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RESUMEN
Durante los ultimos afios se ha evidenciado un incremento de la resistencia de agentes
patdgenos a medicamentos antimicrobianos, representando una crisis econdémica y de salud
publica mundial cada vez mas importante. En este sentido, la vehiculizacion de antibioticos
en sistemas liposomales ha demostrado un gran potencial, ya que pueden evitar la
degradacion del ingrediente activo frente a factores de desactivacion externa, mejorar la

farmacocinética del farmaco Yy su biodistribucion.

En este estudio se realizd la modificacién superficial de liposomas preparados por la técnica
de inyeccion de etanol, a partir de lecitina de soya, colesterol y dioleoilfosfatodiletanolamina
(DOPE), empleando Eudragit® E-100 como agente de recubrimiento, para la vehiculizacion
de ampicilina trihidratada. Estos sistemas fueron caracterizados por técnicas instrumentales
de dispersion de luz dindamica (DLS) y movilidad electroforética (Zetasizer, Malvern
Instruments). Mientras que la cantidad de ampicilina encapsulada fue determinada por

espectroscopia UV.

Se obtuvieron eficiencias de encapsulacion de ampicilina trihidratada del 70,4 4,2 %,
valores que se contrastaron con la literatura disponible. Por otro lado, los liposomas
funcionalizados mostraron una dependencia lineal en la distribucion de tamafios respecto a
la concentracion de polimero empleado en el recubrimiento. EI mayor espesor de la pelicula
polimérica depositada en la superficie (~90nm) se obtuvo con una concentracion del 0,7%
(w/v) de Eudragit E-100. También se encontré que el rango del potencial zeta permanece

estable, independientemente de la concentracién de polimero empleada.

Palabras clave: Liposomas funcionalizados, ampicilina trihidratada, método de inyeccion

de etanol.



ABSTRACT

During the last few years, there has been an increase in the resistance of pathogens to
antimicrobial drugs, representing an increasingly important global economic and public
health crisis. In this way, vehiculization of antibiotics in liposomal systems has shown great
potential, since they can avoid the degradation of the active ingredient against external

deactivation factors; improve the pharmacokinetics of the drug and its biodistribution.

In this study, surface modification of liposomes prepared by the technique of ethanol
injection, from soy lecithin, cholesterol and dioleoylphosphate diletanolamine (DOPE), was
performed using Eudragit® E-100 as a coating agent, as a delivery system of ampicillin
trinydrate These systems were characterized by instrumental techniques of dynamic light
scattering (DLS) and electrophoretic mobility (Zetasizer, Malvern Instruments). While the

ampicillin encapsulated was determined by UV spectroscopy.

Encapsulation efficiencies of ampicillin trihydrate of 70.4 + 4.2% were achieved, values that
were compared with the available literature. For the coated liposomes, a linear dependence
of the size distribution was observed with concentration of polymer used in the coating
process. The highest thickness of the polymeric film deposited on the surface (~90nm) was
obtained with a concentration of 0.7% (w / v) of Eudragit E-100. It was also found that the

zeta potential range remains stable, regardless of the polymer concentration employed.

Keywords: coated liposomes, beta-lactam antibiotics, etanol injection method.



1. INTRODUCCION

Uno de los problemas méas graves de la medicina actual es el aumento de la resistencia a los
medicamentos antimicrobianos, lo que limita la accidn terapéutica de diferentes farmacos
convencionales (1). Un enfoque alternativo a la administracion clasica de terapia
antibacteriana consiste en asociar el farmaco a un vehiculo de escala nano, ocultando y
protegiendo asi la molécula de la degradacion y administrdndola acélulas diana inaccesib les
de forma controlada (2). En este sentido, los liposomas han sido considerados como uno de
los vectores mas versatiles, gracias a la alta biocompatibilidad y biodegradabilidad que
presentan. De ahi que hayan sido empleados para la vehiculizacién de un gran ndmero de

farmacos, como antivirales, antimicrobianos, antitumorales, entre otros (3).

Por otro lado, los liposomas son estructuras vesiculares formadas por una o varias bicapas de
naturaleza lipidica, que tienen la capacidad de encapsular tanto compuestos hidrofilicos,
como compuestos hidrofoébicos. Ademas de evitar la degradacion quimica de las moléculas
encapsuladas y permitir su liberacion en un sitio o bajo condiciones especificas (4).
Asimismo, se ha demostrado que pueden mejorar el perfil farmacocinético del ingrediente
activo, aun en condiciones agresivas, como los mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos (2,5-10). Para el caso de los antibioticos B-lactamicos, como la amoxicilina
y la ampicilina, se ha encontrado que la bicapa fosfolipidica de los liposomas puede proteger
el farmaco de las enzimas betalactamasas, y conjuntamente, mejorar la acumulacién en el

sitio de accion del farmaco (9,11).

Considerando los antecedentes en el uso de liposomas modificados superficialmente con
polimeros para la liberacion eficiente compuestos antimicrobianos(9,12-18), y teniendo en
cuenta las propiedades estabilizantes y bioadhesivas que presentan los polimeros derivados de
N-alquil metil- metacrilatos (19-21), se prepararon liposomas, mediante la técnica de inyeccion
de etanol, funcionalizados con el material polimérico Eudragit® E-100, para la vehiculizacion
de ampicilina trihidratada. Con el objetivo de estudiar una forma farmacéutica potencial que
ayude a disminuir el efecto de la resistencia a los antibidticos de tipo B-lactdmico, ademéas de

mejorar sus caracteristicas biofarmacéuticas.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia a los antimicrobianos ha sido considerada como uno de los mayores desafios
en el area de la medicina, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ya que limita
la terapia convencional de algunas enfermedades infecciosas, de origen viral, bacteriana,
fungica y parasitaria, que representan un peligro para la salud publica (22,23). Aln en paises
desarrollados, como los Estados Unidos, mas de 2 millones de personas sufren de una
infeccion resistente a los antibiticos, derivando un costo directo de mas de $20 mil millones
de dolares (24), con méas de 23,000 personas que mueren anualmente. La existencia de
estadisticas analogas a nivel mundial ha presionado a las comunidades cientificas en la

busqueda de alternativas para enfrentar este problema.

Considerando lo anterior, una gran cantidad de investigadores se han dedicado a la blsqueda
de nuevos farmacos antimicrobianos. En la actualidad existen varias organizaciones a nivel
mundial dedicadas a esta tarea, como por ejemplo el Centro de Resistencia Antimicrobiana
y el Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos, entidades
pertenecientes al grupo CARB-X Global Partnership (25). Sin embargo, en zonas menos
vanguardistas en tecnologia y con menores recursos disponibles para I&D, se han
desarrollado alternativas que buscan mejorar los medicamentos disponibles actualme nte,
mediante la implementacion de estrategias de disefio y formulacién de producto basadas en
diversos sistemas de wvehiculizacion, tales como los complejos poliméricos, las

nanoparticulas lipidicas solidas (SNL), los liposomas (2,11,26-28), entre otras.

En el caso especffico de los liposomas, estos han sido ampliamente estudiados en diferentes
industrias como matrices de vehiculizacion de numerosas moléculas de aplicacion funcional,
como por ejemplo, biocidas, antioxidantes, saborizantes Yy otros elementos bioactivos
(4,29,30). Ademas, se han empleado en la dosificacion de agentes antimicrobianos, tales
como fluroquinonas, aminoglucosidos Yy betalactdmicos. En estos casos se ha evidenciado
una mejora en la farmacocinética, una disminucion de los efectos secundarios de toxicidad,
aumento de la actividad contra patdgenos intracelulares, selectividad target especifica,
aumento de la actividad contra patdgenos extracelulares, y en particular se ha logrado superar

la resistencia a los farmacos por parte del agente patdgeno (2,5,16,31-33).
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Dentro de los diferentes tipos de antibidticos disponibles en el mercado, los betalactdmicos
siguen siendo los mas usados en la practica clinica a nivel mundial(1), apesar de la continua
disminucién en su efectividad a causa de la resistencia bacteriana (34,35). EI mecanismo de
resistencia mas importantes frente a estos farmacos se asocia a la produccion de enzimas f-
lactamasas (36), limitando la accion terapéutica de compuestos tradicionales, como la
ampicilina. Sin embargo, existen estudios que demuestran que esta barrera se puede superar
mediante la encapsulacién del agente bactericida en sistemas liposomales, ya que estos
presentan una tendencia natural a ligarse a membranas celulares, aun en las cepas resistentes
a antibioticos mas fuertes como la meticilina (2,16,37). Recientemente, se ha sugerido que la
modificacion superficial de estos sistemas, empleando polimeros i6nicos, podria ser una via
de estabilizacion de los mismos y de promover una mejora en la farmacocinética del

antibidtico encapsulado, respecto a los liposomas convencionales (17,38,39).

Con el objetivo de contribuir en el desarrollo de formulaciones novedosas Utiles frente a este
problema, se realizd un estudio correspondiente a la etapa de preformulacion y buscando
establecer la factibilidad de funcionalizar liposomas tradicionales empleando un polimero
bioadherente, como el Eudragit ® E-100, los cuales podria permitir el mejoramiento del
desempefio terapéutico de farmacos tradicionales, como la ampicilina, que ha perdido su
efectividad en la erradicacion de cepas resistentes. Esto es el paso inicial para diferentes
alternativas en el camino de mitigar los mecanismos de resistencia a antibiéticos que presentan

ciertos microorganismos, como las cepas fB-lactamasas positivas de S. aureus(28).

Para este este estudio se emple6 un método de preparacion relativamente simple, y con
facilidades de ser escalado a nivel industrial, estableciendo los parametros basicos y algunos
modelos estadisticos predictivos para obtener liposomas de un tamafio deseado, con baja
polidispersidad y con una superficie cargada negativamente. Esto permitid esclarecer algunas
caracteristicas de un sistema altamente dindmico en el que intervienen un gran nimero de

factores a considerar.

Es importante destacar que, aunque se ha demostrado la eficacia de estos sistemas de
vehiculizacion desde hace mas de 10 afios (2,5,18), no se encontraron estudios realizados a

nivel nacional con un enfoque similar al de este proyecto.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Resistencia a antibiéticos betalactamicos

Los antibiéticos betalactdmicos tienen un mecanismo de accién ampliamente estudiado
correspondiente a la inhibicion de la Ultima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana,
lo que lleva a un rompimiento de la célula (“cell lysis”). Estos antibidticos constituyen una
familia de numerosos farmacos, que siguen siendo ampliamente usados en la practica clinica,
a pesar de su reciente disminucion en la efectividad (34). Dentro de este grupo se encuentra
la ampicilina, un bactericida de amplio espectro, que se utiliza en el tratamiento de una gran
variedad de infecciones en tejidos de oido, rifion, vejiga, entre otros. Cabe resaltar que sus
caracteristicas mas favorables incluyen la buena tolerancia en los pacientes, pocos efectos
adversos severos, comportamiento farmacocinético tiempo-dependiente, buena distribucidn
(34) y su capacidad de penetrar bacterias Gram positivas y algunas Gram negativas. Mientras
que su mayor inconveniente es la creciente resistencia por diversos mecanismos moleculares

que poseen las bacterias.

Existe una gran variedad de mecanismos de resistencia a los antibiéticos betalactamicos, que

se pueden clasificar en tres grupos como se muestra a continuacion:

»= Modificacion de las proteinas de unidn a penicilinas (PBP, por sus siglas en inglés):
Los antibioticos betalactdmicos van dirigidos a blancos llamados proteinas de union de
penicilina "PBPs", si el antibiotico es capaz de unirse a ellas provoca la destruccion de la
bacteria. Existen algunos microorganismos, como cepas del S. aureus, que pueden tener
una resistencia intrinseca a causa de diferencias estructurales en las proteinas PBPs, al
igual que pueden adquirir esta resistencia por procesos de mutacion. La modificacion de
las proteinas PBP causa una disminucion en la capacidad de fijacién del antibiotico a
éstas (40).

Uno de los casos mas preocupantes de este caso es la resistencia de ciertas cepas de S.
aureus a la meticilina, que es conferida por una proteina PBP adicional denominada PB2’

0 PBP2a, la cual no esta presente en las cepas susceptibles a meticilina (41).

14



= Disminucién de la permeabilidad de la membrana: genera gque se disminuya o impida
la entrada del antibidtico a la célula por medio de modificaciones en las proteinas
productoras de porinas, situadas en la membrana citoplasmética (28).

= [nactivacion por produccion de betalactamasas: Las B-lactamasas o penicilinasas son
enzimas, producidas por bacterias con peptidoglucano y por algunos hongos, que son
utilizadas por la bacteria para sintetizar su pared bacteriana y para defenderse de
antibiéticos betalactamicos, como la ampicilina, ya que son capaces de hidrolizar el grupo
amida en el anillo betalactdmico (42), generando é&cido peniciloico, un compuesto
farmacologicamente ineficaz. Las modificaciones de la informacion genética para este
mecanismo de resistencia pueden ser de tipo cromosomico, donde se alteran los genes de
la bacteria que controlan las estructuras sobre las que actlan distintos antibiéticos, y se
transmiten estas modificaciones a su descendencia hasta por varias generaciones. Por otro
lado, la transferencia de material genético puede darse por elementos extracromosémicos,
como plasmidos y los trasposones, que transportan el material genético de una célula

bacteriana a otra, mediante procesos de conjugacion, transformacion y transduccion (41).

3.2.Vehiculizacion en sistemas liposomales

Los liposomas son vesiculas esféricas compuestas por una 0 mas bicapas de fosfolipidos no
toxicos que se ordenan espontaneamente cuando entran en contacto con una solucion acuosa
determinada, generando una region hidréfila enel nicleo y una region lipéfila en las bicapas
(43), como se muestra la Figura 1. Normalmente se componen de lipidos naturales o
sintéticos, como la fosfatidilcolina y sus derivados. Se pueden clasificar como unilamelares
o multilamelares. A su vez, los liposomas unilamelares pueden dividirse en vesiculas
pequefias (SUV, 50-100nm) y vesiculas grandes (LUV, 100-250 nm). Actualmente la
mayoria de las aplicaciones en la industria farmacéutica que han sido aprobadas por la
Agencia de Alimentacion y Farmacos (FDA, por sus siglas en inglés) se basan en sistemas

liposomales de tamafios menores a los 100 nm (44).

Estos sistemas coloidales, gracias a su tamafio, morfologia y su alta biocompatibilidad,

permiten encapsular tanto compuestos hidrofilicos, como compuestos hidrofobicos, evitando
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la degradacion quimica de las moléculas encapsuladas y con ello, se favorece su liberacion
en un sitio o bajo condiciones especificas (3) . Por esto, se han establecido como uno de los

sistemas de vehiculizacion de farmacos mas prometedores (2,45-47) en los Ultimos afios.

Fosfolipido

Colesterol
Compuesto lipofilico
Compuesto hidrofilico

Modificacion superficial

Figura 1. Estructura de los liposomas
(Tomada de: Neves et al. (2017). Liposomes in tissue engineering and regenerative medicine. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1098/rsif.2014.0459)

La morfologia de los liposomas permite encapsular farmacos hidrofilicos solubilizados en el
nicleo acuoso formado al interior del agregado, mientras que se pueden asociar farmacos
hidrofobos entre las bicapas lipidicas (43). De este modo, las caracteristicas del farmaco, asi
como el coeficiente de particion (LogKow) juegan un papel importante en la obtencion de
liposomas. Se ha encontrado que compuestos con LogKow >5, como la ciclosporina, son
atrapados completamente en la bicapa lipidica de los liposomas. Ademas, la baja solubilidad
en agua permite mantener bajos niveles de pérdidas por fugas del farmaco a través de la
bicapa (48). Para sustancias con un coeficiente de particion intermedio, 1.7< LogKow < 4.0,
como la mitomicina, tienden a salir facilmente de los liposomas. Teniendo en cuenta que la
ampicilina presenta un coeficiente de particion de 1.35, se espera que la ampicilina pueda ser

atrapada en el nicleo de los liposomas (49).

Otra de las grandes ventajas de los sistemas liposomales en la vehiculizacién de farmacos, es
que las estructuras de la bicapa fosfolipidica forman una barrera protectora en torno al
ingrediente activo encapsulado, la cual es resistente a las enzimas presentes en la boca vy el

estdbmago, a soluciones alcalinas, jugos gastricos, radicales libres, sales biliares y la flora
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intestinal. Asi, previenen reacciones de oxidacion y degradacion del compuesto activo, que
disminuyen la efectividad terapéutica de compuestos susceptibles. Por lo tanto, los liposomas
desemperfian un papel crucial en la extensién del tiempo de vida media de una variedad de
farmacos, p.ej., para la ampicilina, se ha logrado extenderlo hasta a 40 horas en estudios in
vivo sobre cepas de Micrococcus luteus, cuando en formulaciones convencionales tiene un
tiempo de vida media de aproximadamente 2 horas (50), por lo que se evidencia un aumento

de la efectividad terapéutica del principio activo (API, por sus siglas en inglés).

Las propiedades de los liposomas difieren drasticamente dependiendo de la composicion
lipidica, carga superficial, tamafio, método de preparacion, etc. Se ha encontrado que la
seleccion de los lipidos que componen la bicapa de los liposomas puede determinar la rigidez
de esta. Por ejemplo, la fosfatidilcolina insaturada de fuentes naturales (huevo o soya) genera
bicapas altamente permeables y menos estables, mientras que los fosfolipidos saturados con
cadenas alquilicas largas, como la dipalmitoilfosfatidilcolina, generan bicapas rigidas no
permeables (43).

Desde sus origenes en el afio 1964 con el trabajo de Alec Bangham (51), las estructuras
liposomales han ido evolucionando para cumplir con nuevas aplicaciones o para mitigar
ciertas limitaciones en su desempefio, ya que se ha encontrado que las formulaciones
convencionales presentan una serie de fallas, como las resumidas en la Figura 2. Para esto se
han incluido en las formulaciones compuestos como el colesterol, que permite disminuir la
permeabilidad de la bicapa lipidica y mejorar la estabilidad in vivo e in vitro (16). Ademés,
se han incluido polimeros biocompatibles, como polietilenglicoles y algunos derivados de
quitina, que modifican la superficie del liposoma para estabilizarlos a ciertas condiciones y
controlar la liberacion del farmaco (4,45,48,52). Incluso, existen modificaciones con
anticuerpos especificos que permiten el tratamiento més efectivo en el sitio de accion de

enfermedades dificiles como el cancer (4,47).
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Figura 2. Fallas en el desempefio de liposomas convencionales.
Tomada de: Bangale et al. (2014). Stealth liposomes: A novel approach of targeted drug delivery in cancer
therapy

3.3.Métodos de preparacion de liposomas

Existen diversas técnicas para la preparacién de sistemas liposomales (53), la eleccion

correcta del método de preparacion depende de parametros como:

= Las caracteristicas fisicoquimicas del material a encapsular y de los lipidos
seleccionados.

» La naturaleza del medio en el que se dispersan las vesiculas lipidicas.

= La concentracién efectiva ingrediente activo y su toxicidad potencial.

= Los procesos adicionales implicados durante la aplicacion/administracion de las
vesiculas.

= El tamafio 6ptimo, polidispersidad y tiempo de vida esperado en la aplicaciéon de los
liposomas.

» Reproducibilidad de lote a lote y posibilidad de produccion a gran escala de productos
liposomales seguros vy eficientes.

Los métodos de preparacion de liposomas se clasifican en diferentes categorias, de acuerdo
con los modos de dispersion, p.ej. dispersion solvente y la solubilizacién con detergentes,
como muestra la Figura 3.
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Figura 3. Diferentes métodos de preparacion de liposomas.

Adicionalmente, existen métodos para el acondicionamiento de las vesiculas, procesos de
dispersion mecanica, en donde las caracteristicas fisicas de estas son modificadas (54). En
general, las etapas de preparacién son similares en la mayoria de los métodos, iniciando con
una solubilizacion de los compuestos lipéfilos en un solvente organico, seguida por la

dispersion de los lipidos en medio acuoso y por ultimo, la purificacién de los liposomas (43).

Para la encapsulacion de farmacos hidrdfilos, se incluye la preparacion de una solucion
acuosa de estos compuestos hidrosolubles, mediante la cual se hace la hidratacion de lipidos
para la formacion de vesiculas. Mientras que los farmacos lipofilos se solubilizan en la
solucion organica de lipidos y después se someten a un proceso de evaporacion, hasta obtener
una pelicula seca que contiene al farmaco, para su posterior hidratacion. Estos métodos
implican la carga de los ingredientes activos antes o durante la preparacion de liposomas, por
lo que se conocen como técnicas de carga pasiva. Sin embargo, se pueden introducir ciertos
tipos de compuestos con grupos ionizables, yaquellos que presentan solubilidad en lipidos y

en agua, en los liposomas después de la formacion de vesiculas intactas (carga activa).

3.4.Estabilidad de liposomas cargados superficialmente
Los liposomas convencionales presentan algunas desventajas, no so6lo en su desempefio,
como se menciond anteriormente, sino en su vida il (“Shelf life”’), ya que forman sistemas
termodinamicamente inestables, que son susceptibles a fendmenos de agregacion por

diversos mecanismos, tales como la floculacion y la coalescencia, los cuales generan un
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cambio drastico en la distribucion de tamafios de los sistemas liposomales y con ello, una
notable reduccion en la encapsulacién del ingrediente activo (55). Para el caso de la
agregacion por floculacion, ocurre un proceso reversible, donde las particulas que componen
un agregado logran mantener su estructura original, mientras que la agregacion por
coalescencia o fusidn son procesos irreversibles (ver Figura 4), ya que los liposomas forman

una estructura diferente y no se pueden recuperar mediante la aplicacion de energia, p.ej.
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Figura 4. Proceso de fusién de liposomas neutros.
Tomada de: Sabin, J. (2007). Estabilidad coloidal de nanoestructuras liposémicas.

Los procesos de agregacion de liposomas neutros se producen por interacciones de Van der
Waals, ya que se presentan de forma natural en este tipo de sistemas coloidales. Sin embargo,
este fendbmeno puede evitarse, al incluir una carga superficial en las vesiculas, que crea un
campo eléctrico que permite que la repulsion electrostatica entre las particulas sea superior a

las fuerzas de Van der Waals existentes entre ellas, como explica la teoria DLVO (56).

La carga superficial de los liposomas no sélo determina la estabilidad termodinamica del
sistema, sino que afecta a la estructura de la bicapa, a su fluidez y al transporte de moléculas
através de la membrana. Desde este punto de vista, la seleccion de los lipidos que conforman
la bicapa juega un papel importante sobre estos parametros. De ahi que se implementen
fosfolipidos de caracter idnico para incluir cargas en la superficie de liposomas, en la Tabla
1 se muestran algunos ejemplos de fosfolipidos utilizados en la preparacion de liposomas

cargados (57).
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Tabla 1. Algunos fosfolipidos utilizados para la preparacion de liposomas cargados

NOMBRE

ESTRUCTURA*

FOSFOLIPIDOS CATIONICOS

DOTMA:
N-[1-(2,3-dioleyloxy) propyl]-
N,N,N-trimethylammonium chloride

CHa
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i ]]L:—{‘.-—"."'—J{_-

, 0
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NOMBRE ESTRUCTURA*
Fosfatidilgliceroles (p.ej.
Dioleoilfosfatidilglicerol, DOPG) 0
HO—CH,—CH—CH; — 0 —p—0 —CH,
I I | )
H Y HC —O0—C —R;

| [I |1
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I
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8]

=] I
00C—CH— CH;— 0 — P—0 —CH,
| ® I |
NH; Y HE —u—il.li—li:;
| 0
Ha 00— —R,
Il
0

*Tomado de: Balazs y Godbey (2011). Liposomes for use in gene delivery (57)

En algunos casos, se emplean lipidos “de ayuda” en combinacion con los lipidos cargados,
ya que estos por lo general actian estructuralmente para aportar una mayor estabilidad en la
configuracion que adopta la bicapa lipidica de las vesiculas que se forman (57). Los lipidos
mas comunes  para cumplir  esta  funciobn  estructural son la  DOPE
(Dioleoilfosfatidiletanolamina) (DOPE) y la dioleoilfosafatidilcolina (DOPC), cuyas

estructuras se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Estructura quimica del DOPE (a) y DOPC (b).

3.5. Liposomas funcionalizados

En las aplicaciones de liberacion “target” especifica de farmacos, uno de los mayores
desafios es asegurar que los liposomas seran “nvisibles” a los mecanismos primarios de
eliminacion del organismo, particularmente al sistema fagocitico mononuclear (SFM). Esta
habilidad por lo general es conferida por la modificacion superficial de los liposomas,
mediante la formacion de estructuras que le proporcionen “propiedades de sigilo” (58).
Existen ciertos ligandos que pueden evitar la absorcion reticuloendotelial, los cuales pueden
ser compuestos naturales como gangliésidos (p.ej. GM1) o polimeros biocompatibles, como
los polietilen glicoles (PEGs) de cadena corta asociados a cadenas fosfolipidicas (59-61),
polianilina, poliacrilamida o polivinilpirrolidona (6). Estos ligandos permiten reducir las
interacciones superficiales entre los liposomas y las proteinas circulantes especfficas,
encargadas de “marcar” los agentes patogenos para su captacion por los fagocitos

mononucleares, en el proceso natural de opsonizacién (62).
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A pesar del uso recurrente de estructuras poliméricas, en especial los PEGs, para la
preparacion de liposomas modificados, se ha encontrado que estos polimeros pueden
disminuir las interacciones de los liposomas con las células objetivo (“target cells”), ya que
forman una region hidréfila circundante al liposoma, que reduce la capacidad de ligarse a
sitios de accion, y que ademas puede dificultar la liberacién del farmaco, reduciendo asi la
efectividad terapéutica del API (63).

3.6.Métodos de modificacion superficial de liposomas mediante la técnica capa

a capa

La técnica capa a capa (“Layer-by-layer”, LbL) se basa en la adsorcién de polimeros con
carga opuesta sobre sistemas liposomales cargados, llevando a una alta versatilidad,
simplicidad y reproducibilidad respecto a la técnica convencional de autoensamblaje de
monocapa (SAM, por sus siglas en inglés). El procedimiento consiste en la adsorcién
alternada de especies con miltiples cargas catidnicas o anidnicas sobre superficies cargadas
de manera opuesta, observandose que cada paso de adsorcion conduce a la inversién de la
carga superficial inicial, y que una serie de deposiciones consecutivas conducen a un
complejo estructurado en multicapas (64). Aunque esta técnica fue desarrollada inicialmente
para el recubrimiento polimérico de micro y nano particulas, se han encontrado estudios que
comprueban que es una alternativa prometedora en la funcionalizacion de wvesiculas
liposomales (52,65-68).

Una de las alternativas de esta técnica y que coincide con el propésito de nuestro trabajo, se
basa en el fendmeno de interacciones electrostaticas de los grupos polares de los fosfolipidos
(cargados negativamente) con los grupos catidnicos (sales de amonio cuaternario) de
materiales poliméricos biocompatibles, formando capas superficiales mas estables en todo
el sistema liposomal. Asimismo, dicha capa puede servir como “plantilla” para la deposicion
de mdltiples capas poliméricas, llevando ala formacion de otro tipo de liposomas recubiertos
conocidos como “layersomes”, los cuales han demostrado una alta eficiencia terapéutica con

farmacos como: amoxicilina, paclitaxel y Mitomicin C (9,16,65). Ademas, se ha evidenciado
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un aumento en la estabilidad y biodisponibilidad de compuestos como la curcumina (29,52),

extracto de hibisco (69) y &cido elagico (67).

La funcionalizacion de liposomas mediante polimeros ionicos o polielectrolitos, utilizando
la técnica LbL, no s6lo aporta mayor estabilidad termodindmica a los sistemas liposomales,
sino que se ha encontrado que permite una mayor facilidad de liberacion del farmaco y reduce
la oxidacion de lipidos y las pérdidas de API a causa de la permeacion a través de la bicapa
fosfolipidica, lo cual los convierte en una interesante estrategia para la vehiculizacién de
multiples compuetsos con actividad faramacologica (7,9,69,70).

3.7.Polimeros de la serie Eudragit E (Eudragit E100, E12,5 y EPO)

Estos copolimeros, derivados del N-dimetil-etil-metacrilato, butil-metacrilato y metil-
metacrilato (Ver Figura 6), se caracterizan por presentar una baja viscosidad en medio acuoso
y buena adhesién a las membranas bioldgicas, p.ej. mucosa, por lo que comlinmente son
utilizados en procesos de recubrimiento de medicamentos comprimidos, con el fin de mejorar
sus caracteristicas organolépticas y protegerlos frente a la degradacion por condiciones
extremas de pH.

CHy

IR
Hie”™

Figura 6. Estructura quimica del copolimero Eudragit ® E

Estos copolimeros de Eudragit E ® pueden adquirir carga cuando se encuentran en medios
acuosos acidulados (pH gastrico, 5.0), lo que les permite generar zonas interfaciales

especificas que pueden interactuar electrostaticamente con moléculas idnicas de carga
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opuesta o bien con otros sistemas de carga opuesta como los liposomas (45). Adicionalmente,
se ha observado que la presencia de dichas cargas en éstos sistema polimérico, pueden
conferir un efecto de mayor interaccibn con membranas celulares y virales, y con ello,
corresponde a polimeros prometedores en la liberacion target especifica de farmacos bajo

ciertas condiciones. (20,21).

26



4. ESTADO DEL ARTE

4.1. Modificacién superficial de liposomas empleando polieletrolitos

En los dltimos afios se ha evidenciado un aumento del uso de polielectrolitos para la
modificacién superficial de liposomas, ya que estos compuestos responden subitamente a
condiciones fisicas o quimicas del ambiente como cambios pronunciados en la temperatura,
fuerza ibnica, campos eléctricos, estrés mecanico, pH, iones especificos, agentes quimicos y
enzimas; lo que permite la liberacion controlada de activos con efecto terapéutico potencial,
aumentando la estabilidad de los mismos y permitiendo la liberacion de estos en sitios

especfficos en funcion de las condiciones mencionadas.

Uno de los polimeros mas estudiados en la modificacion superficial de liposomas es el
quitosano, biopolimero cationico de origen natural que estabiliza las estructuras liposomales
por efecto estérico. A este polimero se le han asociado una gran variedad de efectos
terapéuticos como el antimicrobiano, antiinflamatorio, antioxidante y antitumoral (30).
Ademés, la habilidad de formar interacciones electrostaticas entre sus grupos amino
protonados y las cargas negativas de la glicoproteina mucina le confiere propiedades
mucoadhesivas, lo que aumenta el tiempo de permanencia Yy el contacto entre la membrana y
la formulacion, permitiendo una liberacion del principio activo de forma sostenida en el
tiempo (71). Por lo anterior, se ha evidenciado un aumento en la biodisponibilidad y en la
efectividad terapéutica de diferentes ingredientes activos, como el diclofenaco, la
vancomicina, Y la ciprofloxacina (8,72), mediante liposomas recubiertos con quitosano. Se
ha encontrada que el recubrimiento de os liposomas con este polimero puede conferir una
mayor permeabilidad del farmaco (73), acumulacion y mejor comportamiento

farmacocinético (9), entre otras ventajas respecto a las formulaciones tradicionales.

También se han evaluado hidrogeles de Carbopol (CP) para el recubrimiento de liposomas,
con el objetivo de promover la mucoadherencia de estos y favorecer la efectividad terapéutica
de un farmaco. Suriaprahba, Pichandy y Vanchasatya (2009) evaluaron la concentracion
minima de Carbopol para estabilizar un sistema liposomal de acetaminofén estabilizado por
un surfactante no iénico (Polisorbato 80), demostrando que una concentracién de 1.5% de

CP otorgaba una mayor resistencia mecanica a los liposomas formados, una estabilidad
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considerable que permitia el aumento de la efectividad del medicamento por encima de la
observada en la formulacion comercial (74). También se ha encontrado que el CP puede
aumentar la ventana terapéutica del farmaco encapsulado en sistemas liposomales
recubiertos, como demostraron Sangeetha y Karki (2015) con un sistema liposomal de
voriconazol y metronidazol recubiertos con Carbopol 934P, con el cual se amplio el espectro

de infecciones vaginales que podrian erradicar estos farmacos (75).

La eficiencia de otros hidrogeles en el recubrimiento de liposomas y en el aumento de la
efectividad del farmaco encapsulado se ha evaluado con polimeros muy comunes en la
industria  farmacéutica, como la hidroxipropil celulosa (HPMC). Refai, Hassan y
Abdelmonem (2017) evaluaron el efecto del recubrimiento de liposomas de citrato de
sildenafil con HPMC y quitosano, en tratamientos de fertilizacion in vitro, donde se obtuvo
un mayor aumento de la permeabilidad del farmaco, una liberacion prolongada por mayor
tiempo, un mayor aumento en el flujo sanguineo del tejido intravaginal y un aumento en el
espesor del endometrio con los liposomas recubiertos con quitosano respecto a los
recubiertos con HPMC (76) .

Por otro lado, Karn et al. (2010) evaluaron la efectividad de cuatro polimeros
mucoadherentes (quitosano, Carbopol 974P, Eudragit L100, y Eudragit S100), en el
recubrimiento de liposomas preparados por el método de inyeccion de etanol. Se encontré
que la mucoadhesiviad de los liposomas modificados con Eudragit S 100 fue mayor,
optimizando la liberacion del Atenolol administrado por via oral (77). Adicionalmente, Barea
et al. (2010) evaluaron el cambio en el comportamiento farmaco cinético de una formulacion
colonica comercial, donde evidenciaron un cambio en el perfil de liberacion del farmaco

encapsulado en liposomas recubiertos por Eudragit S 100 (78).

Una revision bibliografica sobre copolimeros de la serie Eudragit ® E reveld que han sido
poco estudiados en la funcionalizacion de liposomas, sin embargo, han sido empleados en la
preparacién de sistemas similares, como nanoparticulas, microparticulas y complejos
poliméricos. En la Tabla 2 se muestra un resumen de los estudios encontrados en la literatura

para estos casos. En el caso particular de funcionalizacién de liposomas, Hasanovic et al.
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(2010) encontraron que los liposomas de minoxidil y aciclovir recubiertos con Eudragit EPO
tenian una mayor estabilidad fisicoquimica frente a los no recubiertos, y que el polimero
conferia una mayor permeabilidad del farmaco en la piel, debido a las posibles interacciones
de los grupos cargados positivamente con la superficie del estrato corneo cargada
negativamente. Ademas se determind que las interacciones entre aciclovir y los fosfolipidos
presentes en la bicapa liposomal disminuye la estabilidad fisicoquimica del sistema frente al

preparado con minoxidil (21).

Teniendo en cuenta lo anterior, se evidencia que la seleccion del polimero bioadherente que
se utiliza en la funcionalizacion de liposomas es uno de los factores clave en el éxito de la
liberacion del farmaco y en el perfil farmacocinético que se obtiene, y depende
intrinsecamente  del sistema estudiado, ya que las interacciones lipido-farmaco, lipido-
polimero, liposoma-medio dispersante, entre otros factores, afectan significativamente el
comportamiento del sistema (20,21,77).

Tabla 2. Literatura reportada sobre copolimeros de la serie Eudragit ® E*.

Nombre del Forma de dosificacion Método de Hallazaos
farmaco / sistema de liberacion preparacion g
Eudragit E-100
Triclosan Nanoparticulas Emulsificacion- Mejora en la liberacion
P Difusion del farmaco
Carvidilol Nanoparticulas Nanoprecipitacion Aumgntg de eficiencia
terapéutica .
Ranitidina Microesferas Evaporacion de | Aumento de absorcion y
hidrocloruro solvente biodisponibilidad

Eudragit EPO

Aumento del efecto
antiinflamatorio respecto

Meloxicam Nanoparticulas Nanoprecipitacion a a suspension
tradicional
Nanoparticulas sensibles Aumento de la

Andrografdlido Nanoprecipitacion

al pH biodisponibilidad
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Nombre del
farmaco

Forma de dosificacion
/ sistemade liberacion

Método de
preparacion

Hallazgos

Diclofenaco sédico
y Teofilina

Complejos poliméricos

Complejo coacervado
o poli ionico (IPEC)

Susceptibilidad a pH
acido y neutro

*Tomado de: Niranjan etal. (2017). Pharmaceutical significance of Eudragit: A review(19).
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Modificar la superficie de liposomas mediante la técnica layer-by-layer con el polimero

bioadherente, Eudragit® E-100, para vehiculizar ampicilina de manera target especffica.
Objetivos especificos:

= Preparar sistemas liposomales convencionales para la encapsulacion de ampicilina
trinidratada, a través de la técnica de inyeccion de etanol.

= Caracterizar los liposomas en medio acuoso (Tamafio Yy potencial zeta), utilizando
técnicas de dispersion de luz dindmica (DLS).

= Determinar la eficiencia de encapsulacion de ampicilina trihidratada en los liposomas
modificados.

= Modificar superficialmente los sistemas liposomales mediante el uso del polimero
cationico mucoadherente, Eudragit® E-100, utilizando la técnica de deposicion

electrostatica layer-by-layer.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Materiales

La ampicilina trihidratada fue proporcionada por laboratorios Tecnoquimicas S.A., junto con
su correspondiente certificado de analisis de control de especificaciones de calidad. Los
lipidos que se utilizaron para la formacion de las vesiculas fueron: fosfatidilcolina de soya
(Epikuron 200, 92% fosfatidilcolina), dioleoilfosfatodiletanolamina (DOPE) y colesterol de
Avanti Polar Lipids, Inc. Para la modificacion superficial de los liposomas se utilizd el
sistema polimérico Eudragit® E-100 (Evonik). Todos los reactivos que se utilizaron fueron

de grado analitico, mientras que el agua utilizada fue ultrapura (pH ~ 6.0 y conductividad de

1uS/cm) obtenida con un sistema Elix Essential Millipore®.
6.2.Métodos

6.2.1. Ensayos preliminares

Se realizd un disefio experimental exploratorio para analizar el efecto de algunos parametros
del proceso de obtenciéon de liposomas mediante el método de inyeccion de etanol, sobre las
caracteristicas finales del sistema (tamafio promedio de particula y el potencial zeta). Para
esto se realizd una modificacion a la técnica empleada por Ukawa et al. (2014) en la
obtencion de liposomas funcionalizados, para la vehiculizacion de ADN plasmidico (79),
donde se empled una relacion molar de 1:1 entre la lecitina y el colesterol para los sistemas

liposomales (65).

Inicialmente se disolvieron los lipidos en etanol absoluto, para preparar soluciones de
colesterol (Mw= 386 g/mol) a una concentracion de 0,64 mg/mL, lecitina (Epikuron 200,
Mw= 786 g/mol) auna concentracion de 1,3 mg/mL vy dioleoilfosfatodiletanolamina (DOPE,
Mw=744,03 g/mol) auna concentracion de 1,23 mg/mL. Luego, se prepararon 100uL de fase
organica, compuesta por 42,4 pL de Colesterol, 42,4 yL de Epikuron 200 y 15,2 pL de
dioleoilfosfatodiletanolamina (DOPE). Esta fase se inyectd lentamente en 100 pL de la fase
acuosa, la cual se agito por 1 minuto con un sistema Vvortex y se dejé en reposo.
Posteriormente, se inyectd la mezcla en 300 L de fase acuosa, y se llevd a centrifugacion

en tubos eppendorf de ultrafiltracion a 9000G (10000 rpm) por 6 minutos. Los liposomas
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purificados se inyectaron en 500 L de fase acuosa y se aforé a ImL de volumen final para
las mediciones de distribucion de tamafio y potencial zeta. La Figura 7 muestra un resumen

del protocolo de preparacion utilizado en las pruebas.

Fase organica N In %%tafc%mﬁﬁzgdlﬁ en
4£%.4E|EC_%IJesier&|m Esperar 5 0 20 min ——— e

4u ikuron / ;
152 u{ DOPE / {// ‘ y Agitar la mezcla

i A

}nyectarfase' orga ic:t en /,/ .
| fase acuosa lenfamente Z : N
agitar la mezcla con 2 _~~ Centrifugar a
» tador vortex > 10000 rpm N
k. = <& por 6 min, en >
S tubos de >
\\ ultrafitracion /
K
\\\ ” /
Fase acuposa
100 uL de medio
acuoso
Inyectar el volumen \ ‘ o Tamafi
retenido en 500 ul de |, Mediciénde i:cr:aengé
Medio acuoso y aforara - > v >
1mL de volumen total ‘ Zeta ‘ polidispersidad y
Potencial zeta

Figura 7. Protocolo de obtencién de liposomas mediante inyeccion de etanol utilizado en
las pruebas preliminares.

Se utilizo un disefio factorial completo aleatorizado, con 3 réplicas para cada punto,
evaluando el efecto de (i) la fuerza ionica del medio acuoso, (ii) el tiempo de reposo de la
mezcla de la fase organica y acuosa y (iii) el tamafio del poro del tubo de ultrafiltracion que
se utilizd en el proceso de purificacion (“Cut-off”), tal como se muestra en la Tabla 3. El

analisis estadistico se realizo empleando el software Minitab 17.

Tabla 3. Disefio experimental exploratorio.

FACTORES NIVELES VARIABLES RESPUESTA
0 mM (Agua tipo 1)
Fuerza i6nica del medio 1mM
10 mM Tamarfio promedio (nm),
Tubo de ultrafiltracion 10 kDa indice de polidispersidad y
“Cut-off” 30 kDa Potencial zeta
Tiempo de reposo ( “aging ) 250rrr1]1l?n

Para los medios de fuerza i6nica 1 mM y 10 mM se prepararon soluciones buffer fosfato de

potasio, con un valor de pH de 7,2.
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6.2.2. Preparacion de liposomas

Para la preparacion de liposomas se utilizd el método de inyeccion de etanol, tal y como se
muestra la Figura 7, donde se tuvieron en cuenta los resultados de los ensayos preliminares,
donde se considerd una fase acuosa con concentracion de 6 mg/mL de ampicilina trihidratada
en buffer fosfato de pH 7,2y fuerza ibnica 10 mM.

6.2.3. Caracterizacion de liposomas no recubiertos

Las mediciones de potencial zeta, tamafio promedio e indice de polidispersidad se realizaron
utilizando el equipo Zetasizer Nano ZSP (Malvern Instruments) a 25°C. El potencial zeta se
determind midiendo la direccion y la velocidad con que las particulas se movian en el campo
eléctrico aplicado, y utilizando la aproximacion de Smoluchowski para calcular el potencial
zeta a partir de la movilidad medida (66). Para la medicion se tamafio se utilizd angulo de
173° para detectar dispersion de la luz que se genera por el movimiento browniano de las
particulas en suspension, y se empled la ecuacion de Einstein para el calculo de tamafio
promedio (80). El instrumento reporta el diametro promedio de particula (promedio-z, “z-
average”) y el indice de polidispersidad (Pdl), que va desde 0 (monodisperso) a 1
(distribucion muy amplia). Cada una de estas mediciones se reportaron como el promedio y
la desviacion estandar de las mediciones realizadas a partir de tres muestras recién

preparadas, con tres lecturas realizadas por muestra.

6.2.4. Evaluacion del efecto del pH sobre el tamafio y el potencial z de los

liposomas si recubrir

Para determinar la viabilidad del proceso de funcionalizacién de los liposomas, se analizd la
carga superficial de los mismos en funcion del pH del medio. Para esto se prepar6 una
muestra fresca, y se realizd una curva partiendo del pH inicial, casi neutro, hasta un pH de
4,0. Se realizaron mediciones por duplicado de potencial zeta y tamafio en cada punto, para

analizar la susceptibilidad del sistema al pH del polimero de funcionalizacion.
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Se utilizd una solucion acuosa de HCI al 0,01 M, el accesorio MPT-2 (Zetasizer ZSP,

Malvern Instruments) y una celda desechable tipo DTS1070.

6.2.5. Cuantificacion de ampicilina encapsulada

Luego del proceso de ultrafiltracién/centrifugacion, se tomdé una alicuota del fitrado
obtenido (fraccién en el fondo del tubo) para cuantificar el contenido de ampicilina. Se midi6
la absorbancia a una longitud de onda de 256nm a 37°C (Shimadzu UV-1800)., y se

determind la cantidad de ampicilina mediante la interpolacién de una curva de calibracion.

Se construyd una curva de calibracibn con ecuacion y = 0,005065x + 0,005467
y R? =0,999486 (Ver Anexo 2), teniendo en cuenta las diluciones que se realizan durante el
proceso de preparacion y la concentracion inicial de la solucién de ampicilina que se utiliza,
que corresponde a 6 mg/mL. Ademas, se considerd el limite de la linealidad de la ley de

Lambert-Beer-Bouger respecto a la absorbancia de la muestra.

Se cuantificd la concentracion de ampicilina trihidratada por triplicado para cada muestra, y

este valor se empled en el calculo de la eficiencia de encapsulacién, mediante la ecuacion 1.

A total) — A ltrad
%EE = (Amp(total) mp (filtrado)) x100 Ecuacion 1
Amp (total)

6.2.6. Caracterizacion fisicoquimica del polimero Eudragit E en solucion

acuosa.

Inicialmente, se prepararon soluciones de Eudragit E-100 en agua ultrapura en un intervalo
de concentraciones entre 0,05-2,25% (p/v) ajustando el pH a 4.0, con el fin de favorecer el
proceso de solubilizacién de éste. Ademds, cada solucion fue filtrada con un filtro de nylon
de 0.45 pm, con el fin retener las particulas de polimero no disueltas. Posteriormente se

procedio a determinar la viscosidad, la conductividad y el potencial z de dichas soluciones a
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25 ° C. Para el caso de las medidas de potencial z se realizaron, tal y como se describid
anteriormente; mientras que para las medidas viscosimeétricas se utilizd un viscosimetro de

flujo (Microvisc de Rheosense) (81).

6.2.7. Funcionalizacion de los liposomas

Para la funcionalizacion de los liposomas, se prepararon soluciones de Eudragit® E-100 a
pH 4,0 a una concentracion del 0,3%, 0,5% y 0,7% (%w/v), las cuales se sometieron a
agitacion magnética constante de 300 rpm hasta completa solubilizacion. Luego, sobre 1 mL
de dichas soluciones poliméricas, se adiciond6 1mL de la suspension de liposomas
(previamente preparada) a una velocidad de 50uL/min. Luego, se dejo la mezcla del sistema
liposomal y el polimero en agitacion constante a 300 rpm durante 8 horas en un recipiente
cerrado. Posteriormente se realizd una centrifugacion a 10000 rpm por 2 minutos, utilizando
tubos de ultrafiltracion de 30kDa, con el fin de eliminar los agregados de polimero y otras
estructuras pequefias, antes de proceder a las mediciones de tamafio y potencial zeta. En la
Figura 8 se muestra un resumen del protocolo completo de preparacion de los liposomas

funcionalizados.

o \ In)sea:éar I!admbﬁf'g en
se organi \
42 4 ul Colasteml Esperar 20 min }——0 fosfato pH 7.
42. 4 uL ikuron 200 /
DOPI y Agitar la mezcla
\— ,// *\‘
Inyectar fase or amca en ~
" Centrifugara
fase gcgt'n'gsala meaE a 100 ?pm . D Preparar la muestra \ Cuantfficacién de ‘ Eficiencia de
< porgmln en ; ﬁ" d — amPiS‘iiigg enel encapsulacién
" ulrafiracion de/ 7 espectrofommno uv e

\\\
Fase acuposa
100 uL solucmn 6 mgl
Bufferfosfato pH 74;
Adlclogal la muestra de Medicién de

ici6 ledicion
Inyectar el volumen Medicion de 1AmL de lippsomas en tamafio y potencial
retenido en 500 uL de tamafio y potencial 1mL de Eudr itapH L,
buffer fosfato, y aforara ~ ——> 2ok s b 2eha

1mL de volumen total Veluadad 50 uL/ min

Medicion de
Preparar solucién tamario y Potenaal
— zeta

ud%tupH

Figura 8. Protocolo completo de preparacion de liposomas funcionalizados con Eudragit E-100.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.1. Ensayos preliminares

Los resultados del andlisis estadistico del modelo factorial planteado, mostraron que el factor
que afecta en mayor grado el tamafio promedio de particula (Dr) es el tiempo de reposo
(“aging”) cuando se mezclan la fase organica y la acuosa, tal y como se puede observar en
la Figura 9, ya que puede existir una diferencia de hasta 20 nm en el tamafio de las vesiculas

obtenidas en los dos niveles evaluados.

Fuerz ionica Cut-off Aging

L]

155

Tamaiio promedio (nm)
B

150

omM 1mM 10mM 10kDa 30kDa S5min 20min
Figura 9. Gréfica factorial para el diametro promedio de liposoma.

Mientras que, para los otros factores evaluados, este efecto es menos marcado. De acuerdo
con los explicado por Ruano, M. (2013), los sistemas liposomales de baja concentracion
fosfolipidica (del orden de nM), el proceso de formacion de las vesiculas estables consta de
dos periodos de tiempo (82), un lapso corto, donde los monémeros se mueven facilmente de
los agregados formados, Yy otro periodo mas lento en el que se genera la curvatura de la bicapa
lipidica y se estabiliza la vesicula. Asi que se espera que para mayores tiempos de reposo se
genere una mayor aglomeracion de los fosfolipidos en la interfase, generando vesiculas de
mayor tamafio. Aunque algunos autores resaltan que cada sistema tiene su tiempo de
formacion, y que puede ir desde algunos minutos hasta dias, asi que se requeriria evaluar
mayor cantidad de niveles para este factor, si se desea establecer un tiempo Optimo de

formacion de los liposomas.
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Por otro lado, la polidispersidad del sistema se ve afectada significativamente no sélo por el
tiempo de reposo, sino por la fuerza ionica del medio. Sin embargo, es importante destacar
que los valores obtenidos se encuentran todos por debajo de 0,3; lo cual indica que el sistema

preparado tiende a ser monodisperso. (Ver Figura 10)
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Figura 10.Gréfica factorial para el indice de polidispersidad.

Al analizar el efecto de los factores evaluados sobre la carga superficial de los liposomas
preparados, se encuentra que éstos tienen un efecto mas marcado, respecto a lo observado en
los casos anteriores. Como se puede evidenciar en la Figura 11, los valores de potencial zeta
mas altos en su valor absoluto corresponden a los sistemas con una menor fuerza idnica en

el medio acuoso Y los separados con filtros de 30kDa.
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Figura 11. Gréfica factorial para el potencial zeta.
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Esto se encuentra de acuerdo con las investigaciones de otros autores, donde teniendo
presente la carga superficial negativa existente en la bicapa lipidica, se asume que la
formacion de una doble capa eléctrica alrededor de cada vesicula de liposoma. Asi, el
incremento en la concentracion de electrolito en el medio acuoso aumentd la concentracion
de K* alrededor de la bicapa, resultando en una compresion de la capa eléctrica. Este efecto

termina en una caida del potencial zeta para el sistema evaluado (83).

Considerando el efecto poco marcado del “Cut-off” sobre los otros parametros, se tomd como
criterio de seleccion el potencial zeta del sistema, por lo que para los ensayos con ampicilina
trinidratada se emplearon tubos de ultrafiltracion de 30kDa, para obtener sistemas con mayor
carga superficial, ya que en la literatura suele relacionarse esta caracteristica como un indicio
de la estabilidad termodinamica del sistema coloidal estudiado. Resaltando que los sistemas
que se encuentran entre los -11 a -20 mV tienen una mayor probabilidad de agregarse y
flocularse (84).Y en general, que los sistemas con valores mayores a los -30mV (en su valor

absoluto) son significativamente estables (85).

En relacion a la seleccion de las condiciones para el medio acuoso, se considerd la tendencia
a la degradacién del principio activo en dicho medio, con lo cual se hace necesario la
utilizacion de soluciones tamponadas, para conservar el medio a pH neutro y disminuir la
cinética de degradacién de la ampicilina en solucion. Adicionalmente, se consideraron los
resultados obtenidos por Sabin et al. (2006), quienes determinaron que la presencia de iones
como el Na*y el K+ adsorbidos en la superficie cargada de los liposomas, estabilizan el
sistema al aportar una fuerza de hidratacion, relacionada con el radio (Ver Figura 12) y la
concentracion de los iones adsorbidos, presentando una meseta estable en concentraciones

cercanas a 10mM (86).

Finalmente, se selecciond un tiempo de reposo de 5 minutos, con el objetivo de preparar
vesiculas de menor tamafio (140nm), las cuales estarian mas cercanas a las empleadas en el
sector farmacéutico de acuerdo con la Agencia de Alimentacion y Farmacos (FDA, por sus

siglas en ingles)(44).
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Los resultados completos del andlisis estadistico del modelo factorial, y las ecuaciones

predictivas obtenidas se encuentran en el Anexo 1.

ARadio hidratado del ién
-—

Figura 12. Fuerza deshidratacion de iones adsorbidos en la superficie.
(Tomada de: Sabin, J. et al. (2006): Size and stability of liposomes: A possiblerole of hydration and osmotic
forces).

7.1.2. Caracterizacion de liposomas no recubiertos

Los sistemas obtenidos presentaron un tamafio promedio de 145,1 +4.8 nm, con una
polidispersidad promedio de 0,209 +0,01. Indicando que los sistemas cargados con
ampicilina siguen conservando la tendencia observada en las pruebas preliminares con los
liposomas sin el principio activo, dando lugar a sistemas medianamente polidispersos, con
tamafios entre los 124 nm y los 171 nm. Los valores de tamafio promedio, indice de

polidispersidad y potencial zeta se reportan en la Tabla 4.

El software calcula el parametro ‘“z-average”, que usualmente es muy utilizado como el

tamafio promedio de particula en sistemas monoméricos u homogéneos (87). En este caso,
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las distribuciones de tamafio que se observaron fueron

muy amplias, tal y como muestra la
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Figura 13, con anchos de distribucion de hasta 80 nm. Por lo que el tamafio promedio que se

tomd fue el correspondiente a la sefial con mayor intensidad en la medicién.

Tabla 4. Caracterizacion de liposomas no recubiertos.

Tamafio DeS\{iaci()n Pdi Desviacion Potencial z DeS\{iacién
Muestra promedio (nm) estandar Promedio estandar (mV) estandar
(hm) (mV)
1 148,1 30 0,215 0,013 -37,8 30
2 144.6 31 0,206 0,002 -38,3 15
3 145,5 05 0,213 0,003 -37,4 24
4 138,2 9,8 0,239 0,013 -32,3 0,3
5 1244 11,6 0,234 0,012 -45,8 0,7
6 137,8 1.2 0,221 0,008 -45,1 3,6
7 139,1 50 0,195 0,015 -36,4 30
8 1423 2,7 0,189 0,006 -38,2 1,6
9 143,6 4,7 0,201 0,004 -36,8 11
10 148,8 5,3 0,245 0,014 -41,4 59
11 1711 8,0 0,189 0,008 -32,7 29
12 1478 14 0,161 0,009 -36 2,2
13 165,0 73 0,238 0,012 -31 21
14 135,1 39 0,189 0,006 -30,2 05
15 145,5 44 0,207 0,013 -35,6 30
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Figura 13. Distribucion de tamafios por intensidad para muestra 1.
La linea roja, azul y verde corresponden a las tres mediciones de tamafio que se realizaron para la
muestra. Los valores mostrados en la tabla corresponden a la primera medicion.

Se debe tener en cuenta que, el software hace un célculo de la desviacion estandar (““St Dev ™)
basado en el ancho de la distribucion obtenida en el histograma de intensidades, donde el
centro de la curva corresponde a la media. Este valor se relaciona con el indice de

polidispersidad de la sefial, de manera que éste se calcula a partir del promedio sobre la
desviacion estandar al cuadrado (88).

También se encontré que, aunque la distribucion de tamafios por intensidad fue bastante
simétrica, cuando se analizan las distribuciones por volumen y ndmero de particulas, las
curvas sonmenos simétricas, mostrando una mayor tendencia a la formacién de vesiculas de
menor tamafio, tal y como se puede apreciar en las Figura 14y 15 para la primera medicion
de la muestra 1.
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Figura 14. Distribucién de tamafios por porcentaje de volumen.

Numero de particulas (%)
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Figura 15. Distribucién de tamafios por nimero de particulas.

Estos resultados muestran que la mayor cantidad de liposomas, tanto en volumen como en
nimero, se encuentran por debajo de los 100 nm, a pesar de que las sefiales con mayor
intensidad se encuentran cerca de los 145 nm. También, a partir de estas figuras de los
histogramas de las distribuciones resulta mas sencillo evidenciar la polidispersidad de la
muestra, ya que existen mas de 10 poblaciones de diferentes tamafios, lo que conlleva a
indices de polidispersidad de 0,2.

Por otro lado, los valores de potencial zeta fueron de -37,0 £2,3 mV, lo cual indica la
presencia de cargas negativas en la superficie de los liposomas. Esto es un fenébmeno comin

en los liposomas formado a partir de lecitina, cuyo componente principal es la fosfatidilcolina
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que generan dicha polarizacion (89). En algunos casos se evidenciaron dos sefiales en la
distribucion del potencial zeta, uno cercano a los -36mV y otro cercano a los -24 mV, como
se muestra la Figura 16. Esto puede deberse a las diferentes poblaciones de liposomas que se
observaron en la distribucion de tamarios, las cuales pueden estar cargadas superficialmente

de diferente manera.

140000 [T F'-.. ------ Potencial zeta=-36,4 mV

1200007 -+ - omverm et R PR Desviacion zeta=10,3 mV

100000k o , Pico 1=-41,6 mV (68,9%)

WoAanninnnd- - - - - - - = - - - o e e e e e ool

L i , 1| | Pico 2=-24,0 mV (31,4%)
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Figura 16. Mediciones de potencial zeta para muestra 1.
La linea roja, azul y verde corresponden a las tres mediciones de tamafio, en orden consecutivo, que
se realizaron para la muestra. Los valores mostrados en la tabla corresponden a la primera
medicion.

7.1.3. Evaluacion del efecto del pH sobre la carga superficial de los liposomas

Los resultados completos de la titulacion del sistema liposomal no recubierto se muestran en
el Anexo 3. Se pudo observar que la adicion de HCI al medio disminuye el valor absoluto del
potencial zeta (Ver Figura 17), esto demuestra lo planteado previamente por Kotynska y
Figaszewski (2005) con liposomas formados por fosfatidilcolina, para los cuales se encontré
que en medio acido los iones H* tienden a cubrir los grupos PO42 de la fosfatidilcolina,
dejando asi los grupos —N*(CHs), descubiertos, lo que indica una adsorcién de iones cloruro
(90).
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Figura 17. Carga superficial y tamafio de los liposomas en funcion del pH.

Aunque los valores medidos del tamafio promedio no se encuentran dentro del intervalo
estimado, se tomaron como un indicativo de poca susceptibilidad a la agregacion de
particulas, ya que los tamafios se mantuvieron en el mismo rango durante todo el proceso de

titulacion, como puede observarse en la Figura 17.

Se determind que la superficie de los liposomas sigue cargada negativamente, aln a
condiciones muy alejadas del pH neutro de preparacion inicial, por lo que se considerd que

el sistema era apto para el recubrimiento polimérico por el método Layer-by-Layer.

7.1.4. Cuantificacion de ampicilina encapsulada

Se obtuvo una eficiencia de encapsulacién promedio del 70,38 +4,17%, correspondiente a
una concentracién de 844 pg/mL, con un coeficiente de variacion significativamente bajo

(del 6%), lo que cominmente se asocia a datos homogéneos Yy con un error bajo de muestreo
(91).

Tabla 5. Eficiencia de encapsulacion de ampicilina trihidratada.

Muestra* % Eficiencia de encapsulacion Cancentracion de ampicilina
encapsulada (pg/mL)
NCL1 73,688 884,3
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NCL 2 70,170 842,0
NCL3 64,678 776,1
NCL 4 69,579 834,9
NCL5 69,948 8394
NCL 6 70,002 840,0
LRE1 71,219 854,6
LRE?2 62,576 750,9
LRE3 64,883 778,6
LRE 4 68,089 8171
LRES 73,773 885,3
LRE6 78,525 942,3
LRE7 73,911 886,9
LRES8 70,857 850,3
LREO9 73,773 885,3

*NCL.: Liposomas no recubiertos

LRE 1, 2y 3: Liposomas recubiertos con Eudragit E-100 al 0,3% (w/v)
LRE 4, 5y 6: Liposomas recubiertos con Eudragit E-100 al 0,5% (w/v)
LRE 7, 8y 9: Liposomas recubiertos con Eudragit E-100 al 0,7% (w/v)

Los resultados obtenidos para la eficiencia de encapsulacién son significativamente altos, y
muy similares a los hallados por Schumacher y Margalit (1996), quienes encapsularon
ampicilina en liposomas de lecitina de soya con una eficiencia mayor al 50%. Mientras que
Menikarachchi et al. (2016), encapsularon amoxicilina en liposomas formados por lecitina
de huevo vy colesterol mediante la evaporacién de solvente, donde obtuvieron una eficiencia
promedio de 52%. Sin embargo, no es posible determinar el desempefio exitoso de una
formulacion a partir de este parametro, ya que existen casos en los que a pesar que la
eficiencia de encapsulacibn es mucho menor, como en el ensayo con clorhidrato de
vancomicina que realizaron Yang et al. (20015), con un valor del 32%, el desempefio
farmacocinético de la formulacion super6 la expectativas en cuando a la efectividad

terapéutica vy la liberacion modificada del farmaco (8).

7.1.5. Caracterizacion del sistema polimérico de funcionalizacion

Se observd que las soluciones de Eudragit® E-100 solubilizaron completamente a pH

cercano a 4, aunque tedricamente a pH 5 empiezan a solubilizar (19). En general no se
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observo un cambio significativo en la viscosidad de las soluciones, en especial por debajo de
una concentracion del 1% (w/), ya que, por encima de este valor, tanto el valor promedio
como la desviacion estandar de los datos aumenta (Ver Figura 18), por lo que se asumié que
presentaban agregados poliméricos que no fueron retenidos por el filtro de nylon, y que
causan cambios abruptos en el diferencial de presion que mide el equipo. Sin embargo, la
presencia de éstos agregados no limitaria el proceso de recubrimiento de los liposomas, por
lo que estas concentraciones no fueron consideradas en la seleccion de los niveles a evaluar

en la preparacion de los liposomas funcionalizados. Los valores registrados para las variables
evaluadas en cada muestra de Eudragit E-100 se reportan en la

Tabla 6. Al igual que la viscosidad, la conductividad de las muestras tuvo un
comportamiento relativamente estable por debajo de la concentracion del 1% (w/).

1.6+

1.44

1.2+

Viscosidad (cP)

1.0+

0.8
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.

h

Concentracion (%ow/v)

Figura 18. Viscosidad de soluciones de Eudragit E-100 en funcion de la concentracion.

Tabla 6. Caracterizacion soluciones de Eudragit E-100.

Concentracion V'Egr%zlg%d Stdv pH Conductividad
(YoWN) p(mpa 9 (mPa.s) | inicial (uS/cm)
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0,05 0,903 0,0036 5,85 35,8
0,14 0,902 0,0012 5,60 24,0
0,23 0,904 0,0022 5,38 36,5
0,33 0,903 0,0017 5,19 36,1
0,42 0,905 0,0010 4,70 36,7
0,51 0,906 0,0021 4,51 38,1
0,60 0,907 0,0012 4,54 41,7
1,15 0,944 0,0116 4,19 51,3
1,70 0,974 0,0140 4,12 81,0
2,25 1,354 0,0267 4,08 98,5

Las mediciones de potencial zeta mostraron la formacion de una superficie con carga positiva

en las cadenas poliméricas (Ver Tabla 7), tal y como se esperaba de acuerdo a la estructura

quimica de las mismas. El potencial zeta de las soluciones estuvo entre 30 mV y 67 mV, sin

embargo, no se encontr0 una tendencia asociada al incremento de la concentracion de

polimero.

Tabla 7. Potencial zeta de soluciones de Eudragit E-100.

Concentracion (Yow/v)

Potencial zeta promedio (mV)

Desv. Estandar (mV)

0,05 62,4 7,8
0,14 52,2 1,4
0,19 43,8 3,1
0,25 45,9 1,5
0,32 46,0 3,7
0,39 47,1 3,1
0,46 53,0 2,7
0,53 48,8 2,2
0,59 39,4 1,6
0,66 70,7 0,8
0,73 57,4 0,6
0,80 51,2 3,7
0,86 44,5 0,8
0,93 46,9 0,7
1,00 57,5 2,9
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Figura 19. Potencial zeta de las muestras de Eudragit en funcién de la concentracion.

De acuerdo con lo anterior, se eligieron tres niveles de concentracion de polimero a evaluar

en la funcionalizacion de los liposomas preparados; 0,3%, 0,5% y 0,7% (W/V).

7.1.6. Funcionalizacion de los liposomas

Se observo un cambio marcado en el tamafio y el potencial zeta de los liposomas preparados
al someterlos al proceso de funcionalizacién con Eudragit® E-100. Los tamafios promedio,
antes de un valor de 145,1 + 4,8 nm, pasaron a estar en valores de 219,9 £10,3 nm, con una
distribucién de tamafios més heterogénea (Pdl= 0,447 £0,041).

Se determinG la eficiencia en el proceso de funcionalizacion mediante la medicién del cambio
en el diametro de las vesiculas, valor correspondiente al espesor de la capa polimérica
depositada en la superficie. Se evidencid que el espesor de la capa polimérica formada
aumenta con la concentracion de polimero. Asi, para los sistemas preparados con una
concentracion de Eudragit E-100 de 0,7% (w/v) se tuvo un aumento promedio en el tamafio
de particula de 91 nm, mientras que en los sistemas en los que se utilizd el polimero al 0,3%,
los cambios en el tamafio fueron de 44 nm (Ver Figura 20y Figura 22.). Estos resultados
fueron contrastados con los obtenidos por Hasanovic et al. (2010), quienes encontraron la
misma tendencia en el proceso de estabilizacion de liposomas de minoxidil y aciclovir
empleando Eudragit EPO (21).
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Figura 20. Cambios observados en la funcionalizacion con Eudragit E al 0,3% (w/v).
NCL: Liposomas no recubiertos. LRE: Liposomas recubiertos con Eudragit E-100
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Figura 21. Cambios observados en la funcionalizacion con Eudragit E al 0,5% (w/v).
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Figura 22.Cambios observados en la funcionalizacion con Eudragit E al 0,7% (w/v).

NCL: Liposomas no recubiertos. LRE: Liposomas recubiertos con Eudragit E-100
Se observd un aumento marcado de la polidispersidad del sistema para todas las
concentraciones de Eudragit evaluadas, que puede ser favorecido por la heterogeneidad de
las poblaciones de liposomas sin recubrir, una caracteristica muy comdn en los liposomas

obtenidos por inyeccion de etanol (77).

Igualmente se evidencid un cambio dréastico en la carga superficial de las particulas, como se
esperaba, lo que implicaria la interaccion quimica por medio de puentes de hidrogeno entre
el polimero y las cabezas de los fosfolipidos en la superficie de las vesiculas (21,92). Asi se
obtuvo un potencial zeta promedio de los liposomas recubiertos por Eudragit-E (LRE) de
45,9 £2,0 mV, los valores registrados de potencial zeta estuvieron en el mismo rango,

independientemente de la concentracion de polimero.

Algunos autores resaltan que la interaccion entre los liposomas y el polimero que los recubre
estabiliza termodinamicamente el sistema, previniendo la agregacion de las vesiculas en
suspension 'y la separacion de fases (21,82). Sin embargo, este efecto no se comprobé durante

este estudio.
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8. CONCLUSIONES

Se logré preparar sistemas liposomales convencionales para la encapsulacion de
ampicilina trihidratada, a través de la técnica de inyeccion de etanol. Empleando
lecitina de soya, colesterol y dioleoilfosfatodiletanolamina (DOPE). Y, encontrando
las condiciones adecuadas de proceso para obtener vesiculas de un tamafio cercano a

los 140 nm y cargadas negativamente en su superficie.

Se caracterizaron las suspensiones de liposomas preparadas (Tamafio y potencial
zeta), utilizando técnicas de dispersion de luz dindmica (DLS). Encontrando que el
tamafio de los liposomas vacios y cargados son muy similares, algo que han reportado

algunos autores (77) es bastante comin para el método de inyeccion de etanol.

Se determiné la eficiencia de encapsulacion de ampicilina trihidratada en los sistemas
evaluados, con un valor promedio del 70%, correspondiente a una concentracion de
844 g/mL del API, mediante un método que anteriormente ya ha demostrado su
reproducibilidad y confiabilidad (93).

Se modificaron superficialmente los sistemas liposomales preparados mediante el uso
del polimero mucoadherente (Eudragit E-100), utilizando los fundamentos de la
técnica de deposicion electrostatica layer-by-layer. Comprobando la formacion de
una pelicula polimérica con un espesor dependiente de la concentracion de polimero

en solucion.

Se espera que los liposomas preparados puedan servir para investigaciones futuras,
que permitan verificar el desempefio del sistema recubierto por Eudragit E-100, en la
vehiculizacion target especifica del ingrediente activo. Lo cual es altamente probable,

si se tienen en cuenta los antecedentes de este estudio en la literatura (2,5,37,94).
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9. RECOMENDACIONES

Verificar los resultados obtenidos en este estudio mediante técnicas que permitan
visualizar la morfologia de las wvesiculas preparadas, como microscopia de
transmision electronica (TEM).

Evaluar las interacciones entre el farmaco y la bicapa lipidica de los liposomas
preparados, ya gque esto puede afectar significativamente la estabilidad del ingredie nte
activo y la cinética de liberacion del mismo. Estas interacciones pueden ser estudiadas
mediante técnicas instrumentales como espectrometria infrarroja por Transformadas
de Fourier (FITR) o la calorimetria diferencial de barrido (DSC) (21).

Verificar el efecto estabilizante del polimero Eudragit E-100, lo cual puede hacerse
mediante el seguimiento del potencial zeta en funcion de los dias de almacenamie nto
de la suspension.

Realizar la evaluacion in-vivo, para comprobar el efecto muchoadherente del
polimero Eudragit E-100 en los sistemas preparados, y si estos pueden superar la
barrera de los mecanismos de resistencia antimicrobiana de algunas cepas
betalactamasa positivas.
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ANEXO 1: Disefio experimental de las pruebas preliminares

El modelo factorial completo utilizado en las pruebas preliminares se muestra en la Tabla 8.

A partir de los valores de tamafio promedio de particula, indice de polidispersidad y potencial

zeta obtenidos en cada punto, se establecid un modelo estadistico predictivo que reporta mas

adelante.

Tabla 8. Disefio experimental factorial para pruebas preliminares.

Orden Corrida | Fuerza i6nica (mM) “Cut-off” Tiempo de reposo (min)
1 1 30kDa 5
2 0 30kDa 20
3 1 10kDa 5
4 1 30kDa 20
5 10 10kDa 5
6 1 10kDa 20
7 10 10kDa 5
8 10 10kDa 5
9 0 30kDa 5
10 1 30kDa 20
11 10 10kDa 20
12 0 30kDa 5
13 10 30kDa 20
14 1 30kDa 5
15 10 30kDa 5
16 1 10kDa 5
17 0 10kDa 20
18 0 10kDa 5
19 10 10kDa 20
20 10 30kDa 5
21 10 30kDa 5
22 0 10kDa 20
23 10 30kDa 20
24 10 10kDa 20
25 1 10kDa 5
26 1 30kDa 20
27 0 10kDa 5
28 1 10kDa 20
29 1 10kDa 20

Continua en la siguiente pagina...
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Orden Corrida | Fuerza iénica (mM) “Cut-off” Tiempo de reposo (Min)
30 0 10kDa 5
31 0 30kDa 5
32 10 30kDa 20
33 1 30kDa 5
34 0 10kDa 20
35 0 30kDa 20
36 0 30kDa 20

El anélisis de varianza y el modelo de regresion lineal obtenidos en Minitab 17, para el

tamafio promedio de liposomas se muestra a continuacion:

Englisis de Varianza

Fuente GL
Modelo
Lineal
Fuerza ionica
Cut-off
Lging
Interacciones de 2 términos
Fuerza ionica*Cut-off
Fuerza icnica*iging
Cut-cff*Aging
Interacciones de 3 términos
Fuerza ionica*Cut-off*Rging
Error
Total

[
W=

LA W= R RS R R LA R

[EL I 8

Besgumen del modelo

B-cuad. R-cuad.
5 EB-cuad. ({ajustado) {pred)
2,23333 99,35% 99,05% 98,53%

5C Ajust.
18223,8
3405, 6
197,5
19,7
3188,5
114749,3
2977,9
2475,4

r

3338,

33
1
183

W= L La Ra
LR RN R R W R
e Y = I T & R |

5

MC Zjust.
1656, 71
851,40
98,74
159,65
3188,48
2295, 86
1485,94
4237,72
26,01
1669,43
1669,43
4,959

Valor F

332,15
170,70
19,20
3,94
£39,26
460,30
298,52
849,62
5,21
334,70
334,70

Valor p
0,000
0,000
0,000
0,058
0,000
0,000
0,000
0,000
0,032
0,000
0,000
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Coeficientes

Término
Conatante
Fuerza ionica
0
1
Cut-off
10Kda
Aging
5
Fuerza iconica*Cut-off
0 10Hda
1 10Eda
Fuerza ionica*iging
05
15
Cut-ocff*Aging
10Kda 5
Fuerza ionica*Cut-ocff*Aging
0 10Eda 5
1 10Kda 5

Valocr T
432,48

Valor p
0,000

0,000
0,008

0,059
0,000

0,000

0,688

0,000
0,000

0,032

a,000
0,000

El analisis de varianza y el modelo de regresion lineal obtenidos en Minitab 17, parael indice

de polidispersidad de los liposomas se muestra a continuacion:

Englisis de Varianza

Fuente
Modelo
Lineal
Fuerza icnica
Cut-off
Lging
Interacciones de 2 términos
Fuerza ionica*Cut-off
Fuerza ionica*bAging
Cut-off*Rging
Interacciones de 3 términoa
Fuerza icnica*Cut-cif*hAging
Error
Total

Besumen del modelo

B-cuad.
5 ER-cuad. {ajustado)
0,0109291 97,52% 96,39%

GL S5C Rjust.
11  0,112825
0,019271
0,014132
0,000355
0,004784
0,064151
0,043074
0,016917
0,004160
0,029403
0,029403
0,002867
0,115692

.

A = PR RS B R R DA R

[ELI 8 ]

BE-cuad.
{pred)
94,42%

MC Ljust.
0,010257
0,004818
0,007068
0,000355
0,004724
0,012830
0,021537
0,008458
0,004160
0,014702
0,014702
0,000118

Valor F

85,87
40,33
59,16

2,97
40,05

107,42

180,31
70,81
34,83

123,08

123,08

Valor p

0,000
0,000
0,000
0,098
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
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Coeficientes

Término
Constante
Fuerza ionica
0
1
Cut-off
10Kda
Aging
5
Fuerza icnica*Cut-off
0 loEda
1 10Eda
Fuerza ionica*lAging
05
15
Cut-off*Aging
10Kda S
Fuerza ionica*Cut-off*Aging
0 10Eda 5
1 10Eda 5

El analisis de varianza y el modelo de regresion lineal obtenidos en Minitab 17, para el

Coef
0,17969

-0,02669
0,00587

0,00314
-0,01153

0,04453
-0,03981

0,01863
0,01169

-0,01075

0,02025
-0,04042

EE del

coet Valor T
0,00182 98,65
0,00258 -10, 348
0,00258 2,32
0,00182 1,72
o,00182 -6,33
0,00258 17,29
0,00258 -15,45
0,00258 7,26
0,00258 4,54
o,00182 -5,490
0,00258 7,8
0,00258 -15, 69

potencial zeta de los liposomas se muestra a continuacion:

Enéglisis de Varianza

Fuente
Modelo
Lineal
Fuerza iocnica
Cut-off
Aging
Interacciones de 2 términos
Fuerza ionica*Cut-off
Fuerza ionica*RAging
Cut-off*Rkging
Interacciones de 3 términos
Fuerza iocnica*Cut-off*Aging
Error
Total

Besumen del modelo

B-cuad. R
5 EB-cuad. {ajustado)
1,92383 97,90% 96,94%

GL SC Ljust.
11 4150, 82
4 319107
2 903,94
1 1761, 20
1 525,94
5 734,03
2 32,87
2 37,24
1 Ge3,92
2 225,72
2 225,72
24 88,83
35 4239,65

-cuad.

{pred)

95,29%

MC Ajust.
377,35
797,77
451,87

1761, 20
525,94
146,81

15,43
18,62
663,92
112,86
112,86
3,70

Valor p
0,000

0,000
0,029

0,098
0,000

0,000
0,000

0,000
0,000

a,000

0,000
0,000

Valor F
101, 96
215,55
122,12
475,86
142,10

39,87
4,44
5,03

179,38
30,49
30,49

Valor p
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,023
0,015
0,000
0,000
0,000



Coeficientes

EE del

Término Coef coef. WValer T WValer p VIF
Constante -42 444 0,321 -132,38 0,000
Fuerza ionica

] -5,572 0,453 -12,29 0,000 1,33

1 =-1,008 0,453 -2,22 0,036 1,33
Cut—off

10Eda 6,934 0,321 21,8 0,000 1,00
Aging

5 3,822 0,321 11,392 0,000 1,00
Fuerza ionica*Cut-off

0 10Eda -0,511 0,453 -1,13 0,271 1,33

1 10KEda 1,339 0,453 2,95 0,007 1,33
Fuerza ionica*Aging

035 1,094 0,453 2,41 0,024 1,33

15 -1, 3546 0,453 -2,949 0,008 1,33
Cut-ocff*hging

10Kda 5 4,294 0,321 13,358 0,000 1,00
Fuerza icnica*Cut-ocffi*lAging

0 10Eda 5 3,058 0,453 6,74 0,000 1,33

1 10Eda 5 0,022 0,453 0,05 0,961 1,33

Se observa que los factores evaluados afectan significativamente las variables respuesta, y
que presentan interaccion entre ellos. En general, los modelos ajustados presentan un buen
coeficiente de correlacion, lo que permite predecir con confianza alguna condicion deseada

a partir de ellos.
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ANEXO 2. Curva de calibracion para la cuantificacion de ampicilina

Considerando el limite de linealidad de la ley de Lambert-Beer-Bouger (95) respecto a la
absorbancia de la muestra, se prepararon se prepararon soluciones estandares de ampicilina
trinidratada, a concentraciones que tuvieran una absorbancia menor a 0,8, en buffer fosfato

potasio de pH 7,2 y fuerza i6nica 10mM, como muestra la Tabla 9.

Tabla 9. Estandares preparados para la curva de calibracion.

Porcentaje de perdida de ampicilina (%) Concentracion mg/mL
150 0,085
125 0,071
100 0,056
75 0,042
50 0,028
25 0,014

Teniendo en cuenta que la concentracion de partida es de 6 mg/mL, y considerando las
diluciones del sistema para la formacion de los liposomas, se plantea que el 0% de
encapsulacién del API corresponde a 1,2 mg/mL, Yy partiendo de este valor se plantean
diluciones del filtrado recuperado para que se encuentre dentro del rango de la curva de

calibracion.

Posteriormente se realizd un barrido entre 400 y 200 nm a 37°C, utilizando un
espectrofotdmetro marca Shimadzu UV-1800 con una termocupla acoplada, para determinar
la longitud de onda de éptima absorcion (Ver Figura 23), utilizando como muestra ‘“blanco”
la solucion buffer fosfato.

De acuerdo con el espectro obtenido, se realizd la cuantificacion de ampicilina en los
estdndares a una longitud de onda de 256nm. Obteniendo la curva de calibracion que muestra

la Figura 24.
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ANEXO 3: Curva de titulacion de los liposomas no recubiertos

La curva que se construyd para evaluar el efecto del pH sobre la carga superficial de los

liposomas no recubiertos se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Titulacién de los liposomas no recubiertos.

pH Potencial Zeta Poterr(;?rlgl dZigta Tamafio Tamafio promedio
Muestra (mV) P (mv) (nm) (nm)
-42,2 2176
71 393 -40,8 2164 2170
-40,1 2104
7,0 394 -39,7 5105 2103
-40,2 2214
6.8 399 -40,1 574 2194
-35,8 228,6
6,4 234 -34,6 2262 2274
-325 2543
6,1 37 -329 537 254,0
-284 2543
58 235 -26,0 10 2531
-25,1 278,7
54 38 -245 773 278,0
-22,1 3058
52 518 -235 3003 304,0
-22,0 287,0
50 510 -215 858 286,4
-19,9 2439
4,6 202 -20,1 167 2453
-179 297,7
43 189 -184 005 2951
-164 2873
4,0 166 -16,5 2903 288,8
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