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RESUMEN EJECUTIVO

El desarrollo de nanosistemas de administracion de farmacos es importante para un
mejor tratamiento de enfermedades. El objetivo de este estudio fue elaborar liposomas
con lecitina (CL) y colesterol (CHO) para la encapsulacion del antibiético doxiciclina.
Este antibidtico es importante en el tratamiento de infecciones bacterianas y se

administra via oral.

La elaboracion de los liposomas se realizd mediante el método de pelicula hidratada,
evaluando distintas proporciones de CL:CHO. Se caracterizaron los liposomas
mediante analisis infrarrojo (FT-IR), andlisis térmico (DSC) y microscopia electrénica
de transmisién (TEM). Adicionalmente, se evalud la estabilidad de los liposomas en
el tracto digestivo mediante una simulacién in vitro y también la mejor temperatura de
conservacion. Se determind que la proporcion ideal de CL:CHO para obtener los
liposomas fue de 70:30, esta misma proporcion fue la que presento6 la mejor eficiencia

de encapsulacion de doxiciclina con un 56 por ciento.

Se verificd la formacion de nanovesiculas esféricas y la presencia de elementos
quimicos caracteristicos de cada componente en los liposomas cargados de
doxiciclina. Los liposomas mantuvieron una estabilidad promedio del 50 por ciento,
cercana a los liposomas sin digestion y la mejor temperatura de conservacion fue de 4
grados Celsius luego de dos semanas. En conclusion, se ha demostrado que con CL y
CHO se puede elaborar liposomas que encapsulen farmacos, como doxiciclina, y que
estos liposomas logran un porcentaje de encapsulacion y estabilidad adecuados por lo
que tienen potencial para ser aplicados como nanosistemas de administracion de

farmacos por via oral.

Palabras clave: Biotecnologia farmacéutica, liposomas, encapsulacion,

nanotecnologia, administracion de farmacos, fosfolipidos, doxiciclina.
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ABSTRACT

The development of nanodrug delivery systems is important for the better treatment of
diseases. The objective of this study was to prepare liposomes with lecithin (CL) and
cholesterol (CHO) for the encapsulation of the antibiotic doxycycline. This antibiotic

Is important in the treatment of bacterial infections and is administered orally.

The preparation of the liposomes was carried out using the hydrated film method,
evaluating different proportions of CL:CHO. Liposomes were characterized by
infrared analysis (FT-IR), thermal analysis (DSC), and transmission electron
microscopy (TEM). Additionally, the stability of the liposomes in the digestive tract
was evaluated through an in vitro simulation and also the best storage temperature was
tested. It was determined that the ideal proportion of CL:CHO to obtain the liposomes
was 70:30, this same proportion was the one that presented the best doxycycline

encapsulation efficiency with 56 percent.

The formation of spherical nanovesicles and the presence of chemical groups of each
component were verified in the liposomes loaded with doxycycline. The liposomes
maintained an average stability of percent, close to liposomes without digestion, and
the best storage temperature was 4 degrees Celsius after two weeks. In conclusion, it
has been shown that with CL and CHO are good elements for liposomes fabrication
and drug encapsulation, such as doxycycline. These liposomes achieve an adequate
encapsulation percentage and stability, which is why they have the potential to be

applied as nanosystem for oral drug administration.

Keywords: Pharmaceutical biotechnology, liposomes, encapsulation,

nanotechnology, drug delivery, phospholipids, doxycycline.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO.

1.1.Antecedentes Investigativos.

1.1.1. Sistemas de administracion de farmacos Tradicionales.

Los sistemas de administracion de farmacos son métodos o vias utilizadas para
introducir medicamentos en el organismo de un paciente (Jain, 2020). Las vias
tradicionales o convencionales de administracion de farmacos incluyen la via oral,
parenteral, dérmica y ocular; de estas, la via oral es la méas aceptada por la poblacion;
sin embargo, los medicamentos administrados via oral se enfrentan a barreras y
condiciones del sistema digestivo que deben superar previo a su absorcion (Homayun
etal., 2019).

Los métodos de administracion tradicionales se han empleado desde las primeras
civilizaciones humanas. Estos métodos son muy conocidos y ampliamente utilizados
en la practica médica actual. La via por la cual se administra un farmaco depende de
varios factores o pardmetros como: la naturaleza quimica del medicamento, la zona de
absorcion, la farmacocinética, la condicion del paciente, entre otras (Karra et al.,
2019). Los sistemas de administracion de farmacos tradicionales no desapareceran,
pero, la aparicion de tecnologias farmacéuticas modernas, como los sistemas de
administracion de farmacos dirigida estdn complementado a estos sistemas
tradicionales (Laffleur & Keckeis, 2020; Meng et al., 2020).

1.1.2. Sistemas de administracion de farmacos dirigidos.

Los sistemas de administracion dirigidos constituyen tecnologias disefiadas para la
administracion especifica y/o la liberacion controlada de agentes terapéuticos. Estos

sistemas regulan la velocidad y la zona especifica del organismo donde se liberara el



farmaco, esto con la finalidad de que la administracién del medicamento sea de manera
local y no de manera sistémica, es decir, que no afecte a todo el organismo (Manzari
et al., 2021).

Las tecnologias orientadas al disefio de estos sistemas se enfocan en cuatro factores
clave que consisten en: las rutas de entrega, los vehiculos de reparto, la carga y las
estrategias de focalizacion. Complementariamente a esto, se debe tener en cuenta
como progresan y se desarrollan las enfermedades, asi como las formas en las que
reacciona el cuerpo tanto a la enfermedad como al farmaco con el que se la trata
(Adepu & Ramakrishna, 2021).

Las rutas de entrega se refieren a la busqueda de alternativas viables y mucho mas
eficaces para la administracion del medicamento. Mientras que, los vehiculos de
reparto hacen referencia al disefio y formacion de estructuras que seran portadoras de
la carga, transportdndola hasta su sitio de accion especifico (Sreeharsha et al., 2019).
La carga es el contenido de estos vehiculos de reparto, es decir, el farmaco o agente
terapéutico que se va a introducir y transportar en los mismos. Una vez definidas estas
caracteristicas, las estrategias de focalizacion, se basan en las soluciones que deben
implantarse en torno a la experiencia y a la prueba con varias metodologias, a fin de
gue estos sistemas tengan la mayor eficiencia al tratar la enfermedad de manera
focalizada (Sung & Kim, 2020).

Asi, todas estas caracteristicas, proveen a estos sistemas de administracion dirigidos
grandes ventajas, donde se destacan la reduccion de la dosis, frecuencia de
administracion del medicamento y una mejor adherencia al tratamiento. Es decir, la
adaptacion y reaccion al tratamiento es mucho menos invasiva debido a que reduce los
efectos adversos, complementariamente, influye en la mejora respecto a la selectividad
de la actividad farmacoldgica y provee de un efecto terapéutico prolongado (Sung &
Kim, 2020).



Los sistemas de administracion de farmacos dirigidos al permitir la entrega de un
medicamento en una zona especifica, provee de una maxima eficacia a nivel
terapéutico y, a su vez, minimiza la cantidad de efectos secundarios. Por lo tanto, estos
sistemas implementan una variedad de enfoques a fin de lograr esta gestion terapéutica
dirigida (Patra et al., 2018). Por estas ventajas, se han disefiado nuevas estrategias de
administracion de los agentes terapéuticos, proporcionando una mayor estabilidad

quimica y actividad con respecto a los medicamentos administrados de forma oral.

Los sistemas de administracion dirigidos se aplican a partir de la encapsulacién de los
ingredientes activos en nanoparticulas como: micelas, liposomas, nanoesferas, entre
otras (C. Li et al., 2019). Las nanoparticulas encapsulan a los medicamentos para
posteriormente, dirigirlas a areas especificas del organismo, ademas, pueden disefiarse
para que su liberacion también sea controlada, elevando asi, su eficiencia a nivel
terapéutico (Dang & Guan, 2020).

La demanda de los sistemas de administracion de farmacos dirigidos aumento en los
ultimos afios, por la alta eficiencia y baja toxicidad que presentan; un ejemplo de estos
sistemas corresponde a los liposomas, resultando como las estructuras mas utilizadas
como nanoportadores (Olusanya et al., 2018). Los liposomas aplicados como sistema
de administracion de farmacos presentan caracteristicas favorables para la
encapsulacion de un medicamento, tanto en el control de la liberaciéon del farmaco

como en su biocompatibilidad (P. Liu et al., 2022).

1.1.3. Liposomas como sistema de administracion dirigida.

Los liposomas son considerados como vehiculos para portar diversos componentes
terapéuticos, como anticancerigenos, antibidticos, genes, entre otros medicamentos
(Ahmed et al., 2018). La estructura de los liposomas permite la encapsulacion de esta
amplia cantidad de farmacos, logrando encapsular moléculas de diferente solubilidad

(Chen et al., 2020). Las ventajas presentes en la administracion de farmacos basados



en lipidos corresponden a su estabilidad y biodisponibilidad, ya que producen la
liberacion controlada del farmaco con una baja toxicidad, siendo los sistemas de

administracion de farmacos mas investigados.

Mandracchia & Giuseppe Tripodo (2020) definen a los liposomas como vesiculas
creadas a partir de lipidos, esencialmente fosfolipidos, los cuales forman una bicapa
lipidica similar a las membranas celulares. Estas vesiculas se emplean como sistemas
de transporte de sustancias a nivel biomédico, ya que permiten encapsular tanto

sustancias hidrofilas (solubles en agua) como sustancias lipdfilas (solubles en lipidos).

Los liposomas pueden tener distintos tamafios y estructuras, los cuales pueden
modificarse a fin de mejorar su estabilidad y capacidad de entrega. Su aplicacion como
vehiculos de administracion de farmacos se da gracias a la proteccion que brindan al
ingrediente farmacéutico ante la degradacion enzimatica, elevando paralelamente su
biodisponibilidad (Zhong et al., 2022). Otra caracteristica para resaltar es que su
accion puede ser focalizada, debido a que se puede dirigir a tejidos especificos del
organismo, debido a esto se emplean para encapsular principios activos y asi, mejorar
su penetracion en su sitio de accion. También son empleados en investigaciones para

el estudio funcional y estructural de las membranas celulares (H. Zhang et al., 2020).

Los liposomas son estructuras coloidales que poseen una forma esférica, los
componentes que los conforman tienen la capacidad de autoensamblarse al estar en
una solucion, gracias a sus caracteristicas anfifilicas; dando como resultado la

formacion de bicapas lipidicas y un nucleo acuoso (Guimaraes et al., 2021).
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Figura 1. Estructura e interaccion de los componentes de los liposomas. Imagen
elaborada por BioRender.

La imagen muestra la interaccion de los fosfolipidos y colesterol para la formacion de la
estructura vesicular, donde sus cabezas hidrofilicas y cuerpos hidréfobos se agrupan,
produciendo un nucleo acuoso; proporcionando la capacidad de encapsular moléculas con
diferente solubilidad por parte de los liposomas.

En general, existen cuatro tipos principales de sistemas de administracion de
liposomas, que son liposomas convencionales, liposomas estabilizados, liposomas

dirigidos a ligando y combinaciones entre los mismos.

Los liposomas convencionales constituyen la primera generacion, estos se forman por
una bicapa lipidica que puede estar formada por fosfolipidos, ya sean anidnicos,
catiénicos o neutros, que junto con el colesterol, rodean un volumen acuoso definido.
El potencial clinico de estos liposomas convencionales inicié cuando se descubri6 que
la administracion liposomal era Util para elevar el indice terapéutico de farmacos
encapsulados, en ese entonces, de la anfotericina y la doxorrubicina. Desde alli, estas
formulaciones convencionales han reducido la toxicidad de compuestos, incidiendo
positivamente en la biodistribucién y farmacocinética del farmaco a los tejidos

enfermos, en comparacién con el farmaco libre. Sin embargo, este sistema



convencional tiene ciertas desventajas, ya que tiende a eliminarse rapidamente en la

sangre, limitando su eficacia terapéutica (W.-J. Zhang et al., 2019).

A fin de mejorar la estabilidad de los liposomas y prolongar su tiempo de circulacion,
se han generado liposomas estérilmente estables, donde el polimero hidrofilo que es el
polietilenglicol (PEG) constituye la opcién 6ptima para la obtencion de liposomas de
esta categoria. Es asi como el establecimiento de una membrana especializada mejora
significativamente la eficacia de los agentes encapsulados, ya que minimizan la
opsonizacion in vivo, mediante componentes séricos complementados con el rapido
reconocimiento y absorcion de los sistemas a los cuales va dirigido, lo que prolonga el

tiempo de circulacion y reduce los efectos secundarios (Homayun et al., 2019).

Los liposomas dirigidos a ligandos poseen un gran potencial puesto que ofrecen la
administracion de farmacos en un sitio especifico dependiendo de las células u érganos
determinados del organismo que expresan o sobreexpresan ligandos de manera
selectiva, es decir, los ligandos son moléculas especificas que actlan como receptores
0 moléculas de adhesion celular que se encuentran en el sitio de la enfermedad. Existen
varios tipos de ligandos como anticuerpos, proteinas, péptidos y carbohidratos, sin
embargo, los méas empleados son los anticuerpos, debido a que son los componentes
mas versatiles al momento de unirse a la superficie de los liposomas. Una de las
ventajas del uso de anticuerpos monoclonales es la gran estabilidad y afinidad de union
que ofrecen (J. Li et al., 2020).

La nueva generacion de liposomas utiliza las plataformas de disefio anteriores con las
cuales se busca mejorar la orientacion de los liposomas y, por consecuente, la
administracion de farmacos asociada. Como es el caso de la unién inmunoliposomal
especifica del objetivo con la estabilizacion estérica de PEG, en este caso, se crea
inmunoliposomas de circulacion prolongada con una especializada farmacocinética
(Margossian et al., 2022).



Estos sistemas de administracién de farmacos basados en formas liposomales han
aportado significativamente a la creacion de farmacos mucho méas potentes y a la vez
estables, mejorando asi los tratamientos terapéuticos (Patra et al., 2018). Existen
varios métodos y técnicas enfocadas para la preparacion de liposomas, aunque el
principio del mecanismo de disposicion e interaccion entre los lipidos y farmacos no
es discutible. Por lo tanto, el control y regulacién experimental se enfoca hacia el
tamafio, la carga y la hidratacion de la superficie de los liposomas (Davoodi et al.,
2018).

Los liposomas se caracterizan en funcion de parametros fisicos, quimicos y bioldgicos,
sin embargo, el tamafio es un factor clave en su disefio, pues incide directamente en la
circulacién de estos hasta llegar al sitio objetivo. Dependiendo de la caracterizaciéon y
estructuracion de los liposomas, se pueden encapsular diversas clases de farmacos,
como antivirales, antifingicos, antimicrobianos, vacunas, medicamentos

antituberculosos y terapias génicas (Scicluna & Vella-Zarb, 2020).

La clasificacion que tienen los liposomas depende de las bicapas lipidicas o por su
tamafio; las vesiculas unilaminares pequefias (SUV) poseen un diametro de 20 a 100
nm, las vesiculas unilaminares grandes (LUV) tienen un didmetro de 100 a 1000 nm;
incluso si tienen mas de una bicapa lipidica siendo vesiculas multilaminares (MLV)
(Kanda et al., 2021). Los liposomas estdn ensamblados por fosfolipidos, estos son
compuestos biodegradables y biocompatibles, por la similitud de los lipidos que

componen las membranas celulares del organismo (Shah et al., 2020).

Las aplicaciones de los liposomas se incluyen en campos como: la inmunologia,
dermatologia, adyuvantes de vacunas, trastornos oculares, focalizacién cerebral,

enfermedades infecciosas y terapia tumoral (Dhapte & Pokharkar, 2019).



1.1.4. Componentes de la estructura de los liposomas.

Los liposomas, se utilizan ampliamente como modelos de membrana, esto gracias a la
versatilidad respecto a su composicion estructural, en la cual se encuentran una gran
cantidad de lipidos, lo que se relaciona estrechamente con la estructura de las
membranas celulares. Los lipidos que los componen pueden ser de origen natural o
sintético. Ademas, su estructura depende tanto del grado como de la longitud de las
cadenas hidrocarbonadas presentes, incluso influyen parametros fisicoquimicos como

el pH o la caga ionica de la fase acuosa (Nsairat et al., 2017).

Los fosfolipidos constituyen los lipidos que se usan con mayor frecuencia para
elaborar liposomas, cuya variabilidad se da en torno al grupo que se une al fosfato; la
lecitina es el componente mas aplicado para la formacion de liposomas, ya que tiene
una gran cantidad de fosfolipidos, siendo la fosfatidilcolina la mas empleada debido a
que es facilmente extraible tanto de la yema de huevo como de la semilla de soya
(Guimaraes et al., 2021).

1.1.4.1.Lecitina de soya.

La lecitina se encuentra conformado por triglicéridos, fosfolipidos y glicolipidos; es el
resultado del proceso de extraccion de lipidos de fuentes naturales como animales o
vegetales; un ejemplo de fuente natural vegetal corresponde a la soya, la obtencion de

la lecitina a partir de esta fuente es mucho méas econdémica y estable (Le et al., 2019).

La lecitina constituye un componente éptimo para la formacion de liposomas. ya que
es mucho mas asequible, segura y rentable desde el punto de vista de produccion.
Ademas, la soya se produce a gran escala en todo el mundo, por tanto, los liposomas
generados a partir de lecitina de soya sin refinar resultan mucho méas econémicos, esto

gracias a que este componente al no ser refinado contiene cantidades



significativamente mayores de fosfolipidos que otras fuentes vegetales (Le et al.,
2019).

La lecitina de soya tiene la gran ventaja de ser mas estable por contener una menor
cantidad de A&cidos grasos poliinsaturados, resultando mas segura y con alta
disponibilidad; esto provoca que la produccion farmacéutica de liposomas sea menos
costosa (Asprea et al., 2019). Kanda et al. (2021) aplicé la lecitina de soya como
materia prima para la produccion de liposomas, este componente presentd una

combinacién de fosfolipidos lo que permitio la obtencion de liposomas estables.

El contenido de la lecitina de soya corresponde a compuestos fosfaticos, es decir una
combinacién de fosfolipidos, teniendo como principales a la fosfatidilcolina,
fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol (Cala Calvifio & Morris
Quevedo, 2021).

1.1.4.2.Colesterol.

Los fosfolipidos tienen un papel fundamental en la formacion de los liposomas, pero
la degradacion irreversible de estos componentes lipidicos afecta a la estabilidad de la
membrana liposomal, por lo que la aplicacion de esteroles en la composicion de las
membranas ha favorecido al proporcionar una mayor resistencia de la membrana

evitando su permeabilidad (Tai et al., 2018).

Para la elaboracion de los liposomas se ha aplicado el colesterol (CHO), por su
influencia en la estabilidad del liposoma permitiendo una mayor fluidez y rigidez en

su estructura, influyendo en la liberacion del farmaco (Nakhaei et al., 2021).



La concentracion de CHO en la membrana celular constituye aproximadamente entre
el treinta y cincuenta por ciento de todos los componentes lipidicos, desempefiando
funciones esenciales en la membrana, con respecto a la permeabilidad, elasticidad,
dureza y el acondicionamiento de la misma. EI CHO es el componente mas utilizado
en formulaciones liposomales puesto que, a mas de sus funciones a nivel de membrana,

previene la aglomeracion de liposomas y mejora su estabilidad (Nsairat et al., 2023).

1.1.5. Proceso de formacidon de los liposomas.

Para la formacion de los liposomas existen dos categorias que corresponden a: métodos
convencionales y métodos modernos (Ajeeshkumar et al., 2021). Los principales
métodos convencionales corresponden a: evaporacion por fase inversa, método por
inyeccion y pelicula hidratada; mientras las metodologias modernas aplican la
hidratacion y electroformacién en microfluido o el uso de un fluido supercritico
(Large et al., 2021).

1.1.5.1.Métodos Convencionales.

- Meétodo por pelicula hidratada (Bangham).

Este tipo de metodologia es la méas aplicada con respecto a la produccion de liposomas
donde se establecen dos fases de solubilidad; teniendo una fase organica donde se
solubilizaran los componentes anfifilicos, como los fosfolipidos, con disolventes

organicos (Large et al., 2021).

Posteriormente de la homogenizacion de los componentes lipidicos se busca la
eliminacién del disolvente organico por medio de la evaporacion a través de un

rotavapor (Miere (Groza) et al., 2021), como resultado de este proceso se obtiene una
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pelicula lipidica fina que se hidratara con una solucion acuosa con agitacion dando

como resultado la formacion de los liposomas (Guimaraes et al., 2021).

Para la eficiente formacion de los liposomas al hidratarlos con la fase inorganica, un
factor critico a considerar corresponde a la temperatura de fase de transicion de los
fosfolipidos (Tt). Los fosfolipidos al estar por encima de esta temperatura presentan
una fase cristalina liquida, en esta fase se produce la formacion de las vesiculas
liposomales por la orientacidn aleatoria de sus cadenas lipofilicas. En cambio, al tener
un valor menor a la Tt, las cadenas lipofilicas estan expandidas y ensambladas,

impidiendo la formacién de los liposomas (Catala, 2019).

Este tipo de proceso ha sido el mas estudiado, ya que al tener un planteamiento directo
es mas simple con respecto a su ejecucion produciendo la encapsulacion de los agentes
terapéuticos (Ajeeshkumar et al., 2021). A pesar de tener un enfoque directo, los
tamafios de las nanoparticulas corresponden a la categoria de vesiculas unilaminares
gigantes (GULV), por lo que es necesaria la aplicacion de un proceso de
homogenizacion que reducira el tamafio de las nanoparticulas y dara una distribucion
uniforme (Catala, 2019). En el método de Bangham se homogeniza el tamafio de los
liposomas a través de la extrusion con el paso de las vesiculas por membranas o filtros;
otra técnica para homogenizar corresponde a la aplicacion de sonicacion por las

fuerzas de corte producidas (Maja et al., 2020).

- Meétodo por Inyeccion de solvente.

Una metodologia alternativa para la formacién de vesiculas liposomales, corresponde
al método de inyeccion de solvente. Su metodologia se basa en la inyeccion de la fase
orgénica en un gran volumen de una solucion acuosa, en el cual el solvente mas
utilizado corresponde al etanol (Ajeeshkumar et al., 2021). La fase organica contiene
a los fosfolipidos y al farmaco disueltos, al ser ingresado el solvente en la fase acuosa,
se produce la formacion de bicapas lipidicas por la desfavorable exposicion de los

fosfolipidos en el medio acuoso. Al tener la formacion de los liposomas se procede a
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la separacion del solvente residual a través de una membrana de dialisis o por medio
de la evaporacion por un rotavapor, finalmente se pasa por un tubo de filtracion bajo

la presion de gas nitrogeno (Gouda et al., 2021).

1.1.5.2. Métodos modernos.

- Metodo por fluido supercritico.

La aplicacion de este tipo de metodologia necesita condiciones de un fluido en
condiciones supercriticas, como el diéxido de carbono supercritico a una presion de
250 bar, lo que produce la dilucion de los fosfolipidos y colesterol en el fluido.
Posteriormente el fluido se expande con etanol a 60 °C, para luego la solucién ser

mezclada con una solucién acuosa con el farmaco (Trucillo et al., 2020).

Las principales ventajas que presenta este tipo de método de formacion de liposomas
es la alta eficiencia de encapsulacion y una mayor estabilidad de los mismos (Trucillo
etal., 2019). Esto permite el control y esterilizacién in situ de los liposomas formados,
permitiendo su aplicacion a nivel industrial; sin embargo, los altos costos impiden su
aplicacion en laboratorio por las infraestructuras especiales que se necesitan para su
control (Catala, 2019).

1.1.6. Vias de administracion de liposomas.

Los liposomas como sistemas de administracion dirigidos para agentes terapéuticos
han presentado mejores caracteristicas para ser asimilados por el organismo. Los
liposomas por su biocompatibilidad son capaces de superar las barreras bioldgicas
como la piel, intestino delgado, barrera hematoencefalica, entre otras; incluso pueden

proteger a los farmacos de una posible respuesta inmunitaria (Filipczak et al., 2020).
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Por lo que la aplicacion de los liposomas se puede combinar con las vias tradicionales

de farmacos para potenciar el efecto terapéutico.

1.1.6.1. Administracion transdérmica.

Los lipidos han sido aplicados como vehiculos vesiculares para la administracion de
farmacos por una via transdérmica, como para la dosificacion de analgésicos o el
tratamiento para infecciones virales o bacterianas (Sudhakar et al., 2021). La
administracion transdérmica permite la circulacion directa del farmaco en el
organismo, ya que evitan la degradacion por el sistema gastrointestinal (Filipczak et
al., 2020).

Por medio de los liposomas se han suministrado farmacos de forma no invasiva, es
decir que no se realizaron cortes o inyecciones para ser administrados. Para esto los
liposomas convencionales han sido modificados con la adicion de potenciadores o
activadores para la facilitar la penetracion de los vehiculos liposomales en la piel
(Hasan et al., 2020). Las modificaciones de los liposomas influyen en la forma y
tamafio de estos; permitiendo atravesar los espacios intracelulares sin romper sus
estructuras (Souto et al., 2021).

1.1.6.2. Administracion a través de la barrera hematoencefalica.

La barrera hematoencefalica (BHE) se encarga de la proteccion del sistema nervioso
central, ya que controla el transporte de moléculas de la sangre al cerebro,
restringiendo el paso a tan solo moléculas esenciales (K. H. Wong et al., 2019). Este
tipo de barrera esta conformada por la union de células endoteliales que impiden el
paso de la mayoria de los farmacos, provocando una baja permeabilidad de agentes

terapéuticos (Yamaguchi et al., 2020). Debido al acceso limitado hacia las zonas del
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cerebro, los liposomas se han aplicado como sistemas de administracién de farmacos

no invasivos y biocompatibles, para el cerebro.

La BHE presenta mecanismos de transporte que permiten el traspaso de liposomas al
cerebro, suministrando la molécula terapéutica a las neuronas. Uno de estos
mecanismos es la transcitosis, en el cual intervienen receptores celulares que controlan
el paso de las moléculas al cerebro (dos Santos Rodrigues et al., 2018). Estos
receptores pueden integrarse como ligando en la superficie de los liposomas

permitiendo atravesar la BHE y administrar el agente terapéutico.

1.1.6.3. Administracion oral.

Las ventajas presentes en la aplicacién de los liposomas, como sistemas de
administracion por via oral, corresponden a su biocompatibilidad y la proteccion del
farmaco a ser degrado (C. Y. Wong et al., 2018). Los liposomas al pasar por el tracto
gastrointestinal (TGI), sufren alteraciones y producen la liberacion del agente
terapéutico encapsulado. Los componentes y condiciones del TGl afectan a la
estructura de los liposomas, modificando la concentracion de nanovesiculas intactas
con el farmaco encapsulado (He et al., 2019). Para que los liposomas puedan soportar
estas condiciones se han aplicado modificaciones en cuanto a su estructura; en especial
con la adicidn o recubrimiento de polimeros en la superficie, algunos de los polimeros
que mejoraron la estabilidad de los liposomas son la pectina, quitosano, lectina, entre
otros (Filipczak et al., 2020).

A pesar de las limitantes que presentan para ser administrados por via oral, los
liposomas por sus caracteristicas minimizan los efectos secundarios y la toxicidad de
los medicamentos (Elsharkasy et al., 2020). Por esto se han aplicado como
nanovehiculos para la encapsulacion de antibidticos como la doxiciclina para el

tratamiento de infecciones bacterianas en ratones (Wang et al., 2023). Sin embargo,
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la efectividad de encapsulacién a partir de fosfolipidos de origen natural no ha sido

ampliamente investigada.

1.1.7. Doxiciclina.

El farmaco doxiciclina es un tipo de antibidtico que actla en contra de bacterias
grampositivas y gramnegativas, siendo aplicado para el tratamiento de infecciones
intestinales, respiratorias, urinarias o reproductivas (Aniagor et al., 2021). Este tipo
de farmaco pertenece a la familia de las tetraciclinas, afectando a las proteinas

ribosomicas de las bacterias (Peyriere et al., 2018).

El consumo de doxiciclina ha presentado efectos secundarios sobre el tracto
gastrointestinal, provocando irritacion sobre los érganos de este sistema, provocando
esofagitis, alteraciones digestivas, entre otras afecciones en el organismo (Mazabel
Riera & Monsalve Buritica, 2020).

Lee et al. (2023), en su trabajo referencia la microencapsulacion de la doxiciclina
mediante liposomas como un prometedor sistema de administracion de farmacos, por
medio de la tecnologia de microfluidos donde se obtiene una disminucion de los

efectos toxicos del medicamento.
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1.2.0bjetivos

1.2.1. Objetivo general

e Elaborar liposomas cargados con el antibidtico doxiciclina mediante la
combinacion de fosfolipidos para la aplicacion como sistema administracion

de farmacos.

1.2.2. Objetivos especificos

e Optimizar el proceso de elaboracion de liposomas para la encapsulacion de

doxiciclina mediante la combinacion de diferentes fosfolipidos.

e Determinar la eficiencia de la formacién de liposomas y de la encapsulacion

del antibidtico doxiciclina.

e Evaluar la estabilidad de los liposomas con doxiciclina por medio de una

digestion simulada in vitro.
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CAPITULO Il.- METODOLOGIA
2.1.Materiales

Los materiales aplicados en el proyecto de investigacion (Reactivos, material fungible

y equipos de laboratorio) corresponden a los que se presenta a continuacion:

2.1.1. Reactivos

e Lecitina de soya cruda

e Colesterol

e Doxiciclina

e Etanol (95 % de pureza).
e Metanol

e Cloroformo

e Protamina

e Cloruro de sodio

e Cloruro de potasio

e Acido clorhidrico

e Fosfato dipotéasico

e Agua destilada

e Sales Biliares (comprimido)
e Pepsina (comprimido)

e Pancreatina
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2.1.2.

2.1.3.

Material fungible

Matraces Erlenmeyer de 250 mL
Vasos de precipitacion 25 mL
Vasos de precipitacion 50 mL
Tubos Falcon 15 mL

Probeta 10 mL

Probeta 50 mL

Tubos de ensayo con tapa rosca
Pinzas

Gradilla

Micropipeta 100 pL a 1000 pL
Pipetas Graduadas (5 mL-25 mL)

Equipos de laboratorio

Autoclave

Plancha de agitacion

Balanza analitica Ohaus PA-313
Ultrasonicador

Incubadora

Refrigerador

Centrifuga (Hettich Zentrifugen y Germany)
Espectrofotometro UV-VIS Fisher Scientific accuSkan Go
Espectrofotometro infrarrojo Jasco FT/IR 4100
Calorimetro Diferencial de Barrido DSC
Rotoevaporador IKA HB10

Vortex

Potenciometro
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2.2.Métodos

2.2.1. Optimizacion del proceso de elaboracion de liposomas para la

encapsulacion de doxiciclina.

2.2.1.1.0btencion de los fosfolipidos y colesterol.

El reactivo de colesterol se adquirié de la empresa Thermo Fisher Scientific, mientras
que la lecitina de soya cruda se obtuvo de un sector comercial como suplemento

alimentico al ganado.

2.2.1.2.Preparacion de la solucion organica.

La lecitina de soya y el colesterol se combinaron en 20 mL de una mezcla de solventes
organicos (cloroformo y metanol 2:1 v/v), a diferentes proporciones: 60:40; 70:30;
80:20 de lecitina de soya cruda:colesterol respectivamente; para cada formulacion se
obtuvo 100 mg de lipidos totales (Fathalla et al., 2020).

2.2.1.3.Preparacion de la solucion inorganica.

Para la hidratacién de la pelicula lipidica se utilizé la solucion inorganica usando la
solucién del método de (Fathalla et al., 2020); mientras en 10 mL de tampon citrato
(10 mM, pH 3,3) se diluyd 10 mg del farmaco doxiciclina.
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2.2.1.4. Formacion de liposomas por el método de pelicula hidratada.

Para la formacion de los liposomas se aplico una metodologia modificada de (Fathalla
et al., 2020); se coloco la solucion organica en el balén y se evaporo a presion reducida
a40°C por medio un rotavapor a 90 rpm, posterior a esto se formo una pelicula delgada

en las paredes del balén.

La hidratacion de la pelicula delgada se efectué usando 10 mL del tampon citrato que
contiene el antibidtico doxiciclina, el producto se agito por un periodo de 2 mina 37°C
y 90 rpm aplicando el rotavapor. Pasado los dos minutos se incub6 la solucion a
temperatura ambiente por 3 horas. Finalmente, a la suspension obtenida se trat6 en un
ultrasonicador por 30 ciclos con bafio de hielo, cada ciclo consistia en 2 segundos de

encendido y 2 segundos de apagado a una frecuencia del 25%.

2.2.1.5.Analisis de las soluciones liposomales por medio del microscopio éptico de

luz invertida.

Por medio de un objetivo de 40x en un microscopio optico de luz invertida EVOs se

obtuvieron imagenes de la solucion liposomal (Miere (Groza) et al., 2021).

2.2.2. Analisis de la eficiencia de encapsulacion de doxiciclina en los liposomas.

2.2.2.1.Determinacion de la concentracion de doxiciclina encapsulada y residual.

Cada proporcion de los liposomas cargados con doxiciclina, se midid su eficiencia de
encapsulacion por medio del método de adicién de protamina (Tai et al., 2019); la

solucion de protamina (50 mg/5ml) con la solucion liposomal se homogenizo6 en
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volimenes iguales 1:1, para posteriormente ser incubadas por 6 horas; se centrifugo la
muestra a 10 000 gravedades por 35 min, para obtener dos fases, el precipitado se lavo
con agua destila tres veces, para luego ser disuelta en metanol. Se midi6 la absorbancia
del precipitado disuelto y el sobrenadante en un espectrofotémetro UV-vis. Los valores
de absorbancia se registraron a una longitud de onda de 273 nm (Gholse et al., 2022).
La obtencidn de los valores de concentracion se realizé reemplazando las variables de

la férmula de la curva de doxiciclina Figura 7 con los valores de absorbancia.

El célculo del porcentaje de encapsulacion se basa en la formula:

Cantidad total de doxiciclina — Cantidad libre de doxiciclina
EE% = - —— x100
Cantidad total de doxiciclina

Cantidad total de doxiciclina= Concentracion del sobrenadante + Concentracion del

precipitado.

Cantidad libre de doxiciclina= Concentracion del sobrenadante

2.2.2.2.Evaluacion de la formacion de liposomas y eficiencia de encapsulacion de
doxiciclina por medio espectroscopia infrarroja de la transformada de

Fourier.

La evaluacién por medio de espectroscopia infrarroja para cada proporcion de los
liposomas cargados con doxiciclina se tomé de 3 a 5 puL de las muestras de los
componentes utilizados y los liposomas formados, para analizarlos en un intervalo de
4000 a 400 cm™® con una resolucion de 0.48 a 1.93 cm™ (Fathalla et al., 2020).
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2.2.2.3.Evaluacion de la formacion de liposomas con doxiciclina por medio de

analisis térmico.

La evaluacion por medio del calorimetro diferencial de barrido DSC se tomé de 3a 5
mg de muestras de los componentes utilizados, se equilibré a una temperatura de 25
°C manteniéndolo por 5 min para posteriormente subir la temperatura en un intervalo
de 10 °C/min hasta llegar a 300°C (Fathalla et al., 2020). Esto se aplic6 con una

corriente de gas de nitrogeno.

2.2.3. Evaluacion de la estabilidad de los liposomas con doxiciclina por medio

de una digestion simulada in vitro.

Por medio de una simulacion de las condiciones del sistema gastrointestinal en base
del estudio de Tai et al. (2019); se inicid con el precalentamiento a 37°C de la solucion
con los liposomas. Posteriormente se empezd a someter la solucion liposomal en
diferentes fases que corresponden a: 1) Fase bucal donde se simul6 el fluido salival
(SSF) para esto se preparé el SSF con 0.597 g NaCl y 0.101 g de KCI en 500 mL de
agua destilada; se mezcl6 en proporciones de 1:1 los liposomas y SSF ajustando el pH
a 6.8, para dejarlo por 10 min. 2) Fase estomacal corresponde al liquido gastrico
simulado (SGF); se simul6 el liquido gastrico FGS con 1 g de NaCl, 3.5 mL de HCI
concentrado y se ocupd el comprimido de cépsula comercial (DIGESTOTAL
BILIAR), con 300 mg de pepsina en su contenido; los componentes se disolvieron en
500 mL agua destilada; se mezcl6 1:1 de proporciones de volumen de los liposomas y
de FGS ajustando el pH a 1.5 dejandolo por 2 h. 3) Fase de intestino delgado, como
ultima fase se simul6 las condiciones del liquido intestinal (SIF); se obtuvo el SIF con
3.4 g de K;HPO., 4.35 g NaCl, 1.6 g de pancreatina y se ocup6 el comprimido de
capsula comercial (DIGESTOTAL BILIAR), con 315 mg sales biliares en su
contenido; los componentes se disolvieron en 500 mL de agua destilada Se ajusto la
mezcla de la muestra de fase estomacal a un pH de 6.8. Se mezclé 1:1 de proporciones

de volumen de los liposomas y de SIF ajustando el pH 7.0 dejandolo por 2 h.
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Se midio la eficiencia con el método (Tai et al., 2019); donde al producto resultante
del sistema digestivo simulado se centrifugd a 10000 gravedades y se midio por
espectrofotometria UV-vis. Los valores de absorbancia se registraron a una longitud
de onda de 273 nm (Gholse et al., 2022).

2.2.3.1.Evaluacion de las condiciones de almacenamiento.

Para esta evaluacion se tomo suspensiones liposomales y se las colocd en tubos Falcon
(10 mL) en base al método de (Bhatia et al., 2004); a un periodo de tiempo de dos

semanas con las siguientes condiciones:

a. RF=4-8°C.
b. TA=20+2°C.
30+2°C.
37+2°C.

o o

2.2.4. Analisis Estadistico

Se realiz6 un analisis ANOVA con las siguientes especificaciones:

e Ho= Las concentraciones de los liposomas y colesterol incide en la eficiencia
de encapsulacién de la doxiciclina.
e Ha= Las concentraciones de los liposomas y colesterol no incide en la

eficiencia de encapsulacion de la doxiciclina.

Posterior a la obtencion de los resultados de la ANOVA se realizd una prueba post
hoc, a través del método de Tukey con un 95% de confianza, con el cual se obtendra
una mayor sensibilidad para definir cual de los tratamientos sera el mas significativo,

donde, si p value es menor a 0.05 se aceptara la hip6tesis nula.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Andlisis de resultados.

3.1.1. Optimizacion del proceso de elaboracion de liposomas para la

encapsulacion de doxiciclina.

3.1.1.1.Elaboracion de los liposomas mediante la combinacion de lecitina y
colesterol por el método de pelicula hidratada.

El proceso de preparacion de liposomas inicia con la optimizacion de la concentracion
de los fosfolipidos, colesterol y otros elementos a emplear en el proceso. Este es un
paso fundamental debido a que la composicién de la formulacion liposomal influye
directamente en la encapsulacion del farmaco y su posterior liberacion, alterando la
estabilidad y permeabilidad de la bicapa lipidica (Inglut et al., 2020; Maritim et al.,
2021).

Una fuente natural de fosfolipidos empleada en la fabricacion de liposomas es la
lecitina, la estructura de la lecitina comprende una mezcla compleja de fosfolipidos
combinados como: fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol, entre otros (Johnson et al., 2020). La lecitina puede extraerse de
diversas matrices como por ejemplo de yemas de huevos, semillas de girasol o de la
soya (Bot et al., 2021). La aplicacion de lecitina extraida de la soya ha presentado
mayores ventajas para la formacion de liposomas, debido a que tienen una menor
cantidad de &cidos grasos poliinsaturados, proporcionando mayor estabilidad a la
membrana (Le et al., 2019). Los liposomas formados a partir de lecitina de soya han
sido investigados en areas biomédicas como la encapsulacién de curcumina como
agente antinflamatorio (Gao et al., 2021); también se ha empleado como componente
de liposomas con isoniazida, para el tratamiento de la tuberculosis (Nkanga et al.,
2017).
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La lecitina extraida de la soya puede presentar diversos niveles de pureza y es la
lecitina de alta pureza la que tiene un mayor valor comercial en el mercado. Debido a
los costos, se ha investigado la aplicacion de lecitina de baja pureza, la cual contiene
un 60% de fosfolipidos y 40% de triglicéridos (Pino, 2021), con esto se ha reportado
que, la lecitina de menor pureza posee un mayor contenido de fitoesteroles que pueden
proporcionar mayor estabilidad a la membrana de los liposomas y mejor eficiencia de
encapsulacion (J. Li et al., 2022; Nkanga et al., 2017).

El colesterol (CHO) es otro elemento utilizado en la fabricacién de liposomas y su
funcién radica en que su adicion mejora la estructura de las membranas lipidicas,
influyendo en el empaquetamiento de los fosfolipidos al reducir la permeabilidad de
lamembrana (Guimardes et al., 2021). El colesterol se localiza e interactta en la parte
hidrofébica de los fosfolipidos, influyendo en la rigidez y elasticidad de los liposomas
(Jovanovi¢ et al., 2018).

La concentracién maxima de CHO en la composicion de liposomas que se han
estudiado corresponde alrededor de un 50% (Briuglia et al., 2015); pues el CHO
reduce la fluidez de la membrana liposomal alterando significativamente el tamarfio y
rigidez del liposoma (Nsairat et al., 2017). Concentraciones de CHO alrededor de
25% en la formulacién de los liposomas han mejorado la cohesién de la membrana,
facilitando su formacion y disminuyendo la temperatura de transicion de los
fosfolipidos, es decir, la temperatura en la cual se producen cambios debido a la
proximidad del grupo polar y a la interaccion entre el medio y cabeza de los
fosfolipidos, ordenandolos para formar la bicapa lipidica (Nakhaei et al., 2021). En
base a estas caracteristicas se definié como componentes principales de los liposomas

a elaborar en este estudio a la lecitina de soya cruda (CL) y al colesterol (CHO).

Para la determinacion de las concentraciones Optimas de lecitina y colesterol se

procedid a evaluar diferentes proporciones de estos. Se utilizé como referencia el
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estudio de Gugleva et al. (2019), en el cual se encapsulé doxiciclina en nanovesiculas
por la técnica de pelicula hidratada a diferentes proporciones, pero con otros
componentes liposomales. A partir de esta investigacion se definio en el presente
trabajo tres diferentes proporciones de CL:CHO, para la obtencion de las soluciones
liposomales. Las proporciones evaluadas fueron 60:40, 70:30 y 80:20 como se muestra
en la Tabla 1. Cada proporcion se realizé para la obtencion de 100 mg de contenido
liposomal en 10 ml de la solucién Buffer Citrato a pH 3-3.3, y cada componente se
disolvié en la solucion orgdnica mencionada en la metodologia. Posterior a la
evaporacion de esta solucion, la pelicula formada se hidraté con la solucion Buffer,
para la formacion de los liposomas. La solucion Buffer se ajust6 al pH mencionado,
ya que a un pH menor a 3.5 los grupos fosfato de los fosfolipidos se volveran mas
hidréfilos favoreciendo la agrupacion de estos, produciendo de forma mas eficiente la
bicapa lipidica (Bot et al., 2021).

Tabla 1. Proporciones de lecitina de soya cruda y colesterol evaluadas para la
obtencion de liposomas por el método de pelicula hidratada.

Proporcion de los Componentes Solucion Buffer
liposomas Citrato
pH (3-3.3)
60:40 CL:CHO 10 ml
70:30 CL:CHO 10 ml
80:20 CL:CHO 10 ml

Nota: Cada proporcion se realiz6 para la obtencion de 100 mg de contenido liposomal en la
solucién Buffer Citrato a pH (3-3.3), donde CL corresponde a lecitina de soya cruda y CHO

al colesterol.

Los liposomas obtenidos con las diferentes proporciones fueron visualizados y
analizados en un microscopio de luz invertida a traves del aumento de 40x, como se

muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Evaluacién de la formacion de estructuras liposomales por medio del
microscopio de luz invertida.

Se observd imagenes microscépicas de las tres proporciones de liposomas a 40X: (A) 60:40
(CL:CHO), (B) 70:30 y (C) 80:20. Las imagenes fueron corregidas en el programa FIJI para
una mejor visualizacion. Las circunferencias rojas indican las estructuras con forma de esférica
caracteristica que poseen los liposomas.

Como se menciono anteriormente, en la formacion de liposomas, el pardametro clave a
tener en cuenta es la proporcion de CL:CHO. En la Figura 2 se muestran las iméagenes
obtenidas para cada proporcion evaluada. Se observa una mayor cantidad de liposomas
formados tanto en la Figura 2A 60:40 (CL:CHO) y principalmente en la Figura 2B
70:30; en comparacion de la Figura 2C correspondiente a la proporcion 80:20. Esto
debido a que a menor cantidad de CHO, la bicapa lipidica es menos rigida y por ende
mas propensa a la deformacidn, provocando una disminucion del nimero de vesiculas
formadas, o también a la formacion de los liposomas de baja calidad que en poco
tiempo serdn desarmados (Pande, 2023). Las imagenes obtenidas sugirieron que la
mejor proporcidn para la elaboracion de liposomas es de 70:30 CL:CHO (Figura 2B).
Sin embargo, hasta este punto no se podia considerar como definitivo este resultado
debido a que no se logré analizar la morfologia de los liposomas a detalle ni a la escala
adecuada, siendo necesario otro tipo de pruebas confirmatorias como la Microscopia

electronica de transmision (TEM).
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Para obtener resultados definitivos sobre la mejor proporcién CL:CHO para formar
liposomas se procedio a elaborar nuevamente los liposomas en las proporciones
definidas en la Tabla 1, pero esta vez incluyendo en la formulacion liposomal al
farmaco de interés, la doxiciclina. La cantidad de doxiciclina afiadida para la
encapsulacion fue de 10 %(p/p), es decir, para el total de liposomas formados
correspondientes a 100 mg, se diluy6 10 mg de doxiciclina en la solucion Buffer

Citrato a pH 3-3.3. La formulacion final de los liposomas se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Proporciones de lecitina de soya cruda y colesterol evaluadas para la
obtencién de liposomas cargados de doxiciclina por el método de pelicula hidratada.

Proporcion de los Componentes Solucion Buffer  Doxiciclina/lipido
liposomas Citrato %(p/p)
pH 3-3.3
60:40 CL:CHO 10 ml 10
70:30 CL:CHO 10 ml 10
80:20 CL:CHO 10 ml 10

Nota: Cada proporcion se realiz6 para la obtencién de 100 mg de contenido liposomal en la
solucion Buffer Citrato a pH (3-3.3), donde CL corresponde a lecitina de soya cruda y CHO

al colesterol.

La proporcion del 10% (p/p) de doxiciclina por cada 100 mg de liposomas se
selecciond, debido a que en varios estudios se ha demostrado que la precipitacion de
los liposomas y la baja eficiencia de encapsulacion se generan debido a altas
proporciones en la relacion farmaco/lipido (Budai et al., 2009; Fathalla et al., 2020;
Pande, 2023).

La seleccion de la doxiciclina como farmaco para la encapsulacion, se basa en la
importancia de su actividad ante microorganismos grampositivos y gramnegativos,
haciendo que su aplicacion terapéutica sea esencial en el &mbito biomédico. Esto

debido a que atraviesa de mejor manera las membranas bacterianas y posee una vida
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media prolongada, lo que contribuye a su difusion dentro de las células para asi lograr

su accion inhibitoria (Feitosa et al., 2022).

Las soluciones liposomales obtenidas en este punto fueron analizados bajo diferentes
tipos de microscopios para determinar de manera definitiva la mejor proporcién de
CL:CHO para la encapsulacion de doxiciclina y también para determinar la eficiencia
de la encapsulacion. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente seccion.

3.1.1.2.Andlisis de las soluciones liposomales por medio del microscopio optico de

luz invertida.

La microscopia permite la visualizacion de la morfologia, tamafio y homogeneidad de
los liposomas, basandose en tres principales técnicas que corresponden a dptica,
electrones o por fuerza atomica (Sopyan et al., 2020). Con respecto a la microscopia
Optica, esta aporta la visibilidad rapida de vesiculas en las muestras, mostrando tanto
su homogeneidad como el estado agregacion de las soluciones liposomales; sin
embargo, esta técnica no refleja una informacién detallada sobre la morfologia de las

nanovesiculas (Robson et al., 2018).

La aplicacion del microscopio optico de luz invertida se utiliz6 como método rapido y
de bajo costo para la verificacion de la formacién de los liposomas por medio del
analisis de las estructuras esféricas y de la homogeneidad presente en cada una de las
muestras. Las imagenes obtenidas por medio del microscopio de luz invertida a traves
de una escala de 40x, fueron editadas en el programa FIJI, con el fin de definir las
estructuras esféricas de forma mas clara en las imagenes de las muestras liposomales
(Figura 3).
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Figura 3. Evaluacion de la formacion de estructuras liposomales cargadas con
doxicilina por medio del microscopio de luz invertida.

Se observo imagenes microscépicas de los liposomas cargados con doxiciclina a 40x
de proporciones: (A) 60:40 (CL:CHO), (B) 70:30 y (C) 80:20. Las iméagenes fueron
corregidas en el programa F1JI para una mejor visualizacion. Las circunferencias rojas
indican las estructuras con forma de esférica caracteristica que poseen los liposomas.

La aplicacion del programa FIJI en cada imagen de 40x se realiz6 con el fin de eliminar
factores de ruido causados por el microscopio y diferenciar las vesiculas de forma méas
detallada y clara. Las imagenes obtenidas por medio del microscopio de luz invertida
mostraron la presencia de estructuras esféricas en la medida de 40x para cada una de
las proporciones (CL:CHO). Sin embargo, las estructuras mas definidas y con mejor
resoluciéon de las soluciones liposomales correspondieron a la proporcion 70:30
(Figura 3B). Igualmente, en esta proporcion es en donde se observa mayor cantidad
de liposomas formados y de tamafio variable. Aunque en las Figuras 3A y 3C
correspondientes a las proporciones 60:40 y 80:20, respectivamente; también se
observa la formacion de estos liposomas, sin embargo, la cuantificacion es menor al

de la proporcién 70:30.
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Las imagenes y morfologia de los liposomas que se muestran en la Figura 3 a 40x son
similares a imagenes reportadas en otras investigaciones (Gibis et al., 2016; Miere
(Groza) et al., 2020) sobre la elaboracion de liposomas, Figura 4. Las vesiculas
resultantes en estos estudios tienen una apariencia mas difusa, la diferencia con el
presente trabajo se debe a la resolucion que se encuentran en las imagenes de los
liposomas por la aplicacion del programa FIJI, resultando con estructuras esféricas con
mayor definicion en la presente investigacion. La imagen de la Figura 4A corresponde
a liposomas elaborados por fosfolipidos purificados como fosfatidilcolina, los autores
de este estudio obtuvieron resultados similares con respecto a la forma y distribucion

homogénea de las vesiculas.

Figura 4. Imagenes de las soluciones liposomales obtenidas por medio de microscopia
Optica.
Imégenes vistas por el microscopio de luz invertida de las soluciones liposomales; obtenidas

de (A) (Miere (Groza) etal., 2021) y (B) (Gibis et al., 2016), empleada para una comparativa
con el andlisis resultante de la muestra de liposomas elaborados.

Las imagenes obtenidas a partir del microscopio de luz invertida proporcionaron una
informacion limitada sobre las soluciones liposomales, por lo que fue necesario aplicar
la técnica microscopia electrénica de transmision (TEM) para un mejor analisis de la

morfologia de los liposomas.
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3.1.1.3.Andlisis de las soluciones liposomales por medio del microscopio

electronico de transmision (TEM).

La técnica de microscopia electronica de transmisidn proporciona una superresolucion
con un alto aumento de las imagenes, obteniendo una mejor caracterizacion y
visualizacion de la morfologia de los liposomas (Robson et al., 2018). El principio se
basa en el aprovechamiento de los fendmenos fisico-atémicos producidos a partir de
un haz de luz de electrones acelerado (Lin et al., 2021). Con esto, al colisionar los
electrones con la muestra, en funcion tanto de su grosor como del tipo de &tomos que
la conforman, una parte de ellos se dispersan de manera selectiva, en si, unos atraviesan
y otros son desviados. A partir de eso, todos estos electrones son modulados por lentes
especializados que forman una imagen con distintas intensidades de gris que definen
el grado de dispersion de los electrones que incidieron en la muestra (Rizvi et al.,
2021).

Este tipo de técnica es la mas aplicada para la obtencion de imagenes de liposomas y
caracterizacion de las nanoestructuras a un tamafio de 500 nm, proporcionando vistas
de la orientacion y morfologia de las nanovesiculas (Miere (Groza) et al., 2020;
Sopyan et al., 2020). Las imagenes obtenidas por TEM que se presentan en la Figura
5, se compararon entre si para analizar la formacion de los liposomas para determinar

la mejor proporcion para la encapsulacién de doxiciclina.
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Figura 5. Evaluacién de la formacion de estructuras liposomales por medio del

microscopio electronico de transmision (TEM).

En las imagenes se presentan a soluciones liposomales vistas por TEM a escala 500 nm (A):
se observan pocas vesiculas liposomales definidas segun la proporcién (60:40). (B): se
observan liposomas definidos y en una cantidad considerable al ser la proporcién ideal (70:30).
(C): cmulo no definido de la proporcion (80:20), donde no se observa formacion de
liposomas. Imagenes obtenidas en el Centro de Nanociencia y Nanotecnologia (CENCINAT)
de la Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE).

De acuerdo con el analisis microscopico TEM, se observo la formaciéon de los
liposomas, en la mayoria de las muestras que se presentan en la Figura 5. En general
se aprecian nanovesiculas que pese a no tener una homogeneidad en cuanto a tamafio,
existe una apreciacion clara de la estructura esférica que adquieren. La Figura 5A
muestra la proporcidn 60:40 con una baja cantidad de estructuras esféricas. La Figura
5B corresponde a la proporcion de liposomas 70:30 donde se observa un mayor
numero de estructuras vesiculares y bien definidas. Por Gltimo, en la Figura 5C que
corresponde a la proporcion 80:20, no se observa la formaciéon de estructuras esféricas,
esto puede deberse a factores como la presencia de liposomas en muy baja cantidad o
la degradacion de los liposomas antes del analisis TEM.

Un factor que puede influir de manera significativa en la fabricacion de liposomas es
la sonicacion. El proceso de sonicacion disminuye el tamafio y favorece a la
homogeneidad de las vesiculas producidas, aunque dependiendo de las condiciones

del ultrasonicador los liposomas pueden ser desintegrados (Pandur et al., 2020). Para
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que los liposomas puedan soportar condiciones de estrés producidas por la sonicacion,
se ha aplicado el colesterol logrando fortalecer la resistencia de la membrana, teniendo
liposomas mas estables (Pavlovi¢ et al., 2022). En referencia a la proporcion 60:40 y
70:30 (Figura 5A y 5B) se observa la formacion de vesiculas debido a que estas
muestras contienen mayor cantidad de CHO en su composicion, logrando resistir las
condiciones sonicacion. En cambio, la ausencia de estructuras esféricas en la
proporcion 80:20 (Figura 5C), se puede explicar por la baja concentracion de CHO,
produciendo la baja estabilidad de la membrana, por lo que los liposomas no
soportaron las condiciones de estrés del ultrasonicador y provocando su desintegracion
(Gugleva et al., 2019).

La presencia de liposomas de diferente tamafio y morfologia obtenidas en esta
investigacién concuerda con imagenes reportadas en otros estudios relacionados
(Gibis et al., 2016), Figura 6. Un factor que influye en el tamafio y morfologia de los
liposomas es la técnica empleada, por ejemplo, la técnica de hidratacién de pelicula
puede dar como resultado la formacion de estructuras lipidicas abiertas, estructuras
tubulares, entre otras (Baxa, 2018). La estructura de los liposomas obtenidos en esta
investigacion también se asemeja a liposomas elaborados con fosfolipidos sintéticos
por el método de inyeccion y observados a una escala de 100 nm (Afrasiabi et al.,
2023).

Figura 6. Imagenes de las soluciones liposomales obtenidas por medio del
microscopio de transmision electronica.

Iméagenes por TEM de las soluciones liposomales; obtenidas de (Gibis et al., 2016), empleada
para una comparativa con el andlisis resultante de la muestra de liposomas elaborados.
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En base a los resultados de TEM vy a las caracteristicas de cada solucion liposomal, se
puede confirmar que la proporcion 70:30 es el tratamiento que permite obtener
liposomas de mejor calidad y en mayor cantidad, los liposomas se observan como

nanoparticulas esféricas, suaves y definidas.

3.1.2. Anadlisis de la eficiencia de encapsulacion de doxiciclina en los liposomas.

3.1.2.1.Determinacion de la concentracion de doxiciclina encapsulada y residual.

Para determinar la eficiencia de la encapsulacion de doxiciclina fue necesario
centrifugar las soluciones liposomales para obtener dos fracciones. La primera
fraccion correspondié al sobrenadante que contenia el Buffer Citrato pH 3-3.3 y la
doxiciclina que no fue encapsulada, mientras que, la segunda fraccion fue el

precipitado que correspondié a los liposomas cargados de doxiciclina.

Por medio de espectrofotometria UV-vis a 273nm, se determind la cantidad de
doxiciclina en el sobrenadante y la doxiciclina encapsulada en los liposomas, mediante
los valores de absorbancia, los cuales se reemplazaron en la férmula que se obtuvo a
partir de la curva de calibracion de doxiciclina representada en la Figura 7; esta curva

de calibracion fue disefiada en base a los valores mostrados en el ANEXO A.
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Curva de Calibracion de Doxiciclina.

02
)
@
g 015 e
£ o1 ™ y =0,0082x + 0,0148
2 o R? = 0,9907
<005 . -
o’
0
0 5 10 15 20 25

Concentracion de Doxiciclina (ug/mL)

Figura 7. Curva de calibracion de Doxiciclina (Elaboracion propia).

Una vez obtenidos los valores de concentracion de cada fraccion, estos fueron
reemplazados en la Ecuacion 1, donde la cantidad total de doxiciclina corresponde a
la suma de las concentraciones de ambas fracciones y la cantidad libre de doxiciclina
corresponde a la concentracion en la fase del sobrenadante, para obtener asi el valor
porcentual de la eficiencia de encapsulacion que se expone en la Tabla 3.

Cantidad total de doxiciclina — Cantidad libre de doxiciclina
EE% = - — x100
Cantidad total de doxiciclina

Ecuacién 1. Férmula para el calculo del valor porcentual de la eficiencia de
encapsulacion de los liposomas.

Tabla 3. Eficiencia de encapsulacion de doxiciclina en los liposomas elaborados con
las diferentes proporciones de CL:CHO.

Muestras Concentraciébn  Concentracién Eficiencia de PromedioxSD

(CL:CHO) Precipitado Sobrenadante encapsulacion (%) (%)
(Hg/ml) (Hg/ml)

R1(60:40)  321.9512195 338.0487805 48.7804878

R2 (60:40)  282.9268293 321.7073171 46.79306172 48.06+1.10

R3(60:40)  198.7804878 210.2439024 48.59868813

R1(70:30)  270.7317073 206.9512195 56.67602757

R2(70:30) 2256097561  202.4390244 55.13513514 56.41+1.16

R3 (70:30) 287.804878 213.5365854 57.40695694

36



R1(80:20)  84.14634146 212.9268293 28.32512315
R2 (80:20)  72.56097561 215.1219512 25.22255193
R3(80:20)  74.87804878 210.2439024 26.26176219

26.60+1.58

Nota: Para cada proporcion de CL:CHO se realizaron tres réplicas. Los datos que se
muestran son la media de las réplicas y la desviacion estandar (+ SD).

La Tabla 3 indica que la eficiencia de encapsulacion de doxiciclina en los liposomas
de la proporcién 60:40 (CL:CHO), present6 un valor de 48.06+1.10%, correspondiente
al segundo tratamiento mas viable. En cuanto a los liposomas de la proporcion 70:30,
estos presentaron la mayor eficiencia de encapsulacion logrando un 56.41+1.16%,
siendo el mejor tratamiento. El dltimo tratamiento fue el menos eficiente,
correspondiente a la proporcion 80:20 se obtuvo un valor de 26.60+1.58%.
Complementario a esto en la Figura 8, se muestra graficamente a partir de un
histograma que la proporcion 70:30 (CL:CHO) es la ideal, para la encapsulacién de

doxiciclina.

En el ANEXO B se reportan los andlisis de varianza ANOVA realizados en torno a la
eficiencia de encapsulacion de doxiciclina, donde se determind la existencia de
diferencias significativas en la eficiencia de encapsulacion con las diferentes
proporciones de lecitina y colesterol evaluadas. A partir de esto, se aplico la prueba
HSD Tukey, con un nivel del 95% vy asi, se determin6 un mayor porcentaje
representativo de la eficiencia de encapsulacion en la proporcion 70:30 (CL:CHO).
Con estos valores se comprobd la hipdtesis nula planteada, sobre la influencia de la

concentracion de los liposomas en la eficiencia de encapsulacion de la doxiciclina.
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Histograma Simple Media de Eficiencia de encapsulacién por Proporciones de los liposomas
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Figura 8. Histograma del analisis de las distintas proporciones de CL:CHO.

A partir del andlisis estadistico proporcionado en el ANEXO B, se realizé el anélisis grafico
para lo cual se empled el histograma; en la cual se puede distinguir que la barra central
correspondiente a la proporcion 0.7:0.3 posee un valor més alto respecto a la media de la
eficiencia de encapsulacion. Mientras que, las proporciones 0.6:0.4 y 0.8:0.2 respectivamente
se relacionan con valores menores en el eje de la media de la eficiencia de encapsulacion.

Cabe mencionar, que la encapsulacion de la doxiciclina se puede generar tanto de
forma pasiva o activa; la primera se desarrolla a la par de la formacion de los
liposomas, mientras que la segunda ocurre empleando los liposomas ya formados
(Villanueva Alvaro, 2019). En esta investigacion, lo ocurrido corresponde a la
denominada encapsulacion pasiva, por lo que a mayor estabilidad de la membrana en

la formacion de liposomas se producira una mayor encapsulacion.

La proporcion 60:40 (CL:CHO) logré una eficiencia de encapsulacion de doxiciclina
del 48.06+1.10%, gracias al alto contenido de colesterol que dota de resistencia y
rigidez a la membrana, impidiendo la salida del agente encapsulado y evitando la
degradacion del liposoma. A pesar de esto, la proporcion 70:30 (CL:CHO) produjo
una mayor estabilidad tanto para la formacion de nanovesiculas como para la
encapsulacion de doxiciclina, ya que provee de un equilibrio 6ptimo en relacion con
su composicion de fosfolipidos. Gugleva et al., (2019) expone que una alta
concentracion de CHO puede inferir en la bicapa lipidica provocando la fuga de la
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doxiciclina, al interrumpir las interacciones entre los fosfolipidos. Refiriéndose a este
articulo, el mejor tratamiento correspondié a una proporcion de 7:3 de sus
componentes liposomales, donde dicho tratamiento obtuvo un valor de 58.5+0.9% de
eficiencia de encapsulacion; este valor es bastante cercano al obtenido en la presente
investigacion. Por otra parte, la proporcion 80:20 fijo un valor de 26.60+1.58%, esto
se sugiere que se debe a la baja estabilidad de la membrana, como consecuencia de la
baja concentracién de CHO.

En investigaciones sobre la encapsulacion de doxiciclina en liposomas a base de
fosfolipidos de origen sintético, se ha encontrado una eficiencia de encapsulacién
aproximada a 47.2+£3.1 % (Afrasiabi et al., 2023). Al comparar estos valores con los
obtenidos en la presente investigacion, se demuestra una alta eficiencia de

encapsulacion de doxiciclina, similar a los reportados en la literatura.

Los resultados mostrados en esta seccién demuestran que los liposomas fabricados con
la proporcién lecitina de soya cruda y colesterol 70:30 fueron los mejores para
encapsular doxiciclina. Sin embargo, para corroborar la correcta encapsulacion del
farmaco se realizaron analisis complementarios como espectroscopia infrarroja. La
espectroscopia infrarroja permite corroborar tanto la formacion de los liposomas como
la encapsulacion de la doxiciclina a través de un espectro, estos resultados se presentan

en la seccion siguiente.

3.1.2.2.Evaluacion de la formacion de liposomas y eficiencia de encapsulacion de
doxiciclina por medio espectroscopia infrarroja de la transformada de

Fourier.

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica
aplicada para la obtencion de un espectro infrarrojo ya sea de absorcion o emision de

un solido, liquido o gas. Esto permite realizar un analisis integral del estado
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bioquimico de la muestra, al monitorear los niveles de las biomoléculas principales
que estan contenidas en la misma. Esto se logra en base a su principio que radica en la
excitacion de los grupos moleculares a partir de un haz de luz infrarroja que genera

movimientos de vibracion en los enlaces moleculares (Magalhées et al., 2021).

Los movimientos vibracionales; se diferencia a partir del tipo de desplazamiento
generado en los enlaces, los cuales tienden a ser tanto de tension como de flexion. Asi,
las tensiones generan un estiramiento o estrechamiento del enlace, mientras que, las
flexiones generan un tipo de deformacion del enlace. Dichos movimientos también
pueden presentarse de manera simétrica y asimétrica, siempre y cuando el nimero de

atomos que conforman el enlace es de tres 0 mas (Petit & Puskar, 2018).

El analisis de una muestra a partir de esta técnica provee de un espectro de absorcion
infrarrojo que proporciona informacidn tanto de la estructura como del conjunto de los
grupos funcionales. Todas las moléculas determinan un conjunto de bandas de
absorcién, donde cada banda representa un movimiento de vibracion correspondiente
a un enlace especifico dentro de la molécula, es asi como, este conjunto de sefiales
suele ser denominado la huella dactilar del compuesto analizado (Magalhées et al.,
2021).

Figura 9. Estructura quimica de la doxiciclina con sus grupos funcionales, obtenido
de (Kogawa & Salgado, 2012).
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La doxiciclina Figura 9, es un antibidtico derivado de las oxitetraciclinas; Kogawa &
Salgado (2012) sefiala que cualquier variacion en el oxigeno dispuesto en el carbono
1y enel hidroxilo del carbono 3, va a inactivar la estructura. Ademas, mencionan que
el N(CHz). dispuesto en el carbono 4 es esencial para dotar de la actividad
antimicrobiana, asi también, la eliminacion de OH-,CH2- 0 ambos a la vez, hace que
el compuesto tenga mayor estabilidad. Sin embargo, la presencia de Cl- o CHs- en el

carbono 9, tiende a disminuir la actividad de la molécula.

La Figura 10, muestra un ejemplo bibliografico de espectro FTIR para la doxiciclina,
esta se utilizd como referencia para los analisis de la presente investigacion.
Igualmente, en la Tabla 4 se muestra un desglose de los rangos de onda de la

doxiciclina y la respectiva asignacion estructural.
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Figura 10. Gréafica del analisis de la doxiciclina por espectroscopia FTIR

Gréfica del andlisis F-TIR de la doxiciclina obtenida de (Safdar et al., 2022), empleada para
una comparativa con el analisis resultante de la muestra de liposomas elaborados. Se presenta
el espectro F-TIR estandar de la doxiciclina, en el cual se observan los principales picos con
los grupos funcionales que definen las bandas, en este caso se tiene grupos funcionales NH y
OH, una extension correspondiente a C=0 y grupos hidroxilos.
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Tabla 4. Bandas de absorcion del espectro de infrarrojo de la doxiciclina

Rango de onda (cm™)  Asignacion estructural

3300 — 3200 Estiramientos tanto simétricos como asimétricos del
enlace —N — H de la amina.

3000 — 2900 Estiramientos de los enlaces de tipo C— HYy CH3.

1700 — 1550 Estiramientos — C = O, vibraciones en el enlace N — H
y enlaces aromaticos de tipo —C = C

1400 — 1300 Estiramientos tanto simétricos como asimétricos en los

enlaces acil - C — H y fenil —=C — 0.

1250 - 1200 Estiramientos en los enlaces de — C — OH del etanol y
—C-N.
1050 — 980 Sefiales correspondientes a un alcohol primario R —
OH.
950 - 600 Torsiones fuera del plano del enlace — C — H y también

sustituciones en los anillos aromaéticos.

En resumen, se llevd a cabo el analisis FTIR para la doxiciclina, los liposomas de la
proporcion 70:30 sin doxiciclina y para los liposomas de la proporcién 70:30 con
doxiciclina. La muestra de la doxiciclina se analiz6 en estado solido, mientras que, de
los liposomas, al encontrarse en solucion, fueron analizadas en estado liquido. Esto se
analizo en base a la Tabla 4, con la cual se definid las sefiales propias de cada banda
junto con su respectivo grupo funcional, asi como también las torsiones y

estrechamientos que se generan segun el tipo de enlace.
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Figura 11. Analisis del espectro infrarrojo de la doxiciclina.

Curva de la doxiciclina obtenido, donde se observan los picos que representan grupos
funcionales de este farmaco donde el pico 1 representa el grupo amino, el pico 2 el grupo
carbonilo y el pico 5 el alcohol primario.

Para la doxiciclina, se obtuvo el espectro que se muestra en la Figura 11, la doxiciclina
tiene varios picos, los mismos que denotan los grupos funcionales que posee; (Bureau
etal., 2019) indica que los grupos funcionales comprenden la regién entre 4000 y 1500
cm, esto debido a que los grupos funcionales absorben la radiacion en un intervalo

especifico de frecuencias independientemente de la molécula a la que esté unido.

La region comprendida entre 1500 y 600 cm™, se denomina la region de huella digital,
puesto que, Bureau et al. (2019) define que las bandas que aparecen en esta zona son
generadas a partir de varios tipos de vibraciones de enlace, por lo tanto, es un tanto
complicado asignar su origen, sin embargo, esta complejidad posibilita que cada

muestra tenga un espectro particular.

Al contrastar el espectro obtenido con la Figura 10 (Safdar et al., 2022), se puede

determinar una similitud en el pico 1, cuyo valor es 3280.76 cm™, se asemeja a la sefial
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correspondiente a 3271 cm™, la cual pertenece al enlace tipo — N — H del grupo
funcional amino. Por otra parte, en el pico 2, la muestra también define las sefiales
1608.96 cm™y 1548.80 cm™, lo cual concuerda con lo obtenido por (Safdar et al.,
2022), al mencionar que esta region se atribuye a enlaces de estiramiento de los
carbonilos — C = O cetdnicos, los cuales se disponen unidos tanto al ndcleo
tetraciclinico como a las tensiones aromaticas de los enlaces —C = C, esto debido a

que la doxiciclina pertenece al grupo de las tetraciclinas.

Mientras tanto, en el pico 3, se tienen estiramientos simétricos y asimétricos los cuales
estan asociados a los grupos — C — Hy — C — 0, esto en el rango comprendido ente
1217.27 cmy 1458.33 cm™, asi también, en el pico 4, se localizan estiramientos
correspondientes al enlace — C — N, todos estas sefiales y rangos tienen concordancia
con los espectros determinados por (Safdar et al., 2022), lo que genera una lectura

Optima de las sefiales y vibraciones obtenidas.

Las sefiales del alcohol primario se encuentran en el rango correspondiente a 1039 cm’
1y 990.63 cm™, delimitado en el pico 5, ademas, las sefiales restantes que se encuentran
al final de la curva muestran las torsiones y sustituciones que se generan fuera del
plano de los enlaces C — H en los anillos arométicos de este compuesto farmacéutico
(Leon Fontecha, 2019).
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Figura 12. Grafica del andlisis de la lecitina de soya y el colesterol por espectroscopia
F-TIR.
Gréfica del andlisis F-TIR de la lecitina de soya y el colesterol obtenida de (Jibran et al.,

2020), empleada para una comparativa con el analisis resultante de la muestra de liposomas
elaborados.

En el caso del analisis F-TIR de la Figura 12, (Jibran et al., 2020), se realizé con el
fin de corroborar la efectividad de encapsulacion de eugenol, que es un derivado
fendlico, sin embargo, la formacion de los liposomas que lo contendrian se dio por la
combinacién de lecitina de soya y colesterol, siendo factible la comparacién de su

espectro con el obtenido en los resultados pese a haber encapsulado doxiciclina.
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Ante esto, cabe mencionar que existen una serie de factores que pueden afectar la
calidad de los espectros obtenidos, donde destacan el contacto entre la muestra y el

cristal, la influencia de la forma fisica de la muestra y la sefal residual del espectro.
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Figura 13. Anélisis del espectro infrarrojo de la solucién liposomal obtenida de la
proporcion 70:30.

Curva de los liposomas sin carga de doxiciclina en la cual se observan 3 picos representativos

que corresponden a sus grupos funcionales, donde el pico 1 es el grupo amino, el pico el grupo
carbonilo y el pico 3 el grupo bivalente CH,.

La Figura 13 muestra el espectro obtenido de los liposomas ya formados, pero sin la
carga o encapsulacion de la doxiciclina, por tanto las sefiales detectadas corresponden
a los grupos funcionales tanto de la lecitina como del colesterol que son los
componentes que se combinaron para la formacion de dichos liposomas. Aunque, al
tener una mayor proporcion de lecitina respecto al colesterol, las selafies sugieren

mayor afinidad por este compenente, ya que en el pico 1, muestra el pico a 3331.38
cm, dicho valor es cercano al espectro de la lecitina de soya analizado por (Jibran et

al., 2020), cuyo valor ronda los 3409 cm™, asimismo, el pico 2, que define 1632.79
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cm™ tiene valores semejantes a las sefiales determinadas por el mismo autor, ya que
en su caso se obtuvo 1698 cm™, aqui cabe mencionar que el pico dictamina la presencia
del grupo funcional ¢ = O. Finalmente, la sefal perteneciente al pico 3, donde se

muestra el valor 512.47 cm™, denota la presencia del grupo funcional asociado al
enlace CHa.

Para tener una comparativa que demuestre que la doxiciclina fue encapsulada por las

vesiculas liposomales, se definieron los espectros sobrepuestos de la doxiciclina, los

liposomas sin carga y los liposomas cargados con la doxiciclina, tal como se observa

en la Figura 14. Se observa que, el espectro de la doxiciclina tiene muy poca similitud
con los espectros de las otras muestras, lo que sefiala una eficiente encapsulacion. Los

espectros de las muestra de liposomas tanto cargados como sin cargar demuestran que

se detectdé los componentes de los liposomas, es decir, la lecitina de soya y el
colesterol.
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Figura 14. Anélisis comparativo del espectro de doxiciclina y de los liposomas, con
carga y sin carga.

Comparacion entre las curvas de la doxiciclina, los liposomas sin carga y los liposomas

cargados con doxiciclina, la divergencia entre las curvas de los liposomas y la curva de la
doxiciclina demuestra la encapsulacion del farmaco
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Es necesario mencionar que, al tener los espectros sobrepuestos, hay que tomar a
consideracion las bandas de absorcion del espectro infrarrojo de la doxiciclina para asi
tener una perspectiva mas clara de las zonas y, por tanto, de las variables estructurales
que surgen a través de la deteccion de las vibraciones, para esto se tiene la Tabla 4 a

manera de complemento, pues, las especificaciones de cada espectro ya fueron
sustentadas.

Otro punto a destacar es que segun Jibran et al. (2020), en el espectro obtenido no se
observan las bandas correspondientes al grupo amida, sin embargo, destaca la banda

caracteristica del grupo amina, esto sugiere que en la muestra esta presente el farmaco,
es decir, la doxiciclina pero en su forma tautomérica ceto.
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Figura 15. Comparativa de los

espectros infrarrojos de las tres proporciones
evaluadas.

Comparacion entre las tres proporciones de acuerdo con la composicion de los liposomas, en
la cual se evidencia cierta similitud, sin embargo, los picos de la proporcién 70:30, se acercan

maés a las condiciones previstas en relacion con la curva de la doxiciclina, demostrando que
esta proporcion tiene una mayor eficiencia.
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Adicionalmente con el fin de tener un enfoque mas claro que determine que la
proporcidn ideal en cuanto a la combinacion de los componentes es 70 y 30, se realizo
la sobreposicion de las 3 proporciones probadas, a partir de esto, se confirmé que dicha
proporcion es la 6ptima debido a pequefias, pero a la vez significativas diferencias en

Sus espectros.

La diferencia principal la tenemos en la Figura 15, mas especificamente en los picos
1y 2, donde el espectro de la combinacion de 60 y 40 es paralelo pero nunca se topa
con los espectros de las otras dos combinaciones, esto segun Le et al. (2019) se debe
a que esta muestra posee una mayor cantidad de colesterol, lo cual hace que la lectura
de las sefiales de absorcion sean distintas, pero, a su vez, indica también que hubo una
eficiente encapsulacion debido a que difiere significativamente de los valores del
espectro de la doxiciclina. Ocurre lo contrario con la proporcion 80y 20, la cual, tiene
valores més cercanos a los del espectro del farmaco, lo que conlleva a interpretar que
hubo una menor encapsulacion de este, esto debido a tener menos cantidad de
colesterol, ya que Nakhaei et al. (2021) infiere que el colesterol al ser un agente
atrapante e influir directamente en la formacion de la vesicula liposomal, al tenerlo en

menor proporcidn, incidira también en la disminucion de la encapsulacion del farmaco.

3.1.2.3.Evaluacion de la formacion de liposomas con doxiciclina por medio de

analisis térmico.

De manera complementaria al analisis por espectroscopia, también se realiz6 un
analisis térmico a través de la aplicacion del Calorimetro Diferencial de Barrido
(DSC), con el cual se mide la cantidad de calor ya sea liberado o absorbido por la
muestra y puede ser tanto durante el calentamiento como el enfriamiento en un
determinado rango de temperatura (Leyva-Porras et al., 2019). Este analisis se utiliza
para caracterizar las propiedades térmicas de la muestra, asi como también, para
determinar la temperatura en la que se generan transiciones de fases concretas, donde

el principal factor a denotar corresponde a la temperatura de fusion.
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optimized nanoparticle suspension.

Figura 16. Grafica del andlisis térmico de la lecitina de soya por DSC.

Gréfica del DSC de la lecitina de soya obtenida de (Dave et al., 2017) y empleada para un
contraste con la gréfica obtenida del analisis de la muestra de liposomas elaborados.

En este caso se tomaron en cuenta ciertas condiciones, empezando la cantidad de la
muestra se mantuvo en el rango de 3 a 5 mg, a partir de eso, se equilibré la temperatura
de 25°C manteniéndola por 5 minutos y posteriormente se subié la temperatura en un
intervalo de 10°C/minuto hasta llegar a 300°C, paralelamente de aplicd una corriente

de gas nitrégeno (Fathalla et al., 2020).
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Figura 17. Curva correspondiente a liposomas de la proporcién (60:40) con
doxiciclina obtenida mediante el Calorimetro diferencial de barrido.

Respecto a la Figura 17 de liposomas se puede observar una serie de picos, sin
embargo, se analizaran los mas significativos. En este caso, (NCBI, 2023) menciona
que el punto de fusién de la doxiciclina se encuentra entre 195y 201° C, para esto, se
tiene el pico 3, que muestra un pico significativo el cual ronda los 200°C, corroborando
que el pico definido corresponde al punto de fusion de la doxiciclina. Mientras tanto,
en el pico 1, se tiene otro pico significativo, el cual denota el punto de fusion del
colesterol, en este caso, se dispone entre 145 y 150° C, lo cual se confirma con lo
determinado por (NCBI, 2023) que menciona que el punto de fusion del colesterol
ronda los 148° C. Asi también, el pico 2 denota un pico que se encuentra entre 145y
165°C, el cual sugiere el punto de fusion de la lecitina de soya, cuyo valor segin
(NCBI, 2023) es superior a los 145°C.
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Figura 18. Curva correspondiente a liposomas de la proporcion (70:30) con
doxiciclina obtenida mediante el Calorimetro diferencial de barrido.

Mientras que, la curva dictaminada para la proporcién (70:30), Figura 18 denota una
perspectiva mas clara en cuanto a la especificacion de los puntos de fusion de la
muestra de liposomas analizada, en este caso, tiene en el pico 1, el punto de fusion del
colesterol, que segin (NCBI, 2023) ronda los 148° C, estando dentro del rango
obtenido que es de 145y 150° C. En el pico 2, tenemos el punto de fusion resultante
de la doxiciclina, ya que (NCBI, 2023) define un rango entre 195y 201° C, lo cual es

cercano al valor dictaminado que se encuentra entre 190 y 210°C.

Con esto, se analizo tanto las interacciones como la estabilidad térmica entre el
farmaco y los lipidos, con lo cual se dictamino que los picos de fusion y de calor de
entalpia del fa&rmaco puro, es decir, de la doxiciclina fueron similares a los picos de las
particulas cargadas con el farmaco, esto sugiere que los componentes lipidicos y el
colesterol interactdan en gran medida puesto que se demuestra una estabilidad térmica
eficiente a raiz de una eficiente encapsulacion al comparar con la Figura 16 (Dave et
al., 2017).
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3.1.3. Evaluacion de la estabilidad de los liposomas con doxiciclina por medio de

una digestion simulada in vitro.

Una vez determinado la mejor proporcion de CL:CHO para la obtencién de liposomas
y una vez verificado que los liposomas de la proporcién 70:30 fueron los mejores en
encapsular la doxiciclina, se procedié a evaluar la estabilidad de los liposomas

mediante una digestion gastrica simulada.

Al ser la doxiciclina un antibiético que se administra cominmente por via oral es
necesario analizar su estabilidad durante este trayecto hasta llegar al intestino. Este
tipo de antibidticos administrados por via oral se absorben de manera variable, tanto
en el estbmago como en el intestino delgado, en donde presenta una absorcion entre el
90y 100% (Parolo, 2010). Aunque este porcentaje puede verse sesgado o disminuido,
por la reaccion con iones metalicos como el Fe, Ca y Al; con los cuales al formar
complejos, no logran ser asimilados en la fase intestinal (Feitosa et al., 2022). La
finalidad de esta simulacién radica en la evaluacion de la estabilidad de los liposomas,
para que soporten las condiciones del sistema gastrointestinal, manteniendo

encapsulada a la doxiciclina.

Otro aspecto a considerar es que antibiéticos como la doxiciclina pueden presentar
efectos secundarios en el organismo, como la formacién de ulceras por la irritacion
esofagica, ya que al ser disuelto produce un pH menor a 3 (Guo et al., 2019). Para
reducir estos efectos se modifica la concentracion administrada del farmaco, sin
embargo, la biodisponibilidad y efecto terapéutico pueden verse afectados (Wertz et
al., 2023). La administracion de farmacos en nanovehiculos como los liposomas es
una excelente opcion para que el farmaco no solo mantenga su integridad y eficiencia,
sino que ademas, se reduzcan los efectos secundarios asociados al permitir que el

farmaco sea absorbido y liberado en un sito especifico.
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Se ha reportado que la digestién de los liposomas ocurre en mayor proporcion en la
fase gastrica e intestinal, y que la etapa bucal no tiene un efecto significativo con

respecto a la degradacion de estos (W. Liu, Hou, et al., 2020).

9 ’,nu,‘ Oral ingestion

Phospholipid ~.\\;.. ‘,‘.“:
b, é
" )"
> o . )
Ceeel

Fatty acid
Hydrophobic M ':")‘"‘a,' l
molecule ‘0 l(:'r'

» ,‘ o2 Q." 0” Gastric digestion
Hydrophilic % “J)ﬁ g
molecule Cedel l‘

2 A .o w

‘ if; . Intestinal digestiol

Bile salt :
‘ “‘K o

X
&;; 'af‘"jf }fﬁi“w
Figura 19. Digestion de los liposomas en las fases del sistema gastrointestinal.

La digestion de los liposomas consta de tres fases principales, correspondiendo primero a la
fase oral o bucal, posteriormente los liposomas se dirigen a la fase gastrica; como fase final
corresponde a la digestion intestinal donde se produce la mayor liberacién del farmaco por la
presencia de agentes como las sales biliares. Esta imagen fue obtenida de: (W. Liu, Hou, et
al., 2020).

Se realizo la digestion simulada de los liposomas 70:30 (CL:CHO) con doxiciclina.
Primero, se simuld la digestion por separado para cada fase como muestra la Tabla 5,
el proposito fue analizar de manera independiente cada fase y determinar aquella que
afecta o altera en mayor medida la estabilidad de los liposomas. Segundo, los
liposomas 70:30 (CL:CHO) con doxiciclina pasaron por cada una de las fases de forma
secuencial y en iguales proporciones 1:1, obteniendo los valores presentados en la
Tabla 6. El proposito de esta simulacion secuencial fue determinar el efecto global de

la digestion sobre la estabilidad de los liposomas.
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La estabilidad de los liposomas se determiné en relacion con la capacidad de los
liposomas de mantener la eficiencia de encapsulacion de la doxiciclina, determinada
en la Tabla 3. Para ello, al finalizar la digestion simulada en cada fase las muestras
fueron centrifugadas para medir la cantidad de doxiciclina presente en el precipitado
y en el sobrenadante, los calculos de la eficiencia de encapsulacion se realizaron de
manera similar a la descrita en la seccion 3.1.2.1. La estabilidad de los liposomas en

la digestion secuencial se realizo de la misma manera.

Para la simulacion de las fases por separado se procedié como se describe a
continuacion. La fase bucal se simul6 con sales para imitar el fluido salival y se ajusto
el pH a 6.8; al ser la primera fase, se determind que no existieron diferencias
significativas en la estabilidad de los liposomas. Esto se infirié ya que, la eficiencia de
encapsulacion obtenida fue de 56.33% casi similar a la eficiencia de encapsulacion
obtenida en los liposomas antes de ser sometidos a la digestion 56.41%. Con respecto
a la fase estomacal se simuld, con las condiciones de pH 1.5 y aplicacion de
comprimidos que contenian enzimas digestivas en su composicion. En esta fase se
obtuvo una variacién, aunque no significativa , esto se determiné porque la eficiencia
de encapsulacion obtenida fue de 55.14% la cual es menor a la de los liposomas antes
de ser sometidos a la digestion. Esta reduccion se debe a que en el estomago se
encuentran enzimas con la capacidad de dafiar o degradar la membrana liposomal y
como consecuencia existiria la liberacion del farmaco. La Gltima etapa correspondid a
la fase intestinal, donde el fluido se componia de sales, enzimas y surfactantes
digestivos. En esta fase se obtuvo el mayor efecto sobre la estabilidad de los liposomas,
al finalizar esta fase la eficiencia de encapsulacion obtenida fue de 50.33%, lo cual al
compararlo con la eficiencia de encapsulacién obtenida en los liposomas antes de ser
sometidos a la digestién mostro una reduccion de 6.08%. Estos resultados sugieren la
gran estabilidad de los liposomas, gracias a la proporcion ideal de los componentes

combinados CL:CHO para su elaboracion
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Tabla 5. Estabilidad de los liposomas de proporcion 70:30 con doxiciclina durante la
simulacion bucal, estomacal e intestinal in vitro.

Muestras Concentracion Concentracion Eficiencia de Promedio+SD

(CL:CHO) Precipitado Sobrenadante encapsulacion (%)
(Hg/ml) (Hg/ml) (%)

FB1

(70:30) 14.5366 11.1463 56.6002

FB2 56.330+0.90

(70:30) 13.1951 9.9268 57.0675

FB3

(70:30) 14.0732 11.3659 55.3212

FEL 16.5854 13.1008 55.8522

(70:30) ' ' '

FE2 55.145+0.86

(70:30) 16.7195 14.1341 54.1897

FE3

(70:30) 16.0976 12.9634 55.3924

FI1

(70:30) 2.7195 2.8537 48.7965

FI2

(70:30) 2.0732 2.000 50.8982 50.337+1.35

FI3

(70:30) 1.9024 1.8049 51.3158

Nota: Se muestra el porcentaje de eficiencia de encapsulacion de doxiciclina de los liposomas,
posterior a ser sometidos individualmente a cada fase de la simulacion del sistema
gastrointestinal in vitro. Analizados por medio de la eficiencia de encapsulacion que
representan por la media y desviacion estandar ( £ SD). Cada fase correspondiente a: FB: Fase
Bucal, FE: Fase Estomacal e FI: Fase Intestinal; se trataron con tres réplicas.

La estabilidad de los liposomas cargados con doxiciclina no tuvo una alteracion
significativa en la fase gastrica, esto puede explicarse por la cantidad de colesterol
(70:30) presente en su membrana, ya que el CHO produce una mayor rigidez en la
estructura de los liposomas, esto conlleva a que no se afecte la carga de doxiciclina
(W. Liu. Hou. et al., 2020). Los liposomas al estar en medio con un pH bajo, produce
un estado de agregacion entre estos, ya que se disminuye las fuerzas de repulsion entre
si a esas condiciones, teniendo una baja influencia en la estructura liposomal (W. Liu.
Kong. et al., 2020).
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Las sales biliares que contiene el liquido simulado de la fase intestinal, corresponde a
el factor de disrupcion que mas influye para la estabilidad de los liposomas (Wu et al.,
2020); por lo que puede incidir en la estructura de la membrana liposomal en esta

etapa.

Posterior a la evaluacion de las fases por separado, los liposomas se evaluaron en la
Fase Bucal, Fase Estomacal y Fase Intestinal de forma secuencial. Para la simulacion
se mezclaron proporciones equivalentes a 1:1 utilizado 4 réplicas. Al finalizar la
digestion secuencial para cada réplica se midid la estabilidad de liposomas con carga,
basandose en el procedimiento para la determinacion de la eficiencia de encapsulacion.
El porcentaje de eficiencia de encapsulacion al finalizar la digestion secuencial fue de
49.90% (Tabla 6), este valor es menor al de los liposomas antes de la digestion
(56.41%).

Tabla 6. Estabilidad de los liposomas de proporcion 70:30 con doxiciclina que fueron
sometidos a la simulacién secuencial del sistema gastrointestinal in vitro.

Muestras Concentracion  Concentracion Eficiencia de Promedio
Precipitado Sobrenadante encapsulacion
(Hg/ml) (Mg/ml) (%0)
R1 21.30487805 20.79268293 50.60834299
(70:30)
R2 20.80487805 21.13414634 49.60744402
(70:30) 49,90%
R3 20.13414634 20.29268293 49.80392157 '
(70:30)
R4 20.65853659 20.97560976 49.619215
(70:30)

Nota: Se muestra el porcentaje de eficiencia de encapsulacion de doxiciclina de los liposomas,
posterior a ser sometidos a la simulacion secuencial del sistema gastrointestinal in vitro, es

decir cada muestra pasé por las tres fases de la simulacién in vitro.

Las principales enzimas que influyen en la degradacion de liposomas corresponden a
la fosfolipasa, la lipasa pancredtica y el colesterol esterasa; este tipo de enzimas

producen la catalisis de los fosfolipidos y del colesterol, conjuntamente compuestos
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biosurfactantes como las sales biliares que alteran la estructura de los liposomas
perdiendo su estabilidad y favoreciendo la activad enzimatica (W. Liu et al., 2019).
La aplicacion de capsulas comerciales con el contenido de las enzimas y de las sales
biliares puede significar una limitante para el andlisis de la estabilidad de los
liposomas, ya al encontrarse bajas concentraciones de sus componentes, no producen
un mayor efecto en los liposomas. Sin embargo, los resultados de la Tabla 6 exponen
que, tras finalizar la digestion simulada la estabilidad de los liposomas se reduce en un
6.50%.

Los resultados obtenidos proporcionan evidencia del potencial de los liposomas de
proporcion 70:30 (CL:CHO) como sistema de administracion de doxiciclina por via

oral.

3.1.3.1. Evaluacién de las condiciones de almacenamiento.

El andlisis de la conservacion de los liposomas es de vital de importancia, ya que para
gue sea usado como un sistema de administracion de doxiciclina, debe mantener la
integridad de los liposomas durante su tiempo de almacenamiento (Farooque et al.,
2021), es decir, se debe mantener la retencidn del farmaco en la membrana liposomal.
El estudio sobre el almacenamiento del producto liposomal final se debe considerar en
las etapas iniciales de su preparacion, ya que puede modificar el tamafio de la particula

y la liberacion del medicamento (Shah et al., 2020).

La evaluacion de la estabilidad de los liposomas en diferentes condiciones de
almacenamiento se realiz6 por medio de la conservacidn de muestras liposomales en
distintas temperaturas y por un periodo de dos semanas. La estabilidad de los
liposomas se evalud en funcion de la capacidad para mantener la eficiencia de
encapsulacion de la doxiciclina. Posterior al periodo de almacenamiento de las

muestras, estas fueron centrifugadas, para medir la cantidad de doxiciclina presente en
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el precipitado y en el sobrenadante, se determiné aplicando el mismo procedimiento

del anterior apartado para la eficiencia de encapsulacion.

La influencia de la temperatura en el almacenamiento de liposomas se evidencio por
los porcentajes de eficiencia de encapsulacion de la Tabla 7, donde la conservacion
de liposomas a 4°C se estableci6 como la mejor temperatura para mantener la
estabilidad de los liposomas, ya que la eficiencia de encapsulacion fue de 52.72%
luego de dos semanas. El almacenamiento a una temperatura a 20°C produjo una
reduccion de la eficiencia de encapsulacion, teniendo un valor de 44.15%. Mientras
los liposomas que fueron sometidos a altas temperaturas de 30° y 37°C, sus valores de
eficiencia de encapsulacion fueron 12.9% y 8.68% respectivamente. A partir de estos
resultados, se constatdé una gran estabilidad de los liposomas de proporcién 70:30
(CL:CHO), con respecto a su almacenamiento, principalmente en condiciones de

refrigeracion a 4°C y que a temperaturas de 30°C o0 mas afectan la estabilidad.

Tabla 7. Almacenamiento de los liposomas de proporcion 70:30 (CL:CHO) con
doxiciclina a diferentes temperaturas.

Concentracion Concentracion

Temperaturas - Eficiencia de
(°C) Pr(e;g/)rl]:zla)do Sob([fgr}ﬁ:jl?nte encapsulacion (%)

4 16.51219512 14.80487805 52.7258567

20 16.52439024 20.90243902 44.15118931

30 20.52439024 138.2926829 12.92328956

37 21.24390244 223.4146341 8.683082444

Nota: Se muestra el porcentaje de eficiencia de encapsulacion de doxiciclina en los liposomas,
después de ser almacenados a diferentes condiciones de temperatura, por un periodo de dos

semanas.

Las condiciones de almacenamiento de los liposomas afectan su integridad fisica y
estabilidad quimica; por lo que puede producir una alteracion de su tamafio o sufrir
reacciones tanto de oxidacion como de hidrélisis (Battista et al., 2020). La estabilidad
de los liposomas a 4°C puede estar vinculada a que se encontraban en forma de

solucion; cuando los liposomas se encuentran en una forma farmacéutica liquida, por
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lo general suelen ser almacenadas en un rango de temperatura entre 2 a 8°C (Shah et
al., 2020).

El almacenamiento a bajas temperaturas de los liposomas favorece a la estabilidad de
la membrana; ya que a mayor temperatura se produce una mayor hidrolisis de los
fosfolipidos (Pan et al. 2018); por lo que los liposomas almacenados a una temperatura
de 30 y 37 °C tuvieron la mayor reduccion de eficiencia de encapsulacion, siendo de
43.49% y 47.72% respectivamente.

Respecto al almacenamiento a 20°C, por la disminucion de su eficiencia de
encapsulacion se puede suponer que se produjo la degradacion de la membrana
liposomal y liberacion de doxiciclina; la investigacion de (Han et al., 2020) obtuvo
una tasa de fuga menor del farmaco encapsulado en los liposomas cuando los almacen6

a 4°C, en comparacion a su almacenamiento a temperatura ambiente.

El almacenamiento de los liposomas cargados con doxiciclina a corto plazo presenta
una estabilidad a 4°C al estar en forma de solucion liposomal; por lo que se puede
considerar su aplicacion como sistema de administracion del antibidtico doxiciclina,

para seguir las siguientes etapas para la formulacion de un producto liposomal final.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones

En el presente estudio se optimizé el proceso de elaboracion de liposomas para
la encapsulacion de doxiciclina por el método de pelicula hidratada. Se
determiné que los liposomas compuestos de lecitina y colesterol en proporcion
70:30 fueron los que presentaron liposomas de mejores caracteristicas y con
mayor eficiencia de encapsulacion de doxiciclina con un 56.41%. Estos
resultados fueron confirmados por microscopia Optica y microscopia
electronica de transmision (TEM), ya que presentaron una mayor cantidad de
nanovesiculas formadas con estructuras esféricas mas definidas y una gran

homogeneidad con respecto a su tamaro.

La encapsulacion de doxiciclina se verifico por andlisis infrarrojo (F-TIR) y
térmico (DSC). El andlisis de los espectros infrarrojos evidencid la aparicion
de picos significativos de los liposomas, los cuales coincidian con los picos
representativos de la lecitina de soya cruda, colesterol y la doxiciclina. Esta
similitud en los picos demostr6 la presencia de los grupos funcionales
caracteristicos para cada componente. A su vez, el analisis térmico corrobord
la encapsulacion de doxiciclina a través de los puntos de fusion de cada
componente, al presentar coincidencias notables en los picos caracterizados

por el calorimetro diferencial de barrido.

La eficiencia de encapsulacion se determind a partir del analisis por
espectrofotometria UV-vis, donde se obtuvo que los liposomas 70:30 son los
que presentan el mejor nivel de encapsulacion con un 56,41%, a diferencia de
los liposomas 60:40 y 80:20 con 48,06% y 26,60%, respectivamente. Esto fue
justificado mediante un ANOVA, lo que confirmé como mejor tratamiento a
la proporcion 70:30 al ser estadisticamente significativo respecto a la

encapsulacion de doxiciclina.
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La digestion simulada in vitro demostrd que los liposomas de la proporcion
70:30 tienen el potencial de resistir las condiciones caracteristicas de cada fase
(bucal, estomacal e intestinal). Esto se demostro gracias a la comparacion del
porcentaje de eficiencia de encapsulacion en las digestiones realizadas con la
eficiencia de encapsulacion de liposomas no sometidos a digestion, que fue
56,41%. En la digestion por fases, la fase intestinal fue la que mas efecto tuvo
en la eficiencia de encapsulacion, con un valor 50,33%, mientras que al final
de la digestion secuencial la eficiencia de encapsulacion fue de 49,15%. Esto

demostré una reduccidn de la eficiencia del 6,07% y 7,25% respectivamente.

La estabilidad de los liposomas fue estudiada almacenandolos a diferentes
condiciones de temperatura, mediante la comparacion de la eficiencia de
encapsulacion antes y después de evaluarlos a estas condiciones. El
almacenamiento de los liposomas a una temperatura de 4°C mantuvo una
mayor estabilidad, ya que su eficiencia de encapsulacion fue de 52.72%, luego
de dos semanas. A diferencia de los liposomas almacenados a temperaturas de
30 y 37°C tuvieron una disminucion significativa de la eficiencia de
encapsulacion. Esto indicé que la temperatura influye significativamente en la
estabilidad de los liposomas, ya que se conservan de mejor manera a una
temperatura de 4°C.

Finalmente, esta investigacion ha demostrado gue la lecitina de soya cruda y
el colesterol son componentes viables para la elaboracion de liposomas que
encapsulen doxiciclina. La combinacion de estos componentes provee de alta
estabilidad a los liposomas para que resistan las condiciones que presenta el
sistema gastrointestinal y para que mantengan su eficiencia de encapsulacion
al ser almacenados a 4°C. Se considera que los liposomas elaborados tienen el
potencial de ser empleados como nanovehiculos de administracion de

farmacos por via oral.
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4.2 . Recomendaciones

e Continuar las pruebas in vitro de los liposomas con enzimas purificadas y sales

biliares a mayor concentracion.

e Elaborar liposomas con recubrimiento de la membrana a partir de compuestos

como polietilenglicol.

e Extender el tiempo de las pruebas almacenamiento sobre los liposomas.

e Medir el tamarfio de los liposomas por medio equipos como DLS (Dynamic
Light Scattering)
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ANEXOS.

Anexo A. Obtencion de la ecuacién de la curva de calibracion de la doxiciclina.

Tabla 8. Datos para la obtencion de la curva de calibracion a concentraciones
conocidas.

Concentracion Absorbancia

Precipitado
(ng/ml)
2 0.0277
4 0.0422
6 0.0653
8 0.084
10 0.1015
12 0.1195
14 0.1344
16 0.1391
18 0.1580
20 0.1787

Anexo B. Andlisis estadistico de la encapsulacion de doxiciclina de los liposomas.

ANOVA Simple — Eficiencia de encapsulacion (%) por Proporcion de Lecitina de
soya cruda con Colesterol (CL:CHO).

Variable dependiente: Eficiencia de encapsulacion (%).

Factor: Proporcion de Lecitina de soya cruda con Colesterol.

Numero de observaciones: 3.

NUmero de niveles: 2.
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Tabla ANOVA para eficiencia de encapsulacién (%) por Proporcién de Lecitina
de soya cruda con Colesterol (CL:CHO).

Fuente Suma de Med,ia_l Razon _
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 1418.198 2 709.099 421.576 .000
Dentro de grupos 10.092 6 1.682
Total 1428.290 8

Pruebas de Comparaciones Multiples para eficiencia de encapsulacion (%) por

Proporcion de Lecitina de soya cruda con Colesterol (CL:CHO).

Método: 95.0% Tukey HSD.

(1) Proporciones (J) Proporciones Diferencia de
de los liposomas de los liposomas  medias (1-J) Desv. Error Sig.

60:40 70:0.3 -8.348627333" 1.058936335 .001
80:0.2 21.454266793" 1.058936335 .000
70:30 60:40 8.348627333" 1.058936335 .001
80:20 29.802894127" 1.058936335 .000
80:20 60:40 -21.454266793" 1.058936335 .000
70:30 -29.802894127" 1.058936335 .000
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