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RESUMEN. Se aplico el disefio de planes factoriales de Box y
Willson al proceso de obtencion de liposomas unilamelares, con la
finalidad de optimizar las propiedades de esta nueva forma far-
macéutica, con la cual se persigue la disminucién de la toxicidad
del principio activo y la prolongacion de su efecto farmacoldgico
en un sitio especifico del organismo. Estas propiedades, asi como
su estabilidad farmacéutica dependen del tamafio de particula, por
lo que éste, se definié como variable dependiente en el polinomio
lineal obtenido, donde los coeficientes de las variables inde-
pendientes: temperatura del baio de rotoevaporacién, la polaridad
del solvente, tiempo de agitacion, amplitud y tiempo del ultra-
sonido fueron significativos.

ABSTRACT. Box and Willson factorial design was applied to
technological production process of unilamellar liposomes for the
optimization of this new pharmaceutical form qualities: lowering
of drug toxicity and prolongation of its targeting pharmacological
effect. Particle size was selected as a dependent variable for the
linear polynomial obtained, as pharmaceutical stability and other
qualities above depends on it. Coefficients of independent variable:
rotoevaporator bath temperature, solvent polarity, stirring time,
amplitude and time of ultrasonication were significant.

INTRODUCCION

La posibilidad de incluir ciertos medicamentos en liposo-
mas' o microesferas formadas por bicapas lipidicas la capaci-
dad de dispersion en un medio acuoso de caracteristicas
coloidales, ha permitido el desarrollo de una nueva forma far-
macéutica de avanzada, con la que se logra una disminucion
de la toxicidad sistémica del principio activo al poder localizar
su efecto en las células blanco que lo atrapan y una prolon-
gacion de la accion terapéutica al distribuirse el medicamento
por el organismo protegido de los efectos del metabolismo.

Para optimizar las propiedades que le confieren sus par-
ticularidades como forma farmacéutica, es necesario consid-
erar la naturaleza biodegradable de sus bicapas lipidicas, sus
caracteristicas superficiales y el tamafio de las particulas.

En dependencia del tamafio de sus particulas, los liposo-
mas se clasifican como: vesiculas unilamelares (VUL) [las
cuales se subdividen a su vez, en unilamelares grandes de
70-200 nm y pequefias de 20-50 nm] y vesiculas multi-
lamelares (VML) de 400-3 500 nm . Por otra parte, desde el
punto de vista del proceso tecnologico, se reportan mayores
ventajas en la obtencion de las VUL con relacion a las VML,
en cuanto a eficiencia de encapsulacion, siendo el
rendimiento de 1-80%p aral as VULyd e5 -20%e ne Ic aso
de las VML.?

Se han desarrollado diversos métodos para la obtencion
de liposomas con alta eficiencia de encapsulacion y un
pequefio tamafo de particula que le confieren una mayor es-
tabilidad fisica, quimica y biologica.

Los métodos mas utilizados en la actualidad son los de
dispersion simple, deshidratacion-rehidratacion y congela-
cion-descongelacion para la produccion de VML y los de soni-
cacion, extrusion secuencial e inversion de fase para producir
vuL*8

La regulacion del tamafo de particulas adquiere consid-
erable importancia porque permite aumentar el rendimiento
del proceso, la estabilidad del sistema evitando la floculacion
y la posibilidad del paso por las barreras endoteliales.®
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El objetivo del presente trabajo fue utilizar el disefio ex-
perimental de planes factoriales, asi como el analisis de re-
gresion lineal multiple, para determinar la influencia de fac-
tores y operaciones durante el proceso de obtencion de lipo-
somas unilamelares que determinen un menor tamafio de
particulas.

MATERIALES Y METODOS

En el proceso fueron utilizados la fosfatidilcolina (FC) o
lecitina de huevo (Instituto "Carlos J. Finlay"), el colesterol
(CHOL) (Fluka AG) y la estearilamina (SA) de produccion na-
cional.

El método utilizado para la produccion de VUL a partir de
VML por sonicacion seguia el flujo operacional siguiente:

MODELO 1

Rotoevaporacion
a sequedad
Temperatura = 45 °C
Temperatura = 55 °C

Disolucion

de los fosfolipidos —

|

Adicién de fase acuosa y reposo
15 min

}

Agitacion manual
t=3 Omin t=4 5min

S = cloroformo
0 S = acetona

MODELO 2

Sonicacion bajo condiciones preliminares
de ensayo:
Temperatura: 20 °Cy 10 °C
Amplitud: 27,5y 55 um
Tiempo: 5y 10min



A partir de los resultados, donde se definen las condicio-
nes favorables de la primera fase de obtencion de liposomas,
se propone el estudio de los parametros que intervienen en la
sonicacion, mediante el modelo 2.

La composicién de la bicapa lipidica se determino por la
relacion molar de sus componentes para un volumen total de
10mL, siendo para la FC (30 umol), Chol (20 umol) y SA
(11 umog, los cuales fueron disueltos en 5 mL de cloro-
formo.* > 10

Como fase acuosa se utilizé 10mL de amortiguador fos-
fato 10 mmol/L (pH 7,4) con 0,9 % NaCl.

El ultrasonido se realiz¢ utilizando el Soniprep 150M SE
y para determinar el tamafio promedio de las particulas fue
utilizado el método turbidimétrico, "' las mediciones se efectu-
aron en un Photoelectric Colorimeter AE33D Erma Optical
Norks, con filtros de 620y 660nm .

La comprobacion del tamano y forma de las particulas
obtenidas fue por microscopia electronica, mediante el
método de tincionn egativac on molibdatod ea monio al2%.

En el procesamiento estadistico de los datos de ambos
modelos( Tablaslyl 1) se realizée Ic alculo de la varianza del
error puro mediante dos réplicas en cada punto.

TABLA |
Modelo de la matriz para un plan factorial 2°
en el modelo 1

X1 T X SX 3 t

°C) (min)

-1 45 -1 CL -1 30

y 1 55- 1 CL- 1 30

' . 45 1 AC -1 30
(i=8 )

1 55 1 AC 1 30

-1 45 4 CL 1 45

15 5 -1 CL 1 45

4 45 1 AC 1 45

15 5 1 AC 14 5

T temperatura; S solvente; t tiempo.
CL cloroformo; AC acetona.

TABLAII
Modelo de la matriz para un plan factorial de -
en el modelo 2

X4 T Xo AX 3 t

°c) (min)

A 10 A P15 -1 5

1 20- 1 275 -1 5

Y= . 10 1 550-1 5
(=82} 1 201 55,0 -1 5
-1 10 4 275 1 10

1 20- 1 275 1 10

-1 101 55,01 10

12 01 55,011 0

T temperatura; A amplitud; t tiempo.

El calculo de los coeficientes del modelo se realizé medi-
ante el sistema matricial '

a= Ixxlx 'y

donde:
a vector de coeficientes del modelo

x matriz de variables independientes

y vector de resultados.

Los coeficientes significativos se determinaron mediante
un programa de computacion en lenguaje BASIC.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los vectores de rendimiento que se obtuvieron para el
modelo 1, los cuales representan el valor promedio del
tamario de las particulas de las dos réplicas realizadas para
cada experimento, expresados en nm, son los siguientes:

Y[1]=58,0
Y[2] = 88,9
Y[3]=91,9
Y[4] = 150,0
Y[5] = 38,0
Y[6] = 29,4
Y[7]=115,9
Y[8] = 98,0

Los vectores de coeficientes que se obtuvieron fueron
los siguientes:

Coeficientes Valores
aop 83,804
ai 7,816
az 30,183
as -13,436
aie 2,251
ais -14,442
azs 6,443
aizs -4,570

Para un t-critico * Sa(i) de 2,306.

Los coeficientes que resultaron significativos fueron: ag,
ai,azasya13.

La ecuacién obtenida con los anteriores coeficientes es:

Y =284+ 78X +30X2-13X3-14X1X3

Por el valor absoluto de los coeficientes significativos se
puede inferir que la variable de mayor influencia sobre el
tamanio de las particulas, fue el solvente organico empleado.

En el proceso de agregacion de los fosfolipidos existe
una tendencia del medio acuoso circundante a adquirir el
estado de maxima entropia; donde las bicapas lipidicas se
disponen de forma tal que reducen al maximo la exposicion
de sus cadenas hidrocarbonadas al medio acuoso. '

Este proceso puede estar favorecido por la conformacion
particular que adquiera la mezcla de fosfolipidos en el
proceso de rotoevaporacion determinado por las caracteristi-
cas del solvente. En este caso particular, la diferencia exis-
tente entre los tamarios de particula obtenidos con cloroformo
y acetona, sugiere que la disminucién esta dada por un
aumento de la polaridad.

La temperatura durante el proceso de rotoevaporacion
se fijo en un intervalo estrecho, con valores extremos de 45 y
55 °C, sin embargo, esta diferencia fue suficiente para deter-
minar la significacion del coeficiente de esta variable indican-
do gue no solo es suficiente sobrepasar la temperatura critica
de los fosfolipidos, donde sus cadenas acilicas son liquidas
permitiendo la transformacion de un estado ordenado gel a
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uno mas desordenado llamado cristalino-liquido,'® sino que
puede determinar la formacion de liposomas cualitativamente
mejores. Es bueno sefialar que en el modelo de trabajo las
dos temperaturas empleadas estaban por encima de la critica
y que este parametro, es especifico para cada fosfolipido.

Estos valores sugieren la utilizacion de la temperatura
menor (45 °C), del cloroformo coma solvente y del tiempo
maximo de agitacion manual (45 min) como condiciones a fi-
jar en el proceso de produccion.

Sin embargo, la obtencion de un coeficiente negativo
para la interaccion del efecto de la temperatura del bano du-
rante la rotoevaporacion y el tiempo de agitacion indican que
a mayores temperaturas y tiempo de agitacion, se satisface
que sean negativos los términos referentes al tiempo de agi-
tacion y a la interaccion 1-3, cuyos coeficientes son mayores
que el correspondiente a la temperatura del bano, lo cual es
el objetivo de este trabajo, lograr un menor tamano de las
particulas.

Por ofra parte, la gran dispersion en los valores obteni-
dos para el modelo 2 determinaron una varianza del error
puro muy elevada, derivandose de esto la no significacion de
ninguna de las variables analizadas.

No obstante, en vista de que los valores de los coeficien-
tes de cada variable estaban proximos a tcrit*Sa(i) fisicamen-
te, era de esperar que las variables del segundo modelo si re-
sultaran de significativa participacion en el proceso, por lo que
se decidio realizar el analisis de regresion lineal multiple paso
a paso para los resultados del diseno.

La temperatura resulté la variables que mayor correla-
cién mostro con el tamafo de particula (con un coeficiente de
correlacion parcial r = 0,72), no siendo asi, para las variables
amplitud y tiempo que arrojaron coeficientes de correlacion
parcial con valores muy bajos.

Se realizo ademas, la regresion considerando las tres
variables. El resultado arrojo un coeficiente de correlacion
multiple significativo (r = 0,87). Todo lo cual indica que estos
factores, si influyen en el tamafio de particula en la relacion
siguiente.

Y = 72,50 + 3,95X4 - 3,60X2 - 3,80X3

Finalmente, se analizé el comportamiento del tamano de
particula en relacion con la amplitud de la onda ultrasonica,
para un tiempo de exposicién constante, a través de un anali-
sis de regresion para una p = 0,05.

El grafico obtenido a partir de la ecuacion de regresion
permite definir un intervalo de amplitudes de la onda ultraso-
nica entre 50 y 65 um para lograr particulas entre 40 y 80 nm
(Fig. 1).
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Tamafc de particula

20

40
Amplitud uWrasénica
Fig. 1. Regresion lineal para las variables: tamario de particula

y amplitud ultrasénica.

Se hace necesaria la aplicacion de este sistema factorial
para optimizar la eficiencia de encapsulacion de los liposo-
mas con el objetivo de disminuir la pérdida de principio activo
no encapsulado durante el proceso de fabricacion.

CONCLUSIONES

Se demostré que la temperatura del bano, el solvente
utilizado y el tiempo de agitacién manual durante la rotoeva-
poracion de los componentes lipidicos, tienen influencia signi-
ficativa sobre el tamafo promedio de particula durante la pri-
mera etapa del proceso de obtencion de las VML.

El intervalo de amplitudes de la onda ultrasonica necesa-
rio para obtener un tamano de particula entre 40-80 nm se
encuentra entre 50 y 65 um .
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