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RESUMEN

El Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa que compromete gran parte de las
neuronas de la corteza cerebral y del hipocampo, lo que causa pérdidas en las capacidades
cognitivas de las personas que la presentan y por ende una disminucion en su calidad de vida.
Hoy en dia, no se han encontrado medicamentos que actien como tal en la muerte neuronal.
Para solventar esto, se ha planteado el uso de la quercetina, una molécula antioxidante, que
provee un efecto positivo frente al estrés oxidativo de las neuronas. Sin embargo, este
compuesto presenta problemas de solubilidad y por tanto de biodisponibilidad, por lo que es

necesario el uso de estrategias que permitan abordar esta problematica.

Para lo anterior, en este proyecto se desarrolld la nanovehiculizacion de la quercetina por
medio de sistemas liposomales mediante la técnica de inyeccion de etanol y se caracterizaron
fisicoquimicamente las nanoestructuras formadas. Ademas, se realizaron ensayos bioldgicos
para observar el efecto antioxidante del medicamento nanovehiculizado en neuronas

hipocampales de ratas.

Se encontro que los potenciales zeta fueron negativos (entre -10 y -20 mV) y los tamarios de
los sistemas liposomales estuvieron en la escala nanométrica (entre 100 y 500 nm) los
primeros 4 dias, siendo fisicamente inestables dias después. Por otra parte, los porcentajes de
encapsulacion fueron de 100% para las concentraciones de quercetina de 5 y 10 pg/mL.
Finalmente, en cuanto a la viabilidad celular, se encontr6é que la concentracion optima para
la neuroproteccion es de 5 pg/mL, mientras que, la concentracion de 20 pg/mL genera
toxicidad.

Palabras claves: Alzheimer, quercetina nanovehiculizada, liposomas, inyeccion de etanol,

neuroproteccion.



ABSTRACT

Alzheimer's is a neurodegenerative disease that involves a large part of the neurons of the
cerebral cortex and the hippocampus, which causes losses in the cognitive abilities of the
people who present it and therefore a decrease in their life’s quality. Nowadays, no drugs
have been found that act in neuronal death. To solve this, the use of quercetin, an antioxidant
molecule which provides a positive effect against the oxidative stress of neurons, has been
proposed. However, this compound has problems of solubility and therefore of

bioavailability, so it is necessary to use strategies to address this problem.

For this, in this project was developed the nanovehiculation of quercetin through liposomal
systems by means of the ethanol injection technique and the nanostructures formed were
physicochemically characterized. In addition, biological tests were conducted to observe the

antioxidant effect of the nanovehiculated drug in hippocampal neurons of rats.

It was found that the zeta potentials were negative (between -10 and -20 mV) and the sizes
of the liposomal systems were in the nanoscale (between 100 and 500 nm) the first 4 days,
being physically unstable days later. On the other hand, the encapsulation percentages were
100% for quercetin concentrations of 5 and 10 pg/mL. Finally, in terms of cell viability, it
was found that the optimal concentration for neuroprotection is 5ug / mL, while the

concentration of 20ug / mL generates toxicity.

Key words: Alzheimer, nanovehiculated quercetin, liposomes, ethanol injection,

neuroprotection.



1. INTRODUCCION

Hasta la actualidad no existe ningun tratamiento que detenga el avance en la pérdida
progresiva de las neuronas, es decir, la neurodegeneracion, en enfermedades como el
Alzheimer. La enfermedad del Alzheimer (EA), es un trastorno progresivo e incesante que
afecta amplias areas de la corteza cerebral e hipocampo (Masters et al., 2015). Esta es la
enfermedad neurodegenerativa mas prevalente en personas adultas, caracterizada por un
deterioro en la cognicion y la memoria (Barrera & Lopera, 2016). Es importante destacar
que, aunque la EA no es mortal, una vez diagnosticada, la enfermedad prevalece durante el
resto de vida del paciente y, en todos los casos, la comorbilidad es mayor. (Martinez, 2009)

Hoy en dia, tan sélo existen diversos farmacos que de una forma u otra alivian parcialmente
los sintomas que sufren los pacientes de EA, sin detener realmente el proceso neuronal
(Alzheimer Association, 2016). De alli se genera un gran interés por mitigar dicha patologia
y estudiar a fondo los posibles compuestos que tengan una accién directa sobre la muerte

neuronal.

Teniendo en cuenta que la EA se puede generar debido al estrés oxidativo generado en las
neuronas, existen compuestos que tienen una actividad antioxidante lo que podria
potencialmente generar un efecto neuroprotector. Entre estos compuestos se encuentra la
quercetina, un flavonoide que ejerce de manera confiable dicho efecto al aumentar la
resistencia de las neuronas al estrés oxidativo, dado que tiene una alta actividad de
eliminacién de radicales de oxigeno, ademas de la capacidad de inhibir la xantina oxidasa y
la peroxidacion de lipidos (Fiorani et al., 2010). Dada la importancia de encontrar nuevos
compuestos que sirvan como posibles terapias farmacéuticas para las enfermedades
neurodegenerativas, en el 2016, Lucio G. Costa et al estudiaron los mecanismos relacionados
con la capacidad de la quercetina para contrarrestar la neurotoxicidad mediada por el estrés
oxidativo y algunos mecanismos potenciales adicionales para la neuroproteccion (Costa,
Garrick, Roqué, & Pellacani, 2016), afirmando asi, su potencial utilidad para la EA. Sin
embargo, esta molécula presenta desventajas en términos de su solubilidad en agua puesto

que es apolar, lo cual afecta su absorcion y por ende su biodisponibilidad. Por ello, se requiere



de estructuras que permitan potenciar la solubilidad de la misma para que asi pueda cumplir

su efecto terapéutico.

Las estructuras utilizadas en este proyecto corresponden a nanosistemas tales como los
liposomas. Estos hacen referencia a pequefias vesiculas de forma esférica que se pueden
generar a partir del colesterol y los fosfolipidos naturales no toxicos, ademas de que, debido
a su tamafo y caracter hidrofilico e hidrofébico (ademéas de la biocompatibilidad), son
sistemas prometedores para la administracion de farmacos. Las propiedades de estas
nanoestructuras difieren considerablemente con la composicion de los lipidos, la carga
superficial, el tamafio y el método de preparacién (Fiorani et al., 2010). En el afio 2017,
Claudia Bonechi et al. desarrollaron un estudio sobre el efecto protector que posee la
quercetina en solucion vs encapsulada para observar su efecto frente al estrés oxidativo. Los
resultados bioldgicos de este, confirmaron que el uso de liposomas como vehiculos pueden
ayudar a la internalizacion celular de este flavonoide (Bonechi et al., 2018). Ademas, los
resultados demostraron que dichos sistemas son excelentes para la administracion de

farmacos.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, es claro que es de gran importancia, abarcar a
fondo el efecto de la quercetina frente al estrés oxidativo de las neuronas y las estrategias que
permiten mejorar sus propiedades de solubilidad. Por lo tanto, este proyecto buscé proveer
informacidn sobre la actividad antioxidante de la quercetina vehiculizada en un nanosistema

liposomal y su potencial aplicacién como tratamiento paliativo de la EA.

Para proveer dicha informacion, el proyecto tuvo como objetivo principal evaluar la actividad
antioxidante de la quercetina vehiculizada en liposomas sobre células de hipocampo de ratas.
Esto se logrd, inicialmente, preparando sistemas liposomales por medio de la metodologia
de inyeccion de etanol asistida por ultrasonido. Ademas, se caracterizaron
fisicoquimicamente dichos sistemas mediante las técnicas de dispersion de luz dinamica, se
determind la capacidad de encapsulacion de la quercetina por los liposomas obtenidos
mediante la técnica de ultrafiltracion-centrifugacion y, finalmente, se realizo un ensayo de
viabilidad celular con el cual se evalud la actividad neuroprotectora de la quercetina

liposomal en cultivos de neuronas hipocampales de rata.



2. METODOLOGIA UTILIZADA
2.1 Materiales

En este proyecto se utiliz6 la quercetina como componente activo a encapsular, la cual fue
obtenida de Sigma-Aldrich y se usé como se recibio. Ademas, se utilizé como fase acuosa
un buffer fosfato a pH 7,4; y como fase orgénica colesterol, epikuron 200, epikuron 145y
etanol absoluto. El agua utilizada fue tipo 1 o ultrapura, obtenida por medio del sistema de
purificacion Elix Essential Millipore ®, que se encuentra en las instalaciones de la

Universidad Icesi.

2.2 Preparacion de los sistemas liposomales

De acuerdo con otros estudios, las concentraciones de quercetina con actividad
neuroprotectora varian entre 5 pg/mL, 10 pg/mL y 20 pg/mL (Ansari, Abdul, Joshi, Opii, &
Butterfield, 2009). Para ello, se considero el hecho de que en la metodologia hay una serie
de diluciones en las que se comienza con un 100% de la fase organica y luego esta disminuye
a un 5%. Por tanto, para obtener finalmente la concentracion, por ejemplo, de 5 pg/mL, se
debié comenzar con 100 pg/mL, Ademas, dado que los liposomas han presentado porcentajes
de encapsulacion alrededor del 65%, en realidad debe iniciarse con una concentracion de
153.8 pg/mL. Lo anterior se realiz6 en las 3 concentraciones, por lo que se requirié una
concentracion inicial de 308 pg/mL en el caso de 10 pg/mL y una de 615.4 pg/mL para 20
pg/mL.

Inicialmente, se preparé una solucion madre de quercetina con la mayor concentracion
propuesta anteriormente, es decir, 615.4 pg/mL. Con dicha solucién se realizaron las
diferentes diluciones para obtener las demas concentraciones. Teniendo en cuenta las
diluciones a realizar en el método de preparacion de liposomas, la tabla 1 indica las
cantidades del principio activo y de etanol absoluto utilizadas en el proceso, con el objetivo

de garantizar una adecuada encapsulacion.
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Tabla 1. Volumen requerido de la solucion de quercetina y etanol al 96%

Concentracion Volumen Volumen de solucién | Volumen de etanol
(ng/mL) requerido (pL) de quercetina (ML) absoluto (pL)
5 28,5 7,12 21,38
10 28,5 14,3 14,2
20 28,5 28,5 0

Para el desarrollo de los sistemas liposomales, se prepararon 100 uL de la fase oleosa la cual
contiene 30 pL de colesterol, 30 pL de epikuron 200, 11.5 uL de epikuron 145, quercetina y
etanol. Las cantidades de quercetina y etanol se adicionan dependiendo de la concentracion
necesaria (tabla 1). Dicha fase oleosa se inyectd sobre la fase acuosa, se agito en vortex y se
dejo en reposo durante 10 minutos. Luego, se inyectaron lentamente 100 uL de la mezcla
obtenida en 900 pL de buffer fosfato 7.4 y se llevo a tubos eppendorf de ultrafiltracion para
su posterior centrifugacion durante 6 minutos a 10000 rpm. Se recolect6 la cantidad de
muestra retenida y se llevo a 1 mL con buffer ACSF para la caracterizacion fisicoquimica, la
realizacion de los ensayos biologicos y la medicion de la cantidad de quercetina encapsulada
en los sistemas liposomales. Por otra parte, el material filtrado también fue recolectado y
llevado a 1 mL con buffer ACSF para la determinacion del porcentaje de encapsulacion en
el lector de placas.

Segun lo mencionado anteriormente, en la Figura 1 se presenta un resumen del procedimiento
llevado a cabo en la preparacion de los sistemas liposomales. La metodologia seguida
corresponde a la planteada en el trabajo “Modificacién superficial de liposomas mediante un

polimero catiénico bioadherente para la vehiculizacion de ampicilina” (Arevalo, 2016).
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%; Solucion de quercetina
Etanol absoluto
Buffer fosfato l Colesterol
7.5 |/ Epikuron 145

/' Epikuron 200
100 pL Realizar la inyeccion de fases 100 pL
o 1 <
Esperar
| v 10 minutos

- Caracterizacion fisicoquimica
Ultrafiltrar y purificar los - Ensayos bioldgicos
nanosistemas - Medir absorbancia en lector de
ﬁ] LlevaratimbLcon placas  para  determinar

Buffer ACSF concentracion de quercetina
encapsulada

\ | Llevar a 1 mL con Medir absorbancia en lector de
./ 10000 rpm — placas para determinar la eficiencia
6 minutos Buffer ACSF de encapsulacion

Figura 1. Proceso para la preparacion de liposomas

Nota: Dado a que se va a trabajar con cultivos celulares, los liposomas destinados a ensayos

bioldgicos se prepararon en un laboratorio estéril que contiene cabina de flujo laminar.

2.3 Caracterizacion fisicoquimica de los sistemas liposomales desarrollados.

Para la caracterizacion fisicoquimica de los sistemas liposomales desarrollados se
determinaron el potencial Zy el tamafio de particula. Para ello, no hubo necesidad de realizar
dilucion de las muestras, por lo que se hizo la medicion directamente. Dichas mediciones se
Ilevaron a cabo en un equipo Zetasizer Nano ZSP (Malvern Instruments), presente en el
laboratorio del grupo de investigacion en disefio y formulacién de productos de la universidad
ICESI.

2.4 Determinacion del porcentaje de encapsulacion de la quercetina en los sistemas

liposomales desarrollados.

Inicialmente se realizé una curva de calibracion con el fin de obtener una ecuacion de la recta.
Para ello, se realizaron 5 muestras que quercetina en metanol:buffer fosfato pH 7.4 (50:50) a
concentraciones de 1.5, 3, 6, 12 y 24 ug/mL. Cabe destacar que se realizé una solucién
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madre de la concentracion mas alta (24 pg/mL) y luego se realizaron las diluciones
respectivas. Posteriormente, se mididé la absorbancia de las muestras en el lector de
microplacas a una longitud de onda de 255, puesto que a esta se detecta la quercetina. La
ecuacion de la recta obtenida fue Abs= 0.0272 [Concentracio6n] — 0.0154 con un R? de 1
(Ver anexo 7.2).

Luego de conocer la ecuacion de la recta, para la determinacion del porcentaje de quercetina
encapsulado, se realiz6 el procedimiento descrito en el item 2.4.2. Posterior a la
ultrafiltracion, se midi6 la absorbancia del material retenido y del material filtrado. La
primera con el objetivo de conocer la concentracion de quercetina encapsulada en los
liposomas y la absorbancia del material filtrado permitié calcular en porcentaje de
encapsulacion de la quercetina. Por ultimo, haciendo uso de la ecuacion de la recta, se
calcularon las concentraciones de todas las muestras y con el uso de la siguiente ecuacion se

calculd el porcentaje de la eficiencia de encapsulacion:

% Eficiencia de encapsulacion

Concentracion tedrica — concentracion del material filtrado 100 o)
= v - X
concentracion tedrica

Para los items 2.1.4 y 2.1.5, se sigui6 la metodologia descrita en el proyecto de grado
“Nanoencapsulacion de quercetina para optimizar su aplicacion en el tratamiento de la

enfermedad del Alzheimer” (Echeverri, n.d.).

2.5 Preparacion de los cultivos celulares

Dado que los cultivos corresponden a cultivos primarios de las neuronas provenientes del
hipocampo, se sacrificaron ratas en dia postnatal PO a P2. Luego de esto, se extrajo el cerebro
y se puso en medio de diseccion de frio para prevenir la muerte neuronal. Posteriormente, se
utiliz6 DNAsa 0,1 mg/mL y Tripsina 0.25% para separar las neuronas del tejido y evitar la

agregacion entre ellas.
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Por ultimo, se cultivaron las neuronas en platos especializados con poli-L-lisina 1mg/mL
(promueve la adhesion celular) y con medio minimo esencial (MEM) como medio de cultivo.
En el anexo 7.5.2 se observan todos los componentes utilizados en el medio de cultivo y el

medio de diseccion.

El MEM fue reemplazado a las 4 horas con medio neurobasal suplementado con B27, lo que
permitio el desarrollo y la maduracion neuronal. Este medio fue renovado tres veces en la

Semana.

2.6 Evaluacion de la viabilidad celular con los sistemas liposomales desarrollados

Inicialmente, se adicionaron las diferentes concentraciones del farmaco nanovehiculizado en
el sistema liposomal, ademas de soluciones de quercetina a las mismas concentraciones ya
establecidas, pero sin la formacion de los liposomas; y se incubaron las células durante un
tiempo determinado experimentalmente. Posteriormente, se indujo estrés oxidativo a las
neuronas utilizando L-glutamato y se incubaron durante 1 a 6 horas. Ambas incubaciones se

Ilevaron a cabo a una temperatura de 37°C y 5% de CO>

Luego de que se incubaron las células durante un tiempo adecuado, se adicion6 MTT
0,5mg/mL y se incubaron las células 37°C y 5% de CO,. EI MTT es un tetrazol de color
amarillo que, al convertirse en formazan (anexo 7.5.3), cambia a una coloracion morada.
Dicho cambio de coloracion representa viabilidad celular dado que la formacion de formazan

es catalizada por enzimas mitocondriales.

Finalmente, luego de la incubacidn se adicion6 dimetilsulfoxido y se midio la absorbancia a
570 nm para la determinacion de la viabilidad celular.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de los sistemas liposomales obtenidos por medio de

las técnicas dispersion de luz dindmica

Con el objetivo de caracterizar fisicoqguimicamente los sistemas liposomales y, ademas,
conocer la estabilidad de estos a medida que pasa el tiempo, se realiz6 un estudio en el cual
se midieron el tamafio de particula o diametro hidrodindmico y el potencial Zeta de los
liposomas durante 6 dias. En la figura 2 se observan los resultados obtenidos de potencial
Zeta para los liposomas desarrollados en las concentraciones establecidas y los liposomas

control los cuales no contienen la molécula de interés.

Liposomas de Quercetina

Potencial zeta (mV)

1 ]
Tiempo (dias)

-k

-8 Liposomas Cantral Fotential Zeta (mVy)
-# Liposomas Sug/mL Polential Zeta (mV)

—— Liposomas 10ug/mL Potential Zeta (mV)
-+ Lipesomas 20ug/mL Potential Zeta (m\)

Figura 2. Potencial Z de los liposomas de quercetina en funcion del tiempo

Inicialmente, es importante aclarar el hecho de que, en todas las mediciones realizadas a lo
largo del tiempo, las cargas del potencial zeta dieron en el rango negativo. Se cree que la
carga negativa mostrada por los liposomas es el resultado del Epikuron 200 y el Epikuron

145 utilizados para la formacion de los sistemas liposomales. El epikruon 200 contiene un
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95% de fosfatidilcolina (figura 3A), que no tiene carga neta, mientras que otros componentes
(5%) como el acido fosfatidico (figura 3B) y fosfatidilinositol (figura 3C) estan cargados
negativamente (Huang et al., 2011). Ademas, el epikuron 145 tiene una composicion muy
similar a la mencionada anteriormente. Esto permite que los liposomas tengan carga negativa,

lo cual se vea reflejado en la medicidn del potencial zeta.

C
g8
o—&l—o NECH,

\/\/\/\/\/\/\Aﬁf’ I L

Figura 3. Estructura quimica A) fosfatidilcolina B) &cido fosfatidico y C) fosfatidilinositol

Por otra parte, se puede observar que, en general, los potenciales zeta de los liposomas que
contienen quercetina tienen un valor mas negativo que los obtenidos para los liposomas
control. Esto puede deberse, en parte, al efecto electrocinético que aporta la quercetina, dado

gue hay una fraccion de esta que se encuentra por fuera del liposoma (figura 4).
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Figura 4. Representacion grafica de los liposomas con quercetina.

Dicho efecto electrocinético se debe a la alta densidad electronica de la molécula, la cual es
generada por la cantidad de oxigenos presentes en ella (figura 5). Lo anterior permite que la
quercetina ayude a que se cree una mayor carga negativa y que, finalmente, la magnitud de
los potenciales negativos sea mucho mayor. Ademas, el pKa del OH maés &cido de la
quercetina es de 7.03 (Lemanska et al., 2004), es decir que, debido a que los liposomas estan
preparados en un medio a pH 7.4, este oxigeno de la molécula se va a encontrar ionizado, lo

que aporta a que haya una mayor carga negativa como tal de los liposomas.

OH
HO 0 O

OH
OH O

Figura 5. Estructura quimica de la quercetina (Correa & Longart, 2010)
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Para la segunda parte de la caracterizacion, se determino el tamafio de particula o diametro

hidrodindmico de estos. A continuacion, se encuentra la grafica de los resultados obtenidos:

Liposomas de Quercetina

Tamafio de particula(nm)

2 4 6
Tiempo (dias)

-e- Liposomas Confrol Tamano de particula (mnm)
& Liposomas Sug/mL Tamafio de particulainm)
& Liposomas 10ug/mL Tamano de particula (nm)
- Liposomas 20ug/mL Tamano de particula (nm)

Figura 6. Tamafio de particula de los liposomas de quercetina en funcion del tiempo

En la figura 6 se puede notar que, aunque en los primeros dos dias los tamafios de los 4
sistemas liposomales se mantienen similares, los proximos dias el tamafio de los liposomas
control comienza a ser mayor que el de los liposomas que contienen la quercetina. Se tiene
la hipétesis teniendo en cuenta la forma del liposoma dependiendo de lo que haya en su
interior. Cuando se tienen liposomas en los cuales no se ha encapsulado ningln principio
activo, como en el caso de los liposomas control, en el interior de estos se incluyen moléculas
de agua y, en ocasiones, pueden ser muchas de estas moléculas. Lo anterior permite que el
sistema liposomal sea mucho mas flexible, por lo que puede generarse una forma que no sea
esférica (figura 7B) y, por ende, el didmetro hidrodindmico sea mayor. Por el contrario, dado
que la quercetina tiene una zona de ubicacion especifica en la parte apolar de la bicapa, hay
una alta cantidad de fosfolipidos tratando de estabilizar la molécula, lo que permite que se
presente un mayor grado de ordenamiento de las cadenas apolares y por tanto la estructura,
al ser mas rigida, sea mas esférica y compacta (figura 7A), generando un tamafio de particula

menor.
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Figura 7. A) Didmetro hidrodinamico del liposoma en su forma esférica (Monteiro, Martins,
Reis, & Neves, 2014). B) Diametro hidrodindmico del liposoma en su forma no esférica

En cuanto al estudio de estabilidad como tal, se obtuvo que a medida que pasan los dias los
liposomas se vuelven mas inestables. Esto se ve reflejado en ambas caracteristicas
fisicoquimicas evaluadas en el proyecto, dado que el potencial zeta se vuelve cada vez menos
negativo con el paso de los dias y el tamafio es cada vez mayor, llegando a valores incluso

por encima de los 1000 nm.

Para explicar lo mencionado anteriormente, es necesario primero considerar la estabilidad
quimica de algunos fosfolipidos que componen la bicapa lipidica de los sistemas liposomales.
Se han descrito dos vias de degradacion, para los fosfolipidos en dispersiones de liposomas
(acuosas), que podrian limitar la vida util de las dispersiones de liposomas. Estas son las vias
de degradacién oxidativa e hidrolitica. La oxidacion de los fosfolipidos, particularmente
aquellos con cadenas que contienen grupos acilo (RCO) insaturados, han recibido una
atencion considerable a lo largo de los afios. Las cadenas con grupos acilo de las moléculas
de fosfolipidos se oxidan a través de un mecanismo de cadena de radicales libres en ausencia
de oxidantes especificos. Si hay oxigeno presente, el proceso se desarrolla mas y, a través de
la formacidn de hidroperdxidos, puede producirse la fisién de la cadena de acidos grasos,
generando la destruccion del liposoma. Por otro lado, los enlaces éster presentes en las
moléculas de fosfolipido son susceptibles a hidrolisis, lo que causa también que el liposoma

se vea afectado (Grit & Crommelin, 1993).
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Todo lo anterior conlleva a que los sistemas liposomales sean muy inestables y, por tanto,
sea de gran complejidad el uso de este tipo de nanosistemas. Para disminuir el riesgo a la
oxidacion de los fosfolipidos, la muestra se debe proteger frente a la luz y el oxigeno (Grit &
Crommelin, 1993).

Adicionalmente, los procesos fisicos como la agregacién/floculacion y la fusion/
coalescencia que afectan la vida atil de los liposomas pueden provocar la pérdida del farmaco
asociado al liposoma y cambios en el tamafio. La agregacion es la formacion de unidades
mas grandes de material liposomal; estas unidades todavia estdn compuestas de liposomas
individuales. En principio, este proceso es reversible, por ejemplo, aplicando fuerzas de corte
suaves 0 cambiando la temperatura. Sin embargo, la presencia de agregacién puede acelerar
el proceso de coalescencia de los liposomas, lo que indica que se forman nuevas estructuras
coloidales. Como la coalescencia es un proceso irreversible, los liposomas originales no

pueden ser recuperados (Yadav, Murthy, Shete, & Sakhare, 2011).

Ademas, se debe tener en cuenta que la dispersion coloidal es a menudo termodinamicamente
inestable. Dado que los procesos espontaneos ocurren en la direccion de la disminucion de
la energia libre de Gibbs y que, la separacion de un sistema disperso de dos fases para formar
dos capas distintas es un cambio en la direccidn de la disminucién de la energia libre de
Gibbs, y, la separacidn de fases es termodinamicamente estable (Yadav et al., 2011). Es por
esto que, con el paso de los dias, se puede observar una mayor inestabilidad de los sistemas
liposomales, reflejado en sus caracteristicas fisicoquimicas. Para mejorar este tipo de
inestabilidad, se podria adicionar algin tensoactivo que permita disminuir la tension

interfacial y mantener la dispersion liposomal estable por una mayor cantidad de dias.

3.2 Determinacion de la capacidad de encapsulacién de quercetina por medio de los

sistemas liposomales obtenidos mediante la técnica de ultrafiltracion-centrifugacion.

Como se observa en la figura 8, los resultados de la eficiencia de encapsulacion de la
quercetina en los sistemas liposomales dieron bastante buenos para las concentraciones de 5
y 10 pg/mL, obteniendo un porcentaje de encapsulacion del farmaco en un 100%. Como se

reporta en la literatura, los factores que afectan la eficacia de la encapsulacion del farmaco

20



dentro de los liposomas varian y se basan principalmente en la composicion de los liposomas

(es decir, fosfolipidos y colesterol) y en las propiedades del farmaco encapsulado.
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Figura 8. Eficiencia de encapsulacion de la quercetina en los liposomas

Con respecto a los farmacos encapsulados, la eficacia de encapsulacion suele verse afectada
por el caracter del farmaco hidroéfilo/lipofilo. Las eficiencias de encapsulacién de farmacos
insolubles en agua suelen ser altas, alcanzando valores de hasta el 100%. Sin embargo, las
eficiencias de encapsulacion de farmacos solubles en agua estan limitadas por el volumen
del nucleo acuoso de los liposomas, ya que en su mayoria estan atrapadas en las cavidades
acuosas (Jaafar-Maalej, Diab, Andrieu, Elaissari, & Fessi, 2010). Lo anterior quiere decir
que, si la zona hidrofobica del liposoma es mayor que la hidrofilica, se va a favorecer la

encapsulacion de los farmacos apolares.

Por otro lado, se debe tener en cuenta que la composicién de los liposomas también es un
factor importante que determina la eficiencia de encapsulacién. Segun estudio realizados, el
hecho de tener una mayor concentracion de fosfolipidos, para la formacion de la bicapa
lipidica, genera una mayor encapsulacion de los farmacos apolares. Lo anterior se debe a que
hay una asociacion mas alta del farmaco con las bicapas de fosfolipidos de liposomas cuando

hay un aumento de la superficie de lipidos y el nUmero de bicapas, puesto que se ha informado
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que el grosor de la superficie lipidica del liposoma aumenta con la cantidad creciente de
fosfolipido utilizado en la formulacion (Jaafar-Maalej et al., 2010). En este proyecto se
utilizaron concentraciones méximas de Epikuron 145 y Epikuron 200, lo que explica los

porcentajes de encapsulacion obtenidos.

Como se menciono anteriormente, la eficiencia de encapsulacion de 100% se present6 en los
liposomas con quercetina a 5y 10 pg/mL. Para la concentracion de 20 pg/mL, no tenia
sentido hacer uso de la ecuacion (1), ya que la concentracion hallada en los liposomas fue
muy variada y nunca mayor a 10 pg/mL, es por esto que se registra un porcentaje de
encapsulacion menor al 50%. Teniendo en cuenta esto, se plantea que a concentraciones altas
la quercetina se oxida y genera una nueva estructura la cual ya no se detecta en la longitud

de onda utilizada en el lector de microplacas.

3.3 Evaluacidn de la actividad neuroprotectora de la quercetina liposomal en cultivos

de neuronas hipocampales de rata

En este proyecto se realizaron 2 ensayos de viabilidad, evaluando la actividad
neuroprotectora de la quercetina nanovehiculizada. Para ello, se cultivaron las células del
hipocampo de ratas y se adicionaron diferentes compuestos para conocer el efecto de estos
sobre la viabilidad celular. Inicialmente, se tuvo medio neurobasal como control negativo de
la muerte neuronal, puesto que este es el medio normal utilizado para el matenimiento y
crecimiento de las neuronas en los cultivos celulares. Por otro lado, el Triton X-100 es un
detergente que fue adicionado para generar la ruptura de la membrana celular, lo que provoca
muerte por necrosis celular y tener asi un control positivo frente a dicha muerte.
Adicionalmente, se adiciond buffer ACSF, un liquido cefalorraquideo artificial que permite
el entorno vital para el tejido neuronal ya que manteniene la homeostasis y osmolaridad, por
lo que se espera una alta viabilidad con el uso de este. Por ultimo, el glutamato se utilizo para
inducir estrés oxidativo en las neuronas, luego de haber adicionado la quercetina y poder
conocer asi el efecto protector de esta. Los resultados obtenidos del primer ensayo se

muestran a continuacion:
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Ensayo de viabilidad celular con MTT
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Figura 9. Primer estudio de viabilidad neuronal luego de adicion de los sistemas

liposomales de quercetina a diferentes concentraciones.

De acuerdo al ANOVA obtenido en este estudio y la prueba de comparaciones multiples de
Tukey, se observaron varias comparaciones estadisticamente significativas en este primer
ensayo: Neurobasal vs. Glu 50 uM (valor p= 0.0073), Neurobasal vs. ACSF (valor p=
0.0271), Neurobasal vs. Liposomas (valor p=0.0329) y Glu 50uM vs. Que+L 20 pg/mL.

Inicialmente, se obtuvo que hay una diferencia significativa entre las neuronas en medio
neurobasal y luego de la adicion de glutamato a 50uM. Como se puede observar en la figura
9, la viabilidad fue menor con el uso de glutamato, lo cual corresponde con lo esperado ya
que el glutamato induce estrés oxidativo lo que provoca muerte neuronal. Sin embargo, se
esperaba que la viabilidad, con el uso de del glutamato, fuera un poco menor para obtener

diferencias mas significativas entre este y el uso de la quercetina nanovehiculizada.

Adicionalmente, se encontré que la viabilidad con el vehiculo utilizado (Buffer ACSF) es
mucho menor. Una posible hipotesis para este comportamiento es la falta de glucosa en la
composicion del buffer, ya que las neuronas necesitan de esta para obtener energia y asi

desarrollarse bien. Por tanto, es necesaria la adicidn de este carbohidrato pues se sabe que, a
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nivel fisiologico, generalmente se dispone de glucosa, siendo esta el sustrato obligatorio para

el cerebro.

Por otro lado, se obtuvo una comparacion significativa estadisticamente entre la absorbancia
en las células del control negativo y la absorbancia en las neuronas vivas luego de aplicar
sistemas liposomales que no contenian quercetina. La absorbancia en las dltimas fue menor,
lo que quiere decir que la composicion como tal de los liposomas disminuy6 la viabilidad

celular.

Como ya ha sido mencionado en el proyecto, los liposomas fueron preparados con epikuron
200, epikuron 145 y colesterol; y estos se encuentran en un medio acuoso a pH 7.4. Por una
parte, el epikuron 200 contiene fosfatidilcolina en un alto porcentaje (95%
aproximadamente), &cido fosfatidico, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol, ademas de
otros tipos de &cido graso (palmitico y estearico, acido oleico, acido linoleico, &cido
linolénico)(Huang et al., 2011). A diferencia del epikuron 200, el epikuron 145 contiene
fosfatidilcolina al 50% aproximadamente (Bureau, 2013), sin embargo, el resto de la
composicion es muy similar. Para poder analizar un posible dafio en las membranas
neuronales a causa de alguno de estos componentes, se debe considerar la composicion de
las membranas en este tipo de células. R.O Calderdn et al, en el afio 1995 describieron la
composicion lipidica de neuronas de la raiz de ganglio dorsal de ratas (DRG). A

continuacion, en la tabla 2 se muestra la composicion lipidica de dichas neuronas.
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Tabla 2. Composicion lipidica de células DRG. NS: Soma neuronal y NP: procesos

neuriticos (Ang, 1988).

% total de lipidos
Cuerpos (NS) Neuritas (NP)
Fosfolipidos totales 57,06 £ 1,7 56,42+ 1,6
Fosfolipidos neutros 48,19 + 3,83 44,15 + 6,39
Esfingomielina 2,77 £ 0,07 4,47 £0,43
Fosfatidilcolina 28,88 +1,44 27,00 + 2,65
Fosfatidiletanolamina 16,54 £ 2,44 22,27 = 4,06
Acido total 8,87 £ 3,23 12,57 +£1,42
Fosfatidilinositol 5,79+ 1,40 6,34 £ 1,70
Fosfatidilserina 3,08 0,31 6,23 £ 0,15
Galactolipidos totales 4,80 + 0,27 7,71+1,13
Cerebrosidos 3,13+0,28 5,15+ 0,24
Sulfatida 1,56 +0,12 2,56 £ 0,30
Colesterol 15,42 + 1,05 22,14 + 2,06
Esteres de colesterol 4,31+2,01 7,30+ 1,03
Triacilgliceroles 2,30 + 3,09 0,20 £ 0,02
Acidos grasos 4,30 +0,51 1,01 +0,23
No identificado 11,81 +1,03 4,30+0,81

Como se reporta en la tabla anterior, la composicion de las membranas neuronales es similar
a la composicion con la que se desarrollan los liposomas, ya que el fosfolipido que las
compone mayormente es la fosfatidilcolina, ademas de que tienen un alto porcentaje de
fosfatidiletanolamina y colesterol. Por ello, que se espera que en realidad no se presente
ningun tipo de toxicidad por parte de los liposomas control. Adicionalmente, dado que los
liposomas son desarrollados mediante la metodologia de inyeccion de etanol, la
concentracion de etanol final obtenida es minima, por lo que no se espera tampoco que haya
una toxicidad significativa. Teniendo en cuenta esto, se puede inferir que la poca viabilidad
obtenida puede ser o por lo discutido anteriormente del buffer ACSF (la muestra obtenida de
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liposomas se completd a 1mL con el buffer) o por algun tipo de contaminacion al momento

de la preparacion de los liposomas control.

Adicional a lo anterior, se obtuvo otra diferencia significativa de gran importancia en este
estudio (Glu 50 uM vs. Que+L 20 pg/mL), la cual sera explicada mas adelante con los
resultados obtenidos en el segundo ensayo.
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Figura 10. Segundo estudio de viabilidad neuronal luego de adicion de los sistemas

liposomales de quercetina a diferentes concentraciones.

En este caso, se realizd una comparacion de Dunnett para conocer, especificamente, las
diferencias significativas entre el glutamato y las demas muestras. De acuerdo a esto, se
obtuvieron 3 comparaciones estadisticamente significativas: Glu 50uM vs. Liposomas (valor
p= 0.0448), Glu 50uM vs. Que+L 5 pg/mL (valor p= 0.0233) y Glu 50 uM vs. Que+L 20
pg/mL (valor p=0.0003).

En primera instancia, se encontrd que, a diferencia del primer ensayo, hubo una menor
viabilidad con los liposomas control en comparacion con el glutamato. Teniendo en cuenta
ademas de lo explicado anteriormente, que, esta vez la viabilidad fue menor que con el

vehiculo (buffer ACSF) y que, los liposomas fueron preparados exactamente igual, se puede
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inferir que probablemente pudo haberse presentado algun tipo de contaminacion al momento

de preparar los liposomas control, lo que llevé a la muerte neuronal.

Por otra parte, de acuerdo a los resultados obtenidos se presentd una comparacion
estadisticamente significativa entre la absorbancia obtenida luego del uso de los liposomas
que contenian quercetina 5 pg/mL y la absorbancia en el control negativo. Como se muestra
en la figura 10, la viabilidad de las neuronas en las cuales se adicion6 la molécula de interés,
en la concentracion mas baja de las que fueron planteadas, fue mucho mayor, lo que quiere
decir que, la concentracidn de quercetina mas optima para la neuroproteccion es de 5 pg/mL,
ya que cumple su funcién como antioxidante y disminuye la muerte neuronal causada por el

estrés oxidativo.

Otra observacion que se puede hacer de este estudio es que, a medida que aumenta la
concentracion de antioxidante, la viabilidad es menor. Lo anterior permite asegurar que la
quercetina genera toxicidad a altas concentraciones, produciendo la muerte de las neuronas.
Por ello, los liposomas que contienen quercetina a una concentracion de 20 pug/mL generaron

una alta toxicidad, siendo la viabilidad mucho menor incluso que en el control negativo.

La toxicidad de la quercetina a altas concentracion se debe a un proceso de prooxidacion de
este antioxidante cuando se encuentra en concentraciones muy altas, por lo que, en lugar de
disminuir el estrés oxidativo de las neuronas, estd ayudando a que este se genere. Dicha
afirmacion se reafirma con la revision de la literatura la cual indica que, en general, la
quercetina es capaz de actuar como un prooxidante en concentraciones superiores a 40 mM,
es decir, 12 pg/mL (Vargas & Burd, 2010). Es por dicha razén que se observa una
disminucion significativa en la viabilidad neuronal con el uso de quercetina 20 pg/mL

encapsulada en los sistemas liposomales.

Finalmente, es importante destacar que la viabilidad de las neuronas con la quercetina a 20
pg/mL en los sistemas liposomales, es mucho menor que cuando se adiciond la solucion de
quercetina a 20 pg/mL. Se puede suponer que el mayor grado de citotoxicidad mostrado por
la quercetina cargada en los liposomas puede deberse a su proceso de internalizacién mas
facil por parte de las células y, por ende, estas tengan un mayor acceso a la quercetina,
generando su estreés oxidativo. Es bien sabido que la quercetina libre, igual que casi todos los
flavonoides, no es miscible en agua, por lo que probablemente es poco biodisponibles a nivel
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celular y este comportamiento puede explicar su baja citotoxicidad (Bonechi et al., 2018).
Sin embargo, la diferencia entre ambas viabilidades no fue muy significativa para las otras
concentraciones de quercetina utilizadas, por lo que, considerando que el uso de liposomas
como portadores moleculares esta de acuerdo con el deseo de permitir que los antioxidantes
se internalicen mejor en las células, el uso de estos sistemas liposomales es ideal para la
administracion de esta molécula, siempre y cuando, esta se encuentre en las concentraciones

Optimas.
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CONCLUSIONES

Se logré el desarrollo de los sistemas liposomales de quercetina a las concentraciones
de 5,10y 20 pg/mL mediante la técnica de inyeccion de etanol, utilizando colesterol,
epikuron 200 y epikuron 145.

Se caracterizaron fisicoquimicamente los sistemas liposomales desarrollados
mediante la técnica de dispersion de luz dindmica. Se encontr6 que los liposomas, en
cuanto a su tamafio, se encuentran en la escala nanométrica. Ademas, el tamafio de
los liposomas en presencia de quercetina es menor, por lo que se tiene la hipdtesis de
un mayor ordenamiento y rigidez en presencia de esta. Para validar dicha teoria, se
recomienda realizar un estudio con microscopio electronico de barrido para ver la
forma de los liposomas control y los que contienen la molécula, y asi poder observar
la variacion. Por otra parte, el potencial zeta de los liposomas preparados es negativo,
siendo mas negativos en presencia de quercetina dado al efecto electrocinético que
esta les brinda gracias a su alta densidad electronica.

En cuanto al estudio de estabilidad, los liposomas son mas inestables con el paso del
tiempo, lo cual se observa con el aumento significativo de sus tamafios en los ultimos
dias y con la disminucién en la magnitud negativa de sus potenciales zeta. Para
mejorar la estabilidad de estos, se recomienda el uso de tensoactivos.

Se determind la eficiencia de encapsulacion de la quercetina en los sistemas
liposomales, obteniendo que, en las concentraciones de 5 pg/mL y 10 pg/mL, la
eficiencia es de 100%. Para la concentracion de quercetina de 20 pg/mL, dicha
eficiencia de encapsulacion es menor al 50% y se propone que, a concentraciones
muy altas, la quercetina se oxida, generando que no se detecte en la longitud de onda
propuesta. Para corroborar lo anterior, se sugiere realizar un estudio de estabilidad
guimica de la quercetina en los liposomas.

Se realizo el ensayo de viabilidad para evaluar la actividad neuroprotectora de la
quercetina liposomal en cultivos de neuronas hipocampales de rata. Se obtuvo que la

concentracion Optima de quercetina en los sistemas liposomales es de 5 pg/mL.
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Ademas, se encontro que la quercetina a concentraciones mayores de 12 pg/mL actla
como un prooxidante, lo que explica la baja viabilidad obtenida en los liposomas de
quercetina a 20 pg/mL.
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7. ANEXOS
7.1 MARCO TEORICO
7.1.1 Enfermedad de Alzheimer

Actualmente, la proteina beta-amiloide (Ap), APOE y la proteina tau son tres elementos que
tienen evidencia sustancial como contribuyentes al desarrollo de la EA. Las caracteristicas
neuropatologicas y neuroquimicas de la EA incluyen la pérdida sindptica y la muerte
neuronal selectiva, una disminucidon de neurotransmisores especificos, y la presencia de
depdsitos proteicos anormales en las neuronas (conocidos como nudos neurofibrilares) y en

el espacio extracelular (como placas difusas y neuriticas) (Masters et al., 2015).

La acumulacion de la AP (llamadas placas AP) fuera de las neuronas y la acumulacion de
una forma anormal de la proteina tau dentro de las neuronas, son dos de varios cambios
cerebrales que se cree que contribuyen al dafio y la destruccion de neuronas que producen
pérdida de memoria y otros sintomas de EA. A medida que los cambios cerebrales avanzan,
la transferencia de informacién en las sinapsis comienza a fallar, el nimero de sinapsis
disminuye, y las neuronas finalmente mueren. Se cree que la acumulacion de la AP interfiere
con la comunicacién de neurona a neurona en las sinapsis y contribuye a la muerte celular.
(Alzheimer Association, 2016).

AP es un potente veneno mitocondrial, que afecta especialmente al conjunto sinéptico. En la
EA, la exposicion a AP inhibe las enzimas mitocondriales clave en el cerebro y en las
mitocondrias aisladas. En consecuencia, el transporte de electrones, la produccion de ATP,
el consumo de oxigeno y el potencial de membrana mitocondrial se deterioran. El aumento
en la formacion de radicales superdxido mitocondriales y la conversién en peréxido de
hidrogeno causa estrés oxidativo, liberacion de citocromo ¢ y apoptosis (Querfurth &
LaFerla, 2010).

Como se ha mencionado anteriormente, un compuesto antioxidante ampliamente estudiado
es la quercetina, pues ha demostrado un efecto neuroprotector frente a al estrés oxidativo

generado en patologias como la AB. Estudios in vitro en lineas celulares neuronales y en
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neuronas primarias han demostrado que la quercetina, a bajas concentraciones micromolares,
antagoniza la toxicidad celular inducida por diversos oxidantes (por ejemplo, peroxido de
hidrégeno, hidroperoxido de &cido linoleico) y otras moléculas neurotoxicas que se cree que
actian induciendo el estrés oxidativo (por ejemplo, 6-hidroxidopamina y N-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridinio) (Costa et al., 2016).

7.1.2  Quercetina como antioxidante para el tratamiento del Alzheimer

La quercetina es un flavonoide que abunda en muchas plantas étnicas, especialmente la
cebolla y el té, por lo tanto, es comin consumir una cantidad suficiente diariamente. La
quercetina es una molécula versatil con muchas propiedades farmacoldgicas que incluyen
antioxidantes, neurologicas, antivirales, anticancerigenas, cardiovasculares, antimicrobianas,
antiinflamatorias, hepatoprotectoras, protectoras del sistema reproductivo y agentes
antiobesidad.(Maalik et al., 2014) .

Una molécula de quercetina contiene cinco grupos hidroxilo (figura 5), cuya presencia
determina la actividad biolégica del compuesto y la posible cantidad de derivados. La
propiedad quimica mas ampliamente investigada de los compuestos fendélicos es su actividad
antioxidante. Los antioxidantes son capaces de neutralizar los radicales libres que estan
siempre presentes en los alimentos, asi como en las células del cuerpo humano. (Materska,
2008).

Cabe destacar que a pesar de la presencia de los cinco grupos hidroxilo, la molécula de
quercetina tiene un caréacter lipofilico gracias a sus anillos aromaticos, por lo que presenta
problemas de solubilidad en agua y, por tanto, en su biodisponibilidad (Materska, 2008). Por
lo anterior, se deben emplear estrategias que ayuden a solubilizar la molécula en medio
acuoso. Una de ellas es el uso de la nanotecnologia, especificamente el desarrollo de
liposomas, los cuales permiten encapsular el farmaco y, por ende, obtener su correcta

solubilizacion y proteccion frente a degradacion.
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7.1.3 Liposomas
7.1.3.1 Generalidades

Los liposomas son pequefias vesiculas creadas artificialmente de forma esférica formadas
por fosfolipidos y otros compuestos como el colesterol. Debido a su tamafio y caracter
hidrofobico e hidrofilico (ademas de la biocompatibilidad), son sistemas prometedores para
la administracion de farmacos poco solubles. Las propiedades de estos nanosistemas difieren
considerablemente con la composicion de los lipidos, la carga superficial, el tamafio y el
método de preparacion. Generalmente, son definitivos como vesiculas esféricas con tamafios
de particulas que varian desde 30 nm hasta varios micrémetros y los grupos de cabeza polar
estan orientados en direccion de las fases acuosas interior y exterior (Figura 11A)
(Akbarzadeh et al., 2013).

7.1.3.2 Clasificacion

El tamafio del liposoma puede variar desde vesiculas muy pequeiias (0.025 pm) hasta grandes
(2.5 um). Ademas, pueden tener membranas de una o dos capas. El tamafio de la vesicula es
un pardmetro agudo para determinar la vida media de la circulacion de los liposomas, y tanto
el tamafio como el nimero de bicapas afectan la cantidad de encapsulacién del farmaco en la
estructura. Sobre la base de su tamafio y numero de bicapas, los liposomas también se pueden
clasificar bajo las siguientes categorias: (1) vesiculas multilamelares (MLV) y (2) vesiculas
unilaminares. Las vesiculas unilaminares, a su vez, se pueden clasificar en dos categorias:
(1) vesiculas unilaminares grandes (LUV) y (2) vesiculas unilamelares pequefias (SUV). En
los liposomas unilamelares, la vesicula tiene una sola esfera bicapa de fosfolipidos que
encierra la solucién acuosa. En los multilaminares, las vesiculas tienen una estructura de
cebolla. Clasicamente, varias vesiculas unilaminares se formaran en el interior del otro con
un tamafio méas pequefio, formando una estructura multilaminar de esferas concéntricas de

fosfolipidos separadas por capas de agua (figura 11B) (Akbarzadeh et al., 2013)
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Figura 11. Liposomas A) Estructura B) Clasificacién (Monteiro et al., 2014)

7.1.3.3 Inyeccidn de etanol

Existen diversas técnicas para la preparacion de los sistemas liposomales, una de ellas es la
inyeccidn de etanol la cual sera usada en este proyecto. En dicho método, una solucion de
etanol que contiene los lipidos se inyecta rapidamente a través de una aguja fina en un exceso
de una solucién buffer u otro medio acuoso que generalmente incluye el principio activo
solubilizado. La fuerza de la inyeccidn suele ser suficiente para lograr una mezcla completa,
de modo que el etanol se diluye casi instantdneamente en agua, lo que da lugar a que las
moléculas de fosfolipidos se agrupen uniformemente por todo el medio formando vesiculas
y encapsulando al principio activo en el interior de las mismas (Ukawa et al., 2014).
Posteriormente, se realizan procesos de ultrafiltracion y purificacion de los liposomas
formados, con el objetivo de determinar la eficiencia de encapsulacién del compuesto
funcional (Wallace, Li, Nation, & Boyd, 2013). Cabe considerar que el porcentaje de
encapsulacion es extremadamente bajo si los materiales a atrapar se disuelven en la fase
acuosa. La presencia de etanol también puede ser una desventaja, pero esto puede eliminarse

facilmente por ultrafiltracion (Pons, Foradada, & Estelrich, 1993).

Para determinar el porcentaje de encapsulacion del farmaco en los sistemas liposomales se

utiliza la ultrafiltracion, seguida de la espectrofotometria de UV-Vis.
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7.1.4 Espectrofotometria UV-Vis

La absorcion de radiacion electromagnética de longitudes de onda entre 200 y 800nm por
moléculas que tienen electrones 0 &tomos que poseen pares de electrones no compartidos
que pueden emplearse para analisis tanto cualitativos como cuantitativos; como tal, se conoce
como espectrofotometria. Dado que una amplia variedad de sustancias farmacéuticas
absorben el espectro electromagnético, la técnica se utiliza ampliamente en dicho ambito
(Ohannesian & Streeter, 2002).

La relacidn entre la concentracion del analito y la intensidad de la luz absorbida es la base de
las aplicaciones cuantitativas de la espectrofotometria. Ademas, las caracteristicas de los
espectros de absorcion tales como la absortividad molar, la posicion espectral y la forma y
amplitud de la banda de absorcion estan relacionadas con la estructura molecular y el entorno
y, por lo tanto, pueden utilizarse para el analisis cualitativo. La absorcion de luz ultravioleta
0 visible por las moléculas se produce como resultado de la interaccion del campo eléctrico
asociado con una onda de luz o un foton con electrones moleculares. La intensidad, la
posicion en el espectro y la apariencia de la banda espectral producida por interaccion
depende de las energias de los electrones moleculares y de las caracteristicas dinamicas con

respecto al resto de la molécula (Ohannesian & Streeter, 2002).

7.1.5 Caracterizacion fisicoquimica de los liposomas

7.1.5.1 Potencial Z

El potencial zeta es un pardmetro analitico e instrumental, que se utiliza para medir la
intensidad de la interaccion electrostatica repulsiva entre particulas coloidales cargadas
naturalmente. De hecho, las mediciones de potencial z se usan cominmente para predecir la
estabilidad de los sistemas coloidales. Si todas las particulas en una suspension tienen un
gran potencial zeta negativo o positivo, tenderan a repelerse entre si y, por lo tanto, no habra
tendencia a agregarse. Por lo general, las particulas con potenciales zeta mas positivos que

+30 mV 0 mas negativos que -30 mV se consideran estables (Monteiro et al., 2014).
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Para entender mas a fondo este concepto se debe considerar el modelo de la doble capa.
Teniendo en cuenta un coloide de carga negativa, se debe observar el efecto del coloide sobre
el ion positivo (contra-ion) en la solucidn. Inicialmente, la atraccion del coloide negativo
hace que algunos iones positivos formen una capa rigida adyacente alrededor de la superficie
del coloide; esta capa de contra-iones es conocida como capa de Stern (Electrokinetics and
Colloid Behavior The Interaction of Colloids Zeta Potential: A Complete Course in 5
Minutes, n.d.).

Otros iones positivos adicionales son todavia atraidos por el coloide negativo, pero estos son
ahora rechazados por la capa de Stern, asi como por otros iones positivos que intentar
acercarse al coloide. Este equilibrio dinamico resulta en la formacién de una capa difusa de
contra-iones. Los contra-iones tienen una alta concentracion cerca de la superficie, la cual
disminuye gradualmente con la distancia, hasta que se logra un equilibrio con la
concentracion de los contra-iones. Por otra parte, en la capa difusa hay un déficit de iones
negativos, llamados co-iones ya que tienen la misma carga del coloide. Su concentracion se
incrementa gradualmente al alejarse del coloide, mientras que las fuerzas repulsivas del
coloide son compensadas por los iones positivos, hasta alcanzar nuevamente el equilibrio.
Los contra-iones de la capa de Stern y de la capa difusa conforman la doble capa (figura 12)
(Electrokinetics and Colloid Behavior The Interaction of Colloids Zeta Potential: A

Complete Course in 5 Minutes, n.d.).
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Figura 12. Visualizacion de la doble capa (Electrokinetics and Colloid Behavior The

Interaction of Colloids Zeta Potential: A Complete Course in 5 Minutes, n.d.).

La doble capa se forma para neutralizar el coloide cargado y, a su vez, provoca un potencial
electrocinético entre la superficie del coloide y cualquier punto de la masa del liquido en
suspension. Esta diferencia de voltaje es del orden de milivoltios y se conoce como potencial
de superficie. La magnitud del potencial de superficie esta relacionada con la carga de la
superficie y el espesor de la doble capa. A medida que se sale de la superficie, el potencial
cae de forma aproximadamente lineal en la capa Stern y luego exponencialmente a través de
la capa difusa, acercandose a cero en el limite imaginario de la capa doble (Electrokinetics
and Colloid Behavior The Interaction of Colloids Zeta Potential: A Complete Course in 5
Minutes, n.d.).

Una particula cargada se moverd con una velocidad fija en un campo de voltaje. Este
fenomeno se llama electroforesis. La movilidad de la particula estd relacionada con la
constante dieléctrica y la viscosidad del liquido en suspension y con el potencial eléctrico en
el limite entre la particula en movimiento y el liquido. Este limite se denomina plano de
deslizamiento y generalmente se define como el punto donde se encuentran la capa Stern y
la capa difusa. Se considera que la capa Stern esta rigidamente unida al coloide, mientras que
la capa difusa no lo estd. Como resultado, el potencial eléctrico en esta unién esta relacionado

con la movilidad de la particula y se denomina potencial zeta (figura 13) (Electrokinetics and
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Colloid Behavior The Interaction of Colloids Zeta Potential: A Complete Course in 5
Minutes, n.d.).
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Figura 13. Potencial Z vs Potencial de superficie (Electrokinetics and Colloid Behavior

The Interaction of Colloids Zeta Potential: A Complete Course in 5 Minutes, n.d.).

7.1.5.2 Tamafio de particula

La dispersién de luz dindmica (DLS), a veces denominada espectroscopia de correlacién de
fotones o dispersion de luz cuasi-elastica, es una técnica que permite la medicion del tamafio
de particulas en el rango submicrométrico. Tipicamente, las mediciones del tamafio de
particula se toman entre 2 y 5 minutos, lo que permite que el DLS se clasifique como una
técnica rapida. Para proceder con el analisis de DLS, las particulas (hasta decenas de miles)
se suspenden en una solucion y se iluminan con luz para que las particulas dispersen la luz
en un indice de refraccion dado, diferente de la del disolvente de suspensién. Por lo tanto, los

liposomas se miden en su estado natural, sin la necesidad de deshidratacion o tincidn
(Monteiro et al., 2014).

Las aplicaciones tipicas de la dispersion dinamica de la luz son la caracterizacion de
particulas, emulsiones o moléculas que se han dispersado o disuelto en un liquido. El
movimiento browniano de particulas 0 moléculas en suspension hace que la luz laser se

disperse a diferentes intensidades. El analisis de estas fluctuaciones de intensidad produce la
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velocidad del movimiento browniano y, por lo tanto, el tamafio de particula utilizando la

relacion de Stokes-Einstein (Malvern Panalytical, n.d.).

7.1.6 Ensayos in vitro en cultivos primarios de células de hipocampo de ratas

Se define el cultivo de células y tejidos animales como la técnica mediante la cual es posible
mantener fragmentos de tejidos u érganos, o incluso células, en situacién de aislamiento de
un organismo pluricelular. Pero para que la técnica pueda ser considerada como valida y util,
para experimentacion u otras aplicaciones, es necesario que dichos tejidos o células realicen

al menos una parte de las funciones que tenian en el organismo completo (Gil, 2011).

Los cultivos neuronales del sistema nervioso central (SNC) se han venido usando
ampliamente para el estudio de los mecanismos que conducen el proceso de diferenciacion
neuronal, asi como también se han empleado como modelos in vitro para evaluar farmacos
y desarrollar nuevas terapias. En principio, los cultivos neuronales primarios pueden
prepararse de cualquier region del cerebro, sin embargo, el hipocampo representa una de las
regiones del cerebro mas utilizada debido a que su poblacién neuronal es bastante
homogénea. La poblacion neuronal del hipocampo estd representada por las neuronas
piramidales las cuales a su vez representan de 85% a 90% de la poblacién total de neuronas
del SNC. Adicionalmente, las neuronas piramidales en cultivo expresan muchas de las
caracteristicas fenotipicas propias de estas células, como son el desarrollo de un axén simple,
una larga dendrita apical y numerosas dendritas basales mas cortas; en general estas céelulas
mantienen su identidad en cultivos in vitro, lo que hace a estos cultivos excelentes modelos

para el estudio del funcionamiento del SNC (Correa & Longart, 2010).
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7.2 CURVA DE CALIBRACION DE QUERCETINA

Tabla 3. Absorbancia obtenida a diferentes concentraciones de quercetina

Concentracion de quercetina Absorbancia
(ppm) 1 2 3
1,5 0,036 0,027 0,03
3 0,068 0,075 0,07
6 0,145 0,147 0,154
12 0,32 0,318 0,342
24 0,663 0,649 0,648
Curva de calibracién- Quercetina
0,700
0.6001 *+
0,500
o] 04001
é 0,300 A
0,100 . N
0,000 : ’
_0.100?000 5,0I00 10,I00[J 15.I000 2[].I000 25_I000
Concentracién (ug/mlL)
Figura 14. Curva de calibracion obtenida para la quercetina
Tabla 4. Ecuacion de la recta y coeficiente de correlacion de la curva de calibracion.
Ecuacion de la recta A B R2
Y=A*X+B 0,0272 -0,0154 1
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7.3 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

Tabla 5. Tamafio de particula promedio y potencial zeta promedio de los sistemas

liposomales a diferentes concentraciones de quercetina con el paso del tiempo.

Tamarnio de particula promedio

Concentracion (nm) Potencial zeta promedio (mV)
guercetina ( Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra
pg/mL) Dia | Muestral 2 3 1 2 3

1 125,90 142,10 126,65 -10,035 -14,5 -15,6

2 262,95 254.5 398,85 -12,85 -16,10 -15,15

0 (liposomas | 3 1071,2 496,7 776,9 -145 | -1565 | -15,65

control) 4 816,2 506,6 661,4 -18,8 -19,9 -19,3

5 1153 2230 1182,5 -16,8 -8,98 -10,05

6 2144 5257 1102,5 -13,75 -10,04 -15,35

1 120,63 129,25 115,90 -8,24 -15,10 -16,05

2 165,25 215,65 268,25 -13,85 -11,38 -40,45

3 243,20 260,80 420,45 -12,80 -17,85 -19,00

° 4 338,30 310,30 324,30 -14,40 -12,80 -13,60

5 1357,00 3952,50 407,30 -5,65 -19,25 -21,70

6 2101,50 1198,50 368,10 -5,50 -19,10 -12,25

1 253,95 148,75 127,80 -13,20 -26,40 -23,05

2 383,20 280,75 139,60 -21,40 -22,35 -22,15

3 342,90 631,30 238,75 -16,95 -10,24 -21,90

10 4 496,40 487,00 491,70 -18,20 -18,70 -18,45

5 863,65 2510,50 488,40 -17,30 -13,55 -28,80

6 1197,00 993,30 3321,50 -11,40 -15,05 -9,72

Continua en la siguiente pagina...

46




Viene de la pagina ...

Tamarnio de particula promedio

Concentracién (nm) Potencial zeta promedio (mV)
quercetina ( Muestra Muestra | Muestra | Muestra
pg/mL) Dia | Muestral 2 Muestra 3 1 2 3

1 220,35 357,05 232,70 -24,55 -27,55 -16,45

2 359,75 232,25 229,80 -25,40 -33,40 -20,30

20 3 421,10 251,50 266,90 -18,90 -19,15 -19,55

4 337,10 309,40 323,25 -20,10 -20,00 -20,05

5 585,30 2428,00 252,70 -22,50 -15,90 -16,55

6 1007,90 3126,50 376,20 -14,55 -12,95 -12,40

7.4 EFICIENCIA DE ENCAPSULACION

Tabla 6. Concentraciones obtenidas a partir de la ecuacion de la recta y porcentaje de

eficiencia de encapsulacion de los sistemas liposomales

y Concentracion de | Concentracion de
Concentracion ] ] S
) quercetina guercetina no % Eficiencia de
Muestra | de quercetina »
) encapsulada ( encapsulada ( encapsulacion
teorica ( pg/mL)
Hg/mL) Hg/mL)
1 4,9412 0 100%
1 4,7941 0 100%
1 . 4,4632 0 100%
2 6,5960 0 100%
2 6,4040 0 100%
2 6,2647 0 100%

Continua en la siguiente pagina...
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Concentracion

Concentracion de

Concentracion de

) guercetina guercetina no % Eficiencia de
Muestra | de quercetina .
) encapsulada ( encapsulada ( encapsulacion
teorica ( ug/mL)
Hg/mL) Hg/mL)
3 11,118 0 100%
3 10,272 0 100%
3 10,162 0 100%
10
4 11,118 0 100%
4 10,934 0 100%
4 11,522 0 100%
5 7,299 0 <50%
6 20 4831 1,706 <50%
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7.5 ENSAYOS DE VIABILIDAD

7.5.1 Resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad

Tabla 7. Absorbancias obtenidas en el ensayo de viabilidad neuronal

Absorbancia

Que+L| Que |Que+L | Que |Que+L
TritonX-|/ASCF| Glu Que5| 5 10 10 20 20
Neurobasal {100 0,1%| (Veh) |50 uM|Liposomas |pug/mL|pg/mL |pg/mL | pg/mL {pg/mL| pg/mL

0,600 -0,013 |0,331|{0,391| 0,380 0,577 0,472 | 0,460 | 0,465 | 0,465 | 0,284

0,651 0,013 |0,496|0,397| 0,584 |0,532| 0,541 | 0,407 | 0,487 | 0,315 | 0,220

0,643 0,060 |0,366|0,395| 0,470 0,528 | 0,578 | 0,474 | 0,408 | 0,415 | 0,214

0,554 0,040 |0,432|0,437| 0,536 |0570]| 0,576 | 0,440 | 0,430 | 0,500 | 0,193

0,584 0,043 |0,416|0,310| 0,507 0,508 | 0,490 | 0,414 | 0,408 | 0,324 | 0,184

0,632 0,060 |0,603|0,485| 0,459 |0,553|0,474 (0,381 | 0,319 |0,271| 0,141

0,632 0,045 |0,571|0,559| 0,366 0,495 | 0,412 | 0,388 | 0,244 | 0,232 | 0,226

0,598 -0,001 |0,358|0,501| 0,362 |0,372| 0,417 | 0,340 | 0,249 | 0,273 | 0,180

Tabla 8. Resultados de la prueba de comparaciones maltiples de Tukey

Tukey's multiple| Mean Signific [Summa
comparisons test| Diff, |95,00% CI of diff,| ant? ry Adjusted P Value

Neurobasal vs.
TritonX-100 0,1%]| 0,5821| 0,5199 to 0,6444 Yes| — FxFx* <0,0001

Neurobasal vs.
ASCF (Veh) 0,1651) 0,01896 to 0,3113 Yes * 0,0271

Continla en la siguiente pagina ...
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Tukey's multiple| Mean Signific [Summa

comparisons test| Diff, |95,00% CI of diff,| ant? ry Adjusted P Value
Neurobasal vs.

Glu 50 uM 0,1774| 0,05373 to 0,301 Yes *x 0,0073
Neurobasal vs.

Liposomas 0,1538| 0,01242 to 0,2951 Yes * 0,0329
Neurobasal vs.

Que 5 pg/mL 0,0948| -0,02123t0 0,211 No ns 0,1232
Neurobasal vs.

Que+L 5 pg/mL | 0,1168|-0,001006 to 0,2345 No ns 0,0521
Neurobasal vs.

Que 10 pg/mL 0,1988| 0,1091 to 0,2884 Yes falaed 0,0005
Neurobasal vs.

Que+L 10 pg/mL| 0,2355 0,07426 to 0,3967 Yes *x 0,0065
Neurobasal vs.

Que 20 pg/mL 0,2624 0,07517 to 0,4496 Yes bl 0,0083
Neurobasal vs.

Que+L 20 pg/mL| 0,4065 0,3251 to 0,4879 Yes| — *x** <0,0001
TritonX-100 0,1%

vs. ASCF (Veh) | -0,417| -0,5548to -0,2792 Yes| — *x** <0,0001
TritonX-100 0,1%

vs. Glu 50 uM -0,4048| -0,5308 to -0,2787 Yes| — **** <0,0001
TritonX-100 0,1%

vs. Liposomas -0,4284, -0,5535 to -0,3032 Yes| — FF** <0,0001
TritonX-100 0,1%

vs. Que 5 pg/mL (-0,4873| -0,5877 to -0,3868 Yes| — FF** <0,0001

Continua en la siguiente pagina ...
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Tukey's multiple

comparisons test

Mean
Diff,

95,00% CI of diff,

Signific

ant?

Summa

ry

Adjusted P Value

TritonX-100 0,1%
vs. Que+L 5
pg/mL

-0,4654

-0,5652 to -0,3655

Yes

Kk kx|

<0,0001

TritonX-100 0,1%
vs. Que 10
pg/mL

-0,3834

-0,4622 to -0,3045

Yes

*h kx|

<0,0001

TritonX-100 0,1%
vs. Que+L 10
pg/mL

-0,3466

-0,5093 to -0,1839

Yes

*k%k

0,0006

TritonX-100 0,1%
vs. Que 20
pg/mL

-0,3198

-0,4883 to -0,1512

Yes

**

0,0013

TritonX-100 0,1%
vs. Que+L 20
pg/mL

-0,1756

-0,2727 to -0,07856

Yes

**

0,0018

ASCF (Veh) vs.
Glu 50 uM

0,0123

-0,1322 to 0,1567

No

ns

>0,9999

ASCF (Veh) vs.

Liposomas

-0,0114

-0,2014 t0 0,1786

No

ns

>0,9999

ASCF (Veh) vs.
Que 5 pg/mL

-0,0703

-0,2434 t0 0,1029

No

ns

0,7513

ASCF (Veh) vs.
Que+L 5 pg/mL

-0,0484

-0,2544 10 0,1577

No

ns

0,9838

ASCF (Veh) vs.
Que 10 pg/mL

0,0336

-0,1642 to 0,2314

No

ns

0,9984

Continta en la siguiente pagina ...
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Tukey's multiple| Mean Signific [Summa

comparisons test| Diff, |95,00% CI of diff,| ant? ry Adjusted P Value

ASCF (Veh) vs.

Que+L 10 pg/mL| 0,0704| -0,182to0 0,3228 No ns 0,9544
ASCF (Veh) vs.

Que 20 pg/mL 0,0973| -0,1839t0 0,3784 No ns 0,8667
ASCF (Veh) vs.

Que+L 20 pg/mL| 0,2414 0,04345 to 0,4393 Yes * 0,0181
Glu 50 uM vs.

Liposomas -0,0236| -0,2481 to 0,2008 No ns >0,9999
Glu 50 uM vs.

Que 5 pg/mL -0,0825| -0,2692 to 0,1042 No ns 0,6727
Glu 50 uM vs.

Que+L 5 pg/mL |[-0,0606| -0,2598 to 0,1386 No ns 0,9272
Glu 50 uM vs.

Que 10 pg/mL 0,0214| -0,1515t0 0,1942 No ns 0,9999
Glu 50 uM vs.

Que+L 10 pg/mL| 0,0581| -0,1991 to 0,3154 No ns 0,9874
Glu 50 uM vs.

Que 20 pg/mL 0,085 -0,1559 to 0,3259 No ns 0,8548
Glu 50 uM vs.

Que+L 20 pg/mL| 0,2291f 0,0794 to 0,3789 Yes xx 0,0050
Liposomas vs.

Que 5 pg/mL -0,0589 -0,1836 to 0,06586 No ns 0,6061
Liposomas vs.

Que+L 5 pg/mL | -0,037| -0,1175 to 0,04351 No ns 0,6335

Continua en la siguiente pagina...
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Tukey's multiple| Mean Signific [Summa

comparisons test| Diff, |95,00% CI of diff,| ant? ry Adjusted P Value
Liposomas vs.

Que 10 pg/mL 0,045 -0,08335100,1733 No ns 0,8587
Liposomas vs.

Que+L 10 pg/mL | 0,0818| -0,03013 to 0,1936 No ns 0,1896
Liposomas vs.

Que 20 pg/mL 0,1086| -0,06418 to 0,2814 No ns 0,3112
Liposomas vs.

Que+L 20 pg/mL| 0,2528 0,09296 to 0,4125 Yes *x 0,0041
Que 5 pg/mL vs.

Que+L 5 pg/mL | 0,0219| -0,07282 to 0,1166 No ns 0,9854
Que 5 pg/mL vs.

Que 10 pg/mL 0,1039| 0,03417 to 0,1736 Yes *x 0,0058
Que 5 pg/mL vs.

Que+L 10 pg/mL| 0,1406| 0,03205 to 0,2492 Yes * 0,0130
Que 5 pg/mL vs.

Que 20 pg/mL 0,1675  0,0409 to 0,2941 Yes * 0,0115
Que 5 pg/mL vs.

Que+L 20 pg/mL| 0,3116| 0,2068 to 0,4164 Yes| — *x** <0,0001
Que+L 5 pg/mL

vs. Que 10

pg/mL 0,082 0,01018 to 0,1538 Yes * 0,0257
Que+L 5 pg/mL

vs. Que+L 10

pg/mL 0,1188| 0,01989 to 0,2176 Yes * 0,0196

Continua en la siguiente pagina...
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Tukey's multiple

comparisons test

Mean
Diff,

95,00% CI of diff,

Signific

ant?

Summa

ry

Adjusted P Value

Que+L 5 pg/mL
vs. Que 20
pg/mL

0,1456

0,03309 to 0,2582

Yes

0,0130

Que+L 5 pg/mL
vs. Que+L 20
pg/mL

0,2898

0,1689 to 0,4106

Yes

**k*

0,0003

Que 10 pg/mL
vs. Que+L 10
pg/mL

0,0368

-0,07137 t0 0,1449

No

ns

0,8766

Que 10 pg/mL
vs. Que 20
pg/mL

0,0636

-0,04324 10 0,1705

No

ns

0,3631

Que 10 pg/mL
vs. Que+L 20
png/mL

0,2078

0,1436 t0 0,2719

Yes

*kkk

<0,0001

Que+L 10 pg/mL
vs. Que 20
pg/mL

0,0269

-0,09047 to 0,1442

No

ns

0,9862

Que+L 10 pg/mL
vs. Que+L 20
pg/mL

0,171

0,0367 to 0,3053

Yes

0,0143

Que 20 pg/mL
vs. Que+L 20
pg/mL

0,1441

0,003918 to 0,2843

Yes

0,0437
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Tabla 9. Absorbancias obtenidas en el segundo ensayo de viabilidad neuronal

Absorbancia

TritonX-

Neurobasal 100 0,1%

ASCF
(Veh)

Glu
50 uM

Liposomas

Que 5 5

pg/mL

Que+L

pg/mL

Que
10

pg/mL

Que+L

pg/mL

Que

10 20

pg/mL

Que+L
20
pg/mL

0,257 -0,004

0,335

0,318

0,217

0,344

0,388

0,319

0,243

0,278

0,221

0,4 0,009

0,317

0,305

0,188

0,409

0,334

0,3

0,255

0,274

0,18

0,501 0,01

0,275

0,316

0,178

0,291

0,327

0,351

0,24

0,353

0,174

0,356 0,005

0,265

0,234

0,192

0,354

0,319

0,261

0,25

0,295

0,157

0,392 0,007

0,261

0,274

0,185

0,296

0,301

0,301

0,229

0,263

0,198

0,371 0,019

0,234

0,259

0,201

0,385

0,337

0,327

0,265

0,201

0,167

0,396 0,018

0,225

0,254

0,243

0,302

0,282

0,255

0,256

0,275

0,143

0,438 0,009

0,25

0,193

0,213

0,301

0,321

0,283

0,232

0,198

0,15

Tabla 10. Resultados de la prueba de comparaciones multiples de Dunnett

Dunnett’'s multiple

comparisons test

Mean
Diff,

95,00% CI of diff,

Significant?

Summary

Adjusted

P Value

Glu 50 uM vs. Liposomas

0,067

0,001639 to 0,1324

Yes

*

0,0448

Glu50 uM vs. Que 5 pg/mL

-0,06613

-0,1335 to 0,001226

No

ns

0,0542

Glu 50 uM vs. Que+L 5 pg/mL

-0,057

-0,1049 to -0,009064

Yes

*

0,0223

Glu 50 uM vs. Que 10 pg/mL

-0,0305

-0,07122 to 0,01022

No

ns

0,1533

Glu 50 uM vs. Que+L 10 pg/mL

0,02288

-0,03016 to 0,07591

No

ns

0,5723

Glu 50 uM vs. Que 20 pg/mL

0,002

-0,04699 to 0,05099

No

ns

0,9998

Glu 50 uM vs. Que+L 20 pg/mL

0,09538

0,05791 to 0,1328

Yes

**k*

0,0003
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7.5.2 Composicion de los medios utilizados en el cultivo

Tabla 11. Componentes del medio de cultivo

Componente Cantidad
MEM con Glutamax 50 mL
Solucion Penicilina/Estreptomicina 1mL
Hepes No aplica
Suero de caballo al 25% 50 mL
Solucién Hank al 25% con D-glucosa 50 mL
Agua destilada 200 mL
Tabla 12. Componentes del medio de diseccién
Componente Cantidad
MEM 50 mL
Solucidn Penicilina/Estreptomicina 1mL
Trix (Hidroximetil) aminometano 120 mg
Solucién acuosa de NaHCOs 7,5% 910 pL
Suero de caballo 50 mL
Solucion Hank al 25% con D-glucosa 50 mL
Agua destilada 100 mL

7.5.3 Reaccion de la conversion de MTT en formazan

i

_—N

Re du( tasa mutocondnal .\

Figura 15. Conversion de MTT en formazan
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7.6 APROBACION DEL COMITE DE ETICA PARA EL CUIDADO Y USO DE
ANIMALES EN EXPERIMENTACION

$ 1CESI

Bantiapo de Cali, Z7 de abril de 2017
CIECUAE 2120117

Or. Alvaro Andres Barrera Ocampo
Imvestigador rincipal- Loiversidud Teesi

ASUNTO: Aprobaciin de Froyecto de Investigaeidin

T 24 de abeil d2! presente 2fo, el Comilé de Flica Animal CTECUAE de le Universidad
lees] dando cumnplimienieo ala ley 84 de 1989 v a la resolucibn de rectoriu W° 847 (3 da julio
de Z01Z), aprabd 2l signients provvecto de investdgacidn:

“Determinacion de las bases molecifares de la vulnerabiffefad del hipocampo en la
enfermedad de Alzhaimar”

s

L presente se firma, ol dia (27), mes (abril), del afo (2017)

Cordialmenis,

&

¢

Jullana Rengifo, PhD
Pregident: —CIECUALR
Linjversidad [cesi

Cale 1B Ko, 121115

PR (3T 10 SRR 2004 Fae (5000 b5k 2145
tZall - Coombia

wesboesleu co

Figura 16. Acta de aprobacion del Comité de Etica
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