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Resumen

Este trabajo presenta un estudio sobre la estabilidad y distribucion de tamanos de
liposomas preparados mediante el método de hidratacién y extrusion. Para el estudio
se utilizé un andlisis directo de la Funcién de Auto Correlacién. Los liposomas se
prepararon utilizando fosfatidilcolina y colesterol con las relaciones de concentracion
[PC]:[Chol] = 1:0; 1:0,1; 1:0,2; 1:0,3; 1:0,5 de esta manera se analizé la influencia del
colesterol en el tamano y la estabilidad de los liposomas. Los tamanos nanométricos
de los liposomas se obtuvieron mediante la extrusion de la solucién a través de
membranas de policarbonato con poros de 100 nm. Mediante Dispersiéon Dinamica
de Luz se obtuvieron las Funciones de Auto Correlacion, asociadas a la suspension de
liposomas, las cuales fueron analizadas usando el método de cumulantes y la inversion
de Laplace. Los resultados de este andlisis se contrastaron con aquellos entregados por
el software del equipo analizador de tamanos. La evolucion de los tamanos con el tiempo
mostré que las particulas mas estables y de menor tamano se obtienen con la relacion
[PC]:[Chol] = 1:0,2. La incorporacién de colesterol en los liposomas, en la mayorfa
de relaciones, no resulta en ningin cambio significativo en el didmetro promedio de
las muestras extruidas. Sin embargo la adiciéon de cierta concentracién de penicilina

produce un cambio significativo en el didmetro promedio de las particulas.

Palabras Clave

Liposoma, transporte de farmacos, encapsulamiento de farmacos, dispersion dinamica

de luz, método de cumulantes, inversion de Laplace, funcion de autocorrelacion.
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Abstract

This paper presents a study on the stability and size distribution of liposomes prepared
by hydration and extrusion method. A direct analysis of the autocorrelation function
was used. Liposomes were elaborated with phosphatidylcholine and cholesterol with
concentrations relation [PCJ:[Chol] = 1:0; 1:0,1; 1:0,2; 1:0,3; 1:0,5; the influence of
cholesterol in the sizes and stability of liposomes was studied. Liposomes nanometric
diameters were obtained with extrusion through polycarbonate membranes of 100nm
pore size. The liposomes characterization was realized with Dynamic Light Scattering.
The technique provide Auto Correlation Functions associated to the liposomes
suspension, which were analyzed to determinate the suspension size distribution by the
cumulant method and the Laplace inversion. These results were compared with those
obtained with the instrument software. The time analysis of the liposomes sizes showed
that the concentration relation [PCJ:[Chol] = 1:0,2 produced smaller and most stable
particles. Moreover cholesterol incorporation into liposome membrane, in the most
of relations, doesn’t change the diameter of extruded samples. However the addition
of a certain concentration of penicillin produce a significant change in the particles

diameter.

IX



Introduccion

Las aplicaciones potenciales de los liposomas fueron identificadas a mediados de los
anos 60. Esto impulso el desarrollo de algunas empresas farmacéuticas, resultando en
la creacién de varios farmacos basados en formulaciones de liposomas. La mayoria
de estos son medicamentos contra el cancer que, administrados en forma libre, son
téxicos y su encapsulamiento disminuyen los efectos no deseados [1]. Estas estructuras
vesiculares secuestran en su interior parte de la soluciéon con los solutos en suspension
y estan rodeadas por una capa de lipidos que funciona como una barrera permeable [2],
sus propiedades son similares a aquellas de las células aisladas. Ademas su estructura,
composicion quimica y tamano pueden ser controladas con los métodos de preparacion
[1]. Los liposomas como sistemas transportadores de farmacos tienen distintas ventajas
sobre las formas convencionales de dosificacion, ya que la modificacién de su superficie
puede ajustar la velocidad de liberacion de los farmacos y la afinidad por el sitio de

destino [3].

La aplicabilidad de los liposomas requiere de la disponibilidad de una metodologia
para determinar su tamano y evaluar su estabilidad. Las técnicas més usadas para
la determinacién de tamanos de particulas son la Dispersion Dindmica de Luz y la
Microscopia Electrénica, que proporcionan resultados similares [4] [5]. Para el presente

proyecto de titulacién se utilizé la técnica de dispersién dindamica de luz

Los liposomas (vesiculas) fueron preparados en el laboratorio de Biofisica y
Modelizacién Molecular del Departamento de Fisica de la EPN utilizando el método
de evaporacién e hidratacién desarrollado por Bangham y sus colaboradores [2] y que
es utilizado en varias investigaciones [6] [7]. El proceso de extrusién se incluyé en
la preparacién siguiendo los resultados del trabajo de Pantos et.al. [8], en el que se
incluye también el proceso de sonicacion. Las mediciones de dispersién dinamica de luz

se realizaron de acuerdo a los procedimientos definidos para el equipo Analizador de



Tamano de Particula 90 Plus (Brookhaven Instruments Corporation. USA) [9].

El propdsito de este proyecto de titulacion fue el de preparar liposomas de tamanos
nanométricos y caracterizarlos mediante Dispersion Dinamica de Luz. Para esto se
calcularon los tamanos de los liposomas y se encontraron las caracteristicas de sus
distribuciones de tamanos mediante el analisis directo de las funciones de auto
correlacion obtenidas para la dispersion de luz. Este andlisis se realizd utilizando el
método de los cumulantes y el método de la inversién de Laplace [12] [30], los resultados
obtenidos se compararon con los proporcionados por el software provisto con el equipo
analizador de tamanos. Como resultado final se han definido los pardmetros que influyen
en la formacién de los liposomas asi como la influencia del colesterol como factor

estabilizante.



Capitulo 1

Liposomas

1.1. Componentes y Estructura

Los liposomas son estructuras que se forman en un medio acuoso y se componen de
una bicapa de lipidos que rodea una porcién de medio acuoso (Figura 1.1). Estas
son pequenas moléculas anfifilicas compuestas de un grupo quimico soluble al agua
conectado a una o méas colas hidrofébicas ricas en carbono (Figura 1.1), sus partes
hidrofilicas estan en contacto con la fase acuosa del medio en el que se encuentran.
Existe una gran variedad de grupos de cabezas hidrofilicas: algunos son polares
debido a los grupos -OH o -NHs, como la fosfatidiletanolamina; otros estan cargados
negativamente como el fosfatidilglicerol o la fosfatidilserina. Los grupos de cabezas
pueden ser también zwitterionicos como la fosfatidilcolina ya que, a pH 7, tiene centros
de carga positiva y negativa [13] (Figura 1.2). Existen también una gran variedad de
colas de hidrofébicas dependiendo del largo de la cadena (entre 12 y 18 o més atomos

de Carbono), o de la presencia de enlaces dobles [14].

Debido a sus largas colas de hidrocarburos, los lipidos son altamente insolubles en
agua. La auto-organizacién es provocada, por la necesidad de esconder estas colas de
carbono del agua (Figura 1.4). Cada lipido tiene una concentracién critica distintiva,
cuando se colocan en agua en concentraciones mayores a esta concentracién critica, los
lipidos se asocian para proteger del agua los segmentos hidrofébicos. La concentracion
critica es menor para lipidos con cadenas de carbono més largas [13]. Un lipido tipico

con 16 atomos de carbono en cada cadena tendra una concentracion critica de rango
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Figura 1.1: Esquema de un liposoma encapsulando la regién acuosa que lo rodea y una molécula de

lipido de fosfatidilcolina que conforma la bicapa

picomolar.

El colesterol y otros esteroles tienen una estructura con una funcién diferente. Estos
tienen una molécula rigida y voluminosa parecida a la del lipido, compuesta de algunos
anillos de hidrocarburos, que son casi del mismo largo que las cadenas de carbono
sujetas a los fosfolipidos y glicolipidos (Figura 1.3). Un hidroxilo al final de la molécula
es hidrofilico, esto alinea el colesterol en la membrana [15]. El colesterol se adiciona a
las membranas en varias cantidades para modificar sus caracteristicas. Debido a que
el colesterol es rigido, este tiende a inhibir el movimiento de los lipidos colindantes,
reduciendo la fluidez de la membrana y haciéndola menos permeable a pequenas
moléculas. En general, la composicién de una membrana define sus propiedades

superficiales, ademés determinan su estabilidad térmica, fluidez, y su curvatura [13].
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Figura 1.2: Grupos de cabezas hidrofilicas a) polar; b) de carga negativa; y c¢) zwitteridénicos (esquema

de la fosfatidilcolina)

Las formas de las moléculas individuales de los lipidos determinan la forma del agregado
auto-organizado [13]. Los lipidos en forma de cuna tienden a preferir la formacién de
micelas esféricas. Las moléculas cilindricas, como los de las células, forman extensas
bicapas de lipidos (Figura 1.4). La bicapa estd compuesta por dos laminas de lipidos,
orientadas de tal manera que las cabezas hidrofilicas estén expuestas en las dos
superficies de las laminas y las colas de hidrocarburos extendidas en el interior hacia

el centro [13].
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Figura 1.3: Molécula de colesterol compuesta de anillos de hidrocarburos con un hidroxilo hidrofilico
al final.

1.2. Propiedades de las membranas

Debido a que las bicapas de lipidos estan compuestas de muchas moléculas no enlazadas,
estas son estructuras dinamicas. Aunque los lipidos adoptan una variedad de fases
cristalinas bajo diferentes condiciones, bajo condiciones bioldgicas tipicas, la bicapa es
fluida y los lipidos componentes estan constantemente fluyendo con respecto a otros
lipidos. El movimiento lateral es rapido, mientras que el intercambio de lipidos de una
cara de la membrana a la otra no ocurre frecuentemente. La fluidez de la bicapa de
lipidos es 1til porque permite la reparacién espontanea de los danos que pueda sufrir
la membrana, ademés permite una réapida comunicacién entre moléculas dentro de la
membrana, mientras se difunden e interactian con las moléculas colindantes [13]. La
fluidez de las bicapas depende de la estructura de los lipidos que la componen y de la
temperatura. Las bicapas compuestas de un solo tipo de lipidos, y en particular, de
lipidos construidos con cadenas saturadas rectas, tienden a cristalizar. Las cadenas con
dobles enlaces (no saturadas) y la mezcla entre diferentes lipidos, como el colesterol,

inhiben la cristalizacién y favorecen a la fluidez [13].



Figura 1.4: Simulacién de una porcién de membrana en la que los lipidos se auto-organizan en bicapas

para proteger las colas de carbono del agua.

La transicion de fusion de los lipidos como la fosfatidilcolina ocurre a 200 °C o més.
La entalpia a esta alta temperatura de fusiéon es muy pequena en comparacién con
transiciones més tempranas, que ocurren entre 0° y 70°C, dependiendo del grupo
especifico y de las colas de hidrocarburos . En base a mediciones de difraccién de
rayos-x y de resonancia magnética nuclear, se conoce que la fusién ocurre en varias
etapas. La temperatura de transicién mas baja envuelve solo la fusién de las colas
de hidrocarburos; los grupos de cabezas todavia permanecen en una disposicion
bidimensional razonablemente bien ordenada [13]. Las colas de hidrocarburos de la
fase sélida de menor temperatura estan dispuestas en configuracion trans ordenada.
Esta es una estructura en la cudl existe una interaccion maxima de Van der Waals
entre las colas de hidrocarburos porque estan totalmente alineadas a lo largo de la
membrana. Las investigaciones de las estructuras de bicapas lipidicas muestran que
durante esta primera transicién el ancho de la bicapa disminuye porque las colas de las
caras opuestas del sandwich comienzan a interdigitar [13]. En presencia del agua y de
contracargas iénicas, las cabezas se mantienen unidas en una red de enlaces hidrogenos
e i6nicos fuertes que tipicamente requieren de temperaturas mucho mas altas para ser

destruidos.

A temperaturas fisioldgicas los lipidos se comportan como liquido en las regiones

de los hidrocarburos, permitiendo una rapida difusién lateral de moléculas pequenas
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incorporadas, mientras que las cabezas ordenadas estabilizan la estructura de bicapa e
impiden que el lipido pase de la fusion simple a gotas esféricas, esto sucede solo por sobre
los 200°C. Los factores que influyen en la temperatura de transicién para los lipidos
incluyen la longitud de la cola de hidrocarburos, la naturaleza de la cabeza, la ausencia
de saturacion (dobles enlaces) en los hidrocarburos, y las moléculas adicionales, como el
colesterol, que estan incorporadas a la bicapa. En general las temperaturas de transicion
reflejan la fluidez que es importante para las funciones biolégicas (en el rango de -
30° a 100°C) aumentan para colas de hidrocarburos mas largas (C12 a C18 o mas),
disminuyen por la presencia de dobles enlaces, y aumentan con la inclusion del colesterol
[13].

El colesterol se encuentra en casi todas las células de los mamiferos; la membrana
plasmatica de los eritrocitos humanos contiene al menos 45 %mol de colesterol [16].
Estudios de H-NMR y rayos-x han demostrado que el colesterol estd orientado
perpendicularmente a la superficie de la membrana, con su grupo 3 S-hidroxil localizado
junto a los grupos éster carbonilo de los fosfolipidos, y el anillo esteroide hidrofébico
orientado paralelo a las cadenas de dcidos de los fosfolipidos [17]. La cola hidrofébica
del colesterol experimenta cambios relativamente rapidos entre varias conformaciones,
al contrario del anillo esteroide planar, que esta confinado a una sola conformacion.
El colesterol puede inducir un estado cristalino liquido en los lipidos, que de otra
manera forman un estado de gel e inducen un estado menos fluido en las cadenas
desordenadas de hidrocarburos [18]. El colesterol disminuye el drea molecular de
las monocapas de lipidos en estado cristalino liquido, compuestas de hidrocarburos

saturados o monoinsaturados, pero no tiene efectos en la fosfatidilcolina [7].

1.3. Los liposomas como medio de transporte de

farmacos

El cuerpo se protege mediante un complejo sistema de defensa. Al entrar en el cuerpo,
los objetos més grandes causan formacion de aglomeraciones y su superficie se inactiva
debido al recubrimiento de biomacromoléculas; por otro lado las particulas pequenas
como los microbios y bacterias son devoradas por las células del sistema inmunolégico.

Esta respuesta del sistema inmunoldgico ha incentivado esfuerzos sustanciales en el



desarrollo de superficies biocompatibles e irreconocibles por este sistema [20].

Los liposomas se distinguen entre liposomas convencionales y liposomas con
propiedades de superficie alteradas. A pesar de que la primera generacion de liposomas
incluia varias composiciones de lipidos que cambiaban las propiedades fisicoquimicas de
los liposomas sin alterar sus propiedades biolégicas [20], los estudios de los liposomas
sensibles a los anticuerpos (inmunoliposomas dirigidos), que dieron resultados muy

alentadores en los estudios in vitro, han fallado en aplicaciones in vivo [20].

Los beneficios y limitaciones de los liposomas transportadores de farmacos dependen de
manera critica de la interaccion de los liposomas con las células y su destino después
de la administracion [20]. Algunos estudios in wvivo e in wvitro han mostrado que la
interaccién predominante de los liposomas con las células es la adsorcién simple y la
endocitosis !, la fusién celular es menos comin [20]. Otra posible interaccién es el
intercambio de componentes de la bicapa, como lipidos, colesterol, y otras moléculas

con componentes de la membrana celular [19].

Ya que los liposomas convencionales son digeridos por células fagociticas en el cuerpo
después de la administracién intravenosa, son los vehiculos ideales para llevar moléculas
de farmacos a estos macréofagos. Este mecanismo se aplica en el suministro de drogas
para varias enfermedades parasiticas que normalmente residen en las células del sistema
fagocitico. Estas incluyen la Leishmaniasis y varias infecciones por hongos [3]. La
Leishmaniasis es una infeccion parasitica de los macréfagos que afecta a més de 100
millones de personas en las regiones tropicales y frecuentemente es mortal. La dosis
eficaz de medicamentos, en su mayoria antimonio, es cercana a la dosis téxica. Los
liposomas se acumulan en la poblacién de células infectadas y, por lo tanto, ofrecen un
vehiculo ideal para la entrega de farmacos. Actualmente, existen varios estudios con
algunas formulaciones liposomales antiparasiticas en humanos. La mayoria de estas
formulaciones usan un ionodforo de anfotericina B, los liposomas transportadores de
este farmaco son los que han reportado los mejores resultados en terapia humana

antifungica [3].

Algunas toxinas naturales producen la activacion de macrofagos. Este proceso puede ser

'a endocitosis es la introduccién de grandes moléculas a la célula, mediante su envolvimiento en

un repliegue de la membrana que forma una vesicula para desprenderse e incorporarse al citoplasma



mejorado con el uso de liposomas, ya que algunas moléculas pequenas con propiedades
inmunogénicas no inducen respuesta inmunoldgica sin ser adheridas a una particula
mas grande [19]. Esta activacion dura unos pocos dias durante los cuales se observa
una mayor actividad tumoricida, virocidal, y microbicida. Las expectativas iniciales de
la actividad antitumoral resulté ser demasiado optimista, debido al simple hecho de que
el nimero de macrofagos en libre circulacién es demasiado pequeno para una terapia
eficaz. En la terapia de cancer, sin embargo, la cirugia o la radioterapia a menudo no
elimina todas las células tumorales y en estos casos, cuando la carga tumoral es baja,
esta terapia es muy prometedora para la erradicaciéon completa de las células malignas
[21].

1.4. Caracterizacion de liposomas

Las aplicaciones tecnoldgicas de los liposomas requieren de la disponibilidad de una
metodologia para determinar sus tamanos y evaluar su estabilidad. La técnica mas
usada para la determinacion de tamanos de particulas es la Dispersion Dinamica de
Luz, debido a la velocidad con las que pueden realizarse las medidas, el tamano minimo

de particula medible y a la no destructividad de las muestras [5].

La microscopia electrénica por congelamiento y fractura (”freeze-fracture”) es otro
método utilizado para la obtencion de las distribuciones de tamano de los liposomas. Se
ha desarrollado un método donde la distribucién de tamanos de las vesiculas puede ser
estimada a partir de la distribucion de los tamanos medidos en la imagen de microscopia
electrénica [4]. En este método se asume que las vesiculas son cortadas aleatoriamente
por el plano de fractura. En la Figura 1.5 se comparan las distribuciones obtenidas
mediante dispersiéon de luz (histograma) con las obtenidas mediante microscopia

electrénica (linea continua) [4].
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Figura 1.5: Comparacién de las distribuciones de tamanos obtenidas con Dispersién Dindmica de Luz
(histograma) y Microscopia Electrénica (linea continua). Adaptado de [5]. G(R) son las amplitudes

correspondientes a cada radio

Una de las dificultades en el diseno de sistemas de transporte de farmacos es la
limitacion experimental de caracterizar estos sistemas. Este trabajo desarrolla una
metodologia para la determinacion del tamano promedio de liposomas en solucién,
mediante el analisis directo de la funciéon de autocorrelacion, ya que los resultados
entregados por el software analizador de tamanos estan sujetos a la eleccion de varios
pardmetros para el procesamiento de los datos de dicha funcién. Se estudia ademas
la estabilidad de los liposomas de fosfatidilcolina y colesterol, con una potencial
aplicacion en nanomedicina. Las propiedades fisico-quimicas del farmaco a encapsularse
y del material de encapsulamiento determinan la calidad de la nanoemulsion, estas
propiedades se han considerado para la definicion de una metodologia éptima de

preparacion de los liposomas.
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Capitulo 2

Dispersion Dinamica de Luz

2.1. Teoria de la dispersién de luz

La dispersién de luz se puede entender como el redireccionamiento de la luz que
tiene lugar cuando una onda electromagnética (rayo de luz incidente) se encuentra
con un obstaculo o inhomogeneidad (liposomas). La onda electromagnética provoca
que los orbitales electronicos dentro de las moléculas constituyentes del liposoma
son perturbados periddicamente con la misma frecuencia del campo eléctrico de la
onda incidente. La oscilacion o perturbacién de la nube electrénica resulta en una
separacion de carga dentro de las moléculas del liposoma (momento dipolar inducido).
La oscilacién del momento dipolar inducido se manifiesta como una fuente de radiacion
electromagnética (luz dispersada). La mayoria de luz dispersada se emite a la misma

frecuencia que la luz incidente (dispersion elastica).

2.1.1. Dispersion de Luz por una Molécula Pequena

Consideremos la dispersion de luz monocromatica por una molécula. El haz de luz
esta dirigida a lo largo del eje x y polarizado con su vector campo eléctrico en la
direccién z (Figura 2.1). La molécula estd en x = 0, y = 0y z = 0. Se asume que
la longitud de onda A, es tan grande como para poner la molécula en el origen sin

preocuparse de su tamano, que es mucho menor que la longitud de onda.

12
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Figura 2.1: Dispersién de radiacién (linealmente polarizada) por una molécula. Se muestran los
vectores de campo eléctrico y magnético para la radiacién incidente. La radiacién dispersada esta en

la direccion dada por 6 y ¢

Se puede escribir la ecuacién para el vector de campo eléctrico para un vector 7, para

un tiempo .
E(z,t) = Egexp'*™1) (2.1)
En (|r] = 0) donde se encuentra la molécula el campo eléctrico oscila con el tiempo

E(0,t) = Egexp ™ (2.2)
Clasicamente, esta oscilacion del campo externo produciria la correspondiente
oscilacién de los electrones en la molécula y consecuentemente generara un momento
dipolar oscilante. Si la molécula es isotropica este momento estard en la direccion del

campo eléctrico, es decir

p= oF = af)o exp Wt (2.3)

Este momento oscilante actuara como una fuente de radiacion, el campo de radiacion
correspondiente esta dado por [24]
. k2 ex i(k-F—wt)
E, = P
41é r

(7 % §) x 7 (2.4)
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1 es el vector unitario en la direccién de observacion y r es la distancia desde el dipolo,
p es el momento dipolar (Ecuacion 2.3). La amplitud del campo eléctrico producido
por un dipolo oscilante, a una distancia r del dipolo y a un angulo ¢ con respecto a la

direccién de polarizacion (eje z), estd dada por [25]

aEydn? sin ¢ (i
Es _ i(k-F—wt) 2.5
{ 4Am€or A2 P (2.5)

El término en los corchetes de la Ecuacién 2.5 es el término de interés. Este representa
la amplitud de la onda dispersada. La intensidad de la radiacién (flujo de energia
por centimetro cuadrado) depende del cuadrado de la amplitud. Se desea comparar la
intensidad I de la radiacion dispersada con la intensidad de la radiacién incidente Iy,

que es proporcional al cuadrado de su amplitud, Ej.

I (aEgmsin ¢)?/(&orA?)?
Iy E?
2.2 ;2
_ ma’sin ) (2.6)
§or? At

Esta ecuacién dice mucho sobre la luz dispersada. Su intensidad disminuye con 72,

como la de la radiacion de una fuente puntual. La intensidad de la dispersién aumenta
rapidamente con la disminucién de la longitud de onda. La intensidad depende del
angulo ¢; no existe radiacion a lo largo de la direccion en la que vibra el dipolo. Esta
simple pero muy 1til teoria para describir la dispersién de muestras coloidales es la
teorfa de Rayleigh-Gans-Debye (RGD), que asume que la luz no se refleja en el
limite particula-medio ni se atenda dentro de la particula [10]. En algunos casos, se usa
radiacion no polarizada en los experimentos de dispersiéon de luz. Ya que se asume
como la superposicién de algunas ondas independientes polarizadas en direcciones
aleatorias en el plano yz, la superficie de dispersion resultante corresponderia a la
suma de superficies rotada con respecto una a otra sobre el eje k. La ecuacion para la
dispersién de radiacién no polarizada se puede obtener promediando sobre todas las
direcciones en el plano yz [10].
4.2

[io = 2§TO;)\4 (14 cos®6) (2.7)
Aqui 0 es el angulo entre el haz incidente y la direccién de observacién. La distribucion
de la intensidad dispersada es simétrica hacia delante y hacia atras. La Ecuacion 2.7
proporciona una descripcion adecuada de la dispersion de luz por una sola particula

isotréopica, pequena.
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2.1.2. Fluctuaciones y Dispersion

Las fluctuaciones espaciales o temporales en el medio dispersivo generan un cambio en

la permitividad dieléctrica del medio. Si la permitividad puede expresarse como

e(r) = e + 0¢(7) (2.8)

la amplitud del campo dispersado es proporcional a [23]

/55(?) exp@” dPr (2.9)

donde ¢ es el vector de dispersiéon (Figura 2.2) .

Figura 2.2: Vector de dispersién ¢. © es el dngulo de dispersién

La magnitud de este vector se puede obtener de la construccién de la Figura 2.2, que

es un triangulo isésceles (k = k) por lo que se cumple que

q = 2ksin(0/2)

la magnitud del vector de onda incidente se puede expresar en funciéon del indice de

refraccién del medio n

2
) = 2T
Ao
La magnitud del vector de onda estd expresada en la Ecuacion 2.10 donde O es el
angulo de dispersién, Ay es la longitud de onda del laser en el vacio y n es el indice de

refraccion del liquido de suspensién [10].

q= 4:—: sin(©/2) (2.10)
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La luz dispersada por una suspension de liposomas varia rapidamente en intensidad
debido a su movimiento Browniano (Figura 2.3). La variacién de la intensidad en
tiempos muy cortos puede ser “auto-correlacionada” para extraer informacién sobre la

distribuciéon de velocidades de las particulas que dispersaron la luz.

Figura 2.3: Fluctuaciones de intensidad de luz dispersada por pequenias particulas alrededor de un

valor promedio (I)

La medicion de dispersion de luz normalmente se realiza con un montaje similar al
mostrado en la Figura 2.4. Se usa un ldser para proporcionar un haz monocromatico
bien colimado. La intensidad de la luz dispersada a un angulo dado se compara con
la intensidad de la luz incidente. Las soluciones deben ser filtradas o centrifugadas
antes de usar ya que pequenas cantidades de polvo causan el mismo efecto que cuerpos

dispersores grandes, llevando a errores considerables.
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Figura 2.4: Esquema de un instrumento para mediciones de dispersién de luz. Se usa un ldser de onda
continua y la salida del detector de dispersién (que puede rotar alrededor de la celda) se compara con

aquella del detector directo del haz. Se inserta un filtro para reducir la intensidad en este ultimo

2.1.3. Dispersion de Luz por Cuerpos Grandes Comparados a

la Longitud de Onda de la Radiacién

En el caso de que las dimensiones de los cuerpos dispersores sean considerables con
respecto a la longitud de onda de la luz usada (635 nm) los experimentos de dispersién
pueden ofrecer informacién sobre su tamano [22]. Este es el caso de los liposomas que
tienen un tamano promedio aproximado de 100 nm. La Figura 2.5 muestra un esquema
de la dispersion de luz por un cuerpo que tiene un tamano comparable con la longitud
de onda de la luz. La radiacion incidente induce dispersién desde dos puntos A y B
apartados por una distancia comparable con la longitud de onda, por lo tanto los
dipolos dentro de la molécula estan oscilando fuera de fase y debido a las diferentes
distancias al observador, los dos puntos del ejemplo tendran una diferencia de fase
significativa; por lo que se debe tomar en cuenta la interferencia entre la radiacién de

estos centros de dispersién que estén fijos uno con respecto al otro [22].
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Figura 2.5: Dispersién por un cuerpo de tamano comparable a A. Se muestran dos puntos dispersores
en A y B. La fase de la radiacién (y por lo tanto la de los dipolos inducidos) es diferente en los dos

puntos, al igual que la distancia al observador.

El célculo de este efecto para un liposoma debe incluir la interferencia entre la luz
dispersada por todos sus puntos en conjunto y, debido a que los liposomas estan
orientados aleatoriamente en la solucién, la dispersion total debe ser promediada sobre
todas las orientaciones. Por conveniencia, se expresa el resultado general definiendo
una funcién P(#), que describe la relacion entre la dispersién en cierto angulo 6 con la

dispersion que tendria la misma particula si fuese mucho méas pequena que A [10].

dispersion por un cuerpo real a un dngulo 0

P(0) (2.11)

dispersion por un cuerpo hipotético a un dangulo 0

Ya que el supuesto cuerpo puntual exhibird dispersion de Rayleigh, se puede calcular
la dispersion de luz de una solucién de grandes particulas simplemente multiplicando
la Ecuacién 2.7 por P(0).
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2.2. Aspectos Instrumentales y Analiticos de la

Dispersion Dinamica de Luz

2.2.1. Funcion de Auto-Correlacion

Experimentalmente, las caracteristicas del medio dispersivo se manifiestan en las
funciones de autocorrelacién del campo dispersado, la mas utilizada en estudios de

dispersién de luz es la funcién de autocorrelacion para la intensidad [26]

G(r)=(I(t)I(t+ 7)) = (I(0)I(7)) (2.12)

Para calcular la Funcién de Auto Correlacién (FAC) G(7) se mide la intensidad en
intervalos de tiempo mas pequenos que el tiempo de una fluctuacion tipica y se obtiene
la acumulacién del producto de las intensidades en funcién de 7 como se muestra en la

siguiente figura

G(x)

(D

Figura 2.6: Funcién de Auto-Correlacién de la intensidad dispersada

Ya que I(t) < E4(t) entonces

I(t) x /55(7_”) exp™@™ d3r (2.13)

Para el caso de elementos dispersores esféricos y si consideramos que las fluctuaciones

obedecen a una distribucién gaussiana, G(7) esta dado por [26]
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G(r) = (I)* + (1) exp 20 P17 (2.14)

q es el médulo de vector de dispersion dado por la Ecuacién 2.10 y Dy es el coeficiente

de difusion de los elementos dispersores, G(7) también se puede escribir como [12]

G(r) =B+ fexp 27 (2.15)

donde B = (I)? es la linea base (linea entrecortada de la Figura 2.6), f es una constante
del instrumento (interseccién de la curva exponencial con el eje vertical de la Figura 2.6)
y 2T es el reciproco del tiempo de decaimiento de las fluctuaciones. G(7) se normaliza
dividiendo la Ecuacién 2.15 para la linea base B, dando lugar a la FAC normalizada
12]

g?(r) = 1 +alg(r))" (2.16)

Esta ecuacién relaciona la FAC del campo eléctrico g™ (7) con la FAC de la intensidad
medida ¢® (1), mediante una constante del instrumento a que ahora esta entre 0 y 1
debido a la normalizacién. Hay que notar que cualquier detector fotoeléctrico es sensible
a la intensidad de la luz, que es igual al cuadrado de la amplitud del campo [12]. La

FAC normalizada del campo eléctrico g(7) puede escribirse como

g(1) = Goexp 7 (2.17)

la constante de decaimiento I' se relaciona con el coeficiente de difusién traslacional de

las esferas D mediante

I' = Dyq? (2.18)

G es el valor de la funcién con g(7 = 0). El parametro importante en la Ecuacién 2.17
es 7, que no varia con la intensidad dispersada (I(q)). Asi, para medidas de DLS, la
intensidad absoluta es secundaria, siempre y cuando sea lo suficientemente grande para
completar el experimento. Dy esta relacionado directamente al diametro hidrodinamico

dy, mediante la relacion de Stokes Einstein [27].

kgT

= STV (2.19)

T
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Aqui kp es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta y n(7T') es
la viscosidad del liquido de suspensién (dependiente de la temperatura, por lo que
se requiere una temperatura constante durante las mediciones) y dj es el didmetro
hidrodindmico de la particula dispersora que es mayor que el diametro de la particula
seca debido a la “doble capa” que se forma en la superficie de las particulas cargadas.
Los iones alrededor de la particula forman una region difusa que se mueve con la

particula.

2.2.2. Distribucién monodispersa

El caso mas simple de una FAC consiste en un decaimiento exponencial como el de la
Figura 2.6. A partir de esta informacién se puede obtener g(7), la cudl puede ajustarse
usando la inversion de Laplace. El valor de G tipicamente varia desde 0.1 hasta 0.9,
dependiendo de la configuracién 6ptica. El diametro de las particulas se calcula a partir

de Dr en la ecuacién 2.19 y es un didmetro hidrodindmico [12].

La funcion que entrega el equipo analizador para una muestra de esferas de latex
se muestra en la Figura 2.7 a). para este caso el didmetro efectivo (hidrodindmico)
calculado de la ecuacién 2.19 es de 94, 5nm y la distribucién de tamanos (Figura 2.7
b) tiene un maximo correspondiente a 87,9nm, un ancho de 19,2nm y un indice de

polidispersidad de 0, 037.

Los resultados de las muestras monodispersas se pueden comparar directamente
con otras técnicas como la microscopia electronica, ya que existe un solo diametro
“promedio”. Para particulas no esféricas los resultados pueden ser interpretados en
términos del diametro de la esfera equivalente, igual al didmetro hidrodinamico de
Stokes-Einstein, o el coeficiente de difusién puede ser interpretado en términos de

elipsoides de revolucién [27].

2.2.3. Distribucién polidispersa

La interpretacién de datos de las muestras polidispersas es considerablemente mas
dificil. Dado que la técnica no cuenta a las particulas individualmente, la informacién de
la distribucion de tamano debe ser obtenida de la deconvolucién de la suma sobre todos

los exponenciales individuales que contribuyen a la FAC medida. La deconvolucion
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Figura 2.7: a) FAC proporcionada por el analizador de tamafos de particula para una muestra
estdndar de particulas de litex. b) Distribucién monodispersa de tamafios de una muestra estdndar

de particulas de latex, tiene un méaximo correspondiente a 87,9 nm, un ancho de 19, 2 nm.

general de una suma de exponenciales individuales es dificil. El problema puede ser
resumido por las ecuaciones 2.20 y 2.21 que definen el campo de la FAC normalizado
g(7) como la suma de m tamanos de particula, cada uno de los cuales contribuye con

una fracciéon A(T;) al tamano de clase i-ésima [12]

g(t) = A exp ) 4 A(Dy) exp27) 4 A(Ts) exptTe) 4. .

A(Ty) expt=Tm) (2.20)

I

=1

Aqui T'; es el valor definido en la ecuacién 2.18. ¢g(7) estd definido en la ecuacién 2.21

mediante la integracién en todo el rango de tamanos de particula [12].

Fmaf)ﬁ'
g(1) = / A(D) exp=I™ ar (2.21)
r

donde A(T") representa la distribucién de anchos de linea de la distribucién de tamanos
de particulas. I',,;, v ['ae definen el rango del ancho; en principio, 'y = 0y ez =
oo. La funcién g(7) se puede calcular a partir de una distribucién conocida A(I"), pero
la transformacion inversa para extraer A(I') a partir de g(7) es extremadamente dificil

de realizar. En presencia de ruido, existen diversas soluciones para la forma funcional de
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A(T"). Una repeticién de la medicién sobre la misma muestra producird un g(7) un poco
diferente debido a la contribucién de ruido, resultando en una diferente A(I") y por lo
tanto en una distribucién de tamano diferente A(d). Este comportamiento puede hacer
que los resultados de un instrumento DLS sean aparentemente “no reproducibles”. Por
estas razones fisicas fundamentales la DLS no es considerada como una técnica de alta
resolucién para determinar el tamano de las particulas. Las soluciones numéricas de
la ecuacién 2.21 han demostrado que A(I') se puede calcular en retrasos de tiempo
espaciados exponencialmente [28]. El método de muestreo exponencial [12] introduce
un parametro w que limita la resolucién de A(I") para un nivel determinado de ruido

en la ecuacién 2.22.

Fi—i—l = FZ eng (222)

Aqui w es el valor mas grande para una cantidad de ruido en ¢ y por lo tanto define la
mejor resolucién posible para I'; y T';yq. Ejemplo: si w = 3.144, Ty /T, = 2,71; 81 [
corresponde a un tamano de 500 nm, el siguiente pico no puede estar mas cerca de 184
nm (500/2.71) o 1050 nm (500 x 2, 71). Si la rutina de inversién requiere una resolucién
mas alta de la que puede ser provista por la FAC, las distribuciones de I' exhibiran
méximos adicionales y valores negativos para A(I"). El limite practico para la relacién
[ii1 /T, es 2 y la mayoria de las restricciones que son necesarias aplicar son las de no
negatividad (sélo se permite A(I") cero o positivos). Un ejemplo de la inversién eficaz
es un software llamado CONTIN [29] [30], que es una transformada inversa de Laplace
generalizada con restricciones. CONTIN contiene una rutina de minimos cuadrados
no negativos (NNLS) !, que puede ser utilizado efectivamente como un programa de
rapida ejecucion para obtener distribuciones de tamano rapidas en tiempo real durante

la adquisicién de datos [12].

Aparte del contenido de ruido de la FAC, los errores de la linea de base aportan una
cantidad significativa de ambigiiedades a cualquiera de las rutinas de transformacion,
la normalizacion iterativa repetida de la FAC puede mejorar la estabilidad de los
resultados. Solo unos pocos parametros de la distribucion pueden ser calculados a
partir de las mediciones experimentales de la funcién de correlaciéon [12], por lo

que pueden ser consideradas relativamente insensibles a la distribucion de tamano

'Es una técnica en la que se intenta encontrar la funcién que mejor se ajuste a los datos de acuerdo
con el criterio de minimo error cuadratico y que cumpla con la restriccién de no tener elementos

negativos en la solucion
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particular y sélo se pueden obtener algunos momentos de la distribucién, salvo para
las muestras monodispersas en las que la técnica funciona muy bien. Por esta razon el
presente trabajo presenta un método independiente para obtener el didmetro promedio
y algunas caracteristicas de las distribuciones de tamanos a partir de las funciones de

autocorrelacion.
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Capitulo 3

Metodologia Experimental

3.1. Preparaciéon de Liposomas

Todas las preparaciones se llevaron a cabo en una Cabina de Flujo Laminar
“Streamline” (Figura 3.1) para evitar la contaminacién y la presencia de “polvo” en
las muestras. Todo el material de vidrio y las cubetas utilizadas en las mediciones
de dispersién fueron lavadas meticulosamente con agua desionizada y alcohol y se las

secé usando la cabina de flujo laminar, antes de su uso.

2013/01/08 10:27

Figura 3.1: Cabina de Flujo Laminar “Streamline” (velocidad de flujo de aire 95pie/minuto =

0.4826 m/s) dentro de la que se prepararon las muestras
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Se prepararon muestras variando la relacion de concentraciones de fosfatidilcolina (PC)
y colesterol (Chol) mediante la variacién del volumen de la solucién base de colesterol,
para analizar los efectos del colesterol en la formacion de los mismos y definir la
relacion que da mayor estabilidad a la suspensién. Estos componentes son los mas
usados en trabajos previos debido a la estabilidad de los liposomas resultantes [8]. Una
vez que se obtuvo una relacién efectiva, se realizaron preparaciones de muestras con

cancentraciones fijas de PC y Chol y se varié la concentracién de penicilina (PEN).

3.1.1. Soluciones Base

La solucién base de fosfatidilcolina !

(Avanti Polar Lipids, Inc. pureza > 99 %) se
prepar6 diluyendo todo el contenido de una ampolla de 100 mg de lipidos en 5 mL
de cloroformo (Fisher Scientific, C298-4) obteniéndose una concentracién final de 25.8
mmol/L. La solucién base de colesterol? (Avanti Polar Lipids, Inc. pureza > 99 %)
se preparé pesando 18.5 mg del material, se enceré la balanza analitica usando un
matraz de 5 mL y se colocé el colesterol (386.66 g/mol) en el matraz para pesarlo. Se
anadieron 5 mL de cloroformo para obtener una concentraciéon de 9,57 mmol/L. Para
preparar la solucién base de penicilina® se pesaron 20 mg de PEN (981.19 g/mol) en
la balanza analitica usando un matraz aforado de 5mlL para contener la solucion y
se anadieron 5 mL de cloroformo aforando en el matraz, se obtuvo una concentracion
de 4.07 mmol/L. Debido a que los fosfolipidos tienen una baja temperatura de fusién
resulta dificil manipularlos a temperatura ambiente, para evitar errores de medicién en

el peso de los lipidos, se recomienda diluir todo el contenido de los envases en cierto

volumen de solvente, para alcanzar la concentracion deseada.

La solucién buffer se preparé pesando 1.6 g de fosfato de potasio monobasico
(KH2PO4), 10.4 g de fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4) y 17.5 g de cloruro de
sodio (NaCl) sobre un mismo plato y encerando la balanza cada vez que se terminaba
de pesar un componente, se los llevé a un matraz que se aforé con 1000 mL de agua
desionizada y se agito la solucion hasta disolver los cristales formados. Se obtuvo una

solucién salina buffer-fosfato (PBS 50 mM de fosfato y 300 mM de cloruro de sodio)

!Toda la informacién de los lipidos se encuentra en la pagina web de Avanti Polar Lipids “Soy PC
L-a-phosphatidylcholine” Cédigo: 840054P
2La pagina web de Avanti Polar Lipids proporciona la informacién del colesterol “cholesterol (plant

derived)” Cdédigo: 700100P
3Penicilina G Benzatinica 11.PENGBE.E “CC LABORATORIOS”
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con pH 7.

3.1.2. Soluciones de Liposomas de Fosfatidilcolina y

Colesterol

Se prepararon varias muestras de liposomas mezclando las soluciones base de
fosfatidilcolina con concentracién 25,8 mmol/L y de colesterol con concentracién
9,57mmol /L. Las soluciones base se mezclaron manteniendo el nimero de moles de
fosfatidilcolina en 0,002 mmol y variando el nimero de moles de colesterol, para tener
las siguientes relaciones de concentraciones [PC]:[Chol] = 1:0; 1:0,1; 1:0,2; 1:0,3; 1:0,5.
Usando el flujo de aire de la cabina de Flujo Laminar se evapord el solvente orgénico de
las 3 preparaciones durante 15 horas a temperatura ambiente para formar una pelicula
delgada de lipido seco (Figura 3.2) en el costado redondo de los matraces aforados de

5 mL que se muestran en la Figura 3.7 b.

Evaporacion del
solvente organico

—_—

Figura 3.2: Evaporacién del solvente de las muestras

Posteriormente, se hidrato la pelicula seca con solucién buffer (50 mM fosfato, 300mM
NaCl) durante 2 horas a 50°C (Figura 3.3), agitando la muestra periédicamente para
disolver la pelicula formada en la pared del contenedor. Se llevaron las muestras al
bano ultrasénico durante 10 minutos a 50°C (Figura 3.6) y se realizaron mediciones

iniciales de dispersion de luz.
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Hidratacion

Figura 3.3: Método de hidratacién para la preparacién de liposomas

Se realizaron 10 ciclos de extrusion, que es el paso de una solucién a través de un filtro
aplicando cierta presion, para este proceso se utilizaron un miniextrusor (Avanti Lipids,
Figura 3.4) y membranas de PoliCarbonato (Whatman) con tamano de poro de 100
nm (Figura 3.5) para reducir y homogenizar los didmetros de las vesiculas. Después de

este procedimiento se volvieron a realizar las mediciones de Dispersion de Luz.

Figura 3.5: Extrusién de la solucién de liposomas a través de membranas con poros de 100 nm
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Una vez que se encontrd la relacién de concentraciones [PCJ:[Chol] més efectiva, se
procedié a trabajar con esta relacién y variar la relaciéon con la concentracion de
penicilina siguiendo el mismo procedimiento, pero agregando diferentes volimenes de

solucion base de PEN en la mezcla que va a ser evaporada

3.1.3. Soluciones de Liposomas Encapsulando Penicilina

De manera similar que en la preparacién de las soluciones de PC y Chol, en las que
se varia la concentraciéon de colesterol en la solucién de lipidos, se partié de soluciones
base de fosfolipidos (PC y Chol) y penicilina (PEN) preparadas en 5 mL de cloroformo,
con las siguientes concentraciones de PC [25.8 mmol/L|, Chol [9.57 mmol/L| y PEN
[4.07 mmol/L]. Al evaporar el solvente organico de la mezcla de soluciones base durante
15 horas a temperatura ambiente se formé una pelicula delgada de lipido seco en el
fondo del recipiente, se hidrato la pelicula con solucién buffer 50 mM fosfato y 300mM
NaCl durante 2 horas a 50°C agitando la muestra cada cierto tiempo para disolver la
capa formada en el fondo del recipiente. Se llevaron las muestras al bano ultrasénico
durante 30 minutos a 50°C y posteriormente se realizaron 10 ciclos de extrusion a través
de una membrana con tamanos de poro de 100 nm, usando un miniextrusor (Avanti
Lipids). Las muestras se prepararon manteniendo las concentraciones de la solucién
base de PC (0,001 mmol) y Chol (5210~ mmol) y variando el volumen, o la relaciéon
de concentraciones [PCJ|:[PEN] entre 1:0,2; 1:0,1 y 1:0,05.

3.1.4. El papel del ultrasonido

El tamano de los liposomas es un parametro fundamental en los estudios biofisicos
cuantitativos, de entrega liposomal de drogas, y de muchas otras aplicaciones en la
medicina y la biologia. Se han desarrollado varios métodos para manipular el tamano
de los liposomas como la didlisis por detergente [32], la extrusiéon [8], la inyeccién de
alcohol [33], y la sonicacién [8] que es la exposicion a ultrasonido (Figura 3.6) . A pesar
de que el ultrasonido ha sido utilizado desde la década de 1960 para la fabricacién de
liposomas artificiales, poco se sabe sobre el mecanismo por el que el tamano promedio
de los liposomas disminuyen con la exposicién a ultrasonido. Se ha postulado que la
energia ultrasénica rompe de manera aleatoria y uniforme los liposomas grandes en

otras secciones discoideas, mas pequenas, y de doble capa. Estos fragmentos se pliegan
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en liposomas termodinamicamente estables. Al relacionar la presencia y el tipo de
cavitacién con el tamano de los liposomas, se obtiene que el aumento de la intensidad
del ultrasonido a presién atmosférica disminuye el tamano promedio de las vesiculas
6] [34].

Figura 3.6: Exposicién de las muestras preparadas al bafio ultrasénico

3.2. Obtencion de las Funciones de

Auto-Correlacion

Las medidas de dispersién dinamica de luz se realizaron utilizando un Analizador de
Tamano de Particula 90 Plus (Brookhaven Instruments Corporation. USA), 4 que se
muestra en la Figura 3.7 a. Se usaron 3 mL de las muestras preparadas en una cubeta
de acrilico de 4 mL (Figura 3.7 b y ¢). El instrumento se utiliz6 para determinar las
funciones de autocorrelacion, y a partir de estas el “tamano” de los liposomas, en
términos del diametro hidrodinamico dj en solucién, este parametro esta inversamente
relacionado con el coeficiente de difusién traslacional, Dy (Ecuacién 2.19). Las muestras
se midieron a 25.0 © C en modo de “Thin Shell”, en el que se que toma en cuenta que
las particulas dispersoras tienen una capa delgada que encierra un medio con el mismo
indice de refraccién que el medio que la rodea, la dispersion de la luz fue detectada

a 90° y los datos recogidos de forma automatica, por lo general con una duracion de

4Equipo provisto por la Facultad de Ingenieria Mecénica
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medicion de 5 minutos. Se analizaron las funciones de autocorrelacion de dos maneras,
utilizando el programa “Brookhaven Instruments Particle Sizing Software”y mediante
el método de cumulantes, para comparar las caracteristicas de las distribuciones de

tamano obtenidas.

Figura 3.7: a)Equipo analizador de tamafios 90 Plus (Brookhaven Instruments Corporation. USA).
b) Cubetas de acrilico y matraces usados para la evaporaciéon del solvente. ¢) Cubetas de acrilico

usadas para la medicién

3.2.1. Programa de calculo

El software “MAS Particle Sizing Software” (Beta Version 1.13) o “MAS OPTION”
para el control del equipo y analisis de datos esta escrito para su uso en ambiente

Microsoft Windows, con una versién DOS también disponible.

La técnica empleada - Espectroscopia de correlacion foténica (PCS) o dispersion
cuasieldstica de luz (QELS) - se basa en el andlisis de la correlacién de las fluctuaciones
alrededor de la intensidad promedio de luz dispersada. Sus ventajas se describen en las

especificaciones de la Tabla 3.1.
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Rango de Tamarios 2nm a 3um

Rango del Coeficiente de 10° a 10° em’/seg

Difusion

Precision =1% a 2% en muestras monodispersas
Reproducibilidad =]% a 2% en muestras sin “polve”

Laser Laser de estado solido de 15 mW, 4 = 635 nm

Control de Temperatura  5°C a 75°C en pasos de 0,1 °C
Volumen de la Muestra 0.5a3mi

Tiempo de Medida 1 a 2 minutos
Promedio v desviacién estandar calculados
para la distribucion de tamarios asumiendo
Resultados una distribucion Lognormal. Andlisis MSD
opcional.

Tabla 3.1: Especificaciones del software MAS OPTION incluido en el equipo analizador de tamanos

La preparacién de muestras es relativamente rapida y facil, siendo el polvo el mayor
problema. El uso de un “filtro de polvo”, incluido en el software, permite un alto
porcentaje de medidas aceptables. La parte principal del “MAS OPTION” es un
autocorrelacionador digital que procesa la informacién proporcionada por el equipo
y genera una funcién de autocorrelacion, de la que se obtiene la informacion de tamano
de particula y polidispersidad. El correlacionador esta equipado con capacidades de
auto-diagnostico. Antes de realizar una medicion, es aconsejable usar esta prestacion

para asegurar que el correlacionador esta funcionando apropiadamente.

3.2.2. Distribucion de tamanos

El didmetro medio d en la distribucién de tamafios proporcionado por el equipo (Figura
2.7), se define como la suma ponderada de los didmetros d, con el factor de ponderacion
A(d)

- > " dA(d)
)

Esta es una medida de la tendencia central de la distribucion. Una medida relativa del

d (3.1)

ancho que proporciona el software (varianza relativa) es el cuadrado de la desviacion

estdandar de la distribucién (Varianza) dividida para el cuadrado del didmetro medio.
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. . : —2
Varianza Relativa = Varianza/d

(d — d)*A(d)
Varianza = (3.2)

> Ald)

Las distribuciones angostas tienen varianzas relativas mas pequenas que las

distribuciones anchas. Una distribucion monodispersa tendra una varianza relativa
igual a cero. Para una medicién de dispersiéon de luz, la distribucion multimodal
de tamanos entrega resultados del tiempo total de medida, diadmetro medio, varianza

relativa y simetria.

3.2.3. Parametros de Medicion

Los parametros de las mediciones de dispersién de luz realizadas se indican en la Tabla
3.2. Estos parametros fueron ingresados a la interfaz del analizador de tamanos de
particulas (Figura 3.8), la viscosidad se calcula automéaticamente de la temperatura
ingresada, el indice de refraccion se inserta automaticamente eligiendo el liquido de

suspension.

Temperatura 25°C
Suspension Acuosa
Viscosidad 0,890 cP
Indice de refraccion 1.33

del fluido

Angulo 90°
Longitud de onda 659 nm
Corridas J
Duracion corrida I min
Tiempo total 3 min
Tasa de conteo 300,3 keps
promedio

Tabla 3.2: Pardmetros de las Mediciones de dispersién de luz
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En la ventana de Pardmetros (Figura 3.8), en la parte inferior derecha, bajo “Refractive
Index of Particles”, se puede escoger la opcion “Uniform Spheres” y llenar los espacios
con los indices de refraccién real e imaginario de la particula, si las particulas son
uniformes u homogéneas, i.e. de composicion constante a través de toda la particula,

y solo si se desea calcular los resultados MSD ponderados en area o volumen.

| Parameters ﬂ

Sample (D

Operator (D IDE

Motes Isonicadn 10 min

Runs [5 = Batch# [0 =
Temp. 250 deq C Fiur Duration;

Minutes |1 j
Liguid IWaler - I
Seconds II:I ﬁ

Wizcosity ID-SSD cP ) )
Refractive Index of Particles:

Ref. Index |1-33D Feal |2_g1g

Angle IEHJ'E":| Imaginary IEI.D29

‘wiavelength |E59-D nm ¢ Urniform Spheres @ Thin Shells

Dhust Cutaff: ISD.DD

Euto Save Results W

]S Cancel |

Figura 3.8: Pantalla de Ingreso de Parametros de los experimentos de dispersion de luz

La opcién “Thin Shells”, llamada también “core/thin shell” es apropiada para los
liposomas, donde el nicleo de la particula tiene un indice de refraccion igual o
cercano al del liquido que rodea la particula y el espesor de la capa (membrana) es
pequena comparada al diametro de la particula. Ademas, este modelo es apropiado para
didmetros menores a 300 o 400 nm. Estas suposiciones son validas para la mayoria de
liposomas. Cuando se cumplen estas suposiciones, el coeficiente de dispersién de Mie,
asi como la correccién de dispersion de luz, son independientes del indice de refraccion

de la capa y los célculos se realizan sin hacer referencia al indice de refraccion de la

particula.
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3.3. Obtencion de Tamanos Medios

Antes de iniciar el andlisis de los datos, se realizaron medidas y andlisis de prueba con
una solucion de nanoesferas de tamano estandar, cuyas especificaciones se muestran en

la Tabla 3.3.

Didmetro nominal 90nm

Contenido 15 mL

Didgmetro promedio 92 nm + 3,7 nm

Distribucidn de tamaho Desviacion estandar de 7 nm
Contiene Microesferas poliméricas en agua
Fabricante Duike Scientific Corporation

Tabla 3.3: Especificaciones de las nanoesferas de ldtex de tamano estdndar

Las caracteristicas de las distribuciones de tamanos se obtuvieron a partir de los datos
de la funcién de auto-correlacién que proporciona el software del analizador de tamanos

de particula.

3.3.1. Interpretaciéon de Resultados

El software del equipo analizador de tamanos de particulas, proporciona los resultados
del diametro efectivo, indice de polidispersidad e indice de linea base; ademas, para
varias corridas, muestra los resultados para cada corrida, estos se muestran en la Tabla
3.4.
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Run Efl Dham (nm) Haill Width (nm) Polydispersity Baseline Index
1 134 .1 48 0 0.128 8.3 98 . 23%
2 133.6 $1.8 0.149 7T.4/100 . 00%
3 130 2 43 .8 D, 114 2.7 29 . 58%
- 130.6 43 . & 0.111 4.4 86 02%
5 131.0 €4 4 .17 $.2/100. 00%
Wean 131.9 48 0.135 r.8 98 . 76%
Std. Emor 0.8 2 0.013 1.0/ 0.76
Combined 132 .1 48 . C 0.132 7.8/ 98 76%

Tabla 3.4: Resultados de las diferentes corridas que entrega el equipo para una medicién de dispersion

de luz

El tipo de didmetro obtenido con DLS es el didmetro hidrodindmico (el didmetro de la
particula més el espesor de la doble capa), que es el didmetro que una esfera tendria
a fin de difundirse a la misma velocidad que la particula que se esta midiendo. Este

didmetro también puede ser llamado el didmetro de la esfera equivalente [9].

En una distribucién de tamanos, el diametro efectivo medido es un didmetro medio,
ponderado en intensidad de luz dispersada por cada particula. Esta ponderacién de
intensidad no es la misma que la ponderacién de nimero (poblacién), que utiliza un
contador de particula inica como en la microscopia electronica. Sin embargo, incluso
para las muestras de distribucion angosta, los didametros medios obtenidos estan acordes
con los obtenidos mediante técnicas de particula dnica [9], por lo que el didmetro
efectivo d.sy que entrega el analizador de particulas utilizado es el mismo para la

ponderacion en nimero y en intensidad.

3.4. Espectroscopia de Absorcion

Los espectros de absorcién se obtuvieron mediante un espectrofotémetro UV - Visible
Thermo Scientific (Evolution 60S) usando 1 mL de las suspensiones de liposomas de
fosfatidilcolina, colesterol y penicilina preparadas, disueltas en 2 mL de la misma
solucién buffer utilizada para hidratar la pelicula de lipidos, sin ningtin solvente

adicional. Se utilizaron cubetas de cuarzo de 4 mL para realizar las mediciones. La
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Tabla 3.5 muestra algunas caracteristicas del espectrofotémetro °

Disefio Optico Ha:z Dual — Detector de Referencia Interna
Ancho de Banda
1,0 nm
Espectral
Fuente de Luz (Tiempo de Ldampara Flash de Xenon ( 5 aiios )
Vida)
Detectores Fotodiodos Duales de Silicio
Rango de Longitud de 190 - 1100 nm
Onda
Resolucion (Tolueno en >15
Hexano) S

Tabla 3.5: Caracteristicas del espectrofotémetro utilizado en las mediciones de los espectros de

absorcion de las soluciones de liposomas preparadas

®Las especificaciones del equipo se encuentran detalladas en la pagina web de Thermo Scientific
“Evolution 60S UV-Visible Spectrophotometer” 10148010
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Capitulo 4

Caracterizacion de Liposomas

4.1. Método de Cumulantes

La técnica de analisis de datos mas usada y la mas simple de aplicar es el método de

cumulantes. Considerando la FAC (Ecuacién 2.21)

Fmaz

g(1) = /F A() exp=I™ ar

min

se desarrolla su logaritmo en series de Taylor

nlg(r)) = talg(r)}mo+ TR o
d (lfcll[fz<7')]) ~ 7—2 d (11;[7{]3(7')]) ‘ . % NI (41)
De la ecuacién 2.21 tenemos que
In[g(7)];=0 = In /OOO A(T) exp~T ar )
= In /OO A(D)dl" = ag (4.2)

el término lineal de la expansion es
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Al (r) - di(1 / °°A<r>exp<”)dF)
/Ooo —TA(I") exp"7) dl
- /OOA(F)GXP( ndr |
/ T _pAm)dr
- /O " A(T)ar
. (4.3)

El término cuadratico de la expansion se obtiene de la segunda derivada del logaritmo

de la integral

d*(In[g(7)])
dr?

’ ( [ )
= —(In A(T) exp' =t dr
. dr? 0 " =0

e )
) /O T _pAm)dr
- dT( /OOOA(r)dr )

v ([
/OA(F)dF ( AT dF>

= (I'%) —(I)? Y
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Entonces, la expansion en series de Taylor de la FAC tiene la forma

nfg(r)] = ao— (D)7 + (([%) = ([)?) 5 +--- (45)

Ing(r)] = ap — (D)7 + E2r2 4. (4.6)
< I' > y ps son los momentos de la distribucién de constantes de decaimiento A(T).
En la practica solo los dos primeros momentos se obtienen con certeza y se debe
tener cuidado para limitar el rango de 7 tal que los términos de mayor orden sean
despreciables. El método de cumulantes tiene la ventaja de que no necesita de ninguna
suposicion sobre la forma de la distribucién, y bajo las condiciones experimentales
correctas, ya descritas, los momentos son parametros bien definidos y ttiles. De la

ecuacion 2.18 se tiene que

(L) = (Dr)¢’ (4.7)

de donde se obtiene el valor medio de la distribucion de coeficientes de difusion < Dy >.
El segundo momento (uz) de esta distribucion, obtenida con el anélisis de cumulantes,

de la Ecuacion 4.6 es

w2 = ((D7) — (Dr)*) ¢* (4.8)

que es la varianza de la distribucion del coeficiente de difusion. Para particulas esféricas
el primer término puede estar relacionado con el inverso del cuadrado del didmetro,
((1/d?*)). El indice de polidispersidad esté definido por @ en la Ecuacién 4.9

M
Q=TT (D2

Donde pz, (I') y (Dr) estan definidos en las Ecuaciones 4.7 y 4.8 respectivamente.
Las medidas a un angulo, usualmente 90°, son suficientes para establecer un tamano
promedio y una medida del ancho de la distribuciéon de tamano. El monitoreo de los
cambios de estos dos parametros puede ser todo lo que se requiera para caracterizar

una solucién de nanoparticulas.
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4.1.1. Primer Truncamiento de Datos

El andlisis de datos mediante el uso del método de cumulantes es bastante sensible al

nimero de datos de la funcién de autocorrelacién (Figura 4.1 a) que se toman .

.. a) - ., b)
] ..\
kX b
\ 1
C 3 = Y
kY Y
o % 1 5
-
\
] Y
A
1 1E+1 1E+2 1E+3 1E+4 1E+5 1E+6 1E+09 1E+10 1E+11 1E+12 1E+13
T(ps) (us)

Figura 4.1: a) Funcién de Auto Correlaciéon de una suspensién de esferas de latex de 90 nm de
didmetro, obtenida con los datos proporcionados por el equipo. b) Funcién de Auto Correlacién de

una suspension de esferas de latex después de un primer truncamiento

Para valores grandes de 7, el ruido a veces produce valores de g menores a cero, lo
que genera logaritmos de nimeros negativos, en la expansion en series de Taylor 4.5.
Remover estos datos resuelve el problema, pero puede afectar la regresién [38], Para
esto se ha usado la aproximacién de Brookhaven [39] y se ha truncado el conjunto
de datos de la FAC en el tiempo de retardo del primer dato negativo 7_, removiendo
asi todos los datos para 7 > 7_ (Figura 4.1 b). Sin embargo, no esté claro que esta

aproximacién tenga menos influencia en la regresion que otros métodos.

4.1.2. Regresion Polinémica

Para obtener la distribucion de tamanos, se calcula el logaritmo natural de los datos
de la FAC truncada (Figura 4.1 b) y se ajusta a la curva resultante con una funcién

polinémica de segundo orden.
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Figura 4.2: Regresién polindmica de la Funcién de Auto-Correlacién de una muestra de ldtex

La ecuacién de la regresion polindmica de segundo orden para la muestra estandar es:

In g(7) = 36042, 87% — 1753, 17 + 10, 05 (4.10)

R? = 0.99925 (4.11)

y equivale a la expansién en series de Taylor de la FAC (Ecuacién 4.6)

In[g(r)] = ap— < T > 7+ %72 T (4.12)

por lo que el término lineal de la funcién polinémica de regresiéon va a ser equivalente

a < I' >y el término cuadratico a py/2

<TI >=1753,1s"" (4.13)
% — 36042, 8
po = T2085,6 (4.14)

de aqui se obtiene el coeficiente de decaimiento medio y la desviacién estdandar (ancho de
la distribucién de coeficientes de decaimiento), con lo que se obtienen las caracteristicas
de la distribucion de tamanos, usando la Ecuacion 4.7 se calcula el coeficiente de

difusion medio de las particulas
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< Dp>=<T> /¢ (4.15)

para lo que necesitamos calcular el moédulo del vector de dispersion de la Ecuacion 2.10
usando los valores del indice de refraccién n, longitud de onda Ay y angulo de dispersion
© del experimento (Tabla 3.2)

47(1.33) S B
q gzi;;—16:7sum90 /2) =1,79 x 10" m™! (4.16)
entonces
1753, 1 m?
D = — 7 —545x 10712 — 4.17
Rt CIE IVE T A s (4.17)

de la relacién de Stokes-Einstein (Ecuacién 2.19) se calcula el didmetro hidrodindmico
medio de las particulas, con el valor de la viscosidad 7 de la solucién de suspension del

experimento (Tabla 3.2)

i, kpT
3mn(T) Dy
. (1.38 x 1023)(298)
" 37(8.9 x 10-4)(5, 45 x 10-12)
dp, = 90nm (4.18)

Para calcular el indice de polidispersidad mediante los dos primeros momentos de la

distribucion obtenidos, se usa la Ecuacion 4.9

_
@ = e

72085, 6
1753, 12
= 0,023 (4.19)

La desviacién estandar de la distribucién de coeficientes de difusion D se obtiene a

partir del segundo momento de la distribucién de Gamma (Ecuacién 4.8)
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L
(D*) —(D)* = q—f
72085, 6
(1,79 x 107)4

= 7,02x107% (4.20)

Los valores del diametro promedio d;, e indice de polidispersidad () obtenidos con el
calculo son 90 nm y 0,023 respectivamente. Los valores obtenidos mediante el programa
de analisis del equipo son de 91,1 nm y 0,005 respectivamente. Usando este mismo
método se calcularon el didmetro promedio y el indice de polidispersidad para una
muestra de liposomas compuestos solo de fosfatidilcolina (sin adicién de colesterol), los
valores obtenidos fueron 141 nm y 0,044 respectivamente. Los valores que se obtuvieron

del programa fueron 157,2 nm y 0,079 respectivamente.

4.1.3. Segundo Truncamiento

El analisis de datos mediante el uso del método de cumulantes es bastante sensible
al nimero de datos de la funcion de autocorrelacion que se toman. Al realizar el
analisis de cumulantes se observo que los valores de la FAC para tiempos de retardo
grandes positivos, influyen significativamente en la regresion polinémica, por lo que se
estudié el componente cuadratico de los datos. Como primera aproximacién se realiza
una regresion lineal de la FAC luego del primer truncamiento. La Figura 4.3 ilustra

este procedimiento para el analisis de las esferas de latex.

12

y =-1689,955T+ 10,041
R?=0,999

10

0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025

Figura 4.3: Regresion lineal de datos truncados de la FAC de intensidad, y = —1689, 957 + 10, 04
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Al graficar la diferencia entre y y los valores experimentales de la FAC In[G(7)] — y se

obtiene un componente de los datos cuyo comportamiento es del tipo y = ba?

0,25

02 .
0,15
>
! 01
—_
\B .
> 005
o
= . .
Q
** + ¢ *
0,0005 ,001 0,0015 0,002 0,0025
0,05
*
-0,1 *
-0,15
T

Figura 4.4: Componente cuadritico de la funcién de autocorrelacién de intensidad

Se observa que para valores grandes de t4, los datos no exhiben un comportamiento
mondtono, lo que nos proporciona otro criterio de truncamiento de datos. Considerando
un comportamiento cuadritico (expansiéon en series de Taylor de la Ecuacién 4.6)
removemos todos los datos que se alejan mucho de este comportamiento (Figura 4.4).
El conjunto resultante de datos (Figura4.5) se ajusta mejor a una funcién cuadrética.
De esta forma se define un segundo rango de datos, correspondientes a tiempos de

retardo (7) largos, que pueden eliminarse para el andlisis.
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Figura 4.5: Funcién resultante después de remover los datos que se alejan mucho del comportamiento

cuadratico de la Figura 4.4

Usando el conjunto de datos obtenido luego de los dos truncamientos, se sigue con la

expansion en series de Taylor (ajuste polindmico) de los datos experimentales de la

FAC mencionada en la seccién anterior

12 4
10
8-
=
S, 6
£
4-
2-
0

InG(t) = 36042,80576 12-1753,091989 T+ 10,0526
R?=0,999257974

0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025

Figura 4.6: Regresién cuadrética de los datos positivos de la FAC de intensidad, antes del segundo

truncamiento

El resultado del truncamiento de datos se ve reflejado en el indice de regresion R

que muestra que tan bien se ajusta la curva con la ecuacion de regresion. Después

del segundo truncamiento este indice se aproxima més a 1 (Figura 4.7), de lo que
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se aproxima antes (Figura 4.6) lo que significa que los datos se ajustan mejor con la

regresion cuadratica después del truncamiento.

12 A
10
8 -
E
(o))
£ 61
4 InG(t) = 54365,76564 T2- 1767,081694x + 10,053947
R?=0,999958403
2 -
0 T T T T v v J
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012 0,0014

T

Figura 4.7: Regresién cuadratica de los datos de la FAC de intensidad después del segundo

truncamiento

Primer Segundo
Truncamiento | Truncamiento
(T') [s] 1753,1 17671
d. |[nm]| 90,0 89,3
1> [5-2] 72085.6 108731.,5
0 0,023 0,034

Tabla 4.1: Comparacién de las caracteristicas de las distribuciones de tamanos de los liposomas

después del segundo truncamiento

4.2. Inversion de Laplace

Como se sugirié en la seccion 2.2.3 la transformada inversa de Laplace, con restricciones
adecuadas, puede entregarnos la funcion A(I"). Aunque la distribucién real de A(T") es
en esencia continua, puede realizarse una busqueda de valores discretos (4;) y tasas de

decaimiento (T';) para minimizar la funcién x? [30]:
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N M
X2 = Z[yk - Z A (exp1m))? (4.21)

k=1 i=1
En esta expresion la funcién de autocorrelacion se mide en N puntos con diferentes
tiempos de retardo, 7, : 1 < k < N. M es el nimero de funciones exponenciales.
La funcién ajustada y representa la funciéon de correlacién g(7). Usualmente las
distribuciones no son discretas. Por ejemplo, raramente se encontrara una suspension
consistente de dos elementos. El algoritmo de inversion de Laplace intenta llegar a una

distribucién continua de I.

Cuando se usan un gran numero de funciones exponenciales para representar la
distribucién casi continuamente, minimizar y? resulta en distribuciones sin sentido
debido a que la informacion requerida para reconstruir la distribucion con tal detalle
estd enterrada en el ruido. Las soluciones pueden incluso contener algunas A(T)
negativas, lo que es fisicamente imposible. El primer paso para evitar estos problemas
es restringir el detalle de la distribucién. Se debe establecer un subconjunto A{I'}
de la distribucién A(T"). Ademads, se deben escoger elementos de {I'}, que no pueden
ser demasiado cercanos e incluso estar separados logaritmicamente. En un muestreo
exponencial no suavizado, se establece un conjunto adecuado {I'} y se encuentran las
amplitudes A{T'} mediante un ajuste lineal rapido. A continuacién se varia {I'} y se
repite el ajuste. Las amplitudes negativas se pueden descartar. Ademas Se introduce un
principio adicional de parsimonia ! que hace la distribucién relativamente més suave,
este principio es usado en algoritmos de inversién de Laplace como CONTIN [29]. El

suavizado se alcanza minimizando un y? modificado que incluye un término extra [30]:

Xowoa = X + F(A{T}) (4.22)
donde
N M-n
A{F} =¢ Z Z [Az eXp_FiTk _Ai-i-n eXp_Fi+nTk]2
k=1 i=1

'En una regresién lineal miltiple, de un conjunto de variables explicativas, se debe seleccionar la
combinacion mas reducida y simple posible, teniendo en cuenta la varianza residual, la capacidad de

predicciéon y la multicolinealidad.
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4.3. Obtencién de la Distribucién de Tamanos
Usando el Ajuste de Minimos Cuadrados No

Negativos

Para obtener los valores de las Amplitudes A; correspondientes a un diametro de la

distribucion, usando el método de minimos cuadrados no negativos, expresamos 4.22

COmo
N M N M-k
k=1 i=1 k=1 i=1
N M M—k
X’ Z Yk — Z iexp T 4 Z [A;exp 1™ — Ay exp iR ?)
k=1 i=1 i=1

Para minimizar la funcién se obtiene su derivada % como sigue
J

Ox?
X Z{ Yk — Z Ajexp i exp TR (A exp ™ — A, exp IR exp ik

i=1
+(A; yexp T — A exp ™) exp Tk}

conj#1j#M

P 2 N M
O S S b sy e 2
J k=1 i—

+Ajyexp T exp Tk}

Haciendo 2 o= = 0 obtenemos

A

N M
Z{[yk — Z A; exp_F”’“ +A; exp_rﬂ'*”’“ —24; exp_FJ'T’“ +A exp_rﬂ'“”] exp_rm’} =0
k=1 i=1

Este es el sistema de ecuaciones que hay que resolver para obtener las amplitudes A;

de la distribucion de tamanos de los liposomas. Expresado de otra manera
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N M
k=1 =1
N

— A exp it exp it} = Z ypexp (4.23)
k=1

Este sistema se puede expresar de la forma m x A = b; donde A es el vector de

amplitudes (factores de ponderacién) correspondientes a cada didmetro

y b corresponde al lado izquierdo de la ecuacion 4.23

N
Iy

Yk €Xp
k=1

—Ta7

N
> ypexp
k=1

—I'n7g

N
Z Yk, €Xp
k=1

para resolver la ecuacién se debe encontrar la forma de la matriz m,

si j =1 se tiene

N M
Z{[ A;exp Vi — Agexp o™k 424, exp 11T
k=1 i=1

N
_A2 eXp*I‘QTk] exprHTk} — Z m eprFlfk
k=1
N M N
Z{[_AO eprl"m—k +3A1 exp*F”’“ +0 + Z Az eXp*FiTk] eprlﬁT}c} — Z m eXpirlTk
k=1 P p
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si suponemos que Ay = 0 tenemos

N M N N
3A; Z exp 217k 40 + Z:{AZ Z exp Tt — Z Y exp 17k
k=1 i=3 k=1 k=1

esta ecuacion corresponde a la primera fila de la matriz m multiplicada por el vector

A. La matriz m tiene la siguinte forma

N
3> exp AT 0
k=1 k=1
0 3 N —227y, 0
D p—1 €XP

N N N

> exp T > exp tem > exp T
k=1 k=1 k=1

N N

k=1

N
Z exp” (T4+4T2) 7k
k=1

—(TN+T1)7%

M=

exp

T
I

eXp—(FN+F2)Tk

M=

>
Il
—

N
3 Z eXp72FNTk
k=1

Para resolver el sistema de ecuaciones mediante minimos cuadrados no negativos se

desarrollé un algoritmo (implementado en Microsoft Excel) a partir de la operacién de

matrices mencionada, este requiere de la eleccion de un valor inicial I'y y un parametro

« para construir la matriz (m). Al resolver el sistema de ecuaciones (o la operacién de

matrices m x A = b), se obtienen los valores de A; de los que se eliminan los valores

negativos y se vuelve a resolver el sistema eliminando las filas y columnas de la matriz,

correspondientes a los valores eliminados, como se muestra en el diagrama de flujo de

la Figura 4.8.
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Obtener los valores de Ai
resolviendo mA=b

Existen valores
negativos de Ai?

Eliminar los valores
negativos de Ai

Eliminar las filas y columnas
de mA=b correspondientes
a los valores eliminados

Y

Termina Obtener los valores de Ai

resolviendo mA=b

Figura 4.8: Algoritmo para la eliminacién de los valores negativos de A; Minimos Cuadrados No

Negativos

Cada vez que se vuelven a calcular los valores de A; aparecen nuevos valores
negativos que son generalmente dos o tres valores iniciales y finales del vector A. Las
distribuciones obtenidas van a depender del valor inicial I'y y el valor del parametro «
que se elija. La correcta eleccién de estos valores puede ser evaluada mediante el valor
de x? (Ecuacién 4.22). Los valores del vector de amplitudes A; corresponden a un Ty,

y por lo tanto a un didmetro hidrodindmico de particula d; (Ecuaciones 2.18 y 2.19)
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Capitulo 5

Resultados

5.1. Suspensiones de Liposomas de Fosfatidilcolina

y Colesterol

5.1.1. Diametros Promedio Obtenidos Mediante el Método de

Cumulantes

Las Funciones de Auto Correlacion se analizaron siguiendo el método de cumulantes
desarrollado en el anterior capitulo (seccién 4.1) para obtener las caracteristicas de
las distribuciones de tamanos. Desarrollando el método que se ha descrito para las
esferas de latex, se obtuvieron los valores promedio del coeficiente de decaimiento de las
fluctuaciones de intensidad (T'), el coeficiente de difusién (D, ), didmetro hidrodindmico
de las particulas (d,) y el indice de polidispersidad @ de la distribucién de tamanos
de los liposomas (Tabla 5.1). Estos resultados se promediaron entre cinco diferentes

medidas para cada concentracion.
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G < » 12 D d- o
¢PC}-(Chol] [s'] /7] x10° [m’s'] x102 [nm]
1.0 1090.7+23.8 103015.2+ 13751.7 3.4=0.07 1447+32 0,086 =001
1:0.1 10589=34 186819.4+43048.8 3.3+001 1489=05 0.166=0.03

1:0.2 1118.4=12.1 150076.5 = 43847.7 3.5+004 141.1=3.8 0.119=0.03
1:0.3 1133.1=389  118666.2 = 38065 3.5+0.12 1393=47 0.091+0.02
1:0.5 1087.3+65.1 126657.1 £ 112481.6 34402 145589 0.101 £0.08

Tabla 5.1: Caracteristicas de la distribucién de tamanos de varias soluciones de liposomas con

diferentes relaciones de concentracién [PCJ:[Chol]

Los resultados de estos analisis se comparan con los resultados proporcionados por el
software incluido en el equipo analizador de tamanos (Tabla 5.2) para las diferentes

relaciones de concentracion de fosfatidilcolina y colesterol.

Cumuilantes Software
= A )
[PC]:[Chol] [:i} . ¢ ﬁfﬁ; PDI

1:0 144.7+£32 0.086=0.01 143 =44 0.08=0.01
1:0.1 148.9+0.5 0166003 1498+14 0.15+0.02
1:0.2 141.1+38 0.119=0.03| 141105 0.11+0.03
1:03 1393+47 0091002 1369+35 0.11=0.02
1:0.5 1455+89 0101008 1406+46 0.11=0.02

Tabla 5.2: Comparacién de las caracteristicas de la distribucion de tamanos de liposomas
proporcionadas por el equipo analizador de tamanos y las obtenidas con el método de cumulantes, las
medidas fueron realizadas después de la extrusién y se promediaron entre 4 muestras de liposomas

para cada relacién de concentraciones [PCJ:[Chol]

El diametro efectivo (d.ss) e indice de polidispersidad (PDI) proporcionados por el
software del equipo, son similares al didmetro hidrodindmico (d,) y al indice de
polidispersidad () obtenidos con el método de cumulantes, para las muestras con

fraccién de colesterol variable.
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5.1.2. Distribuciones de Tamanos Obtenidas Mediante la

Inversion de Laplace

Utilizando el algoritmo detallado en la seccién 4.3 se obtuvieron las distribuciones
de tamanos, para las diferentes relaciones de concentracion [PCJ:[Chol]. La figura 5.1
muestra la distribuciéon de tamanos obtenidas con la inversion de Laplace y el ajuste de

minimos cuadrados utilizando a = 2,4 y I'g = 110, para la relacién de concentraciones
[PC]:[Chol]=1:0,2.

100 4 d (nm)[ A(d) [d (nm)]| A(d)
90 A 4,5 o |1019 | 9
80 - 5,7 0 | 1296 | 85
70 73 | 18 | 1647 | 71
92 | 36 | 2094 | 55

8 60 - 11,8 | 47 | 266,22 | 40

-o 7 '’

a 50 A 14,9 | 47 | 3383 | 25
L 40 - 19,0 36 | 430,1 12
= 5 241 | 13 | 5468 | 2
307 | 0 |6951]| o

20 1 390 | 40 | 8837 | o
10 496 | 76 11234 0

0 - 631 | 95 |14281| o

4 80 1421802 | 100
Diametro

Figura 5.1: Distribucién de Tamanos correspondiente a una muestra de relacién de concentraciones
[PC]:[Chol]=1:0,2 obtenida con el método de minimos cuadrados. d, = 141nm y Q = 0,12

La Figura 5.1 indica que la solucién con relacién de concentraciones [PC]:[Chol]=1:0,2
tiene una gran concentracién de liposomas con tamanos de 14,9 nm y 80,2 nm. Los
valores maximos de la distribucién indican que los tamanos a los que corresponden son
los tamanos méas probables en la solucion de liposomas. Las distribuciones obtenidas
se comparan con las distribuciones proporcionadas por el software de analisis de datos

del equipo (Figura 5.2)
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- . |d(nm) | A(d) | d(nm) | A(d)

100 10594 | 0 | 1213 0

M 61,9 0 | 1265 | 0

i 64,6 0 [ 139 | 0

2 i 673 0 | 1376 | 0

1| 70,2 6 | 1435 | 0

3 L 732 | 17 | 1496 | ©

8 | | 764 | 31 | 1561 | ©
e :

2 50 P 797 | 29 | 1628 | 16

2 83,1 | 18 | 169,7 | 53

= 8,7 | 4 | 1770 | 92

9,4 | 0 | 1846 | 100

25 1] 943 0 192,5 | 63

| 983 0 | 2008 | 24

{ 1] 1025 0 | 2094 | 0

0 '] 1069 | 0 | 2184 | ©

0 500 | 11,5 0 | 2278 | ©

Didmetro (nm) 1163 ] 0

Figura 5.2: Distribucién de Tamafos correspondiente a una muestra de relacién de concentraciones
[PC]:[Chol]=1:0,2 con deyy = 140,9nm y PDI = 0,123 obtenida con el programa del equipo

analizador de tamanos

Se puede observar que los tamanos correspondientes a los méaximos de la distribucion
calculada con el programa desarrollado (Figura 5.1) son menores a los tamanos més

probables de las distribuciones entregadas por el equipo (Figura 5.2).

5.1.3. Efecto de la Relacion de
Concentraciones de Fosfatidilcolina y Colesterol en el

Tamano y Estabilidad de los Liposomas

La figura 5.1 muestra una distribucién de tamanos tipica obtenida en estos ensayos,
esta tiene un primer maximo para un didmetro d,,..1 y un segundo para d,,..2.
El analisis de estabilidad de las muestras se realizé considerando solo la evolucion
temporal del diametro efectivo y del indice de polidispersidad, obtenidos con el
método de cumulantes, mas no de los parametros d,az1 V dmaz2 ya que el didmetro
efectivo describe el comportamiento de los dos maximos de la distribucién. El analisis
de estabilidad y la evolucién de las muestras se realizaron después del proceso de
extrusion, en la Tabla 5.3 se indican los parametros de la distribucién de tamanos de
las muestras antes y después del proceso de extrusion, para cada una de las relaciones

de concentraciones [PC]J:[Chol].
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Muestras no Muestras

[PC]:[Chol] extruidas extruidas
dglnm]  PDI | dg{nm] PDI
10 24299 0289 | 139.1  0.079
101 | 34652 0314 | 1513 0,128

102 |2597.7 0197 [ 1409  0.123
1:03 |7090 0399 | 1338 0102
1:05 | 14706 0327 | 1392 0111

Tabla 5.3: Caracteristicas de la distribucién de tamarios de las muestras con colesterol antes y después

del proceso de extrusion

La incorporacion de colesterol en los liposomas de fosfatidilcolina, resulta en un cambio
significativo en el didmetro efectivo de algunas de las muestras no extruidas. Sin
embargo para las muestras extruidas la adicion de colesterol en cualquier concentracion
no causa ningun un cambio significativo en el diametro efectivo de las particulas. El
cambio en el didmetro e indice de polidispersidad después del proceso de extrusion es
notorio, este proceso es determinante en la obtencién de tamanos nanométricos de los
liposomas preparados. La evolucién para una muestra con relaciones de concentraciones
[PC]:[Chol]=1:0,2 se muestra en la Figura 5.3. La Tabla 5.4 muestra los promedios en

el tiempo, para las diferentes relaciones de concentraciones [PCJ:[Chol].

160 1

[EEY
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(6]
'

=

(%4

o
1

diametro (nm)
= =
H H
o [6,]

al
v

135

130 L) L) L) L) L]
0 20 40 60 80 100

tiempo (horas)

Figura 5.3: Evolucién temporal del didmetro efectivo para la relacién de concentraciones [PCJ:[Chol] =
1:0,2. El didmetro efectivo promedio desy = 141,1 se muestra con la linea entrecortada y la desviacién

estandar 3,8 en el valor para cada tiempo.

57



La Figura 5.4 muestra la dependencia del diametro efectivo, obtenido con el analisis

de cumulantes, con la concentracion de colesterol en la solucién.

154 -
183
150 - }
148 4
146 -
144 -
142 -
140 -
138 1
136 -
134 -
132 v v : . . S
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[Chol]:[PC]

diametro (nm)

Figura 5.4: Dependencia del promedio del didmetro efectivo de los liposomas con la concentracién

de colesterol. Las desviaciones estandar se indican en la Tabla 5.4 para cada muestra.

[PC]-[Chol]|  dyg PDI
1:0 143+ 4.4 0.08 0,01
1:01 |1498+14 0.15+0.02
1:02  |1411+05 0.11+0.03
1:03  |1369+35 0.11+0.02
1:05 |1406+4.6 0.11+0.02

Tabla 5.4: Promedio en el tiempo del didmetro efectivo e indice de polidispersidad (PDI) de la

distribucién de tamanos de liposomas

De los resultados de la Tabla 5.4 se obtiene que las relaciones de concentraciones
[PC]:[Chol] = 1:0,3 y 1:0,2 son las que produjeron los liposomas méas estables debido a
que muestran el menor didmetro efectivo e indice de polidispersidad. La dependencia
del didmetro efectivo con la concentracion de colesterol en la soluciéon se muestra
en la Figura 5.4. Para la preparacion de muestras que contengan penicilina, se
decidi6 trabajar con la relaciéon [PC]:[Chol] = 1:0,2.
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5.2. Suspensiones de Liposomas Encapsulando

Penicilina

5.2.1. Diametros Promedio Obtenidos Mediante el Método de

Cumulantes

A continuacién se detallan los resultados de diametro efectivo obtenidos mediante el
analisis de cumulantes de la FAC y la distribucion de tamafios a las que se llegaron
siguiendo el algoritmo de minimos cuadrados no negativos en la inversion de Laplace.
Se estudiaron las soluciones de liposomas preparadas manteniendo una relacién de
concentraciones [PC]:[Chol]=1:0,2 y variando la relacién de concentracién [PCJ:[PEN].
Las caracteristicas de las distribuciones de tamano se muestran en la Tabla 5.5, para

las diferentes relaciones de concentracion.

I) : D. d. 0
[PEN, { ] W d
[PCIAPEN] [5] 5] [m’s”'] x107" [nm]

1:0 11184+ 12,1 150076.5+43847,7 347+0.,04 141,1+3.8 0.119+0,03

1:0.05 12714+ 14.6 120131.8+30263.9 395+005 1241+14 0.074+0.01
1:0.1 1209.6 =274 130836.1 £264084 376008 1304=+29 0.089=0.01
1:0,2 12149+ 54,0 34968,45+27397,2 3,78+0,17 130,0+5,6 0.045+0,03

Tabla 5.5: Caracteristicas de la distribucién de tamanos de varias soluciones de liposomas con

diferentes relaciones de concentracién [PCJ:[PEN]

Si comparamos estos resultados con los de la Tabla 5.1 vemos que la adicion de
penicilina provoca una disminucion del tamano del liposoma.Los resultados de estos
analisis se comparan con los resultados proporcionados por el software incluido en el
equipo analizador de tamanos (Tablas 5.6 para las diferentes relaciones de concentracién

de fosfatidilcolina y penicilina.
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Cunnilantes Software
. d- ) d, PDI
e [rmm] . [ nfg]

1:0 141.1+38 0.119+003| 141.1=05 0.11+0.03
1:0.05 1241+14 0.074+0.01 1239=1 0.09=0.002
1:0.1 130429 0089+001| 131.4=3.1 0.08+0.02
1:0.2 130,056 0.045+0.03| 1303=55 0.046=0,03

Tabla 5.6: Comparacién de las caracteristicas de la distribucion de tamanos de liposomas
proporcionadas por el equipo analizador de tamanos y las obtenidas con el método de cumulantes,

para varias soluciones de liposomas con diferentes relaciones de concentracién [PCJ:[PEN]

5.2.2. Distribuciones de Tamanos Obtenidas Mediante la

Inversién de Laplace

Al igual que con las soluciones de fosfatidilcolina y colesterol, se obtuvieron las
distribuciones de tamanos de las muestras que se prepararon variando la concentracion
de penicilina, como se detalla en la seccién 4.3. Los valores de o y I'y se han escogido
dependiendo de que tan cercano a cero sea el residual y?, estos valores no varian
demasiado de una muestra a otra y determinan el rango de didmetros para los que se

va a obtener las amplitudes.

100 - d(nm)| A(d) [ d(nm)| A(d)
90 - 5,7 6 82,4 | 100
80 - 70 | 22 | 1011 | 93
86 | 39 | 1241 | 81
70 1 106 | 50 | 152,4 | 65
60 - 13,0 | 52 | 1870 | 49
50 - 16,0 | 42 | 2296 | 33
40 196 | 19 | 281,8 | 19
30 4 241 | 0 | 3459 | 7
296 | 0 | 4246 | O
20 4 363 | 11 | 521,3 0
10 - 445 | 59 | 639,9 0
0 - 547 | 87 | 7854 | o©
6 67 785 || 67,1 | 99

Figura 5.5: Distribucién de Tamanos correspondiente a una muestra de relacién de concentraciones
[PC]:[PEN]=1:0,05. El método de cumulantes proporcioné un deyy = 124, 1nm con @ = 0,074 para

esta muestra

Los tamanos mas probables en la solucion de liposomas son los correspondientes a los

maximos de la distribucion, el ajuste de minimos cuadrados de la solucién con relacion
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de concentraciones [PCJ:[PEN]=1:0,05 que se realizé para obtener la distribucién de la
Figura 5.5 utilizé los valores de a = 2,05 y I'y = 200, esta distribucion indica que la

solucion tiene liposomas con tamanos alrededor de 13 nm y 82,4 nm.

100 il i d(nm) | A(d) | d(nm) | A[d)

: 63,1 1] 113,8 1]

65,3 0 178 | o

i 67,6 o 122,0 o

75 ¢ 70,0 3 | 1263 | o

' 725 | 15 | 1308 | o

- — i 750 | 28 | 1354 [ ©

3 L v 777 | 37 | 1402 | 18

2 5 80,4 | 26 | 1451 | 63

o V' 833 | 14 | 1502 | 99
£ 86,2 0 155,5 | 100

89,3 0 161,0 | 57

92,4 o 166,7 20

25 \ 957 0 1726 | ©

P 99,1 o | 1787 | o

\ 1026 o 185,0 1]

¢ 1052 | 0 | 1915 | o

0 ' 1099 | o
50 500

Didmetro (nm)

Figura 5.6: Distribucién de tamafios correspondiente a una muestra de relacién de concentraciones
[PCJ:[PEN]=1:0,05 con valores de deyy = 122,8 y PDI = 0,089 proporcionada por el equipo

analizador de tamanos

Al comparar las distribuciones obtenidas con el programa desarrollado con a las
distribuciones proporcionadas por el software del equipo de la Figura 5.6), observamos
que los tamanos mas probables son menores en las distribuciones calculadas que en

aquellas entregadas por el equipo.

5.2.3. Efecto en la Distribucion de Tamanos de la Relacion de

Concentraciones de Fosfatidilcolina y Penicilina

La tabla 5.7 muestra como varian el diametro efectivo y el indice de polidispersidad de
las distribuciones de tamanos de los liposomas después del proceso de extrusion de las

soluciones.
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Muestras no Muestras
extruidas extruidas

dg{nm]  PDI | dgfnm] PDI
1:0.05 2921.8 0,34 132.6 0.09
1:0.1 4296 0,34 148.5 0.13
1:0.2 812.1 0,35 168.7 0.12

[PC]:[PEN]

Tabla 5.7: Caracteristicas de la distribucién de tamafios de las muestras con penicilina antes y después

del proceso de extrusion

A través del método de cumulantes se obtuvieron los didmetros efectivos de todas
las muestras preparadas. Los tamanos mas pequenos se alcanzaron con la relacion
[PC]:[PEN]=1:0,05. Del andlisis de la evolucion en el tiempo de estos didmetros, después
de la extrusion de la soluciéon, se encontré una mayor estabilidad en el tiempo en la
muestra con relaciéon de concentraciones [PCJ:[PEN]=1:0,1, la Figura 5.7 muestra la

estabilidad de la muestra para esta relacion de concentraciones.

150 -

= =
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o (6]
L L
——

didametro (nm)
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— —
——
—_
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Figura 5.7: Evolucién en el tiempo del didmetro efectivo para una muestra de liposomas de relacién
de concentraciones [PCJ:[PEN]=1:0,1. El didmetro efectivo promedio d.s¢ = 130, 4 nm se muestra con

la linea entrecortada y la desviacion estandar 2,9 en el valor para cada tiempo.

La Figura 5.8 muestra la dependencia del diametro efectivo, obtenido con el analisis

de cumulantes, con la concentracion de penicilina en la solucion.
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Figura 5.8: Dependencia del promedio del didmetro efectivo de los liposomas con la concentracién
de penicilina en la solucién después del proceso de extrusion. Las desviaciones estandar se indican en

la Tabla 5.5 para cada muestra.

5.3. Espectroscopia de Absorcién

Se espera que los espectros de las soluciones preparadas proporcionen mayor
informacion acerca del encapsulamiento de penicilina en los liposomas ya que, aparte
de un ligero cambio en el tamano promedio, no sabemos que otra influencia tiene la
adicion de penicilina en las soluciones base que van a ser evaporadas. La Figura 5.9
muestra la evolucién con el tiempo del espectro de absorcion de la muestra de relaciones

de concentracién [PC]:[PEN]=1:0,05; obtenida mediante espectrofotometria.
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Figura 5.9: Evolucién en el tiempo del espectro de absorcién para una muestra de relaciones de
concentracién [PC]:[PEN]=1:0,05. Mientras avanza el tiempo, un segundo méximo empieza a aparecer

en el espectro de absorcién.

Se observa un crecimiento en el segundo pico de absorcion a 230 nm, este aumento en
la absorcién del espectro de las soluciones extruidas se puede deber al apantallamiento
inicial de la luz debido a las moléculas de fosfatidilcolina, colesterol y penicilina libres
en la solucién o debido a la reorganizacion de estas moléculas en la membrana, ya que
el proceso de extrusion puede dejar pasar moléculas libres de colesterol y penicilina.
Para saber a que se debe esta evolucién de la absorcion se obtuvieron los espectros
de las soluciones de liposomas de fosfatidilcolina y colesterol con y sin la adicién de
penicilina y el espectro de la misma cantidad de penicilina en soluciéon buffer que se

muestran en la siguiente figura
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Figura 5.10: Comparacién de los espectros de absorcién de las soluciones de liposomas que contienen

penicilina y las que no, para una muestra de relacién de concentraciones [PCJ:[PEN]=1:0,05

La diferencia entre las soluciones de liposomas que no contienen penicilina con las que si
la contienen (Figura 5.10) aparecieron en ciertas medidas de los espectros de absorcién y
no fue un resultado reproducible, lo que quiere decir que el segundo pico de absorciéon
puede deberse también a un error sistemético en la mediciéon de los espectros. La
influencia del proceso de extrusion en el espectro de absorcién se registra en la Figura
5.11 para la muestra de relaciéon [PCJ:[PEN] = 1:0,05
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Figura 5.11: Espectros de absorcién de una solucién de liposomas con relacién de concentraciones
[PC]:[PEN]=1:0,05 antes y después del proceso de extrusién

La soluciéon de liposomas encapsulando penicilina de relacién de concentraciones
[PC|:[PEN]=1:0,05 mostré el mayor cambio en el espectro después de la extrusion,
debido a que existe menor cantidad de penicilina sin encapsular en la solucién por lo
que no se produce un menor apantallamiento de la luz. La longitud de onda en la que
las soluciones de liposomas absorben la luz son las mismas para todas las muestras,
aproximadamente 210 nm y 230 nm en caso de tener dos picos de absorcion. Para
descartar la opcion del apantallamiento de la luz por las moléculas libres en la soluciéon
se debe implementar el procedimiento de ultracentrifugacién de la solucion para “lavar”

la solucién de todas las moléculas libres y poder medir solo la absorcion debido a los
liposomas.
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Capitulo 6

Discusion y Conclusiones

En el presente trabajo se reporta el desarrollo de un método para la preparacion de
liposomas a escala de laboratorio, asi como de su caracterizacion. Los liposomas de
tamano nanométrico se prepararon utilizando el método de evaporacion-hidratacion
conjuntamente con la extrusion. La caracterizacion de sus tamanos se realizé mediante
Dispersion Dinamica de Luz, especificamente se analizaron las funciones de correlacion
asociadas a la dispersién de luz para obtener el tamano promedio de los liposomas
asi como informacion sobre la distribucién de tamanos. Con esta informacién se
estudié la evolucién de los tamanos con el tiempo para encontrar la relacion de

concentraciones con la que se obtienen los liposomas més estables.

Los liposomas se prepararon con diferentes mezclas de fosfatidilcolina, colesterol y
penicilina. Se observé que la incorporacion de colesterol en los liposomas, no resulta en
ningin cambio en el didmetro promedio de las muestras extruidas. Sin embargo, para
los liposomas no extruidos, la adicién de cierta concentracién de colesterol produce
un cambio significativo en su didmetro promedio (Tabla 5.1). La adicién de penicilina
a las soluciones resulté en liposomas de menor tamano (Tabla 5.5). Los procesos de
sonicacion y extrusion produjeron un marcado cambio en el tamano de los liposomas
con diferentes relaciones de concentraciones de PC, Chol y PEN. En el conjunto de
experimentos llevados a cabo para este trabajo en particular, al usar la relacién de
concentraciones [PC]:[Chol] = 1:0,2 se obtuvieron los liposomas més estables y de
menor tamano (Tabla 5.4); por lo que fue la relacién utilizada para estudiar el efecto de

la concentracién de penicilina en la solucién de liposomas. Los tamanos mas pequenos
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de liposomas, y el menor Indice de Polidispersion se alcanzaron con la relacién de
concentraciones [PCJ:[PEN] = 1:0,05 (Tabla 5.7), las muestras més estables de las
muestras preparadas fueron las de relacion de concentraciones [PCJ:[PEN] = 1:0,1
(Figura 5.7).

El andlisis inicial de las Funciones de Auto Correlacién se realizé usando el método
de cumulantes, los resultados de estos anadlisis se validaron con los resultados
proporcionados por el software incluido en el equipo analizador de tamanos para
las diferentes relaciones de concentracién de fosfatidilcolina y colesterol (Tabla 5.2)
y de fosfatidilcolina y penicilina (Tabla 5.6). El didmetro efectivo (d.sf) e indice
de polidispersidad (PDI) proporcionados por el software del equipo, son similares al
didmetro hidrodindmico (d,) y al indice de polidispersidad (@) obtenidos con el método

de cumulantes, para las muestras con fraccion de colesterol y penicilina variable.

A pesar de que los didmetros hidrodindmicos y los indices de polidispersidad obtenidos
con el método de cumulantes son muy cercanos a los proporcionados por el software del
equipo analizador de tamanos de particulas, existe la inconsistencia entre el tamano de
poro usado en la extrusion, 100 nm, con los diametros efectivos obtenidos que fueron
mayores a este valor en todos los casos. Ya que las distribuciones (Figura 5.2) se
obtuvieron después de que la solucién pasara por el proceso de extrusion, a través de
membranas de 100 nm, la existencia de una distribucién para tamanos mayores a este
valor también es una inconsistencia del software incluido en el equipo analizador de
tamanos. Ademas ciertos parametros necesarios para el ajuste de minimos cuadrados,
de las distribuciones proporcionadas por el equipo, son desconocidos. Todas estas
justificaciones llevaron a desarrollar un ajuste independiente mediante la inversién de
Laplace para obtener las distribuciones de tamanos a partir de la FAC (Secciones 5.1.2
y 5.2.2).

Teniendo en cuenta que la forma de la distribuciéon es muy sensible a los pardametros
[y y « que se elijan para construir la matriz (m) (Seccién 4.3), suponemos que el
equipo realiza el ajuste utilizando criterios que desconocemos para definir pardmetros
como estos. El algoritmo de minimos cuadrados no negativos desarrollado para la
obtencion de las distribuciones bimodales de tamano, es similar a los algoritmos
de los programas EXSAMP y CONTIN [12]. Estos programas son aproximaciones

para “sobre ajustar” los datos, estos entregan una distribucion més realista con
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estabilidad y reproducibilidad. Desafortunadamente, el nimero de parametros extra
requeridos generalmente exceden los grados de libertad tolerados, por lo tanto no
existe una solucién unica. Por ejemplo cuando se usan un gran nimero de funciones
exponenciales para representar la distribucién casi continuamente, minimizar y? resulta
en distribuciones sin sentido debido a que la informacion requerida para reconstruir la

distribucién con tal detalle estd enterrada en el ruido [12].

Al comparar las distribuciones obtenidas mediante el algoritmo desarrollado (Figuras
5.1 y 5.5) con las distribuciones proporcionadas por el software del equipo de la Figura
5.2 y 5.6, observamos que los tamanos mas probables son menores en las distribuciones
calculadas que en las entregadas por el equipo, esto se debe también a la sensibilidad
del ajuste de minimos cuadrados a la eleccion de los parametros iniciales 'y y «.
Esta baja resolucion se convierte en una clara desventaja de la técnica utilizada, una
desventaja que ya ha sido reportada ”las particulas deben diferir en tamano en 50 % o
més para que la espectroscopia de foto correlacién sea capaz de detectar dos picos”[29].
Ademas el método no provee datos reales de una “distribucién de tamanos”, sino un
tamano promedio y un estimado de la desviacion estandar; una pequena cantidad de
pequenas particulas se pueden “perder” facilmente con un mayor nimero de particulas
grandes y solo se pueden medir particulas pequenas (< 3 um) con suficiente movimiento

Browniano, todas las particulas grandes estan fuera del rango del instrumento.

El analisis de la evolucién temporal del tamano promedio de los liposomas revelé que
este se mantienen estable por al menos tres dias, tiempo durante el cudal se hizo
un seguimiento de su diametro efectivo e indice de polidispersidad. Visiblemente la
mayoria de suspensiones mantuvieron su caracteristica coloidal, es decir no se formaron
aglomerados ni se observé precipitacion. Por lo que los liposomas preparados en este

proyecto son utiles para el transporte de farmacos y pueden tener aplicaciones médicas.

Del anélisis de espectroscopia se obtuvo que la variacion de los espectros de absorcion
después del proceso de extrusion es mas evidente con la relacion de concentraciones
[PC]:[PEN] = 1:0,05 debido a que existen un menor nimero de moléculas de penicilina
sin encapsular en la solucién lo que produce un menor apantallamiento de la absorcion.
La variacién o evolucion del espectro de absorcién después de la extrusién de las
muestras con las diferentes concentraciones de PEN (Figura 5.9) se puede deber tanto

al apantallamiento de la luz, debido a los fosfolipidos (PC y Chol) y moléculas de PEN
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libres en la solucién; como a la reorganizacién de las moléculas de PEN y Chol en la

membrana de los liposomas.

Los liposomas pueden llevar farmacos hidrofilicos mediante su encapsulamiento o
farmacos hidrofébicos mediante el fraccionamiento de estos farmacos en las regiones no
polares [42]. Se espera que los liposomas, cuyos componentes son no toxicos, se usen
para la captura y entrega efectiva de farmacos en organismos humanos o animales.
La calidad de la nanoformulacién se podra definir por la velocidad de liberacion
del farmaco, la especificidad de la liberacion y la toxicidad de la formulacion, estos
pardametros son especificos para una formulacién particular [41]. La eficacia del método
de preparacion se podra evaluar mediante el nivel de encapsulamiento del farmaco.
Para esto es necesario someter las muestras a ultracentrifugacion de por lo menos
70000rpm [8], que permitird “lavar” los liposomas de los lipidos y otros solutos que se
encuentran libres en la suspensién sin conformar ninguna estructura vesicular. Asi se
podra descartar el apantallamiento debido a las moléculas solas suspendidas en la
solucion y evaluar cuantitativamente el nivel de encapsulamiento mediante el analisis

de los espectros de absorcién.
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