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y tonteŕıas, a mis compañeros de laboratorio por tener la paciencia para explicarme con-
ceptos que desconoćıa.
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Resumen

En esta tesis de licenciatura se presentan resultados experimentales sobre la caracteriza-
ción de diámetro, potencial zeta y tasa de part́ıculas de la formulación L1 (DPPC:POPC:COL)
y L1A21 en la cual se ha incorporado el fármaco “Éster met́ılico 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 formulación L1 para tener un referente sobre el comportamiento
y caracteŕısticas de la formulación, en la segunda parte se incorpora el fármaco A21 anali-
zando los cambios que produce en la formulación L1. En la ejecución de este experimento
fue utilizado el equipo EXOID IZON, para la interpretación 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 aśı como con
la creación de gráficas y reportes. Se realiza una comparación (prueba T-Student) entre
las formulaciones L1 y L1A21 para analizar si el cambio presentado es relevante (que se
encuentre fuera de los parámetros de cambio en la prueba) tanto en diámetro como en
potencial zeta. Finalmente, con la información obtenida se plantea una hipótesis y trabajo
a futuro como la creación de nuevos protocolos o la implementación de nuevas técnicas a
una misma formulación para obtener caracterizaciones más completas.
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Lista de abreviaturas

A21: Éster met́ılico de L-histidina de anfotericina B

AmB: Anfotericina B

CHCl3: Cloroformo

COL: Colesterol

DPPC:2,3-dipalmitoil-sn-glicero-1-fosfocolina

L1: Formulación DPPC: POPC: COL

L1A21: Formulación DPPC: POPC: COL más Diclorato de éster met́ılico de L-
histidina de anfotericina B

mM: Cantidad de una sustancia igual a una milésima de un mol (10−3 molar)

mV: mili voltio (10−3 V)

nm: nanómetro(10−9 m)

PBS: Solución salina tamponada con fosfato

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

PZ: Potencial Zeta

TRPS: Detección de pulsos resistivos sintonizable.
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2.1. Cantidades agregadas de ĺıpidos y fármaco. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.2. Partes para montaje del equipo EXOID. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
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3.4. Datos usados para prueba T para diámetro. . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
3.5. Datos usados para prueba T en PZ. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

B.1. Concentración sugerida de part́ıculas de calibración para cada tipo de na-
noporo. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

x



Caṕıtulo 1

Introducción

Desde su descubrimiento en 1961 por el hematólogo británico 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 veh́ıculos para la administración de fármacos altamente
exitosos [1]. Se han logrado varias aplicaciones biomédicas y avances notables en su carac-
terización. Consisten en una o múltiples bicapas liṕıdicas concéntricas que debido a sus
caracteŕısticas anfipáticas permiten encapsular un volumen acuoso, podemos clasificarlos
como veśıculas unilamelares pequeñas “ small unilamellar vesicle” (SUV), grandes “large
unilamellar vesicle” (LUV) y veśıculas de muy gran tamaño “giant unilamellar vesicle”
(GUV). Dadas las caracteristicas y comportamiento los liposomas prometen ser el portador
de fármaco ideal [2, 1].

1.1. Enfermedades micóticas

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

1. Micosis sistémicas por patógenos primarios.

2. Micosis sistémicas oportunistas.

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

1.2. Polienos

Los antimicóticos cuentan con una amplia variedad de compuestos con distintos meca-
nismos de acción. Los polienos son moléculas macrómolidas con cadenas insaturadas que

1



comparten ciertas caracteŕısticas f́ısicas entre ellos y presentan diferencias en sus espec-
tros de absorción, aun aśı presentan un amplio espectro de efectividad en el tratamiento
de las enfermedades fúngicas. En este grupo podemos encontrar Nistatina, Natamicina y
Anfotericina B.
Los polienos presentan las caracteŕısticas de tener poca biodisponibilidad digestiva aśı co-
mo una baja solubilidad en agua, estas caracteŕısticas han limitado su uso, uno de los
principales y más utilizados es la Anfotericina B debido a su amplio espectrómetro de
efectividad y pocas infecciones presentan resistencia [5].

Tabla 1.1: Principales antifúngicos y mecanismos de acción.

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 antifúngico poliénico de elección para tratar micosis sistémi-
cas debido a que es uno de los antifúngicos 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
biodisponibilidad1 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 carácter hidrofóbico (encerrado en color rojo) y los grupos

1Cantidad de fármaco que llega de forma activa a la circulación sistémica y la velocidad a la que esta
accede al lugar de acción.
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Figura 1.1: Estructura qúımica 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 Dı́az Peralta en ChemDraw, utilizada con
permiso.

de hidroxilo que le confiere un carácter hidrof́ılico (encerrado en color azul) dándole a
los grupos hidroxilo de la molécula caracteŕısticas anfipáticas y presenta un residuo de
micosamina en el extremo de la molécula.

1.3.1. Mecanismo de acción de la AmB

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

Figura 1.2: Modelo clásico de poro formado por AmB.Nota: Adaptado de Vertiz, E. Q. Q.
(2023b, agosto 28). Fármacos antifúngicos. Studenta.
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La AmB cuenta con la capacidad de unirse al colesterol (presente en mamı́feros) con
una menor afinidad comparada con el ergosterol, se cree que esta es la razón de las reac-
ciones adversas [8].
El uso cĺınico de AmB se ve reducido dado que su toxicidad colateral limita la cantidad de
fármaco que puede ser suministrado; provoca reacciones de tipo inmediato como: fiebre,
escalofŕıos, vómitos y cefaleas y también reacciones a largo plazo como una alta nefroto-
xicidad [7]. La problemática 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 fármacos.

En cuanto a nuevos sistemas de entrega, las formulaciones liposomales de polienos lograron
reducir significativamente la toxicidad de fármacos y aumentar la cantidad de dosis tolerada
[9].
Sin embargo, hasta ahora no se ha logrado caracterizar y comercializar ningún derivado
de AmB aun teniendo candidatos prometedores como el A21 [10].

1.3.2. Éster met́ılico de L-histidina de anfotericina B (A21)

El Éster met́ılico de L-histidina de anfotericina B, también conocido como A21 o
AmB21 es un antibiótico polieno macrolido derivado de la estructura de la AmB.

Figura 1.3: Estructura qúımica 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 met́ılico de L-histidina (encerrado en azul claro). Nota: Imagen creada por la Dra.
Lucero Dı́az 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 met́ılico de L-histidina que reemplaza al grupo carboxilo
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de la AmB, al ser un derivado se plantea que cuenta con el mismo mecanismo de acción,
formando poros o canales transmembrales que permiten su unión a los esteroles. [11, 12]

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

1.3.3. Mecanismo de entrega

Aun teniendo un derivado con mejores caracteŕısticas es necesario tener un buen me-
canismo de entrega que reúna las propiedades adecuadas como: Los nanoportadores son
una prometedora forma de entrega de fármacos, en donde se busca reunir las mejores ca-
racteŕısticas y propiedades con la finalidad de una mejora significativa en el transporte,
estabilidad, tiempo de vida útil, entrega del fármaco y reducción de efectos secundarios.
Las formulaciones liṕıdicas y liposomales de polienos ofrecen una gran alternativa a esta
problemática reduciendo significativamente la toxicidad y daños 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 más estables que podemos
caracterizar y elaborar con ĺıpidos que tengas las propiedades adecuadas para el fármaco
que sera utilizado y para el mecanismo de aplicación que se utilizará.

1.4. Liposomas

Uno de los métodos preferidos para transporte y liberación de fármacos son los nano-
portadores las cuales pueden ser pequeñas veśıculas formadas a base de poĺımeros naturales
o sintéticos como los liposomas, los cuales podemos elaborar a base de colesterol y una
mezcla de fosfoĺıpidos. Esto nos otorga una gran versatilidad debido a que podemos brin-
darle diversas propiedades a la composición que tenemos para diseñarlos y caracterizarlos
de acuerdo con las necesidades que se busca satisfacer.
Están formados por fosfoĺıpidos, los cuales forman espontáneamente pequeñas veśıculas
al hidratarse con soluciones acuosas, esto debido al carácter anfipático de los fosfoĺıpidos.
Podemos definir a los liposomas como una estructura esférica coloidal cuya membrana
liposomal generalmente está conformada por una o más bicapas encerrando una sustancia
acuosa en su núcleo.
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
volúmenes acuosos en su interior, esto debido a su carácter anfipático, la biocompatibilidad
y biodegradabilidad que presentan, aśı como su no inmunogenicidad2 [14, 15].

1.4.1. Ĺıpidos

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 biof́ısicas determinan la interacción que tiene con otros

2Capacidad de una determinada sustancia para generar respuestas inmunes.
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ĺıpidos y protéınas de su entorno. Presentan la caracteŕıstica de ser insolubles en agua.
[16, 17] Existe una amplia composición de ĺıpidos las cuales afectan la eficacia de las for-
mulaciones liposomales [18].
Tenemos tres tipos generales de ĺıpidos que pueden conformar una membrana, como se
muestra en la figura 1.4

Figura 1.4: Principales ĺıpidos presentes en la membrana.

1.4.2. Fosfoĺıpidos

Los fosfoĺıpidos son ĺıpidos anfipáticos que se encuentran en cualquier membrana celu-
lar, tienen la caracteŕıstica de contar con un grupo polar y un grupo apolar. Son moléculas
anfipáticas3, debido a esta caracteŕıstica son ideales para la formación de bicapas, estas
se forman de manera espontánea al entrar en contacto con un medio acuoso en donde se
agrupan en dos regiones que conforman una bicapa alargada que en algún punto comenzara
a curvarse formando una veśıcula esférica.

En la tabla 1.2 presentamos algunos ĺıpidos usados para la elaboración de formulacio-
nes liposomales con carga eléctrica.
Las membranas celulares generalmente están hechas de fosfoĺıpidos. Estos últimos presen-
tan un carácter anfipático al tener una cabeza formada por un grupo de fosfatos hidrof́ılicos
de carácter polar y dos colas formadas por ácidos grasos hidrofóbicos de carácter apolar
como se muestra en la figura 1.5.

3Molécula o compuesto que tiene propiedades tanto hidrófilas como hidrófobas.
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Figura 1.5: Esquematización de un fosfoĺıpido.

Tabla 1.2: Ĺıpidos con cargas.

1.4.3. Caracteŕısticas generales de los liposomas

Fueron descritos por primera vez en 1964 por Alec Bangham, quien descubrió que
los ĺıpidos secos se organizan espontáneamente de manera desorganizada si se ponen en
contacto con una cantidad suficiente de agua [19]. Los liposomas son pequeñas veśıculas
esféricas compuestas por una bicapa de ĺıpidos que encierran un volumen acuoso en su
interior.
Debido a la composición 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.
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Al estar en contacto con el agua, los ĺıpidos se agrupan formando estructuras particu-
lares en las que podemos encontrar micelas, liposomas unilamelares4 o multilamelares5 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, Iliadis
A, Ciccolini J. Optimizing druggability through liposomal formulations: new approachs to
an old concept.

En la clasificación de liposomas encontramos diversos tamaños:

Veśıculas unilamelares pequeñas por sus siglas en ingles “SUV” menores a 100 nm
de diámetro.

Veśıculas unimelares grandes por sus siglas en ingles “LUV” con un diámetro desde
100 nm hasta 1 µm.

Veśıculas unilaminares gigantes por sus siglas en ingles “GUV” con un diámetro
mayor o igual a 1 µm de diámetro.

En los ĺıpidos la existencia de una parte polar y otra apolar determina la formación de
veśıculas, esto debido al autoensamblaje espontáneo debido a la hidratación, el autoen-
samblaje de ĺıpidos se genera por efecto hidrofóbico, es termodinámicamente espontáneo
y estable.
Para utilizar liposomas como transportadores de sustancias a la célula, buscamos alcanzar
estabilidad en el tamaño, para esto utilizaremos una técnica de caracterización de formu-
laciones ”Detección de pulsos resistivos sintonizable” o TRPS por sus siglas en ingles la
cual nos ayudara a determinar el tamaño de estas part́ıculas, si se busca encapsular algún
fármaco o compuesto es necesario agregar ĺıpidos 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 únicas y a la capacidad que tienen para modificarse y obtener las propiedades
deseadas.

4Con una sola bicapa de ĺıpidos.
5Presentan más de una bicapa de ĺıpidos.
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Se cree que el mecanismo de acción de las formulaciones liposomales para entrega de AmB
es viajando a través de la pared fúngica hasta la membrana en donde es liberado el fármaco
[7].
El tamaño óptimo de los liposomas para ser utilizados como veh́ıculos de entrega y trans-
porte de fármacos es de entre 50 a 100 nm de diámetro, entrando en la categoŕıa de SUV
y buscando un potencial ζ óptimo6 que le otorgue estabilidad a los liposomas. Buscamos
este tamaño y potencial zeta (PZ) adecuado para evitar que sean detectados por el sistema
inmune, si tenemos un tamaño más grande será detectado y no entregará el compuesto en
la zona afectada, si son más pequeños no tendremos la suficiente absorción [9]. En la cues-
tión de PZ no tenemos definido un rango exacto, pero buscamos que estén en un rango de
± 30 mV, dependiendo la función que se necesite cubrir, con PZ positivos en los liposomas
podemos transportar material genético, con PZ negativos podemos transportar fármacos
[7, 9].
Las formulaciones liṕıdicas de polienos han logrado reducir significativamente los daños
colaterales de algunos medicamentos y aumentar la cantidad de fármaco que puede ser
suministrado [7, 9, 14], esto debido a su mecanismo de almacenamiento y liberación del
fármaco.
Se consideran sistemas efectivos de transporte y administración de fármacos, usados prin-
cipalmente para los siguientes propósitos:

1. Controlar el transporte y liberación de fármacos.

2. Modificar la biodistribución7.

3. Dirigir el suministro de fármacos.

4. Mejoras en la solubilidad y biodisponibilidad.

Para ser utilizados con materiales bioactivos es importarte caracterizar el tamaño, concen-
tración, tiempo de vida útil. Y la distribución de PZ. Es por esto que se busca estandarizar
un protocolo para la elaboración de formulaciones liposomales.[15].
Las bicapas liṕıdicas pueden encontrarse en estado gel o fluido, esto dependiendo de la
composición de los ĺıpidos, la temperatura a la que se encuentren y la temperatura de
transición de los ĺıpidos. Al crear las formulaciones liposomales se le puede conferir carga
positiva o negativa a los liposomas con base en los ĺıpidos utilizados si son neutros o car-
gados y con las soluciones hidratantes, esto aumenta la repulsión electrostática entre las
bicapas generando un aumento en el volumen acuoso encapsulado.

1.4.5. Formulaciones liposomales y método de elaboración

La selección de ĺıpidos que se utilizan para cada formulación es determinada de acuer-
do a las caracteŕısticas y propiedades que buscamos optimizar en cada formulación con
base en el fármaco que se utilizara. [20] Existen diversos métodos para la elaboración de

6Por potencial ζ óptimo entendemos un PZ de -30 mV lo cual es adecuado para transporte de fármacos
y altamente estable (no presenta coagulaciones o floculaciones) .

7Métodos de seguimiento en el viaje de moléculas de interés biológico.
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formulaciones liposomales o liposomas. El más utilizado es el método Bangham o método
de hidratación [21, 13]. De manera general, los métodos de preparación de formulaciones
liposomales buscan cumplir cuatro aspectos principales:

Mezcla de ĺıpidos adecuados en un disolvente orgánico

Dispersión o hidratación en un medio acuoso

Métodos para unificar o purificar el tamaño de las veśıculas resultantes

Análisis de la formulación resultante con algún software para conteo de part́ıculas.

El método de hidratación consiste en solubilizar los ĺıpidos en un solvente orgánico, se
colocan a rota-evaporación en un matraz de fondo redondo sometiéndolos a un cambio
de presión para obtener una peĺıcula delgada. Posteriormente, se hidratan con una so-
lución para regular el pH y para crear una población de liposomas heterogénea, en oca-
siones es necesario utilizar métodos adicionales para obtener veśıculas más uniformes y
pequeñas.[19, 21]
La principal desventaja que presenta el método Bangham es que el método de elaboración
no está sistematizado para emplearse a gran escala y los costos de elaboración aún son
altos y esto no asegura que la formulación tenga las caracteŕısticas deseadas.
Las emulsiones liposomales pueden adquirir distintas coloraciones traslúcidas(figura 1.7b)
o lechosas (figura 1.7a), esto dependiendo según el tamaño y aglomeración de las veśıculas
y la concentración de los ĺıpidos presentes.
Si tenemos una coloración blanca quiere decir que tenemos part́ıculas de diversos tamaños,
por lo que la luz que dispersan estas part́ıculas es de diversos colores, y la suma de to-
dos estos colores nos genera el color blanco en la formulación. Al someterla a agitación
ultrasónica y obtener part́ıculas más uniformes obtenemos una formulación transparente
con cierta coloración azul.Se cree que la forma de interacción de los liposomas con la mem-
brana es mediante la fusión de la bicapa liṕıdica al entrar en contacto con la membrana
celular o que las veśıculas pueden ser introducidas a la célula por endocitosis8.
Las formulaciones liposomales presentan una gran alternativa para lidiar con la toxicidad
colateral de diversos fármacos y para encontrar mecanismos de entrega más efectivos debi-
do a la ventaja de la caracterización y modificación de los componentes de la formulación
[14].

1.5. Potencial zeta (ζ)

Es importante conocer y controlar las propiedades fisicoqúımicas de un sistema de
part́ıculas como lo es el potencial zeta.
La selección de ĺıpidos es esencial para mejorar la eficacia de la formulación; sin embargo,
aun con una buena selección de ĺıpidos no garantiza una formulación exitosa, hay una serie
de parámetros que se deben controlar como el tamaño y el potencial superficial, dado que
cambios pequeños 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 coloración lechosa (b) Liposomas coloración traslucida

Figura 1.7: Liposomas formulación DPPC:POPC:COL.

de la formulación liposomal [22, 18].
La medición del potencial zeta se ha convertido en una técnica estándar para la caracteri-
zación de nanopart́ıculas. Podemos definirlo como el potencial en el plano de deslizamiento
que separa al coloide de los iones asociados del medio de dispersión bajo un campo eléctri-
co [13] y nos ayuda a determinar la estabilidad en la interacción part́ıcula – part́ıcula en
una formulación o un sistema coloidal, caracterizando el potencial superficial y densidad
de part́ıculas. Se encuentra altamente influenciado por el solvente en que se encuentre la
formulación o coloide y en el caso de formulaciones liposomales por la selección de ĺıpidos
[23].

1.5.1. Coloides

Un sistema coloidal está compuesto por dos fases, una fase dispersa y una fase disper-
sante. Podemos clasificar a los coloides en liófilos (atraen solventes) y en liófobos (repelen
solvente) si el solvente es agua se clasifican en hidrof́ılico e hidrofóbico respectivamente.[24]
En un sistema coloidal las part́ıculas tienden a agregarse o formar coágulos; el comporta-
miento de los coloides en agua está influenciado por su carga electrocinética9; esto genera
repulsión 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 atmósfera de iones [24].

9Parte de la electricidad que estudia el comportamiento de la carga en movimiento y su propagación
a través de cuerpo conductor. Parte de la f́ısica que estudia el fenómeno que produce la electricidad en
movimiento, en el mismo conductor.
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(a) Repulsión en part́ıculas cargadas. (b) Atracción en part́ıculas sin carga.

Figura 1.8: Interacción de part́ıculas coloidales. Nota: figura de elaboración propia.

1.5.2. Doble capa

Entendamos el fenómeno de la siguiente manera:
Supongamos que tenemos un sistema coloidal, los coloides llevarán carga negativa, al en-
trar en contacto con los iones que contiene la fase dispersante, los iones con carga positiva
comenzaran a ser atráıdos uniéndose a la superficie del coloide. Estos se unen creando una
capa ordenada y ŕıgida que cubrirá toda la superficie de la part́ıcula, a esta capa se le
conoce como “capa de Stern” (1.9a).
La carga del coloide seguirá atrayendo a los cationes que se intentaran unir formando una
segunda capa, pero al estar ya unida la capa de Stern sufrirán una repulsión, esto ocasio-
nará que la segunda capa se quede flotando de manera más desorganizada y móvil en una
“capa difusa” (1.9b).

(a) Capa de Stern pegada a
la superficie del coloide.

(b) Capa difusa al rededor
del coloide.

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

La unión de la capa de Stern y la capa difusa generan lo que conocemos como “doble
capa” las dimensiones de esta doble capa aśı como la carga que presenten estará fuerte-
mente influenciado por el tipo de solución en su entorno y la concentración de iones en
ella.
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Ahora entendiendo mejor que es la doble capa difusa nos queda preguntarnos ¿en dónde
se encuentra el potencial zeta? Y ¿cómo 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 aproximación de la carga superficial en nanopart́ıculas [26] y nos brinda información
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 part́ıcula, ni el potencial eléctrico en la capa
de Stern; sin embargo, es una buena aproximación para caracterizar las propiedades de la
part́ıcula, sobre todo si la part́ıcula esta en una solución.

Figura 1.10: Representación de la locación del potencial Z. Nota: figura de elaboración
propia.

El PZ, a pesar de ser una buena aproximación, tiene algunos limitantes, siendo el pH el
parámetro más influyente para determinar el tamaño de la part́ıcula y el PZ que esta
adquirirá.En las soluciones acuosas otros parámetros que influyen son la temperatura y la
viscosidad del medio en que se encuentre el sistema coloidal [26].

1.6. Detección 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 detección de pulsos resistivos (RPS) y la detección 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 caracterización óptimo para part́ıculas en un rango nanométrico hasta micrométrico y
nos da la ventaja de analizar un conteo de part́ıculas individuales, es decir, part́ıcula por
part́ıcula.
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Nos permite analizar distintas part́ıculas coloidales y caracterizar el tamaño, concentración
de part́ıculas y estimar el PZ de las part́ıculas.
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 oŕıgenes 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 hematoloǵıa y fue hasta la década de 1970 cuando se comenzó a emplear en el conteo
de part́ıculas como virus, bacterias, veśıculas extracelulares y microorganismos. El princi-
pio básico de esta técnica es por el conteo y análisis de bloqueos en la corriente iónica [29].

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

Nuestro sistema está basado en dos depósitos en donde podemos colocar una solución
acuosa que nos permita el paso de la corriente (generalmente electrolitos). Estos depósitos
cuentan con un electrodo, lo cual nos permitirá tener una corriente continua al aplicar una
diferencia de potencial (∆ V ) entre los depósitos. En la parte media entre los depósitos
colocamos el nanoporo que cumplirá el papel de una membrana delgada que permite el
paso de electrolitos y, por lo tanto, de la corriente (figura 1.11). Cuando una part́ıcula
atraviesa el nanoporo observamos un evento de bloqueo, lo que genera una disminución
transitoria en la corriente iónica, lo que conocemos como un “pulso resistivo”, esto pode-
mos visualizarlo de la siguiente manera, dado que el bloqueo lo genera una part́ıcula, esta
desplaza un poco de ĺıquido electroĺıtico 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 part́ıculas 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 ĺınea basal con la cantidad de part́ıculas en la
formulación, el tamaño del decaimiento en la corriente iónica, podemos relacionarlo el
volumen de la part́ıcula y la duración del bloqueo con la velocidad de la part́ıcula.
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1.6.2. Pulsos resistivos

Figura 1.12: Esquematización de la interpretación de los bloqueos en la linea basal. Nota:
figura modificada a partir de la imagen presente el en manual IZON EXOID.

El equipo nos permitirá visualizar la cantidad de bloqueos que tenemos presentes en
la ĺınea basal en tiempo real, la interpretación 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 part́ıculas al pasar
generara un decaimiento que podemos observar en la pantalla el cual se verá como un pico
decreciente en la corriente, podemos interpretar el tamaño o volumen de nuestra part́ıcula
en relación con el decaimiento que tuvo la corriente, una part́ıcula más grande generará un
mayor desplazamiento de volumen acuoso y esto generará un aumento en la resistencia ma-
yor, lo que genera un decaimiento más grande. La velocidad de la part́ıcula viene dada por
el tiempo que duró el decaimiento de corriente, una part́ıcula grande y lenta nos generara
un gran decaimiento que dure más, comparado con una part́ıcula pequeña y rápida. En la
figura 1.12 tenemos un esquema de la interpretación de un pulso resistivo. Para obtener
resultados más acertados es necesario que la ĺınea basal no presente anormalidad como
saltos en la corriente, inestabilidad en la ĺınea o decaimientos y subidas de corriente muy
drásticas, estas alteraciones generan que el nanoporo pueda sufrir obstrucciones y daños
que a largo plazo impediŕıan su uso.

1.6.3. Geometŕıa 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 µm),
esto es posible debido a que nuestra membrana o nanoporo está hecha de un termoplástico
que permite la apertura y cierre (nanoporo redimensionable) los cuales se elaboran perfo-
rando un elastómero estirado y nos permiten deformarlo por medio de un estiramiento o
relajamiento biaxial.[31, 32]
Para obtener las mediciones de tamaño y concentración 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 geometŕıa que se sugiere es un nanoporo con apertura cónica como se muestra en la
figura: 1.13. Debido a la geometŕıa del nanoporo la manera en la que se sugiere se puede
aproximar la resistencia es por medio de la ecuación:

R =
4ρL

πAB
(1.1)

En donde ρ es la resistividad de los medios electroĺıticos, L la longitud de los poros y A,B
las dimensiones de los poros, es decir la apertura de las áreas de la mas pequeña a la más
grande [33].
Como podemos observar en la figura 1.13 la resistencia sera un gradiente, en donde po-
demos dividir la sección del nanoporo en pequeños segmentos, el nanoporo presenta la
caracteŕıstica de tener segmentos cónicos simétricos, por lo tanto la resistencia cualquier
punto ”x”del eje Z, desde la apertura del nanoporo la podremos aproximar mediante la
ecuación 1.2

R =
4ρ(Zb − Za)

πAzBz

(1.2)

En la ecuación 1.2 notamos que la longitud L ahora se ha representado por (Zb − Za)
lo cual indica que ahora trabajamos sobre una distancia a lo largo del eje del nanoporo y
Az, Bz son los diámetros desde la apertura mas pequeña del nanoporo hasta la de mayor
tamaño.
Este gradiente de resistencias en los poros cónicos nos permite una sensibilidad mayor a
las part́ıcula. Una problemática de los poros redimensiables es el posicionamiento en la
ubicación de la part́ıcula a lo largo del eje Z del nanoporo.
Eso puede solucionarse modelando el nanoporo como un conjunto de secciones cónicas,
de esta manera podemos conocer la posición, tamaño y velocidad de la part́ıcula. Otra
manera de estimar el PZ es por medio de una integral la cual está dada por una integral
entre las distancias del nanoporo estirado con respecto al eje “z”.
La integral queda de la siguiente manera:

Rporo =
∫ Aa

Ab

ρ

A(Z)
dz. (1.3)

Con A(Z) el área de la sección transversal del poro en la posición z y ρ 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 podŕıa sufrir
deformaciones que generen complicaciones al realizar el análisis, es por esto que tenemos
un rango de estiramiento óptimo como se muestra en la tabla 1.3
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Figura 1.13: Geometŕıa 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”

Tabla 1.3: Estiramiento óptimo en el nanoporo.

Concentración

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

Potencial zeta

La medición del potencial zeta se lleva a cabo al someter la suspensión a un campo
eléctrico y medir la velocidad de desplazamiento de las part́ıculas 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 serán los electrodos superior e inferior del EXOID, el campo estará
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dado como:

E =
V

d
(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 µm tomando [33] tomando estos datos el
campo eléctrico que tenemos tendrá una magnitud promedio de:

E =
V

d
=

450 mV

300 µm
E = 1.5

mV

µm
(1.5)

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

µe =
V

E
(1.6)

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

µe =
2ϵrϵ0ζf(ka)

3η
(1.7)

Con ϵr como la permitividad relativa o constante dieléctrica, ϵ0 permitividad del vació, ζ
el potencial , f(ka) función de Henry y η la viscosidad a temperatura experimental [27].
El equipo que se utilizará ya cuenta con un software de análisis que considera diversas
variables y ecuaciones para darnos los cálculos y gráficas de PZ necesarias.

1.7. Antecedentes

La caracterización de part́ıculas ha sido un proceso fundamental para conocer las prin-
cipales propiedades fisicoqúımicas de los elementos presentes en la suspensión coloidal y
aśı definir las principales aplicaciones que podŕıan tener.
Existen diversas técnicas para la caracterización de part́ıculas, cada una de estas técnicas
emplean distintos principios f́ısicos como dispersión de luz o variaciones en el voltaje. El
uso de distintas técnicas en conjunto que empleen distintos principios para la caracteriza-
ción de una sola formulación son utilizadas para tener una caracterización más completa,
dado que nos ofrecen distintos tipos de información.
Existen distintas técnicas como dispersión de luz dinámica (DLS), microscopia de fuerza
atómica (AFM), detección de pulsos resistivos sintonizable (TRPS), esta investigación se
centra en la técnica de TRPS y su uso para la caracterización de una formulación liposo-
mal.
Los dispositivos para conteo y caracterización de part́ıculas en la técnica TRPS tenemos el
qNano el cual es una versión anterior al EXOID. Estos dispositivos nos permiten tener un
control mediante la visualización en tiempo real de la ĺınea basal y análisis de las part́ıculas.
En comparación con otras técnicas como el DLS la técnica TRPS es novedosa dado que el
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análisis es por medio de part́ıculas individuales y nos permite determinar subpoblaciones
tanto en tamaño como en PZ, nos ayuda a determinar el diámetro de la part́ıcula de forma
más certera y no solo una aproximación. [34, 35]

1.8. Hipótesis

El éster met́ılico de L-histidina de anfotericina B es una potencial alternativa como
antimicótico, teniendo en cuenta que que comparte caracteŕısticas con la AmB por ser un
derivado de esta, tendŕıa un comportamiento similar a la AmB, debido a la modificación
el A21 presenta mejoŕıas en la solubilidad y reducción en los daños colaterales.
Con la selección de ĺıpidos de la formulación debeŕıamos poder caracterizar sus propiedades
fisicoqúımicas de manera adecuada.

1.9. Objetivos

1.9.1. Objetivos generales

En este trabajo se busca caracterizar una formulación liposomal para encapsulamiento
y entrega de fármaco con un diámetro 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 agitación ultrasónica ultrasónica.
El trabajo se dividirá en dos fases: En la primera de ellas se caracterizará la formulación
liposomal sin fármaco, con la finalidad de conocer las caracteŕısticas y comportamiento
inicial de la formulación. Posteriormente se agregará fármaco (A21) durante el proceso de
elaboración de la formulación con la finalidad de observar los cambios en las caracteŕısticas
y comportamiento del sistema, todo esto con ayuda del equipo IZON EXOID.

1.9.2. Objetivos particulares

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

Metodoloǵıa

2.1. Materiales

Para la elaboración de la formulación liposomal denominada L1 se utilizó una mezcla
de ĺıpidos 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-
lución madre con una concentración de 25 mg/ml.
Se trabajaron dos formulaciones, en la primera parte de esta investigación utilizamos la
formulación L1 (DPPC:POPC:COL) a una concentración de 12.5 mM en la segunda parte
de la investigación buscamos una concentración de 1 mM y se añadió fármaco, se utilizó
una solución madre de A21 (Lote A21-29-11-22) a 0.75 mM (figura 2.2).

(a) Estructura POPC (b) Estructura DPPC

(c) Estructura COLESTEROL

Figura 2.1: Estructuras de ĺıpidos utilizados para formulación L1.

Se utilizaron distintos solventes; Para los ĺıpidos se utilizó cloroformo, como solvente
del fármaco se utilizó metanol (2.5 mg de A21 en 50 µl de metanol), para el proceso
de hidratación de los liposomas se empleó PBS para regular el pH a 7.4 (condiciones
fisiológicas) en la formulación.
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Figura 2.2: Solución madre de A21.

2.1.1. Preparación de la formulación liposomal

Para elaborar la formulación se utilizó el método de evaporación (figura 2.3), en este
método los ĺıpidos están suspendidos en un solvente, se aplica vaćıo con la finalidad de
evaporar el solvente y obtener una peĺıcula fina adherida al matraz.
Este proceso consta de tres fases principales: mezcla de ĺıpidos, evaporación del solvente,
hidratación de la formulación.

Figura 2.3: Esquema del método de evaporación.

Protocolo para elaboración de formulación L1:

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

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

Se colocan los volúmenes señalados en la tabla 2.1 de POPC, DPPC, COL y fármaco
en un matraz limpio, si es necesario puede colocarse un poco de CHl3 y utilizar el
vortex para limpiarlo, desechar el CHl3 de manera adecuada, agregar un poco de
CHl3 en el matraz antes de agregar los ĺıpidos y el fármaco dicho recipiente debe
transportarse de manera segura para cubrir de la luz y evitar derrames.
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Tabla 2.1: Cantidades agregadas de ĺıpidos y fármaco.

Una vez lista la formulación se lleva al rotavapor. Se utilizan dos presiones: treinta
minutos a una presión de 305 mBar, terminado este tiempo se baja la presión a 70 - 75
mBar por treinta minutos, en ambas presiones debemos mantener una temperatura
de 40◦C y una rotación media. Este proceso provocara que los ĺıpidos generen una
peĺıcula adherida de manera uniforme al fondo del matraz.

Se hidratan con 1 ml de solución PBS provocando que los ĺıpidos, por efecto hi-
drofóbico, 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
tamaños más estables y dispersos.

2.1.2. Incorporación fármaco A21

Se prepara una solución madre de A21 en metanol, se colocan 2.5 mg de A21 y se
disuelven en 50 µl de metanol, para disolverse mejor podemos ayudarnos de un vortex.
Cuando está lista la mezcla de ĺıpidos L1 se colocan 16.1 µl de la solución madre de
A21 y se llevan al rota vapor siguiendo el procedimiento para elaboración de formulación
liposomal. Una vez preparada la solución L1A21 con el método de evaporación buscamos
obtener resultados en la formulación como en la figura 2.4

Figura 2.4: Secuencia de resultados en el método de evaporación integrando fármaco A21.
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Podemos observar en la primer figura la mezcla de ĺıpidos con el fármaco, en la segunda
figura la formación de la peĺıcula adherida al matraz antes de hidratarse y finalmente la
formulación L1A21 después de someterse a un baño ultrasónico.

2.2. Método

2.2.1. Caracterización fisicoqúımica

Para realizar la caracterización de la formulación liposomal utilizaremos el equipo IZON
EXOID el cual nos permite generar análisis de concentración vs tamaño y tamaño vs
potencial zeta.
De igual manera, el equipo nos permite visualizar la ĺınea 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 diámetro de los liposomas se utilizó la técnica de “TRPS”, la cual con-
siste en una variación de voltajes y presiones sobre un nanoporo de poliuretano flexible
que cumple el papel de membrana, con esto logramos que las part́ıculas que se encuentran
suspendidas en la formulación pasen por el nanoporo generando un bloqueo y un decai-
miento en la señal.
Utilizamos el dispositivo experimental IZON EXOID (figura 2.5 (1)) el cual cuenta con di-
versos elementos principales como un casco metálico cuya principal función es disminuir el
ruido, en nuestra ĺınea basal, una celda de fluido superior y una celda de fluido inferior, en
donde colocamos una solución que nos ayuda a intensificar la ĺınea de corriente, adicional
a esto tenemos nanoporos de poliuretano intercambiables de distintos tamaños.

1 Equipo IZON EXOID
2 Boquilla de presión
3 Casco metálico
4 Celda de fluido superior
5 Nanoporo de poliuretano flexible
6 Celda de fluido inferior

Tabla 2.2: Partes para montaje del equipo EXOID.

Para poder realizar las mediciones se requiere un proceso de hidratación en el nanoporo que
se hace en tres partes, principalmente con solución hidratante (SH), solución electroĺıtica
(SE) que se utiliza para la dilución de los liposomas al momento de realizar las mediciones
y para permitir el paso de corriente estable generando una ĺınea 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 hidratación y recubrimiento del nanoporo se encuentra mejor explicado
en el apéndice B.
Se realizaron análisis de tamaño vs PZ, para mantener resultados dentro de los rangos
deseados, se buscó 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 tamaños,
para la primer parte de este experimento en donde solo se busca caracterizar la formulación
L1 se utilizaron nanoporos de 250 y 400 nanómetros con variaciones de voltaje en el rango
establecido, para la segunda fase de este experimento ya se contaba con un tamaño pro-
medio de los liposomas presentes en la formulación L1, por lo que se usaron nanoporos de
tamaños más pequeños de entre 250 y 100 nanómetros manteniéndonos dentro del rango
de voltaje establecido, esto con la finalidad de obtener un promedio de part́ıculas dentro
de los parámetros ideales de tamaño.
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 ĺınea basal,
la falta o exceso de bloqueos, esto con la finalidad de obtener mediciones más precisas y
gráficas más estables.
En la elaboración de este protocolo se deben tener en cuenta problemas de hidratación en
el nanoporo, la formación de burbujas en la celda superior o inferior que afectan la estabi-
lidad en la ĺınea de corriente, se debe tener en cuenta la apertura óptima 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 estarán tomando las mediciones, dado que
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esto afecta el proceso de hidratación 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 tamaño promedio y cantidad de
part́ıculas presentes en la formulación liposomal L1 con fármaco presente (A21) como fun-
ción de una variación de voltaje y presión.
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Caṕıtulo 3

Resultados

El propósito principal de este experimento fue caracterizar las propiedades fisicoqúımi-
cas de la formulación L1, observar y analizar los principales cambios que presenta al en-
capsular el fármaco A21, para esto se realizaron pruebas con el equipo IZON EXOID que
nos permite manipular por medio de diferencia de voltajes y presiones la formulación, los
resultados los dividiremos en dos fases.
Para la primer parte de este experimento las metas principales son caracterizar la formu-
lación L1 y tener un mejor manejo y entendimiento del equipo que se utilizará.
En la segunda fase del experimento se encapsuló el fármaco en la formulación L1, se ob-
servaron y analizaron los principales cambios en las caracteŕısticas de la formulación.
Con los datos de ambas formulaciones se procede a una comparación en los cambios en
diámetro y potencial zeta.
Las mediciones se realizaron con variaciones en el voltaje, tiempos de agitación ultrasónica
y distintos nanoporos, de igual manera se sugiere la opción de filtrar la formulación con la
finalidad de obtener part́ıculas más uniformes y pequeñas, se llevó un registro de tiempo de
agitación ultrasónica, los datos del nanoporo, los voltajes y tamaños promedios generados
por el programa de análisis de dados proporcionado por IZON.

3.1. Formulación L1

Para analizar dicha formulación 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 gráficas para PZ y diámetro, de igual manera podemos
generar un diámetro (∅) y potencial zeta (ζ) promedio, los cuales se presentan en la tabla
3.1

∅Promedio ζPromedio σdiámetro

230.75 -37.15 92.60

Tabla 3.1: Diámetro y PZ promedios formulación L1.
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Tabla 3.2: Datos obtenidos para la formulación L1.

3.1.1. Diámetro L1

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

Figura 3.1: Tamaños de L1 por fecha.

3.1.2. Tasa de part́ıculas

Otro referente que debemos considerar en nuestros resultados es la cantidad de part́ıcu-
las presentes en cada medición. Los reportes generados por el IZON DATA nos generan
una gráfica en referencia a la cantidad de part́ıculas que tuvimos presentes en la medición.
Buscamos que esta gráfica tienda a una ĺınea continua con pendiente constante, ya que esto
nos indicaŕıa que tuvimos una buena cantidad de bloqueos en el tiempo que transcurrió el
análisis.
De las mediciones para la formulación L1 obtuvimos las siguientes gráficas (figura 3.2).
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(a) 06-10-2022 (b) 12-10-2022

(c) 18-10-2022 1 hr de agitación ultrasónica (d) 18-10-2022 2hr de agitación ultrasónica

Figura 3.2: Gráficas de la tasa de part́ıculas para la formulación L1 en distintas medicones
(fechas).

Analizando la figura 3.2a podemos observar que tuvimos una buena cantidad de part́ıcu-
las con dos decaimientos notables, esto podemos adjudicarlo a un bloqueo de gran tamaño
que generó inestabilidad en la ĺınea basal, lo que genera que la corriente decaiga y esto
produce las curvas de decaimiento en la gráfica. En la figura 3.2b la curva de decaimiento
es aún más notable y prolongada, en esta formulación presentamos una mayor cantidad de
bloqueos seguidos. En las figuras 3.2c y 3.2d se midió la misma formulación con distintos
tiempos de agitación ultrasónica para notar los cambios que presentaba la formulación y
aśı definir un tiempo óptimo de agitación ultrasónica. Como se puede observar con un
tiempo de agitación de 60 minutos tenemos una buena cantidad de part́ıculas presentes en
la formulación, podemos observar una ĺınea escalonada con tres secciones sin part́ıculas,
podemos adjudicarlo a que el nanoporo se tapó, Para estos casos se tiene que utilizar una
herramienta especial para aplicar succión en el nanoporo lo que generara que se “desta-
pe”permitiendo de nuevo el paso de part́ıculas. Aun aśı en las secciones de la ĺınea que
tenemos presentes podemos notar un flujo continuo de part́ıculas, con la información del
cuadro 3.2 tenemos un conteo de part́ıculas alto con un total de 1066 a 60 min de agitación
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ultrasónica a diferencia de un tiempo de agitación ultrasónica de 120 min donde podemos
visualizar una curva pronunciada en la figura 3.2d con un conteo total de part́ıculas de
187.
El proceso de variación en tiempo del agitador ultrasónico se realizó en otras muestras,
esto con la finalidad de determinar cuál es el tiempo óptimo de agitación para formu-
lación, con esto se determinó el tiempo óptimo de agitación para la formulación L1 que
es de 60 minutos, con este tiempo la formulación obtendrá un color traslúcido azulado
permitiendo tener una formulación más estable, es decir que el diámetro de las part́ıculas
mayormente esta en el espectro visible, con part́ıculas más dispersas y con una menor
cantidad aglomeraciones de part́ıculas lo que genera obstrucciones en el nanoporo.

3.1.3. Potencial zeta L1

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

Figura 3.3: PZ de diferentes preparaciones de L1.

Como podemos observar tenemos variaciones en el potencial zeta, aún 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 fármacos [9, 14].
Como ya se mencionó la relación que tenemos con el PZ y tamaño 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 agitación ultrasónica afecta en el tamaño de las part́ıculas
y, por lo tanto, en el potencial zeta que estas puedan presentar.
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Como podemos observar la caracterización de la formulación L1 nos da un diámetro pro-
medio y un PZ promedio más negativo que el deseado, la siguiente fase es observar los
cambios que presenta dicha formulación al incorporar fármaco.
La formulación L1 presenta una buena estabilidad coloidal y presenta un mejor comporta-
miento el d́ıa de su elaboración, conforme pasa tiempo en refrigeración presenta una mayor
cantidad de aglomeraciones y requiere un mayor tiempo de agitación ultrasónica antes de
medirla.
En esta primera fase consideramos dos metas principales, la caracterización de la formu-
lación L1 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 formulación con fármaco
de mejor manera. Para esto se elaboró un protocolo de hidratación de manera adecuada
al nanoporo, el cual se presenta en el apéndice B.

3.2. Formulación L1A21

En la segunda fase del experimento, ya con un conocimiento previo de las caracteŕısti-
cas y comportamiento de la formulación L1 se analizaron los cambios presentados en dicha
formulación al encapsular el fármaco.
Para esta parte se utilizaron nanoporos de distintos tamaños desde 250 nm hasta 100 nm,
se siguió respetando el tiempo de agitación ultrasónica ultrasónica al elaborar la formula-
ción, ya que se comprobó que es el que nos genera mejores resultados.

Figura 3.4: Datos obtenidos para la formulación 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 diámetro y potencial zeta promedios
generales presentes en la tabla 3.3. Como se puede observar en la tabla 3.4 el tamaño del
nanoporo se fue disminuyendo de 250 nm a 100 nm, al trabajar con nanoporos más pe-
queños debemos encontrar un estiramiento óptimo, se trabajó 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 tamaño pequeño
se hidrataron con una apertura de 49.0 a 49.5 nm arriesgándonos a tener una deformación
a largo plazo en el nanoporo, es por esta razón que solo se utilizó en el proceso de hidra-
tación para obtener ĺıneas basales más estables descartando esas aperturas en el proceso
de medición.

∅Promedio ζPromedio σpotencial

175.05 -87.70 74.84

Tabla 3.3: Diámetro y PZ promedios de la formulación L1A21.

Con la variación en el tamaño del nanoporo podemos observar en las figuras 3.5 y 3.6 que
con ciertos tamaños de nanoporo (250 y 150 nm) obtenemos mediciones con un rango de
diámetro 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 tamaño pequeño presenta mayor dificultad
para hidratarse de manera correcta e incluso la calibración puede tener complicaciones.
Los nanoporos de estos tamaños tienden a sufrir una mayor deformación debido a que
debemos operar con un mayor estiramiento para tener una ĺınea basal estable y no tener
dificultades al medir la formulación.

Figura 3.5: Diámetros promedio obtenidos con distintos NP.
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Figura 3.6: Comparación de PZ obtenidos con distintos NP en distintas mediciones.

3.2.1. Diámetro L1A21

De los datos obtenidos podemos generar la gráfica presentada en la figura 3.7a, en donde
se muestran los promedios por d́ıa de cada medición, tenemos una variación de diámetros
desde los 53 a los 349 nm. Se obtuvo un diámetro promedio de 175.05, se observa una
diferencia entre el diámetro promedio de la formulación L1 y L1A21

Figura 3.7: Tamaños de diferentes preparaciones de L1A21 con desviación estándar.

(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 part́ıculas

En esta fase del trabajo notamos una buena cantidad de part́ıculas en la mayoŕıa de
las mediciones. Los bloqueos suceden con menor frecuencia, sin generar obstrucciones en
el nanoporo que alteraran la ĺınea basal. En cambio, nuestras ĺıneas basales presentaban
corrientes inestables en cuestión de voltaje es decir sufŕıan decaimientos o subidas notorias,
analizando las figuras podemos notar que en la figura 3.8a comenzamos con una ĺınea esta-
ble con una buena cantidad de part́ıculas detectadas, sufrimos un decaimiento prolongado
en la cantidad de bloqueos presentes finalizando con un corte, en esta ocasión podemos
adjudicar este corte a que se finalizó el análisis antes de que se completara la medición,
esto lo hacemos cuando la ĺınea basal comienza a tener alteraciones drásticas y seguidas
que nos alteraŕıan los resultados finales, en la figura 3.8b podemos observar que la ĺınea
presenta claras discontinuidades. Se puede observar que inicia de manera continua, en las
figuras 3.8c y 3.8d tenemos ĺıneas continuas y con la tendencia lineal que buscamos, aun
aśı podemos observar que en la figura 3.8c tenemos un corte en la ĺınea, esto se debe a que
se finalizó la medición antes de terminar de analizar la muestra, la linea basal comenzó a
ser muy inestable por lo que lo mejor es detener el análisis.

(a) 28-02-2022 (b) 09-03-2023

(c) 21-03-2023 (d) 18-04-2023

Figura 3.8: Gráficas de la tasa de part́ıculas para la formulación L1A21.
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3.2.3. Potencial zeta L1A21

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 óptimo. Con los datos recopilados podemos generar la gráfica 3.9a en donde
podemos observar que a diferencia de los datos de PZ en la formulación sin fármaco
tenemos presentes potenciales zeta positivos.
Durante las mediciones se logró observar que la formulación requiere al menos un d́ıa en
refrigeración después de su elaboración para que la formulación tenga mayor estabilidad
coloidal, si se mide el mismo d́ıa de la elaboración (lo que se haćıa generalmente con la
formulación L1) tenemos demasiada inestabilidad en la ĺınea basal (decaimientos y bloqueos
frecuentes y duraderos). La hipótesis principal es que no todo el fármaco es encapsulado
por lo que habŕıa gran cantidad de part́ıculas presentes en la formulación de diversos
tamaños y PZ, lo que nos generaŕıa inestabilidad en el sistema coloidal.

Figura 3.9: PZ de diferentes preparaciones de L1A21 con desviación estándar.

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

3.3. Comparación de L1 y L1A21

Para llevar a cabo la comparación se realizó una selección de datos que compartieran
similitudes durante la medición, se tomó en cuenta que se midieran con un nanoporo del
mismo tamaño y que la variación de voltajes este dentro de los rangos establecidos.
Se seleccionaron los datos medidos con un nanoporo NP250. Para la formulación L1 se
utilizaron las cuatro mediciones obtenidas y para la formulación L1A21 se llevó a cabo
una selección de datos en donde se retiraron los datos que presentaban anomaĺıas como
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un potencial zeta positivo o muy negativo.

3.3.1. Comparación de diámetro

Comparando los resultados de L1 y L1A21 podemos notar que el diámetro promedio
disminuyo al incorporar el A21 acercándose a los 150 nm. La incorporación del fármaco
no alteró en gran medida el diámetro de las part́ıculas, pero śı la interacción entre ellas,
la formulación requiere de un lapso de reposo para poder analizarla. Esto por una alta
actividad manifestada en el d́ıa de elaboración de la formulación, como ya se mencionó
la hipótesis principal que tenemos es que la incorporación del fármaco en la formulación
genera una gran actividad, presentando una gran cantidad de part́ıculas de diversos ta-
maños y potenciales, esto genera inestabilidad en la linea basal y demasiados bloqueos en
el nanoporo ocasionando taponamientos, por lo que necesitaŕıa de un lapso mayor para
que la formulación encapsule la mayor cantidad posible de fármaco y podamos realizar
una medición sin dificultades generándonos resultados mas confiables.

Figura 3.10: Comparación de diámetros entre las formulaciones L1 y L1A21.

(a) Nota: Las barras superiores en la gráfica de caja son los máximos y mı́nimos sin datos at́ıpicos,
la ĺınea punteada roja dentro de la gráfica representa la media, la ĺınea negra continua dentro de
la gráfica representa la mediana, la caja indica el intervalo en donde se encuentran los datos y
los puntos que se encuentran aún más alejados son considerados valores at́ıpicos.
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En la figura 3.12 se presenta un diagrama de cajas en donde se marcan la media (ĺınea
roja punteada) y la mediana (ĺınea negra) respectivas de cada formulación.
En la formulación L1A21 podemos observar una anomaĺıa cercana a los 350 nm.
Para tener un análisis completo se realizó una prueba T-Student. Esta es una herramienta
usada en estad́ıstica para analizar dos grupos de datos y determinar si son distintos entre
śı.

3.4. Prueba T-Student

Es una prueba de estad́ıstica utilizada para determinar si los cambios entre las medias
de dos poblaciones son significativas o no, esto mediante el planteamiento de dos hipótesis.
H0: hipótesis nula, es decir, las medias de ambas muestras son iguales.
H1: hipótesis alterna o de diferencias, es decir, las medias son significativamente distintas.
Sé estable un valor P o nivel de la significación de P < 0.05, también conocido como valor
α.
Para muestras tenemos 6 grados de libertad con un valor de α de 0.05.
Para derivar el valor cŕıtico de las colas, las cuales vienen dadas por α/2 = 0.025 y los
grados de libertad.
Utilizamos una tabla de distribución t de student en donde encontramos que para seis
grados de libertad con un valor de α/2 de 0.025 nos corresponden valores cŕıticos en las
colas de 2.447 esto podemos observarlo con una gráfica de campana.
Para que nuestra hipótesis se cumpla y no tengamos cambio significativo, el valor T es-
tad́ıstico debe encontrarse en el rango de las dos colas, figura 3.11.

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

Tabla 3.4: Datos usados para prueba T para diámetro.

Para la prueba T-Student hicimos una selección de datos, se usaron datos que se hayan
medido con un nanoporo del mismo tamaño y con voltajes usados similares. Los datos de
los diámetros usados se presentan en el cuadro 3.4.
Se consideró una prueba en donde las muestras no están relacionadas, esto debido a que
las muestras no presentan dependencia entre śı.

Figura 3.12: Prueba T para diámetro.

De esto podemos concluir que el cambio en el diámetro debido a la presencia del A21 no es
significativo, por lo que la incorporación del fármaco no afecta de manera significativa en
el diámetro de las part́ıculas, esto lo podemos notar en el valor estad́ıstico T presente en
la figura 3.12, para mayor claridad podemos observarlo en la gráfica de campana presente
en la figura 3.13.
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Figura 3.13: Gráfica de campana con valor estad́ıstico Tdiametro marcado en color verde.

3.4.2. Comparación potencial zeta

Analizando los datos de la formulación L1A21 podemos observar tres anomaĺıas, la
incorporación del fármaco genera un cambio significativo en el potencial zeta.

Figura 3.14: Comparación de potencial zeta entre las formulaciones L1 y L1A21.

38



3.4.3. Prueba T-Student para potencial zeta

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

Tabla 3.5: Datos usados para prueba T en PZ.

Respetando la misma hipótesis se obtuvieron los siguientes resultados:

Figura 3.15: Prueba T para PZ.

Para este análisis observamos que la incorporación de fármaco, si interfiere en el PZ que
tienen las part́ıculas, se nota una disminución en los valores del PZ.
Recordando que el potencial zeta depende de la doble capa, la hipótesis principal es que la
incorporación y encapsulamiento del A21 afecta en el potencial del coloide, lo que genera
que tenga mayor o menor atracción en la capa de Stern y en la doble capa difusa lo que
nos da como resultado la variación en el potencial zeta.
El cambio es significativo, lo podemos notar en la gráfica 3.16 en donde observamos que el
valor estad́ıstico de T está fuera de las colas, dándonos como resultado una variación en
las medias significativa.

39



Figura 3.16: Gráfica de campana con valor estad́ıstico Tpotencial marcado en color verde.

3.4.4. Hipótesis para el cambio de PZ

Como ya se mencionó la hipótesis principal es que la incorporación de fármaco interfie-
re con la carga superficial del coloide, lo que afecta en la atracción de iones para la doble
capa difusa y por lo tanto el PZ que presente la part́ıcula, esto nos lleva a preguntarnos
¿el fármaco A21 por śı 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 fármaco podŕıa obtener carga en el nitrógeno de este residuo.
Se obtiene carga (generalmente positiva) debido a una protonación, el nitrógeno se protona
en pH ácido y en algunas ocasiones podŕıa protonarse en pH neutro, lo que podŕıa darle
un carácter positivo al A21.
Esto generaŕıa que al encapsular el fármaco, suponiendo que adquirió carga positiva inter-
fiere con la carga negativa del coloide y esto genera una menor atracción en la doble capa
difusa, lo que genera un cambio en el potencial zeta.
Teniendo el concepto de fuerza electromotriz 1 que se expresa como:

ϵ =
∫
L

−→
E · −→dl (3.1)

Tenemos dos factores que podŕıan alterar los resultados, el campo eléctrico (
−→
E ) y la dis-

tancia recorrida (L), siguiendo con la hipótesis de la alteración en la carga del coloide
podemos imaginar que tenemos una interacción 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 separación entre estas capas se determina por la fuerza de atracción que tenga el co-
loide con el resto de los iones, como ya se mencionó se adhiere una capa de iones fija a la
superficie de manera organizada y fija, aun aśı la fuerza del coloide sigue atrayendo más
iones lo que forma la capa difusa, si la carga del coloide disminuye se vera afectada la capa

1El 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 tendrá la suficiente fuerza de atracción para atrapar una gran cantidad
de iones, por lo tanto, la distancia entre ambas capas disminuirá de manera significativa
lo que causara una disminución en el potencial zeta, recordando que este potencial es la
diferencia entre la capa difusa y la capa de Stern.

Figura 3.17: Gráfica de campana con valor estad́ıstico Tpotencial marcado en color verde.
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Caṕıtulo 4

Conclusiones y trabajo a futuro

Podemos concluir que el uso de la técnica TRPS resultó eficiente para conocer las
propiedades fisicoqúımicas (tasa de part́ıculas, diámetro y PZ) de las formulaciones estu-
diadas. Aun aśı es necesario implementar más técnicas a una misma formulación para tener
una caracterización más completa. La implementación de agitación ultrasónica durante 60
min resultó óptima para obtener una formulación estable sin coágulos ni floculaciones, esto
gracias a diversas pruebas realizadas con distintos tiempos de sonicación ultrasónica.
De la comparación de las formulaciones L1 y L1A21 podemos concluir que el potencial zeta
(-19.375 mV) y diámetro (192.75 nm) promedio obtenido de la formulación con fármaco
aún está lejos de los ideales buscados, pero ya contamos con un referente a las caracteŕısti-
cas y comportamiento de la formulación.
En el trabajo a futuro se espera implementar un nuevo paso en la elaboración de la formu-
lación o encontrar alternativas para obtener part́ıculas de menor tamaño, aśı como resolver
el problema que presenta la formulación al ser sometida en agitación ultrasónica después
de la fecha de elaboración, se plantea la idea de implementar otra técnica para tener una
nueva perspectiva sobre las caracteŕısticas y comportamiento de la formulación.
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Apéndice A

Lavado de jeringas micrométricas

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

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

2. Se utilizará un vaso de precipitado limpio en el cual se colocará el cloroformo/metanol.

3. Las jeringas se enjuagarán llenándolas por completo en 10 repeticiones.

4. Cada descarga de volumen se desechará en una charola metálica.

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

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 desbloqueó.

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

Configuración del nanoporo

Utilizar dos pipetas para medir 75 y 35 µl NO MEZCLAR LAS PUNTAS DE
SOLUCIÓN DE HIDRATACIÓN (SH), SOLUCIÓN DE MEDICIÓN (SM),
PARTÍCULAS DE CALIBRACIÓN (CPC), RECUBRIMIENTO (COAT) Y
FORMULACIÓN 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.

2. Asegurarse que tenga conexión con el equipo.

3. Abrir el apartado “Detalles de la investigación” e ingresar el número de nanoporo
(NP) y el número de identificación, por ejemplo: (A63187).

4. Abrir la tapa del Exoid y retirar la jaula de Faraday y la celda superior, es importante
que para este momento podamos observar la ĺınea de corriente1. Colocar el poro con
el número de serie hacia arriba, asegurándose que los orificios de nanoporo coincidan
de manera correcta con los dientes de agarre que tiene el Exoid.

5. Presionar “configurar”, con esto el nanoporo comenzará a estirarse un poco, (en
caso de que no lo haga modificar la apertura del poro entre un 47 - 49 nm), esta
apertura dependerá del NP con que estemos trabajando, para nanoporos de tamaños
grandes (NP200 o NP250) es recomendable utilizar una apertura de 47 nm para
hidratar, con nanoporos más pequeños (NP100 o NP150) es recomendable utilizar
SOLAMENTE PARA HIDRATAR una apertura de 49 nm.

6. Para dar inicio a la hidratación con solución de hidratación SH se colocarán los
75µl de SH en la celda inferior, procurando no tener derrames ni burbujas, ya que
esto puede afectar la medición.

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

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

9. Terminado el proceso de hidratación con SH el sistema nos pedirá retirar el nanoporo,
desmontamos la parte superior, antes de bajar la apertura del nanoporo, con la
pipeta se retirará la mayor cantidad de los 75 µl de SH en la celda inferior, retiramos
cuidadosamente el nanoporo, secamos la celda inferior, lavamos el nanoporo y la
celda superior con H2Od, secamos perfectamente con paños y si es necesario con aire
comprimido.

10. Colocar el nanoporo seco, dar clic en aceptar, se modificará la apertura del nanoporo
automáticamente, una vez estirado el nanoporo se colocara SM como se describió
en los pasos 6, 7 y 8, en todo momento el software le mostrará en la pantalla el
porcentaje de avance en la hidratación e indica lo que necesite ajustar2.

11. Después de este proceso ya no se retirará 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 análisis está durando demasiado
tiempo o a cambios en la temperatura del entorno, el equipo necesita condiciones
de temperatura y humedad óptimas 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 realizará el procedimiento de limpieza. Se retirará la celda superior, se
limpiará el nanoporo, pero en esta ocasión NO SE RETIRARÁ EL NAOPORO
NI EL SM DEL CANAL INFERIOR. El sistema preguntará si se necesita hacer
el procedimiento de recubrimiento, eso puede hacerse o no dependiendo del caso,
cuando se trabajen con muestras biológicas es necesario colocar el recubrimiento
(COAT).

13. Para el proceso de pre-calibración se colocarán los 35 µl de las part́ıculas de cali-
bración (la concentración y tamaño de estas part́ıculas 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-
bración, en la parte de la calibración el equipo nos arrojará un rango de part́ıculas

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

14. Una vez terminado el proceso de pre-calibración podemos comenzar el análisis de-
seado, el equipo nos ofrece dos tipos de análisis ”Tamaño contra concentración” y
”Tamaño contra PZ”, en cualquiera de los dos análisis el equipo nos pide una cali-
bración, en el análisis de tamaño y concentración se vaŕıan presiones y en el análisis
de tamaño y potencial zeta la variación ocurre en el voltaje.

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

Tabla B.1: Concentración sugerida de part́ıculas de calibración para cada tipo de nanoporo.
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B.1: Limpieza del nanoporo.

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

Se retirarán la formulación liposomal de la celda superior y se agregará SM durante
dos minutos a una presión de 2500 Pa, Este paso se repetirá durante tres ocasiones
NO DAR CLIC EN EL ANÁLISIS DE LIMPIEZA.

En la tercera repetición se dará inicio al análisis de limpieza, una vez terminado el
análisis, el sistema pedirá cambiar la SM por dH2O en la celda superior e inferior, la
apertura se modificará en el software.

Cuando ambas celdas ya contengan dH2O se da inicio de nuevo al análisis.

Una vez terminado este proceso, se retira la boquilla de presión (no retirar si la pre-
sión 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 presión. Se cierra el software. SIEMPRE REVISAR QUE
EL EQUIPO QUEDE APAGADO Y DESCONECTADO.

B.2 Técnica de pipeteo inverso

1. Coloque una punta desechable en el cono de la pipeta.

2. Presione totalmente el botón del pistón hasta el SEGUNDO TOPE.

3. Sumerja la punta en el ĺıquido y vuelva a subir el pistón lentamente hasta la posición
superior.

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

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

6. 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 problemáticas 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 concentración y soporte del electrolito en que se encuentre la formulación (pH).

Para trabajar con esto se consideraron protocolos para la elaboración de la formulación y
para realizar las mediciones.
Es importante aplicar un recubrimiento al nanoporo al momento de hidratarse, para la for-
mulación L1A21 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, dH20 y SM antes de medir con ellas.
Es necesario dejar en refrigeración la formulación L1A21, esto para conseguir una mayor
estabilidad en la formulación y en las part́ıculas, el tiempo apto para medir dicha for-
mulación son 1-5 d́ıas después de elaborarla, después de este lapso la formulación puede
presentar inestabilidad (bloqueos demasiado grandes) o ausencia de part́ıculas.

C.0.1. Observación

Es preferible colocar la formulación L1A21 en agua caliente (50o C) y utilizar el vortex,
si se utiliza sonicador NO SONICAR MÁS DE 20 MIN. Esto debido a que la formulación
comienza a perder la coloración caracteŕıstica del A21 y comenzamos con ausencia de
part́ıculas.
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