considerados valores atipicos.
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En la figura 3.12 se presenta un diagrama de cajas en donde se marcan la media (linea
roja punteada) y la mediana (linea negra) respectivas de cada formulacion.

En la formulacion L;A21 podemos observar una anomalia cercana a los 350 nm.

Para tener un anélisis completo se realizé una prueba T-Student. Esta es una herramienta
usada en estadistica para analizar dos grupos de datos y determinar si son distintos entre
si.

3.4. Prueba T-Student

Es una prueba de estadistica utilizada para determinar si los cambios entre las medias
de dos poblaciones son significativas o no, esto mediante el planteamiento de dos hipdtesis.
Hy: hipétesis nula, es decir, las medias de ambas muestras son iguales.

H;: hipdtesis alterna o de diferencias, es decir, las medias son significativamente distintas.
Sé estable un valor P o nivel de la significacién de P < 0.05, también conocido como valor
a.

Para muestras tenemos 6 grados de libertad con un valor de a de 0.05.

Para derivar el valor critico de las colas, las cuales vienen dadas por a/2 = 0.025 y los
grados de libertad.

Utilizamos una tabla de distribucién t de student en donde encontramos que para seis
grados de libertad con un valor de «/2 de 0.025 nos corresponden valores criticos en las
colas de 2.447 esto podemos observarlo con una gréafica de campana.

Para que nuestra hipotesis se cumpla y no tengamos cambio significativo, el valor T es-
tadistico debe encontrarse en el rango de las dos colas, figura 3.11.

t

Figura 3.11: Esquema prueba T campana.
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3.4.1. Prueba T-Student para diametro

Datos para didmetro
L, L;A21

234 201

101 125

273 243

315 202

Tabla 3.4: Datos usados para prueba T para didmetro.

Para la prueba T-Student hicimos una seleccién de datos, se usaron datos que se hayan
medido con un nanoporo del mismo tamano y con voltajes usados similares. Los datos de
los didmetros usados se presentan en el cuadro 3.4.

Se consider6 una prueba en donde las muestras no estan relacionadas, esto debido a que
las muestras no presentan dependencia entre si.

Hipotesis nula: los promedios son iguales
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
L1 [1A21

Media 230,75 192,75
Varianza B8570.25 2422.91667
Observaciones 4 4
Varianza agrupada 5499.583333

Diferencia hipotética de las medias 1]

Grados de libertad B

Estadistico t 0.7246590138

P(T<=t) una cola 0.247968264

Valor critico de t (una cola) 1.543180281

P(T«=t) dos colas 0.495936528

Valor critico de t {dos colas) 2446911851

Figura 3.12: Prueba T para didmetro.

De esto podemos concluir que el cambio en el diametro debido a la presencia del A21 no es
significativo, por lo que la incorporacién del farmaco no afecta de manera significativa en
el didmetro de las particulas, esto lo podemos notar en el valor estadistico T presente en
la figura 3.12, para mayor claridad podemos observarlo en la grafica de campana presente
en la figura 3.13.
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2.44

T=0.724659018

Figura 3.13: Grafica de campana con valor estadistico T giametro marcado en color verde.

3.4.2. Comparacion potencial zeta
Analizando los datos de la formulacion L;A21 podemos observar tres anomalias, la

incorporacién del farmaco genera un cambio significativo en el potencial zeta.
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Figura 3.14: Comparacién de potencial zeta entre las formulaciones Ly y L A21.
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3.4.3. Prueba T-Student para potencial zeta

Se utilizaron los datos correspondientes a las mismas muestras analizadas en el didme-
tro, los valores se presentan en el cuadro 3.5.

Datos para potencial zeta

Ly L;A21
-24.6 -16.5
-39.5 -18.0
-54.2 -27.0
-30.3 -16.0

Tabla 3.5: Datos usados para prueba T en PZ.

Respetando la misma hipotesis se obtuvieron los siguientes resultados:

Hipotesis nula: los promedios son iguales

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

L1 L1AZ21
Media -37.15 -19.375
Varianza 166.8833333 26.5625
Observaciones 4 4

Varianza agrupada

96.72291667

Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 6
Estadistico t -2.555994501
P(T<=t) una cola 0.02157039
Valor critico de t {una cola) 1.943180281
P(T<=t) dos colas 0.043140781
Valor critico de t {dos colas) 2.445911851

Figura 3.15: Prueba T para PZ.

Para este andlisis observamos que la incorporaciéon de farmaco, si interfiere en el PZ que
tienen las particulas, se nota una disminucion en los valores del PZ.

Recordando que el potencial zeta depende de la doble capa, la hipétesis principal es que la
incorporacién y encapsulamiento del A21 afecta en el potencial del coloide, lo que genera
que tenga mayor o menor atraccion en la capa de Stern y en la doble capa difusa lo que
nos da como resultado la variacién en el potencial zeta.

El cambio es significativo, lo podemos notar en la gréafica 3.16 en donde observamos que el
valor estadistico de T esta fuera de las colas, dandonos como resultado una variacién en
las medias significativa.
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T=-2.555994501

Figura 3.16: Gréfica de campana con valor estadistico Tpotenciar marcado en color verde.

3.4.4. Hipoétesis para el cambio de PZ

Como ya se menciond la hipotesis principal es que la incorporacion de farmaco interfie-
re con la carga superficial del coloide, lo que afecta en la atraccion de iones para la doble
capa difusa y por lo tanto el PZ que presente la particula, esto nos lleva a preguntarnos
el farmaco A21 por si solo tiene carga? En la figura 1.3 tenemos la estructura del A21 en
donde podemos observar cuatro grupos principales encerrados, en color amarillo tenemos
un residuo de micosamina, el farmaco podria obtener carga en el nitrogeno de este residuo.
Se obtiene carga (generalmente positiva) debido a una protonacion, el nitrégeno se protona
en pH acido y en algunas ocasiones podria protonarse en pH neutro, lo que podria darle
un caracter positivo al A21.

Esto generaria que al encapsular el farmaco, suponiendo que adquirié carga positiva inter-
fiere con la carga negativa del coloide y esto genera una menor atraccién en la doble capa
difusa, lo que genera un cambio en el potencial zeta.

Teniendo el concepto de fuerza electromotriz ! que se expresa como:

e= [ E-d (3.1)

Tenemos dos factores que podrian alterar los resultados, el campo eléctrico (ﬁ) y la dis-
tancia recorrida (L), siguiendo con la hipdtesis de la alteracién en la carga del coloide
podemos imaginar que tenemos una interaccion como en la figura 3.17.

La distancia entre la capa de Stern y la capa difusa determina el potencial zeta que ten-
dremos.

La separacion entre estas capas se determina por la fuerza de atraccién que tenga el co-
loide con el resto de los iones, como ya se menciond se adhiere una capa de iones fija a la
superficie de manera organizada y fija, aun asi la fuerza del coloide sigue atrayendo mas
iones lo que forma la capa difusa, si la carga del coloide disminuye se vera afectada la capa

'El trabajo por unidad de carga realizado por el campo eléctrico cuando desplazamos una carga a lo
largo de la trayectoria L
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difusa, pues no tendra la suficiente fuerza de atraccién para atrapar una gran cantidad
de iones, por lo tanto, la distancia entre ambas capas disminuira de manera significativa
lo que causara una disminucién en el potencial zeta, recordando que este potencial es la
diferencia entre la capa difusa y la capa de Stern.

Figura 3.17: Gréfica de campana con valor estadistico Tpotenciar marcado en color verde.
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Capitulo 4

Conclusiones y trabajo a futuro

Podemos concluir que el uso de la técnica TRPS resulté eficiente para conocer las
propiedades fisicoquimicas (tasa de particulas, didmetro y PZ) de las formulaciones estu-
diadas. Aun asf es necesario implementar mas técnicas a una misma formulacién para tener
una caracterizacion mas completa. La implementacion de agitacion ultrasénica durante 60
min resulté éptima para obtener una formulacién estable sin coagulos ni floculaciones, esto
gracias a diversas pruebas realizadas con distintos tiempos de sonicacién ultrasénica.

De la comparacion de las formulaciones L y L1 A21 podemos concluir que el potencial zeta
(-19.375 mV) y didmetro (192.75 nm) promedio obtenido de la formulacién con farmaco
aun esta lejos de los ideales buscados, pero ya contamos con un referente a las caracteristi-
cas y comportamiento de la formulacién.

En el trabajo a futuro se espera implementar un nuevo paso en la elaboraciéon de la formu-
lacién o encontrar alternativas para obtener particulas de menor tamano, asi como resolver
el problema que presenta la formulacién al ser sometida en agitaciéon ultrasénica después
de la fecha de elaboracién, se plantea la idea de implementar otra técnica para tener una
nueva perspectiva sobre las caracteristicas y comportamiento de la formulacion.
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Apéndice A
Lavado de jeringas micrométricas

SIEMPRE QUE SE UTILICE CLOROFORMO O METANOL SE DEBE
TRABAJAR CON LA CAMPANA DE EXTRACCION ENCENDIDA

1. Antes de usarse, las jeringas deben enjuagarse con cloroformo/metanol 1/1 v/v.

2. Se utilizard un vaso de precipitado limpio en el cual se colocara el cloroformo/metanol.
3. Las jeringas se enjuagaran llenandolas por completo en 10 repeticiones.

4. Cada descarga de volumen se desechard en una charola metélica.

5. Enjuagar la aguja de la jeringa con un flujo continuo por los menos 10 segundos, esto
dentro de la charola metalica.

6. Dejar secar las jeringas dentro de la campana.
7. Vaciar el exceso de solvente en los recipientes adecuados.
8. Al finalizar el uso de las jeringas debe repetirse el proceso de lavado.
9. Guardar y almacenar las jeringas en su lugar.
NOTAS:

» En caso de que las jeringas estén “Tapadas” retirar el émbolo por completo, colocar
de nuevo y verificar que se desbloqued.

= En caso de que el émbolo este “apretado” llenar la jeringa por la parte posterior con
la piseta y posteriormente insertar el émbolo para retirar el fluido. Repetir 10 veces
y después enjuagar las jeringas a un cuarto de su capacidad (1 a 3 repeticiones).
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Apéndice B

Configuracion del nanoporo

Utilizar dos pipetas para medir 75y 35 ul NO MEZCLAR LAS PUNTAS DE
SOLUCION DE HIDRATACION (SH), SOLUCION DE MEDICION (SM),
PARTICULAS DE CALIBRACION (CPC), RECUBRIMIENTO (COAT) Y
FORMULACION A MEDIR.

En todo momento utilizar la técnica de pipeteo inverso en el equipo IZON
EXOID. Explicada en el anexo B

1.

Encender el ordenador, se abre el software. Colocar el cable de corriente en el equipo
y encender.

. Asegurarse que tenga conexién con el equipo.

. Abrir el apartado “Detalles de la investigacion” e ingresar el nimero de nanoporo

(NP) y el nimero de identificacién, por ejemplo: (A63187).

Abrir la tapa del Exoid y retirar la jaula de Faraday y la celda superior, es importante
que para este momento podamos observar la linea de corriente!. Colocar el poro con
el nimero de serie hacia arriba, asegurandose que los orificios de nanoporo coincidan
de manera correcta con los dientes de agarre que tiene el Exoid.

Presionar “configurar”, con esto el nanoporo comenzard a estirarse un poco, (en
caso de que no lo haga modificar la apertura del poro entre un 47 - 49 nm), esta
apertura dependerd del NP con que estemos trabajando, para nanoporos de tamanos
grandes (NP200 o NP250) es recomendable utilizar una apertura de 47 nm para
hidratar, con nanoporos mas pequenos (NP100 o NP150) es recomendable utilizar

SOLAMENTE PARA HIDRATAR una apertura de 49 nm.

Para dar inicio a la hidratacién con solucién de hidratacién SH se colocaran los
75ul de SH en la celda inferior, procurando no tener derrames ni burbujas, ya que
esto puede afectar la medicién.

'En caso de que el equipo no detecte linea de corriente, se recomienda cerrar el software y volver a
abrir, esto solucionard el problema y aparecerd la linea de corriente, en caso de que no suceda llamar al
Doctor encargado de laboratorio.
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7. Colocar la celda superior. Se colocara embonando la celda con las barras que tiene el
Exoid (mostrado en la figura B.1, debe embonar las barras del equipo con la seccién
senalada con la flecha) , se girard un poco en sentido de las manecillas de reloj hasta
escuchar un ligero “pop”, podemos visualizar en la pantalla como la linea de corriente
es un poco mas estrecha y estable.

8. Una vez colocada la celda superior se coloca la jaula de Faraday y se procede a colocar
los 35 ul de SH en el orificio de la celda superior, procurar no tener derrames, en
caso de que un poco de SH haya caido fuera de la boquilla secar con un pafno, Se
cierra la boquilla de presion y la tapa del Exoid, dar “Inicio” en el software.

9. Terminado el proceso de hidratacion con SH el sistema nos pedira retirar el nanoporo,
desmontamos la parte superior, antes de bajar la apertura del nanoporo, con la
pipeta se retirara la mayor cantidad de los 75 ul de SH en la celda inferior, retiramos
cuidadosamente el nanoporo, secamos la celda inferior, lavamos el nanoporo y la
celda superior con H,Od, secamos perfectamente con panos y si es necesario con aire
comprimido.

10. Colocar el nanoporo seco, dar clic en aceptar, se modificara la apertura del nanoporo
automaticamente, una vez estirado el nanoporo se colocara SM como se describid
en los pasos 6, 7 y 8, en todo momento el software le mostrara en la pantalla el
porcentaje de avance en la hidratacién e indica lo que necesite ajustar?.

11. Después de este proceso ya no se retirard la SM hasta el proceso de limpieza del
nanoporo. Es importante revisar constantemente que la celda inferior del nanoporo no
se quede sin SM, esto puede suceder debido a que el anélisis esta durando demasiado
tiempo o a cambios en la temperatura del entorno, el equipo necesita condiciones
de temperatura y humedad 6ptimas para un mejor funcionamiento. La temperatura
ambiente de 5 a 40 °C es segura para el funcionamiento del EXOID; sin embargo, el
funcionamiento a 5-25 °C es recomendado por el manual operativo y una humedad
relativa del 20 al 80 %

12. Para calibrar se realizara el procedimiento de limpieza. Se retirara la celda superior, se
limpiar4 el nanoporo, pero en esta ocasion NO SE RETIRARA EL NAOPORO
NI EL SM DEL CANAL INFERIOR. El sistema preguntara si se necesita hacer
el procedimiento de recubrimiento, eso puede hacerse o no dependiendo del caso,
cuando se trabajen con muestras bioldgicas es necesario colocar el recubrimiento

(COAT).

13. Para el proceso de pre-calibracion se colocaran los 35 ul de las particulas de cali-
bracién (la concentracién y tamano de estas particulas es variable dependiendo el
nanoporo utilizado, en la tabla B.1 se muestran las concentraciones sugeridas para
cada tipo de nanoporo) en la celda superior. Ya montado todo se comienza la cali-
bracion, en la parte de la calibracién el equipo nos arrojara un rango de particulas

2En algunas ocasiones el nanoporo puede presentar problemas para hidratar con SM y no concluird
el ajuste automdtico y no nos dejara avanzar, en estas ocasiones podemos saltarnos al paso de anélisis,
reintentar la hidratacién desde el principio o probar con un nuevo nanoporo
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medibles, esto nos servird para que cuando realicemos el andlisis de nuestra muestra
tengamos un punto de referencia en la apertura del nanoporo.

14. Una vez terminado el proceso de pre-calibracion podemos comenzar el andlisis de-
seado, el equipo nos ofrece dos tipos de andlisis "Tamano contra concentracion” y
"Tamano contra PZ”, en cualquiera de los dos andlisis el equipo nos pide una cali-
bracién, en el andlisis de tamafno y concentracién se varian presiones y en el anélisis
de tamano y potencial zeta la variacién ocurre en el voltaje.

’

Figura B.1: Ilustracién de la celda superior. Nota: Adaptada del manual de usuario del
equipo Izon Exoid.

Concentracion/

Tamarno de Rango de medicion Particulas de

nanoporo (nm) calibracién mL
NP100 50-330 CPC100. 200 Sx10%
NP1S0 70-420 CPC100, 200 Sx10°
NP200 85-500 CPC200. 400 Sx10*
NP250 110-630 CPC200, 400 2x10°
NP300 150-800 CPC400, 500, 800 1x10°
NP400 165-1100 CPC400, 500, 800 5x10®
NPE00 275-1570 CPCS00, 800, 1000 5x10*
NP800 385-2050 CPC800, 1000 1x10*
NP1000 480-2900 CPC1000, 2000 Sx107
NP2000 935-5700 CPC2000. 4000 Sx10®
NP4000 1990-11300 CPC4000 5x10*

Tabla B.1: Concentracion sugerida de particulas de calibracién para cada tipo de nanoporo.
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B.1: Limpieza del nanoporo.

Una vez terminadas las mediciones se procedera a limpiar el nanoporo.

Se retiraran la formulacion liposomal de la celda superior y se agregara SM durante
dos minutos a una presién de 2500 Pa, Este paso se repetird durante tres ocasiones
NO DAR CLIC EN EL ANALISIS DE LIMPIEZA.

En la tercera repeticion se dard inicio al analisis de limpieza, una vez terminado el
analisis, el sistema pedira cambiar la SM por dH5O en la celda superior e inferior, la
apertura se modificara en el software.

Cuando ambas celdas ya contengan dH,O se da inicio de nuevo al analisis.

Una vez terminado este proceso, se retira la boquilla de presién (no retirar si la pre-
sién no es cero). Se desmonta por completo el nanoporo; Se limpia la celda superior,
el nanoporo y el canal inferior.

Se guarda el nanoporo seco en la bolsa correspondiente, se coloca la celda superior, la
jaula y la boquilla de presion. Se cierra el software. SIEMPRE REVISAR QUE
EL EQUIPO QUEDE APAGADO Y DESCONECTADO.

B.2 Técnica de pipeteo inverso

1.
2.

Coloque una punta desechable en el cono de la pipeta.
Presione totalmente el botén del pistén hasta el SEGUNDO TOPE.

Sumerja la punta en el liquido y vuelva a subir el piston lentamente hasta la posicion
superior.

Para dispensar, apoye el extremo de la punta contra la pared del recipiente y presione
el piston solo hasta el PRIMER TOPE.

Retire la punta del recipiente receptor sin expulsar el liquido que queda.

Si lo desea, devuelva el exceso de muestra de la punta al recipiente de la muestra
original.
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Apéndice C
Dificultades

Para este experimento se presentaron distintas problema&ticas en torno al potencial
zeta, esto debido a que al no ser un valor estandarizado y fijo cuenta con dos dependencias
principales:

= Dependencia de la sustancia en la que se encuentre suspendido.
» La concentracién y soporte del electrolito en que se encuentre la formulacién (pH).

Para trabajar con esto se consideraron protocolos para la elaboracion de la formulacion y
para realizar las mediciones.

Es importante aplicar un recubrimiento al nanoporo al momento de hidratarse, para la for-
mulacién Ly A21 este paso es de suma importancia, ya que esto no ayuda a hidratar mejor
el nanoporo y lograr que le nanoporo no se obstruya, es importante filtrar las soluciones
SH, Cout, dH50 y SM antes de medir con ellas.

Es necesario dejar en refrigeracion la formulacion L;A21, esto para conseguir una mayor
estabilidad en la formulacién y en las particulas, el tiempo apto para medir dicha for-
mulacién son 1-5 dias después de elaborarla, después de este lapso la formulacion puede
presentar inestabilidad (bloqueos demasiado grandes) o ausencia de particulas.

C.0.1. Observacién

Es preferible colocar la formulacién L;A21 en agua caliente (50° C) y utilizar el vortex,
si se utiliza sonicador NO SONICAR MAS DE 20 MIN. Esto debido a que la formulacién
comienza a perder la coloracién caracteristica del A21 y comenzamos con ausencia de
particulas.
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