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Introduccién

La investigacién de hemélisis producida por tensoactivos cobra mayor
importancia actualmente en la industria farmacéutica, no solo para evaluar
sus efectos en las membranas sino para formular nuevas formas
farmacéuticas, como son las microemulsiones, geles transdérmicas y hasta
liposomas.

El objetivo de este estudio fuc determinar varios pardmetros
cuantitativos anteriormente usados y evaluar si comrespondian con los
valores obtenidos directamente de los experimentos. Asi mismo se buscé
evaluar la relacién entre diversos pardmetros fisicoquimicos y la toxicidad.

La hemélisis depende de numerosos parimetros experimentales,
tales como la temperatura, pH, concentracion de eritrocitos, concentracion
de tensoactivos, asi como la r;aturalcza de iones presentes en el medio.
Dependiendo de la especie, la concentracion de tensoactivo requerida puede
variar para causar un cierto grado de hemélisis. Debido a esos numerosos
pardmetros experimentales y debido a las discrepancias y la falta de
informacion en la calidad del tensoactivo usado, pureza, etc., los resultados

de numerosas investigaciones son muy dificiles de comparar.



I. Generalidades

Una molécula que ocasiona la disminucién de la tensién superficial de un
solvente es conocido como agente tensoactivo. Las moléculas que son parcialmente

hidrofébicas y parcialmente hidrofilicas son llamadas anfifilicas.

Los tensoactivos son moléculas anfotéricas las cuales poseen una porcion
soluble en solventes polares y una en solventes apolares. Se encuentran constituidos en
un grupo muy heterogéneo de moléculas, en las que se incluyen hidrocarburos,
pigmentos, colesterol, fosfolipidos, glicolipidos, detergentes. Contienen grupos de
naturaleza alifitica o aromdtica y muchos también contienen grupos polares. Las
mitades aromdticas y alifiticas son generalmente hidrofébicas. Estas son solubles en
muchos solventes no polares pero ligeramente solubles en agua. La baja solubilidad de
los grupos -apolares en solucion acuosa es principalmente debido a las fuerzas de
interaccién entre las moléculas de agua. Estas son rotas o distorcionadas si una

molécula sélida es introducida.

Los grupos polares pueden estar sustituidos con grupos cargados: como fosfato,
amino, sulfato, y grupos carboxilo. Siendo polares, forman fuertes enlaces no covalentes

con el agua circundante.?

Los grupos hidrofilicos en los lipidos son frecuentemente llamados cabezas y los
grupos hidrofébicos son llamados colas, particularmente cuando, son de cadenas
alquilicas. Los lipidos difieren mayormente en sus porciones hidrofébicas ¢ hidrofilicas.
En base a su comportamiento se ha elaborado su clasificacién (Tabla I} .2
Los tensoactivos dentro de los cuales se incluyen a los detergentes usados para la
solubilizacion de la membrana, difieren de los insolubles en que las porciones
amfifilicas (los cuales constituyen el mayor grupo de lipidos en las membranas

bioldgicas) poseen solamente mayor caricter hidrofilico.?
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Cabe mencionar, que a lo largo de! presente texto, se mencionan las palabras
tensoactivo, anfifilices y/o molécula anfifilica, las cuales se utilizan indistintamente

siendo su significado el mismo.

1.1 Clasificacién de Agentes Tensoactivos

Los tensoactivos se clasifican en cuatro categorias principales: anidnicos,

catiénicos, anfotéricos y no idnicos.

1.1.1 Anionicos.

Se caracterizan por poseer un grupo polar capaz de ionizarse en solucion
acuosa, adquiriendo una carga eléctrica negativa. En este grupo se encuentran los

jabones, los sulfonatos, y los suifatos como componentes principales.

Jabones. Los tensoactivos anidnicos que contienen iones carboxilatos son los jabones,
que se preparan generalmente por saponificacién de glicéridos naturales de dcidos
grasos en solucion alcalina. Los cationes méas comunes asociados a los jabones son :
sodio, potasio, amonio, trietanolamina, y la cadena de los 4cidos grasos tiene 12 a 18

carbones de longitud.'

El grado de hidrosolubilidad depende mucho de la cadena alquilica y de la presencia de
dobles enlaces. Por ejemplo : el estearato de sodio es totalmente insoluble en agua, pero
en en las mismas condiciones el oleato de sodio es muy soluble en agua. Los iones
multivalentes, como los de calcio y magnesio, producen marcada insolubilidad en agua,
incluso a cadenas alquilicas menores, por eso los jabones no son utiles en agua dura,
rica en estos iones. Los jabones que son sales de dcidos débiles estan sujetos también a
hidrélisis y a la formacion de acido mds ion hidréxido, especialmente cuando estdn en
solucién mds concentrada.! Desde el punto de vista farmacéutico tienen la desventaja
de tener un sabor desagradable y presentar una accién irritante sobre el tracto

gastrointestinal debida al pH de sus soluciones acuosas.




Sulfonatos. Son agentes tensoactivos con un grupo polar jonizable en solucion acuosa,
este grupo tonizable es el grupo sulfénico en el cual el dtomo de azufre estd unido a un
dtomo de carbono y puede representarse como su estructura general como : (segmento
lipofilico) - CH, - $0,- Na*.

Para compensar algunas desventajas de los jabones pueden usarse muchos sulfonatos de
cadena alquilica larga y sulfonatos de alquilo arilo como el suifonato de dodecilbenceno
sddico ; el ion sulfonato estd menos sujeto a hidrélisis y precipitacién en presencia de
iones multivalentes. Un grupo popular de sulfonatos muy usados en sistemas
farmacéuticos es el de los sulfosuccinatos de sodio dialquilicos, particularmente el
sulfosuccinato de sodio bis-(2-etilhexil), llamado Aerosol OT. Este compuesto es (nico
por ser soluble en agua y en aceite, por lo cual forma micelas en ambas fases. Reduce la
tensién superficial y de interfase a valores muy bajos y actia como excelente agente

humectante en muchos tipos de formas farmacéuticas sélidas.'

Sulfatos. En estos agentes tensoactivos el grupo polar hidrofilico ionizable en soiucién
acuosa es el grupo sulfato. El més popular de este grupo es el laurilsulfato de sodio,
muy usado como emulsionante y solubilizador en sistemas farmacéuticos. A diferencia
de los sulfonatos, los sulfatos son susceptibles a hidrélisis con formacién del alcohol de
cadena larga, por lo cual el contro! de pH es muy importante para las soluciones de

sulfatos.'
1.1.2 Catidnicos.

Los agentes tensoactivos catidnicos se caracterizan por poseer un grupo polar
hidrofilico capaz de ionizarse en solucidn acuosa adquiriendo una carga eléctrica

positiva.

Muchos cationes de cadena larga, como los aminosales vy las sales de amonio
cuaternario, se usan a menudo como agentes tensoactivos disueltos en agua, pero su uso
en preparaciones farmacéuticas se limita a la funcién de conservadores antimicrobianos

y no a la de agentes tensoactivos, porque los cationes se adsorben muy facilmente a



estructuras de membrana celular en forma inespecifica provocando lisis celular, lo
mismo que los agentes aniGnicos, £stos en menor grado. Asi actiian destruyendo hongos

y bacterias.'

Como los agentes anidnicos y no iénicos no son tan efectivos como .conservadores,
debemos deducir que la carga positiva de estos compuestos es importante, pero se ha
demostrado que el grado de actividad superficial determina la cantidad de material
necesaria para una cantidad dada de preservacién. Las sales de amonio cuaternario son
preferibles a las sales de amina libres porque no dependen en absoluto del pH. La
presencia de aniones organicos como colorantes y polielectrélitos naturales es una

fuente importante de incompatibilidad, y esta combinacién debe evitarse.'

1. 1.3 Anfotéricos,

El grupo principal de moléculas de esta categoria es el que contiene grupos
carboxilato o fosfato como anién, y grupos amino o amonio cuaternario como catién. El
primer grupo esta representado en varios polipéptidos, proteinas y alquilo betainas, y el
segundo consiste en fosfolipidos como lecitinas y cefalinas. En general, los anfotéricos
de cadena larga que existen en solucién en forma zwilteridnica son mas tensoactivos
que los agentes idnicos con el mismo grupo hidréfobo, pues en realidad los iones de
carga opuesta estin neutralizados. Sin embargo, comparados con los no ionicos

aparecen a la mitad de camino entre los idnicos y los no iénicos.'
1.1.4_No idnicos.

Los agentes tensoactivos no idnicos son tal vez lo mas utilizados cn las
formulaciones farmacéuticas debido a sus caracteristicas de compatibilidad, estabilidad
y en general baja toxicidad relativa a otros grupos de tensoactivos. Se clasifican

relativamente en insolubles en agua y perfectamente solubles en agua.'

El tipo principal de compuestos que forma este primer grupo es el de los acidos
grasos de cadena larga y sus derivados insolubles en agua. Estos incluyen : 1)alcoholes

grasos como los lauril, cetil (16 carbonos), y estearil alcoholes ; 2) ésteres de glicerol,



como los monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos naturales y 3) ésteres de acidos
grasos y otros alcoholes como propilenglicol, polietilenglicol, sorbitdn, sacarosa Y
colesterol. También se incluyen en esta clase general de compuestos no idnicos

insolubles en agua los alcoholes esteroides libres como el colesterol.'

Para aumentar la hidrosclubilidad de estos compuestos y para formar el segundo
grupo de agentes no idnicos, se afiaden grupos polioxictileno mediante una unién de
éter con uno de sus grupos alcohdlicos. La lista de derivados conocidos es demasiado

larga para mencionarla en su totalidad, pero daremos algunas categorias generales.'

Los compuestos més usados son los ésteres de dcidos grasos de polioxietilen
sorbitdn, que se encuentran en formulaciones farmacéuticas de uso interno y externo.
Los compuestos intimamente relacionados incluyen polioxietilenglicerol y ésteres
esteroides, asi como los ésteres de polioxipropileno comparables. También es posible
una unién directa de éter con el grupo hidrofébico y con un éter de polioxietileno
estearilo o fenol de polioxietileno alquilo. Estos éteres, a diferencia de ios ésteres, son

muy resistentes a la hidrélisis acida o alcalina, y esto constituye una ventaja,’

1.2 Toxicidad de Tensoactivos

La necesidad de investigar mas sobre la toxicidad de tensoactivos, crece a
medida que aumenta su uso en preparaciones farmacéuticas como agentes humectantes,
solubilizantes y emulsionantes. Esta altima consideracion es mas importante cuando se
formulan emulsiones para administracién intravenosa. Algunos de esos efectos tdxicos
se deben a la interaccién con proteinas especificas, a cambios en la actividad

interfacial, a la interaccion con membranas o dispersion llevadas por tensoactivos.
1.2.1 Toxicidad oral

La toxicidad de tensoactivos por via oral, depende de la estructura molecular
detallada, pero en general, se considera a los tensoactivos no idnicos como menos

toxicos que los tensoactivos i6nicos. En general, los tensoactivos que tienen grupos



aromaticos, son més toxicos que los tensoactivos cnteramente alifiticos. Los
tensoactivos de la serie Tween se han establecido inocuos para animales y humanos en

la administracién orat a largo plazo.?

Con respecto a la toxicidad crénica, estudios realizados durante un periodo de 2
afios, en ratas, el cloruro de alquildimetitbencil amonio, fue ¢l més toxico. Entre los
surfactantes aniénicos, la toxicidad crénica disminuye en orden de sulfonato de
alquilareno, sulfosuccinato de dioctil de sodio, y sulfato de alquilo de sodio. La

toxicidad involucra irritacién en el tracto gastrointestinal.®

Sin embargo, la toxicidad oral de tensoactivos puede ser relacionada con los
efectos de diferentes enzimas. El hecho de que los tensoactives i6nicos reaccionen
facilmente con proteinas, puede explicar el efecto enzimatico inhibitorio de estos
compuestos. Se sabe que las lipasas se activan por los acidos biliares. Sin embargo, el
lauril sulfato de sodio y los Tween, inhiben a estas enzimas. Por otro lado, se ha
encontrado, que [os 4cidos biliares inhiben a las hidrolasas tales como la quimotripsina

y la fosfatasa alcalina®
1.2.2 Toxicidad por via tépica

Los efectos de tensoactivos en la piel han alcanzado un gran interés,
especialmente desde su introduccion de detergentes sintéticos, los cuales
frecuentemente producen dermatitis por contacto. Los sintomas pueden variar, desde
una piel moderadamente escaldada y 4spera, a serias ulceraciones. FEstas pueden
deberse a irritacidn primaria como a reacciones alérgicas con pronunciadas variaciones
individuales. Stupel establece que la interaccién entre tensoactivos y la piel, involucra
la remocién de grasa de la piel, reaccién con proteinas de la piel, hinchamiento de la
epidermis, y la abolicion de la reacci6n acida de la piel. En general, los compuestos de
cadena larga no ramificada, son menos irritantes que los de cadena corta y los de
cadena ramificada. Los tensoactivos que poseen una cadena de 12 carbonos gjercen una
irritacién mayor, lo anterior se ha establecido por varios autores. Los sulfatos de

monoalquilo y los alquilareno se han demostrado ser més irritantes que los jabones de



dcidos grasos. A pesar de las grandes variaciones, los tensoactivos no i6nicos son

generalmente suaves.’
1.2.3 Toxicidad por via parenteral

Como en el caso de muchos compuestos, la toxicidad de los tensoactivos es
mucho més elevada por via parenteral que por via oral. Sin embargo, no hay evidencia
de que exista correlacion entre la toxicidad oral y la parenteral de los tensoactivos.
Entre una serie de sulfatos monoalquilicos homélogos, ha se encontrado que el dodecil
sulfato es mds toxico cuando se administra intraperitonealmente, mientras que el decil

sulfato es menos tdxico al administrarse oralmente.’

En administracién parenteral, el efecto hemolitico del tensoactivo es una seiial
de toxicidad. Shulman, Rideal y sus colaboradores han desarrollado algunas teorias
acerca de la accién hemolitica de tensoactivos idnicos. Ellos sugieren una interaccién
entre el tensoactive y el colesterol contenido en las lipoproteinas de la membrana del
eritrocito. Respecto a los tensoactivos no iénicos como el Triton WR-1352 y el Triton
A-20, son pricticamente no hemoliticos. Estudios revelan que la toxicidad de
tensoactivos no idnicos disminuye en el orden decreciente de éteres de alquil
polioxietileno > éteres de alquilfenol potlioxietileno> éteres polioxietileno de acidos

grasos > Tween.

En los Tween el efecto hemolitico disminuye con el incremento de la longitud
del residuo de 4cido graso y se encontrd que el mas débil era el monooleato (Tween
80}. Es decir e! Tween 80 tiene un mayor tamailo que ¢! Tween 20 y de esta manara es
menos toxico. Se ha reportado también que soluciones inyectadas subcutineamente e
intravenosamente de éteres de polioxietileno de alquilo, ne producen un enturbiamiento
en la sangre. Cuando se inyectd intravenosamente, pequefias dosis de Tween a perros,
se produjo una caida en la presién sanguinea. Es importante sefialar que en general, los
estudios “in vitro” no toman en cuenta el efecto de dilucion del tensoactivo al
incorporarse al torrente sanguineo ; y que esto limita la correlacién in vitro in vitro.

Esto se demostrd debido a la liberacién de histamina inducida por los Tween. La



toxicidad en pulmén por tensoactivos, administrados en aerosel, también se ha
estudiado. Hall encontré que diferentes tensoactivos anidnicos en concentraciones de
0.1 % fueron aparentemente no tdxicos a puercos de guinea, mientras que altas
concentraciones  causaron disnea y cambios caracteristicos histolégicos en los
3 . r . » .
pulmones.” Sin embargo ain se desconocen los mecanismos especificos mediante los

cuales, los tensoactivos no idnicos, causan toxicidad.

1.3 Uso de tensoactivos en productos farmacéuticos

Como anteriormente se menciond, los tensoactivos son ampliamente usados en
muchas preparaciones farmacéuticas como solubilizantes, emulsificantes o
dispersantes.’ Ingredientes mutuamente incompatibles, por la accién de tensoactivos
pueden ser frecuentemente usados juntos en emulsiones o lociones, cuando estos no se

pueden combinar satisfactoriamente de otro modo.*

Algunos esteroides, como la progesterona o cortisona y gran variedad de
farmacos como la benzocaina, cloranfenicol y la sulfanilamina se solubilizan o
dispersan en polioxietileno monoleato de sorbitin, o polisorbato 80 USP (Tween 80).
El ioduro puede ser solubilizado para aplicacién tdpica por el Tween 20 o Tween 80.
Vitaminas liposolubles, A y D se solubilizan en soluciones acuosas de polisorbato 80.
Ambas vitaminas liposolubles y aquellas solubles en agua, como la tiamina y la

nicotinamina se incorporan en la misma férmula por el uso del polisorbato 80.*

La actividad biologica se ve incrementada en ciertos casos con farmacos
administrados en forma solubilizada. En adultos con esteatorrea, €l grado de absorcién
intestinal de grasa y la velocidad de absorcion de Vitamina A se incrementa por la
adicién de Tween 80 a la dieta. Efectos similares por Tween 80 en absorcién de

vitamina A y grasa se ha encontrado en infantes prematuros.’

En tabletas con cubierta de capa fina que contienen ccra de polietilenglicol y

ftalato acetato de celulosa se ha utilizado monoleato de sorbitin como plastificante.*




La vacuna para la influenza, emulsificada en aceite mineral usando monoleato
manide (ARLACEL A) para formar una emulsion W/O" mantiene un titulo de
anticuerpos mas alto que el encontrado en una preparacion acuosa. Extractos similares
emulsificados para el tratamiento de alergias también se preparan con ARLACEL A

con el objeto de minimizar la frecuencia de inyecciones requeridas.*

Emulsiones oleosas para inyeecién intravenosa se han estabilizado por Tween

60 o por la combinacin de monoestearato de glicerol con Tween 60.*

La suspensién de firmacos insolubles en fluidos acuosos, frecuentemente es
asistida por tensoactivos de poliol, cada uno solo o en combinacién con otros. La
Penicilina G procainica es dispersada por el polisorbato 80 o por una mezcla de

monopalmitato de sorbitan y monopalmitato polioxietileno de sorbitan.!

Una variedad de tensoactivos son usados como base para supositorios
incluyendo al monoestearato de propilenglicol, laurato de glicerol, ésteres de sorbitén ¥
combinaciones de estos. Los supositorios disefiados con estos tensoactivos son
formulados por tener un amplio rango de puntos de fusién, consistencias y
solubilidades, asi como alta velocidad de liberacion de los medicamentos

administrados.!

1.4 Propiedades fisicoquimicas generales de tensoactivos no iénicos

1.4.1.Generales. Excelentes detergentes; pobres propiedades espumantes (esto
no significa que no puedan crear y/o estabilizar espuma en presencia de otros
lensoactivos) ; pobres humectantes, buenos emulsificantes, no se adsorben en

superficies cargadas.®

1.4.2 Humectacién, La adicidn de electrolitos generalmente reduce el poder
humectante.®
1.4.3. Espumantes. Como regla, los tensoactivos no idnicos se encuentran de

*Agua/Aceite



moderados a bajos espumantes, pero el contenido de é6xido de etileno Optimo a su
temperatura 6ptima, se acercan a ser tan buenos como los sulfonatos de alquil benceno

lineales (LABS).?

Los tensoactivos no idnicos pueden ser desespumantes cuando estin pricticamente
insolubles en un sistema, pero son frecuentemente més usados como estabilizadores para

espuma para tensoactivos aniénicos, por ejemplo, las alcanoaminas.’

1.4.4 Solubilizacion. Es la disolucién de una sustancia en una solucidn acuosa de

un tensoactivo para formar una solucién clara y homogénea.’

" La solubilizacién toma lugar en las micelas dado que los tensoactivos no idnicos forman
micelas a concentraciones apreciablemente mas bajas que los tensoactivos anidnicos y
catidnicos, podria esperarse que los ne iénicos podrian por eso cosolubilizar compuestos
organicos a més bajas concentraciones que las especies cargadas. En suma, el gran
tamafio de la micelas de los tensoactivos no idnicos junto con las propiedades
solubilizantes del anillo de polioxietilén glicol, también como hidrofébicos, podria
sugerir que los tensoactivos no idnicos, puedan ser usados para solubilizar compuestos

orgdnicos de diferentes solubilidades, en solucién acuosa.’

1.4.5 Emulsificacién. Los tensoactivos no iénicos han sido ampliamente usados

como agentes emulsificantes. En la practica, las emulsiones mas estables se hacen con’

dos o més tensoactivos de diferentes propiedades hidrofébicas/hidrofilicas.’

1.4.6 Propiedades dispersantes. Los tensoactivos no idnicos ayudan a dispersar
particulas organicas e inorganicas en sistemas acuosos y no acuosos. Ellos ayudan a
humedecerlas, reduciendo el trabajo para dispersarlas, previniendo la agregacion de las
particulas y reduciendo la floculacion y Ia fijacidén. Los compuestos peliméricos solubles
en agua (por ejemplo, el polivinil alcohol) se usan para este propdsito y la cadena de

polioxietileno se comporta de manera similar en los tensoactivos no ibnicos.’

1.4.7 Detergencia. Existen un gran nimero de datos acerca de la longitud de la

cadena de carbonos dptima y el contenido de 6xidos de etileno de tensoactivos no



idnicos usados como detergentes, muchos de los cuales son contradictorios. El principal
problema es el método de prueba y los demds componentes en el detergente. El tipo de
mancha tiene tambié:n un gran efecto en la eficiencia del detergente y los tensoactivos
no idnicos, son en general, mas eficientes en remover suciedad organica que inorganica
o polar. El efecto de la concentracién es importante con éptimos de concentracién de
0.1% o mas grande (particularmente si los tensoactivos no idnicos estan por debajo del
punto nube). La temperatura es importante para un maximo de detergencia optimo a o

cerca del punto nube.

En la prdctica, los tensoactivos no idnicos son usados en mezclas con
tensoactivos aniénicos para uso pesado, con los anidnicos en mayor propotcion.
Recientemente se ha incrementado la cantidad de los no idnicos relativamente a los
aniénicos por temperatura de lavado mas baja y poder detergente. En detergentes

acuosos, los tensoactivos no i6nicos son usados a concentraciones mas altas.?

1.5 Pureza de Tensoactivos

El nimero de tensoactivos diferentes es grande vy cientos de ellos se han
utilizado ampliamente en estudios con enfoque bioquimico. Los tensoactivos
comerciales son casi siempre impurgs. Pueden contener cantidades variadas de agua y
aditivos. Un lote puede diferir del siguiente, y después de un prolongado
almacenamiento, el contenido del fondo del recipiente puede diferir del de la superficie,

como suele suceder en los tensoactivos liquidos no iénicos.?

Para obtener resultados reproducibles en estudios de laboratorio, es conveniente
purificar los tensoactivos cuando esto sea posible. En el caso de tensoactivos no
idnicos, los cuales son dificiles de purificar, el grado de pureza del tensoactivo utilizado
puede ser determinante. Las sales biliares y otros tensoactivos idnicos se pueden

purificar por cristalizacién.?



Los tensoactivos no i6nicos, por ejemplo pucden contener cantidades apreciables de

fosforo contaminante que interfiere en determinaciones de fosfolipidos.’

Otro problema es la heterogenicidad en los tensoactivos no idnicos, dado que una gran
mayoria son productos de polimerizacién. A menos que se fraccionen, estos tienen
grupos de cabezas de polioxietileno polidispersos debido a la polimerizacion estitica
del 6xido de etileno. El nitmero de unidades de polioxietileno por molécula dada por el
fabricante es asi, un valor medio. También hay heterogenicidad en la porcién
hidrofébica de tensoactivos sintéticos desde que se han usado algunos icidos grasos no

homogéneos y alcoholes para su sintesis.?

1.6 Balance Hidrofilico-Lipofilico (HLB)

Con el incremento de tensoactivos, especialmente no idnicos, utilizados en la
formulacién de emulsiones (que es uno de los principales propiedades de los agentes
tensoactivos) ; debe considerarse que el material elegido no sea téxico, y que su oler,
sabor y estabilidad sean compatibles con el producto.  Para obtener una medida para
el balance del tamajio y fuerza de oposicién de los grupos hidrofilicos e hidrofébicos
en tensoactivos no i6nicos, Griffin introdujo un valor empirico arbitrario, llamado

Balance Hidrofilico-Lipofilico (HLB).'

Existen métodos para calcular ¢l valor HLB de un nuevo agente tensoactivo.
Griffin dedujo ecuaciones simples que pueden usarse para gbtener una estimacion con
ciertos compuestos. Se ha demostrado que la capacidad de un compuesto de exienderse
sobre una superficie tiene relacién con su HLB. El Valor HLB ayuda a predecir la
utilidad de tensoactivos  para aplicaciones particulares, Los materiales mas
hidrofobicos tienen un valor HLB bajo (1-10). La tabla Il muestra los valores de
algunos tensoactivos no iénicos. Un incremento en el valor HLB corresponde a un

caracter hidrofilico.'



Diversos investigadores han intentado correlacionar el HLB de un tensoactivo

con su toxicidad, sin embargo, esto no ha sido exitoso.

1.7 Concentracién Micelar Critica (CMCQC)

Cuando pequeiias cantidades de tensoactivo soluble se adicionan al agua, parte
de €l se disuelve como mondémero y parte forma una monocapa en la interfase
agua/aire. Las moléculas en la monocapa estan en equilibrio con los monémeros en el
volumen de la solucién. Cuando la concentracién monomeérica alcanza un valor critico,
al adicionar més tensoactivo se comienzan a formar micelas. Las micelas se definen
como agregados coloidales termodinamicamente estables, formados espontineamente
Por tensoactivos por encima de un estrecho rango de concentracidn (la concentracién

micelar critica CMC) y a temperaturas por arriba de la temperatura micelar critica.?
Tabla il

Valeres HLB y CMC de algunos tensoactivos no idnicos

Tensoactivo Nombre Comercial HLB CMC (mM)
Monolaurato de sorbitin Span 20 9

PEG (10) estearil alcohol Brij 76 124 0.03
PEG (10) oleil alcohol Brij 96 124 <0.04
PEG (10)cetil alcohol Brij 56 12.9 0.002
PEG (9-10}) p-t-octil feno! Tritdn X-100 13.5 0.240
PEG (20) monoestearato de

sorbitol Tween 60 149 -

PEG (20) monooleato de

sorbitan Tween 80 15.0 -

PEG (29} oleil alcohol Brij 98 15.3 0.025
PEG (20) monopalmitato de

sorbitol Tween 40 15.6 -

PEG (20) cetil alcohol Brij 58 15.7 0.077
PEG (20} monolaurato de

sorbitan Tween 20 16.7 0.810

PEG, Poltoxietilénglicol.
Los datos de HLB y los valores de CMC fueron tomados de la ref. 2




El punto Krafft es la temperatura a la cual ocurre el aclaramiento en la solucidn
donde la concentracion del tensoactivo esti en su CMC. Para muchos tensoactivos, la
temperatura micelar critica y el punto Krafft son sindnimos pero la distincién es atil,
porque hay casos, por ejemplo en los litocolatos, donde la temperatura micelar critica es

dependiente de la concentracién.?

La fuerza que conduce a la agregacion espontinea de las moléculas tensoactivas para
formar micelas es hidrofobica. El interior de las micelas consiste de grupos
hidrofébicos. En ellos, los grupos hidrofobicos son secuestrados del agua (en el caso
donde el disolvente es agua), por los grupos polares, los cuales cubren la superficie de
la micela. Cuando los grupos hidrofébicos son cadenas hidrocarbonadas, el interior
micelar estd en un estado como liquido aproximado al hidrocarburo liquido.
Termodindmicamente la formacién de micelas puede por eso tratarse como un
fenémeno de separacién de fases.’

Al igual que con el HLB, no se ha encontrado una relacion toxicidad-CMC.

El interés en encontrar una correlacion es la siguiente : si se establece una refacién
entre pardmetros fisicoquimicos (como HLB y CMC) y la toxicidad, entonces seria mas
ficil para los farmacéuticos ; tanto la sintesis de nuevos tensoactivos menos toxicos, asi

como su aplicacién en nuevas formulaciones farmacéuticas.

1.8 Estructura de las membranas bioldgicas

Las membranas biolégicas constituyen mezclas complejas de lipidos, proteinas,
iones, etc. Su funcién es indispensable para la vida. Las membranas plasmiticas
confieren a las células su individualidad al separarlas de su entorno. Constituyen
barreras de permeabilidad muy selectivas, ya que contienen sistemas de transporte,
como bombas y compuertas muy selectivas, que regulan la composicidn idnica y
molecular del medio intracelular. Ademis controlan el flujo de informacién entre las

células y su medio ambiente. Constituyen receptores especificos para los estimulos



externos. Algunas membranas generan sefiales, como la transmisién de impulsos

nerviosos.®
1.8.1 Caracteristicas de las membranas

1. Las membranas son estructuras laminares, con un grosor aproximado de 6 y

10 nm.

2. Las membranas constan principalmente de lipidos y proteinas. Contienen en

menotr proporcion hidratos de carbono que se enlazan a los lipidos y a las proteinas.

3. Los lipidos de las membranas son moléculas relativamente pequefias y en
medios acuosos forman laminas bimoleculares cerradas, que constituyen obsticulos al

flujo de moléculas polares.

4. Algunas proteinas se comportan como bombas, compuertas, receptores
transductores de energia y enzimas. Estas se encuentran intercaladas en las bicapas
lipidicas.

5. Las membranas constituyen asociaciones no covalentes. Los lipidos y

proteinas de las membranas se mantienen unidas por un cardcter cooperativo.

6. Las membranas son asimétricas. Los lipidos pueden estar distribuidos

asimétricamente entre las dos hojas de la bicapa de la membrana.

7. Las membranas son estructuras fluidas. Diferentes regiones de las bicapas

pueden estar en estado fisico (rigida o fluida), con diferente composicion en lipidos

8. La mayoria de las membranas estan polarizadas eléctricamente, con una

carga pegativa en su interior.
1.8.2 Lipidos de membrana

Los lipidos son biomoléculas insolubles en agua que presentan solubilidad
clevada en disolventes orginicos. Sirven como moléculas combustibles, como
almacenes de energia altamente concentrada y fundamentalmente como componentes

de las membranas.®



Los tres tipos principales de lipidos de membrana lo constituyen los

fesfolipidos, los glicolipidos y el colesterol.

Fosfolipidos. Son derivados del glicerol o de la esfingosina. Las cadenas de
dcidos grasos en los fosfolipidos y glicolipidos contienen un nimero par de atomos de
carbono, generalmente entre 14 y 24, En los animales, la cadena hidrocarbonada de los
acidos grasos no estd ramificada. Estos dcidos pueden ser saturados o insaturados. La
longitud de la cadena y el grado de insaturacion de los acidos grasos tienen un profundo
efecto en la fluidez de la membrana. La esfingomietina es el tinico fosfolipido que no

deriva del glicerol.®

Glicolipidos. Son como su nombre lo indica, lipidos que contienen aziicares. En
las células animales, los glicolipidos al igual que la esfingomielina, derivan de fa
esfingosina. Los glicolipidos difieren de la esfingomielina en la naturaleza de la unidad
que enlaza al grupo hidroxilo primario del esqueleto de la esfingosina. En los
glicolipidos, uno o mas aziicares van unidos a este grupo. El glucolipide mds sencillo es
el cerebrosido en el que hay solamente un residuo de azicar, glucosa y galactosa. Los
glucolipidos mas complejos son los ganglidsidos, que contienen una cadena ramificada

de hasta siete monosacaridos.®

Colesterol. Se encuentra en diferente proporcién en las membranas. Es de

origen esteroidal, Las ¢élulas eucaridticas generalmente son ricas en colesterol.®

Los lipidos de tas membranas son moléculas anfipaticas ya que contienen a la
vez partes hidrofilicas e hidrofobicas. Su unidad hidrofilica, también se denomina

grupo o cabeza polar, mientras que sus cadenas hidrocarbonadas se denominan colas.®

La estructura més favorable para la mayoria de los fosfolipidos y glicolipidos en
medios acuosos es la bicapa lipidica en vez de la micela. La preferencia por una
estructura de bicapa en lugar de una micelar es de importancia biolégica fundamental.
Los fosfolipidos y glicolipidos son constituyentes clave de las membranas porque

forman capas bimoleculares extensas.®




La formacion de bicapas lipidicas es un proceso de autoensamblaje. La
estructura de la bicapa, se puede decir que es consecuencia de su cardcter anfipatico.
Las interacciones hidrof6bicas son las principales fuerzas que determinan la formacién
de la bicapa. Existen ademas, fuerzas de Van der Waals entre las colas hidrocarbonadas.
Finalmente, también se producen interacciones electrostaticas y de puentes de

hidrégeno, entre los grupos polares de la cabeza y las moléculas del agua.®

Estos factores energéticos tienen tres consecuencias biolégicas significativas : 1)
las bicapas lipidicas tienen una tendencia espontdnea a ser extensas ; 2) las bicapas
lipidicas tenderdn a cerrarse en sf mismas, de tal manera de que no existan extremos
con cadenas hidrocarbonadas expuestas, lo que da por resultado un empaquetamiento y
3) las bicapas lipidicas se autorreparan puesto que un orificio en la bicapa es

desfavorable ®

Los lipidos de la membrana y muchas proteinas estan en movimiento lateral de
forma constante. La rotacion espontinea de los lipidos de un lado a2 otro de la
membrana es un proceso muy lento, a diferencia de su movimiento paralelo al plano de
la bicapa. La transicién de una molécula desde una superficie de la membrana a la otra
se denomina difusion transversal, o flip-flop, mientras que en el plano de la membrana
se llama difusidn lateral. Las barreras de energia libre que se oponen al flip-flop de las
moléculas proteicas son ain mayores que en el caso de los lipidos porque las proteinas
tienen. regiones polares mas extensas. De hecho, nunca se ha observado difusidn
transversal de una molécula proteica. Debido a esto, la asimetria de la membrana puede

mantenerse durante largos periodos de tiempo.®

La superficies externa ¢ interna de todas las membranas biologicas conocidas

tienen diferentes componentes y diferentes actividades enzimaticas.®

La asimetria absoluta de la membrana se mantiene por la carencia de
movimiento transmembranar de las proteinas de la membrana (que estan crientadas
porque se sintetizan y se insertan de manera asimétrica), durante la vida de la

membrana y porque éstas se sintetizan por crecimiento de las ya existentes. También




los lipidos se distribuyen de esta manera como resultado de su propia biosintesis, pero
normalmente esta asimetria no es absoluta, excepto en el caso de los glicolipidos. En el
eritrocito, las esfingomielinas y las fosfatidilcolinas se sitian con preferencia en la hoja
externa de la bicapa, mientras que las fosfatidiletanolaminas y las fosfatidilserinas se

sitian en la hoja interna. En ambas hojas hay gran concentracién de colesterol.®
1.8.3 Fluidez de la Membrana

El estado rigido de la membrana biolégica esté favorecido por la presencia de
residuos de Aacidos grasos saturados porque sus cadenas hidrocarbonadas rectas

interaccionan muy favorablemente unas con otras.®

Las cadenas de dcido graso de los lipidos puede encontrarse en las bicapas, en

forma ordenada y rigida o bien en forma relativamente desordenada, en estado fluido.®

Los procarigtas regulan la fluidez. de la membrana variando en nimero de

dobles enlaces y la longitud de las cadenas de sus 4cidos grasos.t

En los eucariotas, el colesterol es el principal regulador de la fluidez de la
membrana. El colesterol consta de un voluminoso niicleo esteroideo con un grupo
hidroxilo en un extremo y una cadena hidrocarbonada flexible en el otro. El colesteral
se inserta en la membrana con su eje longitudinal perpendicular al plano de la
membrana. El grupo hidroxilo del colesterol est4 unido por un puente de hidrégeno a un
atomo de oxigeno del carbonilo de la cabeza del fosfolipido, mientras que la cadena
hidrocarbonada del colesterol se coloca entre las cadenas apolares. Por esto, el

colesterol modula la fluidez de |la membrana.®

1.9 Modelo de Mosaico Fluido

El modelo de mosaice fluido propuesto por Jonathan Singer y Garth Nicolson,

en 1972 para explicar la organizacién fundamental de las membranas bioldgicas,
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establece que las membranas son disoluciones bidimensionales de proteinas globulares

y lipidos orientados.®

¢ ] . - . .
Esta teoria se fundamenta principalmente en observaciones experimentales y sus

aspectos son los siguientes :

1) La mayoria de las moléculas de fosfolipidos y glicolipidos de membrana se
distribuyen en forma de bicapa, que tiene un doble papel ; es a la vez un disolvente para

las proteinas integrales de la membrana y también una barrera de permeabilidad .

2) Una pequefia porcién de los lipidos de la membrana interacciona
especificamente con determinadas proteinas de las mismas ¥ pueden ser esenciales para

fa funcion de éstas®

3) las proteinas de la membrana pueden difundir lateralmente en la matriz
lipidica a menos que queden restringidas por interacciones especiales, mientras que no

son ltbres para girar de un lado a otro de la membrana.®

1.10 Eritrocitos como Modelo de Membrana

Los eritrocitos son probablemente el modelo de membrana mas utilizado en
estudios de toxicidad para tensoactivos. A continuacion se enumeran algunas de las
ventajas que posee y que lo hace el modelo preferido para lievar a cabo como

anteriormente se menciond, dichos estudios de toxicidad de tensoactivos.

L.- Composicién. Posee fosfolipidos y glicolipidos dispuestos en forma de

bicapa, al igual que casi todas las membranas biologicas.

2.- Ficil de obtener, Los eritracitos se obtienen casi siempre de sangre venosa.
Estos pueden proceder de animales de laboratatio, pero su composicion difiere de los
eritrocitos humanos, por lo que recientemente se ha venido utilizando estos Gltimos

para permitir una correlacién mds certera con el hombre.
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3.- Facil de manipular. El eritrocito se puede manejar ficilmente, ya que no
requiere de condiciones demasiado delicadas para trabajar en el laboratorio, a diferencia
de algunos otros modelos como son los cultives celulares, que necesitan condiciones

estériles, y que suelen contaminarse ficiimente, ademas de presentar un costo elevado.

4.- Bajo costo. Se puedé conseguir la sangre relativamente a un bajo costo de un
Banco de Sangre o, cuando no es necesario grandes cantidades se puede obtener de

donadores voluntarios.

5.- No utiliza animales. Obtener un modelo de membrana procedente de
animales de laboratorio, significa requerimientos legales y un incremento en el costo de
dicho modelo. Un modelo de membrana como el eritrocito humano facilita todos los

requerimientos legales que se solicitan para trabajar con animales.

1.11 Alteraciones en la membrana inducidos por tensoactivos

Los compuestos amfifilicos que se intercalan en la bicapa lipidica de la
membrana celular, afectan a la membrana en diferentes eventos, tales como en el
transporte de iones, dispersando la célula y por endocitosis, a concentraciones
subliticas. En los eritrocitos, los amfifilicos actian en un sentido bifisico, ya que a
bajas concentraciones protegen a los eritrocitos contra hemdlisis hipotonica, mientras
que a concentraciones ligeramente mds altas, ellos inducen hemélisis. El efecto de
perturbacién de la membrana es una consecuencia intrinseca del cardcier del
tensoactivo, y no se sabe todavia si las cabezas cargadas del tensoactivo o el tamafio de
sus porciones hidrofobicas, sea lo que marque o influencie la naturaleza de la
perturbacion. Asi mismo, se desconoce si existe relacién alguna entre la toxicidad, Ia

CMC yel HLB

A bajas concentraciones no causan hemdlisis y conforme se aumenta la
concentracion, en su rango estrecho de concentraciones, causa hemélisis a un 100 %

dando una curva sigmoidal caracteristica (Figura 1)
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Figura |. Hemdlisis inducida por tensoactivo no idnico en eritrocitos humanos.

1.11.1 Efecto de tensoactivos en el transporte de iones en eritrocitos.

Ni Ia longitud de la cadena alquilica o la naturaleza del grupo polar de la cabeza
parecen ser de crucial importancia en aumentar el efecto de algunos tensoactivos en el
flujo pasivo de potasic a concentraciones por abajo de la hemdlisis. El incremento en la
permeabilidad de potasio inducida por tensoactivos es debido a interacciones no
especificas de los amfifilicos sobre las membranas. Parece ser que cuando los
amfifilicos se intercalan en la bicapa lipidica de la membrana, estos disminuyen el
orden de empaquetamiento de la cadena hidrocarbonada de los lipidos en la bicapa ;
incrementando de este modo la permeabilidad de la bicapa al potasio y posiblemente

también a otros icnes.’

Se sugiere que tales efectos son inducidos via alteraciéon en el estado de
transporte de proteinas. En los eritrocitos, los iones fosfato son transportados por una
proteina integral de membrana, la cual es la principal proteina intercambiadora de
aniones. El flujo de potasio es mediado por la ATP,, (Na"-K’). Estas dos proteinas son

sensibles a alteraciones en la dinamica de la membrana. Los amfifilicos pueden alterar



la  conformacion de las proteinas transportadoras de iones y su capacidad

transportadora.’
1.11.2 Alteraciones morfoligicas de los eritrocitos inducidos por tensoactivos

Para explicar las alteraciones morfolégicas de los eritrocitos inducidos por

compuestos amfifilicos Sheetz & Singer® formularon en 1974 una hipétesis llamada
“Unién a la Bicapa”, donde se explica la alteracién en la forma del eritrocito como
proveniente de una expansion diferencial de las dos monocapas de la bicapa lipidica.
Los equinocitos provienen de una expansién mayor de la monocapa exterior relativa a
la monocapa interior. Esto se da, segin Sheefz, ya que ciertas moléculas amfifilicas
tienden a incorporarse a la bicapa externa, aumentando asi su tamafio. Los
estomatocitos  surgen de la expansion de la monocapa exterior en relacion a la
monocapa interior. Los amfifilicos aniénicos son equinocitogénicos v los catiénicos
son estomatocigénicos. Lo anterior se ha establecido dado que los amfifilicos anionicos
se intercalan principalmente en la monocapa exterior y los catidnicos en la monocapa

interior.

De acuerdo a estudios realizados, las alteraciones en la forma inducidos por
amfifilicos parece ser la consecuenciz de rearreglos inducidos por ellos y no
simplemente al intercalamiento selectivo de amfifilicos diferentemente cargados en

cada uno de las dos monocapas, como lo sugiere la hipétesis de la Unién a la Bicapa.’

1.12 Proceso Hemolitico

Cuando las proteinas y otras macromoléculas comienzan pasar a través de la
membrana, ocurre la lisis de la célula. La lsis por tensoactivos se ha estudiado en
eritrocitos, ya que el proceso puede ser medido cuantitativamente por la liberacién de la

hemoglobina.

Et proceso litico puede ser dividido en cinco estados segiin Reman® -



L-  Los monomeros de tensoactive son adsorbidos a la superficie de la

membtana,
2.- Penetran en la membrana, donde
3.- Inducen un cambio en la organizacién molecular, esto lleva a
4.- Una alteracion en la permeabilidad en el equilibrio osmético, y finalmente

5.- A la liberacién de la hemoglobina.

Los estados 2, 3 y 4 estan limitados por la velocidad de adsorcién det
tensoactivo. La lisis resulta de una interaccién del tensoactivo y los lipidos de la
membrana. Se ha sugerido que los tensoactivos pueden actuar como punto de entrada

los cuales destruyen la orientacién natural de 1a bicapa lipidica.t

1.13 Actividad hemolitica infrinseca

Muchos férmacos, ademas de los tensoactivos hemolizan a los eritrocitos en dos
pasos principalmente :

1} La unién del farmaco a la membrana y

2) La perturbacion de la membrana,
por el resultado en un cambio en la permeabilidad, llevando a una ruptura osmdética de
la célula,
Para producir hemélisis es necesaria la afinidad del firmaco a la membrana y la
actividad perturbadora en la membrana o “actividad hemolitica intrinseca”. Esta ltima
se puede expresar como el inverso de la concentracién del firmaco en la
intramembrana, requerida para causar hemélisis.
El grado de hemélisis depende de la cantidad de tensoactivo unido al eritrocito.

La resistencia que soporte la membrana a ser lisada, también depende de la edad de

propia célula, asi se puede obtener una actividad hemolitica intrinseca caracteristica para

cada tensoactivo y los eritrocitos utilizados.

la
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Il . Desarrotlo Experimental

1. Reactivos
Solucién Reguladora de Fosfatos (pH=7.4)
Reactivo de Drabkins

Agua destilada

2. Preparacién de Soluciones

2.1 Solucion Reguladora de Fosfatos (pH=7.4}(PBS}
NaCl 10 g/L.

KC10.25 g/L

Na,HPO, 1.44 g/L

KH,P0,0.25 g/L

Agua destilada para 1 litro de solucion,

2.2 Reactivo de Drabkins
Bicarbonato de sodio (100 partes)
Ferricianuro de potasio (20 partes)

Cianuro de potasio (5 partes)

2.3 Soluciones Tensoactivas
Los agentes tensoactivos se disuelven en PBS a una concentracién dada en %p/p. Se
calienta el tensoactivo hasta unos 70°C, 5 minutos, y después se enfria a temperatura

ambiente con agitacion magnética.
2.4 Concentracion Celular

La concentracion eritrocitica se obtiene a partir de sangre humana, en tubos con

anticuagulante EDTA.
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La sangre se centrifuga a 5000 r.p.m. durante 10 minutos. El plasma se remueve y se
desecha . Posteriormente se hacen 3 lavados con solucion reguladora de fosfatos con 5

partes de su volumen, cada vez removiendo el sobrenadante.

2.5 Cuenta Celular

La-cucnta celular se lieva a cabo utilizando 0.02 ml de sangre venosa humana diluida en
30 ml de PBS. Se agita y se llena el Hematocitdmetro con 0.02 ml. Se deja que et liquido
penctre lentamente entre la cuadricula y el cubrehematimetro por capilaridad, sin que se
formen burbujas, y sin sobrepasar los canales de la cAmara. Se deja reposar de 3-5 minutos,
y s¢ lee con objetivo de 40 x al microscopio. Se comienza a contar en la camara 1 det
Hematocitdmetro, todas las células en el cuadrante central de 1 mm y en los cuatro

cuadrantes de las esquinas de 1 mm. (Ver diagrama 1, Anexo J).

3. Equipo Utilizado

Centrifuga

Ultracentrifuga Sigma 2-15

Espectrofotometro Spectronic 21 D-A Milton Roy

Incubadora con agitacion automatica

4. Método Analitice

Se colocan 300 ub de la solucién tensoactiva en tubos Eppendorf con 300 pl de
Suspension celular de la concentracion deseada a una temperatura de 37°C. Los tubos se
incuban en un bafio de agua durante 30 minutos a la temperatura anteriormente
mencionada. Después de transcurrido ¢l tiempo, se sacan del bafio y se centrifugan a 3600
r.p.m. durante 2 minutos.

Se toman 300 pl. del sobrenadante y se transfieren a tubos de 13 x 100 con 2 ml de
solucidn de reactivo de Drabkins. Se agitan y se dejan reposar durante 10 minutos.

Se lee en el espectrofotémetro a 540 nm, utilizando reactivo de Drabkins como blanco.



Se utilizan controles positivo (100 % de hemdlisis) y negativo ( 0 % de hemolisis) para

cada concentracion de concentracion celular,

5. Tensoactivos utilizados en el estudio

Los tensoactivos utilizados fueron :

Tensoactivo Nombre Quimico Férmula Nombre
Comercial
Tween 20** | Polioxietilen H(CH:CHzO)XICHfHO(CH=CH20)YH Tween 20
monolaurato de sorbitin CH,CHCHCH,0 C C,iHy]
(20}
N o Ve l 5
O(CH,CH,0)zH
X+y+z+=20
CiEro Polioxietileno 10 C\¢H;(OCH,CH,),,OH Brij 56
hexadecil éter
C, Glucésido®* [n-octil B-D- CyHy O -
glucopiranésido
CiuEype Polioxietileno 20 estearil C,4H;;,(OCH,CH,},,OH Brij 78
éter
C,2* Sulfonato 3(dimetil CH,(CH,),N(CH,), (0) -
dodecilamonio) propano

**Tensoactivos adquiridos en Sigma
*Tensoactivos adquiridos en Fluka Biochemika

Tensoactivo HLB Peso
Molecular
Tween 20 16.70 1010.0
CisEio 12.90 682.0
C, Glucosido 12.24 292.0
CisEx 15.30 ti151.5
CpZ 5.20 335.5

* ref. Merk [ndex
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III. Resultados y Anilisis de Resultados

Cada experimento consistié en determinar el porcentaje de hemélisis producido por
cada tensoactivo en el estudio a diferentes concentraciones y a distintas concentraciones
celulares.

La figura 1 muestra las curvas dosis respuesta inducida por los tensoactivos no i6nicos
utilizados a la menor concentracién celular experimentada de 1.6 x 10* cel/ml.
Como puede observarse, los tensoactivos CE,, y C,E, requieren concentraciones
menores a 0.1 % p/p de tensoactivo para producir un efecto hemolitico del 100%, a
diferencia del tensoactivo Tween 20 que requiere concentraciones mayores a 0.5 % p/p. Lo
que sugiere un orden decreciente de toxicidad de CiE,, > C,;Ey > C,Z > Cy Gluco >
Tween 20.
Se ha observado que conforme se incrementa la concentracién celular el porcentaje de
hemolisis disminuye, lo anterior indica que se produce una menor interaccion entre el
tensoactivo y la membrana de las células, debido a que a medida que las células se
encuentran en mayor concentracién celufar existe una mayor reparticion de las moléculas
de tensoactivo en una cantidad mayor de células, lo que impide la total ruptura de las
membranas (Figura 2).
Para evaluar la afinidad del tensoactivo a Ia membrana del eritrocito es necesario saber que
cantidad de tensoactivo se encuentra adsorbido a la membrana y que cantidad no se
adsorbe, De acuerdo a la ecuacién 1, originalmente propuesta por Thron'®, se puede
calcular fa cantidad de tensoactivo adsorbido a la membrana del eritrocito como a
continuacidn se muestra :

C.,=aN+b, ec. 1
donde C, es la concentracion de tensoactivo requerida para producir un x % de hemolisis, a,
es la cantidad de tensoactivo adsorbido a la membrana y b, es la concentracién de

tensoactivo libre en el medio. N es la concentracion celular,
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De las curvas de % de hemélisis (Anexos A, B, C, y D), las cuales fueron sometidas a
regresion lineal por el métode de minimos cuadrados, se obluvieron los valores
correspondientes a a, y b, de acuerdo a la ec. 1 para producir un x % de hemdlisis (Anexos
E,F,G.H,1I)

La figura 3 representa los valores de C, correspondientes a cada tensoactivo para producir
el 50% de hemélisis en cada concentracion celular. Ei valor de la pendiente corresponde a
lo que se ha denominado Actividad Hemolitica Intrinseca. Un valor de pendiente menor (y
por lo tanto una Actividad Hemolitica Intrinseca menor) significa una toxicidad mayor, ya
que la minima cantidad o concentracion de tensoactivo incorporado a la membrana causa
hemélisis, produciendo mayor toxicidad.

La figura 4 representa la relacidn entre el % de hemélisis vy la concentracién de tensoactivo
adsorbido a la membrana en moléculas por célula. La ordenada al origen a, es la
concentracion que puede incorperarse a la membrana sin causar hemdélisis en fa célula.
Como se muestra en la Tabla I, la toxicidad disminuye en el orden de C,,E,,, C,sEy, Tween
20, C,,Z y Cy Gluco. Lo cual no cormresponde al orden de toxicidad planteado anteriormente.
Esto demuestra que aln no existe un pardmetro cuantitativo valido para determinar la
toxicidad de un tensoactivo en membrana.

Tabla I

Tensoactivo {a,
10 ** moléc./célula
C,Gluco 358

C,Z 224
Tween 20 9.51
CiE, 0.3196
CuE;, 1.09

La cantidad de tensoactivo incorporade a la membrana hace que CE,, sea el tensoactivo
mas toxico y el menos toxico sea C; Gluco, quiza porque este en su estructura sea similar a
los aziicares de! eritrocito y esto lo hagan menos tdxico. Esto indica que no hay relacion en

el tamafio de la cadena y la toxicidad producida por los 5 tensoactivos no idnicos utilizados.
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Al analizar los valores de HLB de los tensoactivos analizados, parece no existir relacion
debido a que para los tensoactivos de 16 y 18 carbones el valor aumenta, pero para el
tensoactivo Tween 20 que posee 12 carbones su valor se encuentra por encima de los
anteriores.

Los pesos moleculares de los tensoactivos mds toxicos analizados son del orden de 282 y '
1152 comrespondientes a los tensoactivos CE,, v C,Ex, respectivamente. Los
tensoactivos menos tGxicos poseen pesos moleculares de 1010 y 292 los cuales
corresponden a Tween 20 y C;-Gluco, lo cual demuestra que no existe relacién alguna
entre la toxicidad producida por los tensoactivos no idnicos analizados y su peso

molecular.
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IV. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos :

1. El orden de toxicidad propuesto para los tensoactivos no idnicos estudiados es POE
(Cie), POE (C,y), Anfotérico (C,,), Carbohidrato (C,), Derivado del Sorbitol (Tween 20).

2. La concentracién de tensoactivo que se puede incorporar a la membrana sin causar
hemolisis a, en moléc./cel. es C, Gluco, C,Z, Tween 20, C,E, y C\¢Es

3. No hay relacién entre la toxicidad producida por los tensoactivos analizados y la
concentracién que puede incorporarse a la membrana sin causar hemélisis en la célula a,.

4, No existe relacion entre la toxicidad y los valores de HLB, como anteriormente lo habia
corroborado Miyajima,"

5. El peso molecular no se relaciona con la toxicidad producida por los tensoactivos
estudiados.

6. Se corrobora a Tween 20 como el tensoactivo no iGnico de eleccion en productos
farmacéuticos, ya que existen datos en la literatura de ser el tensoactivo menos téxico.

7. El mecanismo de accién producido por tenseactivos en membrana no esta comprendido
¥ por lo tanto es dificil predecir su toxicidad.

8. También se considera que el incremento de la concentracion del tensoactivo provoca la
formacion de micelas impidiendo el contacto de un mayor nimero de células y
disminuyendo su poder hemolitico y por lo tanto téxico.

9. La toxicidad en membrana eritrocitica no es un método que se pueda validar, ya que
utiliza factores biolagicos.

10. Aunque existen otros métodos para evaluar la toxicidad de tensoactivos en membrana
entre los que se encuentran toxicidad ocular, en piel e intestino, etc. el utilizado en el
presente estudio es el de primera eleccion por ser el mas reproducible.

11. Se recomienda hacer estudios mas amplios para armonizar los parametros empleados

para la evaluacion de la toxicidad de tensoactivos.
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Anexo J

DIAGRAM |
STANDARD HEMOCYTCMETER CHAMBER
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The circle indicates the approximate area covered at 100 microscope magnification (10« ocular and 10 + objective).
Include cells on top and {eft touching middie line (O). Do not count cells touching middle line at boltom asd right ().
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