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INTRODUCCION



I.- INTRODUCCION

En el tratamiento de un proceso fisiopatologico, es deseable que la administracion de
medicamentos se realice de tal forma que el farmaco alcance su lugar de actuacion (biofase) a
una determinada concentracion, dentro de un rango de dosis terapéuticas efectivas,
permaneciendo la misma constante durante el tiempo necesario para alterar el mencionado
proceso. Dicha administracion aparece limitada por resistencias al farmaco, captura del
medicamento por otras células del organismo, incapacidad del farmaco para penetrar en las
células o tejidos en tratamiento o por carecer de un tropismo especifico, distribuyéndose por el
organismo y dirigiéndose no solo a la biofase, sino también al resto de células y tejidos. En
consecuencia, para obtener una concentracion suficiente a nivel de las células blanco, es
necesario administrar dosis relativamente elevadas, que conducen a efectos toxicoldgicos e

inmunoldgicos indeseables ( PUISIEUX y POLY, 1985).

Desde el punto de vista galénico, la solucion a estos problemas podria estar en la
asociacion quimica de la sustancia activa a un transportador apropiado, dotado de un poder de
reconocimiento para un determinado tipo de células (citotropismo) y capaz de conferir al
farmaco especificidad de accion. En este sentido, uno de los objetivos de la investigacion
farmacéutica en las ltimas décadas ( PUISIEUX, 1983 ), consiste en el desarrollo de sistemas
que liberan selectivamente al principio activo a nivel del 6érgano dafiado, sin producir

alteraciones en tejidos sanos.

Los nuevos sistemas de transporte y liberacion de farmacos desarrollados permiten
controlar la absorcion, las concentraciones plasmaticas, el metabolismo, la distribucion tisular,

asi como la captacion celular de agentes farmacologicamente activos ( JULIANO, 1980 ).



Entre las multiples ventajas aportadas por estos vectores caben sefialar las siguientes
(PUISIEUX y cols., 1985 ):
- Proteccion de la sustancia activa contra la inactivacion (quimica, enzimatica o
inmunolégica), desde el lugar de administracion hasta la biofase.
- Mejora del transporte de principios activos hasta lugares dificiles de alcanzar.
- Aumento de la especificidad de accion y eficacia a nivel celular y/o molecular.
- Incremento de la vida media del farmaco en circulacion.
- Alteracion de las caracteristicas de solubilidad de la sustancia activa y reduccion de su
inmunogenicidad y antigenicidad.
- Disminucion de la toxicidad para ciertos 6rganos por modificacion de la distribucion
tisular del principio activo.
- Carecen de toxicidad, son biodegradables y pueden prepararse industrialmente a gran

escala.

1.- SISTEMAS DE VECTORIZACION DE FARMACOS

Se define vectorizacidon como la consecucion de la maxima eficacia de un farmaco, al
aumentar en lo posible su liberacion en la zona donde se encuentran sus receptores
farmacolédgicos, disminuyendo al minimo su concentracion en otras zonas del organismo, con
lo que se reducen los efectos adversos ( TORRADO y CADORNIGA, 1989 ).

Los sistemas de vectorizacion de farmacos se clasifican en base a su magnitud estructural,

considerandose dos grandes grupos: vectores macromoleculares y vectores de tamafio de

particula.



Los vectores macromoleculares pueden ser moléculas de origen natural ( HOLGADO y

cols., 1990 ), como 4cidos nucleicos (ADN), inmunoglobulinas especificas, anticuerpos
especificos, eritrocitos resellados, hormonas peptidicas, dextrano, polisacéaridos, proteinas
plasmaticas, colageno, lipoproteinas, glucoproteinas, y moléculas sintéticas, tales como
polimeros de alcohol vinilico y derivados (polivinil pirrolidona; n-vinilpirrolidona), asi como
polipéptidos de alanina y tiroxina o de lisina. Estos transportadores poseen la ventaja de ser
biodegradables y generalmente endocitables. Asi ciertos citostaticos han sido asociados con
éxito a IgG o a ADN (complejo adriomicina-ADN), pudiendo reducir sensiblemente la
toxicidad intrinseca de la sustancia activa. Por el contrario, presentan una capacidad de union
limitada a un numero reducido de agentes. Incluso la afinidad de la molécula transportadora
por ciertos receptores celulares puede ser sensiblemente atenuada cuando este vector esta

ligado a un farmaco ( PUISIEUX, 1978; MEZEI, 1985; KOST y LANGHER, 1986 ).

Los sistemas de tamaiio de particula se subdividen a su vez en vectores microparticulares,

donde se incluyen microesferas, microcapsulas y particulas de latex, y vectores

nanoparticulares, integrados por nanocapsulas, nanoesferas, niosomas y liposomas,

constituyendo éstos ultimos el objetivo fundamental de este estudio ( PUISIEUX, 1985 ).

Las microesferas son vectores esféricos sin una distincion clara entre cubierta y nucleo y
con un tamafio entre una y varias decenas de micras. Estan elaboradas con polimeros sintéticos
del tipo de la poliacrilamida ( EDMAN vy cols., 1984 ), poliacrildextrano ( EDMAN y
SJOHOLM, 1983 a ) y copolimeros de etilenvinilacetato ( SEFTON y cols., 1984 ). En el
campo de la farmacoterapéutica han sido utilizadas para la administracion de agentes
quelantes en casos de envenenamiento por mercurio ( MARGEL y HIRSH, 1982 ); en el
transporte de enzimas inmovilizadas como la asparraginasa, detectandose un incremento en la
eficacia terapéutica en el tratamiento de la leucemia linfatica ( EDMAN y SJOHOLM, 1983
b); asi como en la vehiculizacion de antineoplasicos ( GYVES y cols., 1983 ), de material
biologico de elevado peso molecular (antigenos virales, concanavalina A y otras proteinas) y

en inmunologia ( KANKE vy cols., 1983 ). Igualmente, estas microesferas sintéticas han sido



destinadas al transporte de esteroides y citotoxicos, administrados en la cavidad intraarticular
a pacientes con inflamacion topica, evitando las complicaciones derivadas del empleo de estas
sustancias activas en su forma libre, facilitando su liberacién en la circulacion sistémica y

prolongando la duracion de la respuesta farmacoldgica ( RATCLIFFE y cols., 1984 ).

Las mas usadas son las microesferas de albumina ( TORRADO y CARDONIGA, 1989 ).
Se utilizan en radiofarmacia como sistema de diagnostico clinico y como transportadoras de
antiasmaticos, tuberculostaticos, analgésicos e hipoglucemiantes. Son también interesantes la

incorporacion de citostaticos como bleomicina y fluorouracilo ( GONZALEZ y cols., 1992).

Recientemente, se vienen utilizando con ¢éxito para la preparacion de microesferas
sustancias como el 4acido poliléctico, el acido poliglicdlico y sus copolimeros. Destacan los
satisfactorios estudios de liberacion in vitro de ketoprofeno y naproxeno ( CASTELLI y

cols., 1998 ) o del toxoide tetanico ( ALONSO, 2001 ).

Las microcépsulas, con un tamafo de particula comprendido entre 1 y 2000 pum, se
caracterizan por su capacidad para transportar agentes farmacologicamente activos en
el
nucleo de su estructura ( DEASY, 1984 a ). En el proceso de elaboracion, por técnicas de
polimerizacion interfacial, lecho fluido o coacervacion simple y compleja ( ARANCIBIA,
1981; MERKLE, 1984 ), se ha venido utilizando con gran frecuencia gelatina para la
constitucion de la cubierta de dichas capsulas ( NIXON y HASSAN, 1980; HARRIS,1981;
Mc MULLEN y cols., 1984 ). En la actualidad la relacion de sustancias integrantes de la
misma resulta casi interminable, destacando el empleo de polimeros acrilicos y copolimeros
(poliacrilamida, poliacrildextranos, polialquilcianoacrilato, polimetilmetacrilato) (FOULI y
cols., 1983), albumina (ISHIZAKA y cols., 2002 ), alginatos ( RAK y cols., 1984 ),
celulosas y derivados ( MOTYCKA Yy cols.,1985 ) dextranos y poliamidas ( DEASY, 1984 b).
Se han obtenido excelentes resultados con la microencapsulacion de virus y bacterias, cristales

liquidos para termografias y sustancias de diagnostico para radioinmunidad ( MAGGI y



cols., 1980 ). Asimismo, destacan las investigaciones destinadas a la encapsulacion de
hemoglobina, diuréticos ( NIXON, 1981 ), citostaticos ( KAWASIMA y cols, 1984 ),
teofilina, esteroides y hormonas, antibidticos ( GUTCHO, 1979 ) y enzimas ( RAMBOURG y
cols., 1980) y recientemente del insecticida cipermetrina ( RIVAS y cols., 2001 ).

Los sistemas vectores a base de latex son dispersiones acuosas constituidas por particulas

esféricas de tamafio inferior a una micra. Para su elaboracion se utiliza latex natural o
sintético. Este polimero, insoluble en agua, posee capacidad variable para retener sustancias
activas en base a sus caracteristicas fisicoquimicas. Se emplea como soporte para la

administracion de fArmacos por via topica, ocular y parenteral ( GURNY vy cols., 1979 ).

Las nanoparticulas son particulas solidas coloidales de tamafio entre 0.01 y 1 micra,
formadas por materiales macromoleculares en las que el principio activo se disuelve, engloba,
encapsula, se absorbe y/o se une de distintas formas. Segin el método de elaboracion pueden
ser nanocapsulas o nanoesferas. Se clasifican segin la naturaleza de la matriz en:
nanoparticulas acrilicas o nanocapsulas y nanoparticulas naturales o nanoesferas ( HOLGADO

y cols., 1990 ).

Las nanocdpsulas son particulas submicroscopicas generalmente esféricas y constituidas
por un material polimerizado capaz de retener sustancias activas por secuestro o adsorcion, en
funcion del pH de la suspension y de la constante de disociacion del agente transportado
(COUVREUR y cols., 1980 a ). El proceso de elaboracion consiste en la polimerizacion en
medio acido y en presencia de tensioactivos de monodmeros hidrofilicos de tipo acrilico
(acrilamida, metilmetacrilato, cianoacrilato, alquilcianoacrilato), siendo factores decisivos
para su utilizacion en terapéutica el tamafio, estructura, capacidad de fijar el principio activo,

facilidad de preparacion, estabilidad y reproductividad.



Desde el punto de vista biofarmacéutico una de las grandes ventajas de las elaboradas con
alquilcianoacrilato es su elevada capacidad de carga ( ALSINA y cols., 1988 ) ademas de ser

biodegradables, a diferencia de las otras ( ALONSO, 1990 )

En ellas se han incluido antimicoticos, antineoplasicos ( ROLLAND y cols, 1989 ),
(daunorubicina, actinomicina D, vinblastina, metotrexato), antibidticos (penicilina V,
ampicilina), antiparasitarios (levamisol), ( ALONSO, 1990 ), virus, compuestos de elevado
peso molecular por via oral (insulina) ( DEASY, 1984 b ) o indometacina por igual via
(AMMOURY vy cols., 1990 ). Sefialar también la mayor respuesta midtica de la pilocarpina
gracias a estos transportadores ( DIEPOL y cols., 1989 ).

Las nanoparticulas de metilmetacrilato y acrilamida poseen ciertas limitaciones en su

utilizacion como transportadoras de principios activos. No son biodegradables. Son
metabolizadas muy lentamente, de tal forma que los productos de degradacion del polimero no
se eliminan del lugar de inyeccion hasta no alcanzar un valor determinado de peso molecular.
Las nanoesferas se presentan al microscopio electrénico bajo la forma de una red
polimérica muy densa sensiblemente esférica y de aproximadamente 0.2 um de diametro. Se
obtienen a partir de polimeros naturales por dispersion (albumina y gelatina) o sintéticos
(polialquilcinoacrilatos) por solubilizacion y polimerizacion ( KREUTER, 1983 ). El

interés

de estas particulas ultrafinas radica en su reducida toxicidad y caracter biodegradable, por
hidrolisis de las funciones éster del polimero; paralelamente, la hidrofilia de la cadena
hidrocarbonada aumenta progresivamente hasta una solubilizacion del polimero.
Investigaciones realizadas en presencia de microsomas hepaticos, no descartan una posible

contribucion enzimatica a este mecanismo de degradacion ( LEYH y cols., 1984 ).

Aparte de su empleo en el transporte de antineoplasicos (actinomicina D, vinblastina,

metotrexato), se vienen utilizando como vehiculos de insulina ( COUVREUR vy cols., 1980 b),



virus, vacunas, agentes de diagndstico, antiartriticos, antiparasitarios, en inmunologia, asi
como en el tratamiento de deficiencias enzimadticas congénitas y de ciertas infecciones
intracelulares ( GUIOT y COUVREUR, 1983 ). Recientemente, cabe destacar las cualidades
de estos vectores en el ambito de la farmacologia ocular dado su caricter biodegradable
asociado a propiedades bioadhesivas y adsorbentes. Por ello, se han utilizado como
transportadores de acetonido de triamcinolona y en el tratamiento de procesos inflamatorios

del polo posterior del ojo (uveitis) con flurbiprofeno ( VALERO y cols., 1994 ).

Los niosomas se pueden considerar un caso especial de liposomas cuyos componentes son
alcoholes grasos etoxilados o éteres de poliglicerol de cadena lineal o ramificada (SANTUCCI
y cols., 1996 ). Estos compuestos son tensioactivos de caracter no ionico, los cuales para su
formulacién en niosomas necesitan la inclusion de colesterol y de diacetilfosfato. Estos son
mas estables quimicamente ( VORA y cols., 1998 ) aunque notablemente mas permeables y
sensibles a los electrolitos que los liposomas. Destaca, su capacidad para vehiculizar agentes
polares y apolares, simultineamente. Desde el punto de vista farmacéutico pueden capturar
sustancias hidrosolubles (AMP ciclico, heparina, inmunoglobulinas) y liposolubles (vitamina
A, acido linoléico). Como aplicaciones mas relevantes los niosomas contribuyen a mejorar la
actividad de la bleomicina a nivel tumoral ( RAJA y UDUPA, 1996 ) y el flujo del estradiol a
través del estrato corneo ( VAN y cols.,1996 ) sin olvidar su papel en radioagnostico

como

transportadores de iopramida ( ERDOGAN y cols., 1998 ). En cosmética se han utilizado para
el transporte de agentes humectantes y filtros solares, entre otros ( SEIJOO y cols., 1992 ).

2.- LIPOSOMAS

2.1.- GENERALIDADES




Los liposomas son vesiculas microscopicas constituidas por bicapas fosfolipidicas
concéntricas alternando con compartimentos acuosos. En las bicapas, los fosfolipidos se
disponen orientados con las cadenas hidrofobas situadas paralelamente entre si (lo cual
constituye una capa) y enfrentadas a las cadenas hidrofobas de la otra capa. De esta forma, se
aisla una amplia zona hidréfoba, ya que todas las cabezas polares se hallan en ambos lados, lo
cual forma una estructura concéntrica, alternando con compartimentos acuosos. Esta
distribucion resulta similar a las micelas originadas por la ordenacion de las moléculas
tensioactivas en medio acuoso, con una importante diferencia: las micelas conforman una
esfera cuya cavidad interna puede contener lipidos (por estar en contacto con las cadenas
hidrofobas), mientras que la cavidad interna de los liposomas sélo contiene agua o una

solucion acuosa de un principio activo ( MAIERHOFER, 1988; GREGORIADIS, 1990 ).

Estos vectores poseen una forma, estructura y tamafo diversos, aunque sus dimensiones
suelen oscilar entre 0.01 wm y 10 um. Visualizados por microscopia electronica (figura 1),
presentan forma esferoide, observandose una sucesion de bandas claras y oscuras, debido a la
alternancia entre capas lipidicas y acuosas. Dada su constitucion, tienen la capacidad de
captar una gran variedad de sustancias activas hidrosolubles, liposolubles o anfifilicas

(PUISIEUX y cols., 1982; COUVREUR y cols., 1980 b).



Figural

En 1964 el azar hizo que ALEC D. BANGHAM vy cols. al estudiar el efecto de los
fosfolipidos en la coagulacion sanguinea, observaran que estos dispersos en agua, formaban
espontaneamente vesiculas multilaminares, las cuales recibieron la denominacién de
liposomas. Por primera vez se habia creado artificialmente un modelo de membrana bioldgica,
que coincidia con la teoria presentada por GATER y GRENDEK en 1925, segun la cual las
membranas celulares debian estar formadas por una doble capa de moléculas parcialmente

hidroéfilas.

S6lo moléculas anfipaticas (con un extremo hidrofilo y otro hidrofobo) podian ordenarse en
un medio acuoso formando una estructura trilaminar (una zona hidréfoba en el centro y dos
zonas hidrofilas en ambos lados) con capacidad para establecer una compleja permeabilidad

selectiva para los componentes moleculares del citoplasma celular.

Estos primeros liposomas fueron muy utiles para la investigacion de las membranas
biologicas. Gracias a este modelo de membrana SINGER y NICOLSON establecieron en 1972
que la estructura de las membranas bioldgicas era la de un mosaico fluido, cohesionado por
fuerzas de Van der Waals, en el cual los fosfolipidos se ordenaban en forma de bicapas, pero

incluian en su seno numerosas moléculas. Todas estas moléculas “flotaban” e incluso podian



desplazarse lateralmente a lo largo de la bicapa, ya que no se establecian enlaces covalentes
entre ellas. Esta fluidez es consecuencia de las caracteristicas de las colas hidrofobicas de los
fosfolipidos, especialmente de la proporcion relativa que existe entre acidos grasos saturados y

no saturados y de la longitud de su cadena.

Destaca el uso de este modelo para el estudio de sistemas bioquimicos, rodeados por
membranas. En este sentido, se ha obtenido informacién sobre algunas de las propiedades
basicas referentes a la agregacion de moléculas anfifilicas en disolventes polares, realizandose
estudios, igualmente, relativos a la permeabilidad de las membranas a moléculas, por
determinacion de coeficientes de particion. Posteriormente, se ha investigado el efecto de
diversas sustancias activas (antibioticos poliénicos, esteroides... ) sobre las caracteristicas de
fluidez de las membranas, mediante el establecimiento de las alteraciones en la permeabilidad

de sistemas liposomiales ( SENTJURC, 1980 ).

También constituyen un modelo de eleccion a la hora de establecer el papel de los lipidos
de membranas en la modulacion del metabolismo de los medicamentos, siendo su
composicion, carga y presencia de colesterol en las bicapas factores decisivos que permiten
reducir la importancia relativa de factores estructurales y constitucionales de las membranas,
al objeto de evidenciar las interacciones entre el medicamento y los fosfolipidos de los
liposomas, y dilucidar su mecanismo de accion “in vivo” ( MARKELLO y LICHTENBERG,
1984 ).

Sin embargo, las razones por las cuales se ha abordado el tema residen en su interés como

sistemas de transporte y liberacion de farmacos. Los liposomas poseen una arquitectura

molecular que les permite captar una variedad de agentes activos, a través de un mecanismo
relativamente especifico, proporcionando una via de transporte que lleve al farmaco al lugar
de actuacidén, a concentraciones adecuadas, con objeto de obtener la respuesta

farmacologica



deseada en condiciones de eficacia y seguridad, dado el caracter biodegradable, atoxico y no
inmunogénico de este sistema de liberacion. Ademas, la posibilidad de determinar el lugar de
actuacion de los liposomas por modificacion de sus caracteristicas superficiales, permite
optimizar la disposicion de las moléculas administradas a receptores especificos restringiendo
su area de difusion en el organismo y evitando una distribucion innecesaria de las mismas

(GREGORIADIS, 1976 ).

A todo lo anterior, suele ir unida la propiedad de aislar el medicamento del medio durante
su paso por el organismo, protegiéndolo de acciones enzimaticas. Igualmente, esta propiedad
desempeina la mision de proteger al organismo frente a los efectos toxicos derivados de la
actuacion de ciertos agentes terapéuticos, e incluso impedir las manifestaciones antigénicas de
otros ( GIOMINI y cols., 1979; DAVIS, 1981 ). Todas estas caracteristicas equipan a los
liposomas de una capacidad potencial para el transporte de agentes quimioterapéuticos

(SHARATA y KATK, 1996 ).

2.2.-CARACTERISTICAS Y TIPOS

2.2.1.-Estructura

Las caracteristicas mas relevantes de estas vesiculas lipidicas son ( PUISIEUX, 1978):

- Presentan una pared integrada por moléculas fofolipidicas constituyendo una doble capa.
(figura 2).

- Estos fosfolipidos estan orientados de forma que el polo hidroéfilo se situa hacia el agua'y
el polo lipéfilo mirando al interior de esta pared.

- El compartimento central lo ocupa el agua.



- Las sustancias hidrofilas ocupan el compartimento acuoso, mientras que las lipofilas se
situan entre los fosfolipidos de la pared y las anfifilicas se unen a las bicapas por su resto

lipofilo.

Sustancia
hidrosoluble

ESQUEMA DE UN LIPOSOMA

Agua . Proteina
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ESQUEMA DE UNA MEMBRANA

Figura 2

2.2.2-Componentes

Las materias primas constituyentes de los liposomas se pueden clasificar en varios
apartados ( GREGORIADIS, 1973 ):

a) Fosfolipidos

b) Colesterol

c) Lipoides i6nicos:



- aniodnicos: acido fosfatidico, fosfatidilglicerol, diacetilfosfato.
- cationicos: estearilamina, esfingomielina.

d) Otros: esteroles, glucolipidos, polimeros sintéticos o proteinas.

a) Fosfolipidos:

Los fosfolipidos o lipidos anfipaticos son ésteres de acidos grasos cuyo componente
alcoholico contiene un grupo fosfato (figura 3). Estan formados por dos cadenas de acidos
grasos esterificadas con los hidroxilo 1 y 2 de una molécula de glicerina. El hidroxilo 3 de esta
glicerina esta esterificado a su vez con una molécula de acido fosforico, cuya carga eléctrica
acida esta salificada con una base. Esta base puede ser diversa, siendo la mas frecuente la
colina y la etanolamina (fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, respectivamente) o bien

moléculas del tipo serina e inositol (fosfatidilserina y fosfatidilinositol).

CH, 0 ———R

CH 0 R,

CH, 0 POH ) R,

Cabeza polar

Glicerina Fosfato Aminoalcohol

Ry= CH,CH,N*(CH;), ~ Fosfatidiicolina ~
Ry= CH,CHNH;" | ~ Fosfatidiletanolamina
R,= CH,CH,NH,"'COOH . Fosfatidilserina

Figura 3
Formula estructural de los fosfolipidos

Los fosfolipidos poseen, por lo tanto, dos colas hidréfobas y un grupo polar o “cabeza”
unido a ambas cadenas. Estas ultimas suelen ser un acido graso saturado ( palmitico o
estedrico) y un acido graso insaturado (oléico, linoléico o araquidonico) (MAIERHOFER,

1988; DUFOURC, 1985 ).



También existen y se emplean fosfolipidos semisintéticos cuya composicion se conoce
exactamente como son la dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), ( FANG y cols., 1999 ),
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), (HANIN Y PEPEU,
1990 ). Tienen especial interés estos productos obtenidos tras la purificacion de lecitinas
hidrogenadas con los que se reduce el numero de factores que influyen en la encapsulacion

(KULKARNI y VARGHA-BUTLER, 1995).

Recientemente se han elaborado liposomas de nistatina con combinaciones como la DPPC
y la DSPC-fosfatidiletanolamina (PE)-polietilenglicol (PEG), formandose un complejo entre
la nistatina-DSPE-PEG, que contribuye a la adsorcion del principio activo a la membrana

liposomial y a su mayor encapsulacion ( KUNIKAZU y cols., 2000 ).

La principal fuente de fosfolipidos es la lecitina, sustancia natural obtenida de las habas de
soja o de la yema de huevo. La composicion de la lecitina y sus propiedades fisicas pueden
variar enormemente segin la fuente de obtencion y el grado de purificacion. La lecitina de
huevo con un 69% de fosfatidilcolina y un 24% de fosfatidiletanolamina y la lecitina de soja
con un 21% de fosfatidilcolina, un 22% de fosfatidiletanolamina y un 19% de fosfatidilinositol

(ASH. M.y ASH. ., 1995 ).

La consistencia de las lecitinas varia ampliamente, desde liquidos viscosos hasta s6lidos
pulverulentos, pasando por masas céreas segun el contenido en acidos grasos libres. El color
puede oscilar del blanco al amarillo o marrén. Los fosfolipidos no presentan olor, aunque las
lecitinas vegetales tienen un olor y un gusto similares a los del aceite de cacahuete ( WADE y
WELLER, 1994 ).

Los fosfolipidos son practicamente insolubles en aceites frios tanto animales como
vegetales, disolventes polares y agua. Son solubles en hidrocarburos alifaticos y aromaéticos,
hidrocarburos halogenados (cloroformo), aceites minerales, acidos grasos, éter y éter de
petroleo ( LEHNINGER, 1988 ); en agua adquieren una forma de agregacion diferente en

funcion del pH, temperatura, fuerza idnica, presencia de sustancias cargadas y colesterol. La



estructura de capa bimolecular se da de manera rapida y espontdnea en el agua y se debe a su

caracter anfipatico ( DE GIER y cols., 1969 ).

La formacion de liposomas solo tiene lugar a temperaturas superiores a la critica, a la que
las cadenas acilicas grasas de los fosfolipidos son liquidas. La temperatura de transicion critica
es una propiedad caracteristica de las bicapas lipidicas y esta asociada con la transformacion
de un estado ordenado (gel) de las cadenas hidrocarbonadas grasas en otro mas desordenado
(cristal-liquido) debido a la fusion de estas. En el curso de esta transicion, los grupos CH; en
conformacion trans pasan a un estado en el cual existen diferentes conformaciones gauches,
siendo este desorden dinamico. La temperatura de transicion es funcion de la longitud de las
cadenas hidrocarbonadas, aumentando constantemente cuando estas crecen de Cjo a Cig. La
hidratacion de los fosfolipidos origina la apariciéon de numerosas fases de estructura variada (
GOMEZ FERNANDEZ y GONI, 1983 ):

- Por debajo de la temperatura critica los fosfolipidos se encuentran en fase de gel, con
cadenas ordenadas paralelamente en conformacion totalmente trans como en las
estructuras anhidras.

- Por encima de la temperatura critica se origina una disminucion del espesor de las
bicapas y un aumento de la distancia entre las cadenas dando lugar a la fase de cristal-
liquido. El estudio in vitro del nicotinato de tocoferol ha permitido mostrar que esta
molécula difunde mas facilmente a través del estrato corneo cuando se encapsula en
liposomas fluidos (compuestos por fosfolipidos con una temperatura de transicion baja),
que en liposomas solidos (compuestos por fosfolipidos con una temperatura de
transicion elevada) ( GABRIJEDEIE y cols., 1990 ).

b) Colesterol:

Un factor que condiciona la permeabilidad y fluidez de las bicapas lipidicas, y por tanto la
estabilidad de los liposomas es la presencia de colesterol en éstas. Los fosfolipidos pueden
incorporarlo hasta una concentraciéon molar del 50%. Por encima de este valor los liposomas

son metaestables (entre gel y cristal-liquido) y las vesiculas tienden a agregarse y precipitar;



ademas se forman cristales de colesterol y disminuye la razon molar colesterol/fosfolipidos.
Las modificaciones por la adicion de colesterol sobre las caracteristicas de la membrana
liposomal dependen de su estado inicial; es decir, cuando se trata de la fase cristal liquido
(temperatura>T,), el colesterol se inserta en las cadenas lipidicas, aumenta el
empaquetamiento entre los fosfolipidos y la permeabilidad disminuye. En el estado de gel
(temperatura < T, ), el colesterol se inserta (figura 4) junto a las cabezas polares, de modo que

la fluidez de las cadenas y la permeabilidad se ve aumentada ( YATVIN y cols., 1982).

T<T,
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T >T'c
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Figura 4

c) Lipoides ionicos:

La adiciéon de compuestos ionicos confiere a los liposomas una carga positiva o

negativa, lo que conlleva una repulsion electroestatica entre las diferentes laminas de

la

vesicula. Como resultado, aumenta el espacio interlaminar para la captacion de sustancias

hidrofilas ( PUISIEUX, 1985 ). Los utilizados pueden ser:

- anidnicos: acido fosfatidico, fosfatidilglicerol, diacetilfosfato.



- cationicos: estearilamina, esfingomielina.

a) Otros componentes:

Recientemente se han empleado por distintos autores: diclorato de
glicerol/colesterol/polioxietileno-10-estearico éter ( JAYARAMAN y cols., 1996 ),
glicerol/dilaurato/colesterol/polioxietilen-10-estearil éter ( HU 'y cols.,, 1995 ),
dimiristoilfosfatidilglicerol ( SUAREZ y cols., 1998 ).

Se estan utilizando polimeros como el polietilenglicol (PEG) para incrementar la vida
media plasmatica de los liposomas y reducir su acumulacion en el SRE ( LASIC, 1993;
LAVERMAN vy cols., 2000 ). Similares resultados se han obtenido con otros polimeros
sintéticos como la polietiloxazolina ( ZALIPSKY vy cols., 1995).

2.2.3.-Formacion del Liposoma

La formacion de bicapas a partir de fosfolipidos se da de manera rapida y espontanea en el
agua a causa de ( GIOMINI y cols., 1979 ) (figura 5):
- Las interacciones hidrofobicas, que son las fuerzas dirigentes principales.
- Lainteraccién de Van der Waals entre las cadenas hidrocarbonadas.

- Lainteraccion electrostatica entre el grupo polar y el agua.

Las moléculas de agua son liberadas de las colas
hidrocarbonadas a medida que quedan secuestradas en el
interior apolar de la bicapa; esta liberacion da como
resultado un gran aumento en la entropia. Los fosfolipidos

se agregan para formar los liposomas, debido a la tendencia

del medio acuoso circundante a adquirir el estado de




maxima entropia en el que las moléculas lipidicas se disponen de forma que reducen al
minimo, el nimero de cadenas hidrocarbonadas expuestas al agua. De esta forma, las bicapas
lipidicas tienden a cerrarse en si mismas, de tal manera que no existan extremos con cadenas
expuestas, lo que da como resultado la formacion de un compartimento central acuoso. La
cabeza polar del fosfolipido se orienta hacia la fase acuosa, en tanto que la region hidrofoba se
situa fuera del contacto del agua ( STRYER, 1976 ).

Figura 5

2.2.4.-Estabilidad

En principio los liposomas poseen una estructura estable ya que en ellos estan presentes los
fosfolipidos en agua al estado termodindmicamente mas estable. Sin embargo, su conservacion
es un fenomeno complejo. Desde el punto de vista quimico los fosfolipidos de los liposomas
pueden autooxidarse especialmente aquellos que contienen 4cidos grasos con dobles enlaces.
Esta peroxidacion lipidica puede verse favorecida por la presencia de metales, luz y pH
elevado, e inhibida por agentes quelantes, como EDTA (USTER, 1997) y antioxidantes, como
es el caso del a-tocoferol ( HUNT y TSANG, 1981; MEDINA vy cols., 1986; MAIERHOFER,
1988 ). Sin embargo el colesterol es afectado minimamente por la oxidacion ya que la

fosfatidilcolina es un inhibidor muy efectivo ( WEINER y cols., 1973 ).

Otro factor a considerar es la hidrélisis de los acidos grasos, que depende del tiempo, la

temperatura y el pH. Dicha hidrolisis se minimiza a pH = 6.5 ( FROKJAER y cols.,1982).

Fisicamente, el principal problema consiste en la agregacion de los liposomas, lo que
modifica las caracteristicas de permeabilidad de la pared lipidica, con la consiguiente

liberacién del principio activo captado.

La agregacion de vesiculas lipidicas puede controlarse aportando carga eléctrica negativa

al liposoma, mediante la adicion de pequenas cantidades de lipidos anionicos. Asimismo, la



presencia de lipidos cationicos, como la estearilamina, carga positivamente al liposoma,

aunque su toxicidad limita su uso.

Una de las posibles soluciones a este problema seria la liofilizacion. Investigaciones al
respecto manifiestan la fécil rehidratacion de las vesiculas liofilizadas, constatindose una
retencion del 60 al 70% del producto inicialmente encapsulado. También la encapsulacion de
farmaco se puede realizar en el curso de la rehidratacion ( PEER y MARGALIT, 2000 ). De
esta forma podria asegurarse su conservacion durante 18 meses ( SZOKA y
PAPAHADJOPOULOS, 1978; GORDON Yy cols., 1982; MICHELLAND-HENRY vy cols.,
1983).

También se ha propuesto la congelacion como método de conservacion, combinada con el
empleo de crioprotectores (glicerol, lactosa, manitol, dimetilsulfoxido) a bajas
concentraciones ( GORDON y cols., 1982; CROMMELIN vy cols., 1983; PUISIEUX y
POLY, 1985; MEDINA y cols., 1986 ).

En lo referente a la liberacion prematura del principio activo, depende fundamentalmente

de su naturaleza, tamafio molecular y solubilidad, asi como de la temperatura.

Con objeto de mejorar la estabilidad del sistema, se suele incorporar colesterol a la bicapa
lipidica, detectandose un descenso en la permeabilidad de la membrana liposomial
(KUNIKAZU, 2000; FANG y cols., 1997; VIRTANEN y cols., 1995 ). Este efecto también se
manifiesta con mayor intensidad cuanto mas larga es la cadena de carbonos del o de los
lipidos constituyentes de las bicapas. Por el contrario, la permeabilidad aumenta y por tanto la
inestabilidad, como consecuencia de la presencia de compuestos cargados o de proteinas en el

medio, éstas ultimas por insertarse en la pared liposomial (MAIERHOFER, 1988 ).



En este apartado dedicado a la estabilidad cabe destacar las innovaciones realizadas en la
formulacion de liposomas destinados a aplicacion por via topica. En este campo y al objeto
de mejorar la estabilidad de las vesiculas lipidicas se utilizan con relativa frecuencia
esfingolipidos, asi como otras sustancias de caracter anfifilico como alquilfosfatos, sales de
N, N-dimetil-N, N dialquil amonio o los diésteres de acidos dicarboxilicos con sacarosa

(SEIJOO y cols., 1992 ).

Igualmente, se ha sugerido la posibilidad de utilizar liposomas con una estructura, similar a
la observada en los queratinocitos de la capa cornea de la piel, para formulaciones de
administracion topica. De esta manera se garantizaria una maxima compatibilidad entre el
vehiculo portador de los ingredientes activos y la piel. Asi, se propone que en lugar de
fosfolipidos, se incluyan en su composicion ceramidas acompanadas de colesterol, colesteril
sulfato y 4cido palmitico, ya que esta mezcla es muy similar a la que forma el estrato corneo

de la piel ( WESTERHOF, 1985).

Por ultimo mencionar que las formulaciones de liposomas destinadas
a la administracion intravenosa requieren ser estabilizadas, al objeto de
incrementar la vida media plasmatica de los farmacos. Con este fin el

CSIC ha desarrollado polimeros cristal-liquido colestéricos (figura 6),

Figura 6
biocompatibles, que interaccionan con los liposomas, recubriéndolos, gracias a su estructura
helicoidal, sin alterar la estructura molecular de estos vectores y contribuyendo a su

estabilizacion.

2.2.5.- Clasificacion

Los liposomas se clasifican en virtud de su tamafio, nimero de compartimentos y modo de

obtencion ( PUISIEUX, 1978, PUISIEUX y cols., 1982, DOUSSET y DOUSTE., 1985 ):



2.2.5.1.-Plurilaminares o pluricompartimentales (vesiculas multilaminares— MLV)

Se caracterizan porque poseen varios compartimentos acuosos concéntricos (figura 7). El
diametro total, de 0.1 a 10 um, cambia con las condiciones de fabricacion, pero suele
mantenerse en el intervalo anterior. La distancia entre las capas lipidicas es funcion de la
naturaleza de la pared y condiciona el volumen de

las capas acuosas. En general es de 30 A . El

diametro del compartimento central va de 100 a
150nm. La distancia interlaminar es de 1.8 nm y
el espesor de cada lamina es de 4,8 a 6,9nm
(KELLAWAY, 1980 ). Se forman cuando el
fosfolipido es suspendido y sometido a agitacion
en un exceso de solucion acuosa ( BANGHAM y
cols., 1965 ). Recientemente han sido utilizados
Fosfalipido ¢ por VEMURI y RHODES, 1995; YU y LIAO,
1996; SCHRAMLOVA y cols., 1997.

Figura7 LIPOSOMA PLURILAMINAR

2.2.5.1.1.- PML ( Liposomas Plurilaminares Multivesiculares )

. Poseen un tamafio entre 150-250nm. Se obtienen a partir de liposomas MLV previamente
sintetizados, a los que se somete a un proceso de microfluidificacion. La estructura
caracteristica de estas vesiculas se podria definir como la de un liposoma multilaminar que
engloba en su interior otros liposomas, que a su vez son multilaminares ( MARTI y cols.,

1998).

2.2.5.2.— Unilaminares 0 unicompartimentales




Poseen un compartimento central acuoso y una pared. En funciéon de su tamafio se
subdividen en microvesiculares y macrovesiculares (figura 8). Recientemente han sido

utilizados por YU y LIAO, 1996; SCHRAMLOVA y cols., 1997; GABIZON y cols., 1997.
Figura 8

2.2.5.2.1.- Microvesiculares ( vesiculas unilaminares de pequefias dimensiones — SUV )

Su didmetro total es 40 veces menor (25 a 50nm) que el de los plurilaminares. Suelen
obtenerse por tratamiento de una suspension de MLV con ultrasonidos. Para evitar la
degeneracion oxidativa, térmica o hidrolitica de la cadena grasa, la sonicacion se debe realizar
bajo atmosfera inerte y en condiciones de temperatura controlada ( GIOMINI y cols., 1979 ).
El tiempo de sonicacion necesario depende del pH, de la estructura quimica del fosfolipido y

de la fuerza ionica de la solucion en la que esta dispersada.

Cabe destacar los obtenidos mediante tecnologia DRV (Deshidratacion Rehidratacion
Vesicular) ( KIRBY, 1984 ). El procedimiento consiste en formar en primer lugar una
suspension  con liposomas unilaminares pequefios, los cuales contienen el producto

a

encapsular. A continuacion se liofiliza la dispersion y posteriormente se rehidrata, separando

el material no encapsulado.

2.2.5.2.2.- Macrovesiculares ( vesiculas unilaminares de grandes dimensiones- LUV )

Su didmetro total es de 0.2 a 1 um. Su capacidad de encapsulacion es 10 veces mayor que
los plurilaminares y 40 veces superior que los microvesiculares. La importancia de estos
liposomas reside en que son capaces de vehiculizar una cantidad algo mas elevada de agua vy,

por consiguiente, de principio activo hidrosoluble.



2.2.6.- Tamano de los liposomas: importancia

En cuanto a la estabilidad y al comportamiento fisico de los liposomas tiene gran
importancia el tamafio y la homogeneidad, asociando la disminucién en la encapsulacion con
un aumento del tamano ( FANG y cols., 1997), ya que estos parametros influyen en el

comportamiento y el destino de los liposomas en la circulacion sanguinea.

El tamafio de los liposomas juega un papel importante en la velocidad de eliminacion, asi
como en el mecanismo de eliminacion. En general, una poblacion heterogénea de liposomas se
elimina en dos fases: primero una eliminacion rapida y después una eliminacion lenta. En el
caso de una poblacion homogénea (en cuanto al tamano), la eliminacion de la circulacion
sanguinea es monofasica ( SCHNEIDER, 1978 ). Los liposomas pequefios son eliminados

mas lentamente que los grandes ( SANTOS y GUERRERO, 1994 ).

También el tamafio puede caracterizar la liberacion, asi los liposomas de mayor tamaiio
liberan mas lentamente los solutos solubles en agua que los de menos didametro ( SUAREZ y

cols., 1998 ).

En la practica es importante determinar si el método de preparacion permite obtener un
tamafio de liposomas compatible con la accion terapéutica deseada. En este sentido fueron
realizados estudios “in vitro” sobre la influencia del tamano de los liposomas
observando su fagocitosis por células macrofagas peritoneales de raton ( MATTENBERGER-
KREBER, 1976 ) sélo en vesiculas mayores de 100nm ( SCHENEIDER vy cols., 1978 ).

A modo de ejemplo la figura 9 resume la influencia del didmetro externo de los liposomas
(unilaminares) sobre algunas de sus caracteristicas ( WILSCHUT, 1982 ), apreciandose un
volumen acuoso y un porcentaje de encapsulacion mas elevados en LUV, siendo los menores

valores los aportados por liposomas SUV ( PUISIEUX , 1985 ):
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Figura 9
(X) volumen acuoso ( 1/mol de lipido ), (A) volumen encapsulado por vesicula (1x10™"%), () vesiculas por mol de

lipido ( nx10™*), (A) moléculas de lipido por vesicula ( nx10%)

También es importante considerar la influencia que tiene la carga ionica de las vesiculas
liposdmicas en su permeacion cutanea. La aplicacion topica de liposomas cargados
positivamente, duplica la cantidad de lipidos depositados en las capas mas profundas de la
piel en omparacion con los liposomas cargados negativamente. Sin embargo también
debe
tenerse en cuenta que la aplicacion de formulaciones que poseen una carga neta positiva sobre

la piel puede inducir un marcado grado de irritacion cutanea.

2.3.- VEHICULO DE SUSTANCIAS ACTIVAS

Se considera que un vehiculo ideal de sustancias activas debe poseer las siguientes
cualidades: ser biodegradable (si es posible) y atéxico (sea cual sea la via de administracion)
tanto ¢l como sus metabolitos. Debe poseer la forma y tamafio mas convenientes para la
incorporacion del principio activo y su absorcion por las células del receptor. También debe

conferir aislamiento y proteccion a las sustancias activas desde el lugar de administracion



hasta la biofase, donde liberaria la sustancia activa. Debe estar dotado de cierto tropismo
(afinidad) por la célula “diana”. En definitiva, el vehiculo ideal seria aquel cuyo destino fuera
modificable facilmente, en funcion de la molécula administrada y del lugar de accion

(PUISIEUX, 1978).

En el caso de los liposomas, estas vesiculas tienen una tendencia natural a ligarse a
determinados tipos de tejidos y células, cualidad que se puede utilizar para incrementar al
maximo la eficacia terapéutica del farmaco administrado y reducir al minimo los efectos
sistémicos no deseados. Igualmente, pueden programarse para la liberacion controlada de
farmacos durante un periodo prolongado de tiempo. Al ser quimicamente similares a otras
células que circulan en la sangre, son bioldégicamente compatibles con ellas y también faciles
de metabolizar por el organismo. Conjugados con anticuerpos se unen a las células diana con
mayor avidez que las formas solubles de los mismos. Constituyen un medio 1til para proteger
productos labiles biologicamente activos, como proteinas, y las dosis eficaces de un farmaco
se pueden reducir de forma espectacular cuando se administra en un preparado liposomial, por
ejemplo, 800 veces en el caso de agentes incorporados en liposomas contra la leishmaniosis

(MAIERHOFER, 1988).

Aparte de todas las ventajas resefiadas, los liposomas poseen la capacidad de incorporar
solutos, tanto en la fase acuosa como en la lipidica, durante su formacion. La eficacia en la
encapsulacion es funcion de diversos factores, entre los que cabe destacar el tipo de vesicula,
la composicion de la pared lipidica, concentracion de fosfolipidos directamente proporcional a
la cantidad de farmaco encapsulado ( FANG y cols., 1997 ), la carga del liposoma, asi como la
naturaleza del material a transportar ( DOUSET y DOUSTE, 1985 ). En lo referente a este
ultimo aspecto se ha apreciado como la capacidad de encapsulacion en liposomas
multilaminares de distintos esteroides (hidrocortisona, triamcinolona, acetéonido de
triamcinolona y hexacetoénido de triamcinolona) se ve influenciada por su hidrofobicidad,
solubilidad acuosa, peso molecular y concentracién inicial ( KULKARNI y VARGHA-

BUTLER, 1995 ). Asi, moléculas altamente polares y relativamente pequefias, son atrapadas



en el compartimento acuoso, siempre y cuando no interfieran en la formacion de los
liposomas, y su tamafio sea compatible con las dimensiones de los espacios acuosos entre los
planos de las cabezas de los grupos hidrofilos ( GREGORIADIS, 1976 ). En este proceso
juega un papel preponderante las interacciones electrostaticas. Las moléculas no polares son
intercaladas entre las bicapas, mientras que las anfifilicas se fijan a la vesicula por su resto
lipéfilo (figura 10). La extension y lugar de union dependen, fundamentalmente, de las

interacciones electrostaticas e hidrofoba ( PUISIEUX, 1978 ).
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Figura 10

No obstante, algunos inconvenientes limitan su utilizacion ( CORAN y cols., 1980;
BETAGERI y cols., 1993 ). A los problemas de estabilidad ya comentados, se une su débil
capacidad de encapsulacion y poder protector limitado. Asimismo, estudios de distribucion
tisular demuestran su acumulacion casi exclusiva a nivel hepatico y esplénico, lo cual reduce

la disponibilidad del vector para otros 6rganos.



Para conseguir dirigir adecuadamente a los liposomas se estan utilizando con mayor o
menor éxito ( LONGER y cols., 1987 ):

e Anticuerpos que se fijan a la superficie del liposoma para encaminar el anticuerpo y el

farmaco que contiene hacia determinados receptores antigénicos especificos de la

superficie de un tipo celular en particular ( KLEGERMAN vy cols., 2002 ) (figura 11).
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Figura 11

e Determinantes hidrocarbonados como sitios de reconocimiento. Los determinantes son
componentes de las glucoproteinas o glucolipidos de la superficie celular, que
intervienen en el reconocimiento, interaccion y adhesion célula-célula. Tienen
potencial para dirigir liposomas hacia determinados tipos celulares mediante su
inclusion en la membrana liposomica. Asi pues los macrofagos poseen un sistema de
reconocimiento formado por receptores para manosilo, galactosilo, inmunoglobulina...

que facilitan la fagocitosis del liposoma a través de esos ligandos ( SHAO y MA,
1997).



Igualmente y con objeto de solucionar alguno de los inconvenientes de su utilizacion se
estd intentando aumentar la afinidad de los liposomas por un tejido determinado modificando
su carga eléctrica ( GREGORIADIS, 1995 ). Es decir, la unién de liposomas a algunas

superficies puede ser mediada por interacciones electrostaticas.

La utilidad médica de los liposomas convencionales se ve limitada por su rapida fagocitosis
por las células del S.R.E., fundamentalmente en higado y bazo. Aunque esta caracteristica es
util cuando los liposomas se utilizan para transportar drogas en el tratamiento de ciertos
procesos infecciosos en los que el S.R.E. es el 6rgano diana, no lo es tanto cuando se utilizan
en el tratamiento de tumores ( ALVING, 1992 ). Se estan desarrollando en la actualidad
nuevos liposomas a los que se les incorpora pequefias cantidades de glicolipidos con carga
negativa que los vuelve mas hidréfilos y reduce la opsonizacién y fagocitosis por el sistema
reticulo endotelial. Estos liposomas permanecen en sangre 100 veces mas que los liposomas
convencionales y pueden asi aumentar la eficacia farmacoldgica de los principios activos
encapsulados ( PAPAHADJOPOULOS y cols., 1991 ). Tanto es asi que los liposomas
cargados negativamente liberan su contenido y se unen con mayor eficacia que los neutros

(HEATH y cols., 1985 ).

Estudios realizados en la misma linea demostraron como el grado de unidn de liposomas a
corneas extirpadas de conejo, era el doble para los cargados positivamente comparados con los
de carga negativa y estos ultimos el doble que los liposomas neutros ( SHAEFFER y
KROOHN, 1982).

2.4.- METODOS DE PREPARACION




Ante todo un método de preparacion deberia ser sencillo, estandarizado, reproducible y con
una buena relacion entre coste y eficacia. Existen variables que permiten obtener liposomas de
distintos tipos ( DOUSSET. N. y DOUSTE. L., 1985 ), no solo en lo que se refiere a su
tamafio o laminaridad, sino también en cuanto a sus caracteristicas superficiales o a su

capacidad para incorporar ingredientes activos.

A la hora de seleccionar los componentes y el método de preparacion mas adecuados al
objeto de obtener liposomas con unas caracteristicas determinadas, es importante tener en
cuenta lo siguiente:

0 Cuanto mas elevada es la concentracion de los lipidos una mayor proporcion de la fase

acuosa puede ser encapsulada.

0 La vida media de un liposoma se incrementa cuando aumenta la dosis de lipido.

0 El indice de encapsulacion es mas elevado cuanto mas lentamente se realice la

hidratacion.

0 La adicion de fosfolipidos cargados incrementa la distancia entre las membranas

lipidicas.

0 Otra variacion en estudio es la que realizan la formacién de liposomas, cuyos lipidos
posean una temperatura de transicion facilmente alcanzable, ya que existen métodos fisicos
que pueden elevar la temperatura de una zona corporal, (por ejemplo, la zona cancerigena),
con lo cual se logra que sélo en la zona afectada se libere el principio activo, que asi deja de

ser nocivo en otras zonas corporales ( PONS, 1995 ).
Asi pues el procedimiento de fabricacion debera elegirse, en cada caso concreto, teniendo

en cuenta sobre todo la composicion, el tipo de vesicula y la naturaleza del principio activo

que se pretende incluir en el sistema.

2.4.1.- Liposomas plurilaminares ( MLV )



BANGHAM vy cols., en 1974, propusieron un método para la obtenciéon de vesiculas
multilaminares de grandes dimensiones. Consta de diferentes etapas, esquematizadas en la
figura 12:

- El fosfolipido, o una mezcla de diferentes fosfolipidos, y el resto de los componentes de

la pared lipidica, son solubilizados en un disolvente orgéanico volatil .

- En las paredes del matraz que contiene la solucion anterior, se sitia una pelicula lipidica,
por evaporacion a vacio del disolvente.

- Con el fin de hidratar los lipidos, una soluciéon acuosa, generalmente tamponada, es
vertida en el matraz bajo ligera agitacion, a una temperatura superior a la de transicion
del lipido, o a la de transicion mas elevada cuando se trata de una mezcla de fosfolipidos.
El resultado es la formacion de una suspension de liposomas en el exceso de solucion

acuosa.

Dependiendo de la naturaleza del agente a encapsular, en el caso de sustancias hidroéfilas, el
principio activo es incorporado al sistema en al fase acuosa; cuando sean lipdfilas, es anadido
desde el comienzo en la solucidén orgéanica. La facilidad de preparacion y una aceptable
eficacia en la encapsulacion son, probablemente, las razones de que su empleo est¢ muy
extendido. El mayor inconveniente se centra en la heterogeneidad de su tamafio (OLSON y
cols., 1984 ), aunque pueden ser
presionados a través de filtros
para mejorar la distribucion de

tamanos.

Sol. de los i Suspension de
Constituyentes de la Liposomas

pared Figura 12



2.4.2.- Liposomas unicompartimentales microvesiculares ( SUV )

Este tipo de vesiculas lipidicas se obtienen, principalmente, por los métodos denominados:
irradiacion con ultrasonidos, inyeccion de una solucion etanodlica, eliminacion del detergente y

por extrusion a alta presion ( PUISSIEUX y DELATTRE, 1985).

2.4.2.1.- Ultrasonidos

La preparacion de SUV por irradiacion con ultrasonidos es la técnica mas frecuentemente
utilizada y permite obtener vesiculas, homogéneas en dimensiones y rodeadas por una sola
capa bimolecular, aplicando la filtracion en gel para separar las vesiculas multilaminares
restantes de las unilaminares ( HUANG, 1969 ), o bien la ultracentrifugacion ( GIOMINI y
cols., 1979).

La suspension de MLV, elaborada por el método préviamente descrito, es sometida a
ultrasonidos. Las frecuencias empleadas en los dispositivos de sonicacion son del orden de
20KHz. La accion de ultrasonidos sobre dispersiones de fosfolipidos, a una temperatura
inferior a la critica de los lipidos, entrafia la formacién de vesiculas inestables, altamente
permeables,produciéndose fendémenos de fusion vesicula-vesicula que se producen cuando se

supera la temperatura critica ( KREUSCHNER, 1986 ).

La irradiacion comporta una serie de inconvenientes, como la degradacion quimica del
lipido o de la sustancia activa, y una contaminacion de la preparacion por particulas del metal

constituyente de la sonda.



Aparte del empleo de la cromatografia en gel ( PRIGENT y ALOUF, 1978 ), los MLV

restantes pueden ser separados por ultracentrifugacion ( GIOMINI y cols., 1979); los

liposomas pluricompartimentales, de mayor peso, se depositan en el fondo del recipiente,

mientras que los SUV quedan en el sobrenadante ( SENTJURC, 1980; CORAN vy cols., 1980).

2.4.2.2.- Inyeccién

Inyeccion en agua o en una soluciéon tamponada, de una solucion etandlica que contiene el
fosfolipido y los otros constituyentes de la pared ( BATZRI y KORN, 1976 ). Este método

consta esencialmente de cuatro fases: (figura 13).

= Disolucion de los componentes de la pared en etanol; las concentraciones
habitualmente empleadas son de 20 a 40 umoles de fosfolipido por ml.

= La solucion alcohdlica es rdpidamente inyectada con la ayuda de una jeringa, en una
solucion tamponada (CLK 0.1-0.2 M), donde se forman espontaneamente las vesiculas
unilaminares.

= La solucion es rapidamente concentrada por ultrafiltracion.

= Eventualmente la solucion es sometida a didlisis, para eliminar los restos de alcohol.

Alcohol ¥ Lecitina Alcohol ¥ Lecitina




Figura 13

La ausencia total de ultrasonidos, asi como de agentes tensioactivos, constituyen las

ventajas primordiales de este método.
Se utiliza también una modificacion de este método consistente en técnicas de congelacion-
desecacion de las vesiculas lipidicas y posterior reconstitucion por liofilizacion (LIN y cols.,

1996).

2.4.2.3.- Eliminacion del detergente

Otra técnica, ampliamente utilizada para la reconstruccion de membranas biologicas, es la
denominada eliminacion del detergente. El principio del método consiste en la dispersion de
los fosfolipidos en agua por formacién de micelas mixtas con la ayuda de agentes
tensioactivos ( sales biliares y derivados: colatos, desoxicolatos, triton X-100 ). La
eliminacion del detergente se realiza, posteriormente, por centrifugacion, dialisis o filtracion a
través de geles. La eliminacion se efectiia a velocidad constante y de forma reproducible. Se
obtienen poblaciones homogéneas con tamafios comprendidos entre 20 y 100 nm, en funcion
de la relacion fosfolipido/tensioactivo. No obstante, el mayor inconveniente reside en la
persistencia de este ultimo en la preparacion con problemas derivados de su accidon sobre las

propiedades fisicas de las vesiculas ( MAIERHOFER, 1988 ).

2.4.2.4.- Extrusion a alta presion

Los liposomas multilaminares pueden ser reducidos por extrusion, a alta presion, a través
de unos filtros de tamano pequefio de poro. Este proceso se ha descrito detalladamente e

indica que el 60% de las vesiculas obtenidas poseen un diametro medio comprendido entre



250 y 500 A. Es aplicable a grandes volumenes de dispersiones lipidicas con alta

concentracion ( BAREN-HOLZ y cols., 1979).

Dousset y Douste describen otra forma de elaboracion basada en el hecho de que los 4cidos

fosfatidicos a pH 10-11, y las mezclas de acidos fosfatidicos y lecitinas a pH 7-8, se

transforman espontaneamente en liposomas unilaminares cuando el pH de la suspension

aumenta rapidamente (en menos de 2 minutos), reajustandose seguidamente hasta la

neutralidad.

2.4.3.- Liposomas unilaminares macrovesiculares ( LUV ) y vesiculas obtenidas

por evaporacion en fase reversa ( REV')

2.4.3.1.- Infusion en éter

Solucion acuosa del
Principio Activo

—Barfio maria 60°C

Solucion eterea

Figura 14

Este método consiste en
inyectar una solucion etérea del
fosfolipido en otra acuosa del
agente activo a la temperatura de
55-66° C o bien, a 30° C a baja
presion (figura 14). Una vez
eliminado el disolvente  por
evaporaciéon, se obtiene una
poblacion heterogénea de LUV
(0.05 a 0.25 um), por lo que se
recurre generalmente a la filtracion

para conseguir vesiculas uniformes.



Aplicable a numerosos lipidos y mezclas lipidicas, el uso de disolventes organicos y
temperaturas elevadas pueden desnaturalizar o inactivar a las macromoléculas; los fosfolipidos

insaturados son insolubles en éter ( DEAMER y BANGHAM, 1976 ).

2.4.3.2.- Fusién inducida por calcio

Permite elaborar vesiculas unilaminares a partir de lipidos de caracter acido (acido
fosfatidico, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina, cardiolipidos) asociados o no a colesterol, hasta

una concentracion limite equimolecular ( PAPAHADJOPOULOS y cols., 1975).

La base de este método se asienta en la fusion inducida por el calcio, tras la adicion de una
solucion acuosa del mismo a una suspension de vesiculas unilaminares de pequeias
dimensiones, con la formacion de grandes estructuras cilindricas multilaminares en
disposicion helicoidal. El secuestro del i6n por EDTA, conduce a la obtencién de vesiculas
unilaminares de grandes dimensiones. La principal ventaja consiste en la capacidad para
incorporar macromoléculas, tales como ferritina, poliovirus, RNA mensajero y DNA

(PUSSIEUX y DELATTRE, 1985).

Con el fin de evitar el caracter restrictivo de este método, reservado exclusivamente a
lipidos anionicos, se propuso una modificacion ( DOUSSET y DOUSTE, 1985 ) que permite
emplear tanto lipidos anidnicos como catidonicos. Asi se origina un agregado de vesiculas, con
posterioridad a la adicion de cloruro célcico a liposomas de fosfatidil serina y estearilamina-

fosfatidilcolina-colesterol (1:7:2) que se transforman en macrovesiculares al afiadir EDTA.

2.4.3.3.- Evaporacion en fase reversa

En este método, los fosfolipidos se disuelven en un disolvente orgénico (dietil o
isopropiléter o mezclas de éstos con cloroformo en relacion 1:1), al que se adiciona la solucion

acuosa. El sistema se somete a la accion de ultrasonidos, durante 5 minutos y a 0° C, con el fin



de obtener una emulsion homogénea de pequeias gotas de agua en el éter, estabilizadas por
una monocapa fosfolipidica (micelas inversas). La evaporacion del disolvente a presion
reducida, entrafia la formacion de liposomas macrovesiculares  de dimensiones
comprendidas

entre 0.08 y 0.24 um, segin la composicion lipidica, con una gran eficacia en la encapsulacion
(30-50%). La aplicacion de este protocolo aparece limitada por la sensibilidad de los
compuestos encapsulados a los disolventes organicos y a los ultrasonidos (SZOKA 'y

PAPAHADJOPOULOS, 1978).
El uso de disolventes organicos alternativos como etanol, acetato de etilo o mezclas de
ambos disminuye la toxicidad residual en la formacion final del liposoma, ademas de

aumentar la encapsulacion de farmacos hidrofilicos ( CORTESI, 1999 ).

2.4.3.4.- Microfluidificacion

La microfluidificacion permite reducir el tamano de las vesiculas por debajo de los 300nm.
Se preparan con antelacion los liposomas tipo MLV y gracias a una elevada energia mecanica
son trasformados en LUV en una cdmara de reaccion especial (HAUSER, 1982). Conduce a
la formacion de vesiculas cuyo tamafio guarda relacion con el nimero de ciclos de

microfluidificacion aplicados ( MAYHEW y cols., 1985).

2.4.3.5.- Inyeccién Coaxial Turbulenta

Se ha puesto a punto un nuevo método que permite mejorar la homogeneidad entre lotes
minimizando el coste del proceso. Los liposomas son obtenidos al generar un flujo turbulento
mediante la inyeccion de dos fases a gran velocidad en una célula de reaccion. Ademas este
nuevo procedimiento posibilita preparar liposomas, nanoparticulas y microparticulas en un

mismo aparato y de forma continua.



2.4.3.6.- Otros Métodos de Preparacion

Existe una técnica que evita el empleo de disolventes inaceptables para el uso farmacéutico
asi como procedimientos energéticos costosos como la sonicacion. Dicho método esta basado
en la formacion inicial de una mezcla denominada proliposoma, que contiene el lipido, etanol
y agua, que da lugar a los liposomas por un paso de simple progresion de la dilucion

(PERRETT y cols.,1991; RECASENS,1995 ).

Este método podria resultar interesante en el caso de liposomas de uso topico ya que
permite la formacion del sistema “in situ”, justo en el momento de su aplicacion sobre la piel
mediante el empleo de un aerosol ( FARR y cols., 1989 ). Por microscopia se comprueba
como los proliposomas minutos después de su contacto con el agua se convierten en
liposomas. Precisamente la absorcion de nicotina desde proliposomas es factible tras el
contacto con el sudor, si dicha formulacién se aplica topicamente bajo condiciones oclusivas (

HWANG vy cols., 1997).

2.5.- SEPARACION DE LA FRACCION NO ENCAPSULADA

Del analisis de los métodos anteriormente resefiados, se deduce que los liposomas poseen
una capacidad limitada de encapsulacion, de tal forma que siempre existira una parte del
farmaco no incorporada en las vesiculas lipidicas. La separacion de la fraccién no captada
puede llevarse a cabo por cromatografia en gel, HPLC ( FANG y cols., 1997), centrifugacion,
dialisis o ultrafiltracion ( PUISIEUX, 1978 ).



En la filtracion a través de los geles aparecen dos picos bien diferenciados; uno de ellos
corresponde a los liposomas, y el otro al producto sin encapsular. El inconveniente radica en
la dilucion de la dispersion liposomial durante la separacion, asi como posibles fendmenos de

adsorcion lipidica en el lecho filtrante ( MEDINA y cols., 1984 ).

Las condiciones Optimas de la centrifugacion dependen del tamafio de los liposomas. En el
caso de vesiculas multilaminares, una centrifugacion a 700 g, durante 10 minutos es suficiente
para separarlos del medio acuoso externo. La sedimentacion de dispersiones unilaminares
requiere velocidades y tiempos superiores, del orden de 150000 g, durante 4 horas (FROKJER
y cols., 1982; PUISIEUX y DELATRE, 1985 ). Mas recientemente, se ha constatado una
separacion por simple lavado con solucion salina ( VEMURI y RHODES, 1995).

2.6.- CARACTERIZACION

La caracterizacion de suspensiones liposomiales tiene por objeto, fundamentalmente,
conocer con precision el tipo de estructura obtenido, su composicion, tamafio,
homogeneidad, estabilidad, volumen de encapsulacion ( BANGHAM vy cols., 1965 ), y
rendimiento final de la técnica de elaboracion. Existen distintos métodos para esta
caracterizacion:

- Microscopia electronica de transmision, incorporando a la muestra diversas soluciones
de sales de metales pesados ( acido fosfotingstico y 6smico, molibdato amoénico, acetato
de uranilo, etc. ) para asi aumentar el grado de dispersion electronica ( tincion negativa )
( HINKLE y cols., 1978; LASIC y cols., 1980; MEDINA y cols., 1984 y 1986; BULA'Y
GHALY, 1995).

- Técnicas espectroscopicas de dispersion laser, para el andlisis de la forma y tamano de

los liposomas ( FAIRBROTHER, 1979 ).



- Espectroscopia de resonancia electroparamagnética, usando liposomas spin para evaluar
las caracteristicas de las bicapas lipidicas y su influencia en los enzimas vinculados a las
membranas ( PECAR, 1980 ).

- Resonancia magnética nuclear, para el estudio de las funciones dependientes de la
estructura y dinamica de la fase lipidica, si como de las interacciones entre

lipidos,

proteinas de lipidos y de membrana, y entre moléculas bioldogicamente activas (KIDRIC,
1980; LASIC, 1980 ).

- Modelos matemdticos para el calculo del area superficial total, porcentaje de
encapsulacion, volumen especifico parcial de los lipidos integrantes y frecuencia de
distribucion de la poblacion ( PIDGEO y HUNT, 1981 ).

- Técnicas de fluorescencia, para dilucidar la localizacion de los principios activos en la
estructura del liposoma ( KUNIKAZU y cols., 2000 ).

- Microscopia de fuerzas, esta ofrece numerosas ventajas en cuanto a la caracterizacion

morfologica ( OLIVA y cols., 2001 ).

2.7.- MECANISMOS DE INTERACCION LIPOSOMA-CELULA

Las células se unen a liposomas de todos los tamafios, aunque la captacion celular es mayor

para los liposomas menores de 80nm de didmetro ( KIM y MARTIN., 1981 ).

Investigaciones realizadas han permitido detectar cuatro formas diferentes de interaccion
entre los liposomas y las células, pudiendo actuar mas de un mecanismo al mismo tiempo
(figura 15 ), (SANTOS y GUERRERO, 1994 ):

1) Los liposomas pueden penetrar en la célula por endocitosis de las células fagocitarias del
sistema reticulo endotelial ( ALLEN y cols., 1991 ). Se desintegran por la accioén de los

enzimas celulares, liberando el farmaco. Segun este mecanismo, los liposomas quedarian



2)

3)

4)

englobados en células con gran capacidad fagocitaria (higado, bazo...). La endocitosis del
vector en lisosomas puede modificar a la sustancia transportada ( PIPAN, 1980 ).

Puede producirse una fusion directa de las membranas del liposoma con la membrana
plasmatica célular ( BAILEY y CULLIS, 1997 ), mediante insercion del biestrato lipidico
del liposoma en la membrana plasmatica, con liberaciéon simultanea del

contenido

liposdmico dentro del citoplasma; es decir por coalescencia, el farmaco pasa del liposoma
al interior celular ( MAIERHOFER, 1988 ).

Igualmente, cabe la posibilidad de una transferencia de lipidos de la bicapa liposomial a
las membranas celulares o subcelulares, sin adsorcion previa ni asociacion del contenido
liposomal.

Por adsorcion estable de los liposomas a la superficie celular mediante fuerzas hidréfobas

o electrostaticas débiles o mediante interacciones inespecificas con componentes de la

superficie celular.
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Figura 15 Mecanismo de Interacccion

El mecanismo de interaccion preferente es funcion de la composicion y método de
elaboracion de las vesiculas, del tipo de células y del medio extracelular, entre otros.
Asimismo, depende de la carga y fluidez de la pared liposomial, de tal forma que las vesiculas
solidas y cargadas, asi como as fluidas y neutras lo hardn por endocitosis. En la
asociacion de
liposomas fluidos y cargados intervienen otros mecanismos, predominando la fusiéon ( POSTE

y PAPAHADJOPOULOS, 1976; BULA y GHALY, 1995).

Por lo general, los liposomas cargados negativamente son captados mas rapidamente que
los liposomas neutros o los liposomas con una carga neta positiva. Debido al tamafio de los
poros endoteliales de los capilares sanguineos, solo las vesiculas de didmetro inferior a

100nm pueden llegar a los tejidos.

Sin embargo la eleccion pasiva del 6rgano o célula diana, controlada por el tamaiio y
composicion lipidica de los liposomas no es siempre satisfactoria. Esta eleccion se puede
mejorar utilizando ligandos especificos para tipos de organos o células, que se encuentran

encapsulados o acoplados a la superficie de los liposomas ( MAIERHOFER, 1988 ).

2.8.- APLICACIONES TERAPEUTICAS

Hace mas de 30 afios que se viene hablando de las espectativas terapéuticas de los
liposomas y previsiblemente se hablard de ellos durante bastantes afios mas. Existe una
extensisima bibliografia sobre esta cuestion, y solo citaremos algunos aspectos mas
significativos. Los liposomas pueden utilizarse como sistema de transporte y liberacion de
farmacos, contribuyendo en gran medida a la solucidon de algunos problemas derivados de su
utilizacion. Las aplicaciones médicas mas prometedoras son:

- Dirigir los inmunomoduladores a las células del sistema inmunitario.



- Laliberacion controlada de farmacos frente a infecciones sistémicas.
- Lareduccion de los efectos no deseados de algunos farmacos.
- Otras aplicaciones como, sustitutivos de la sangre, parecen tener también un futuro

prometedor.

- Las pruebas “in vitro” con liposomas y cultivos celulares demuestran que éstas
vesiculas constituyen un medio ideal para mejorar la sensibilidad de los estudios de
diagnostico médico. Un anticuerpo se une a su antigeno en la superficie de la célula
provocando una microaglutinacion. En caso de que un anticuerpo se acople a la
superficie de un liposoma, el mismo proceso produce agregados visibles.

- También se utilizan los liposomas para diagnosticos “in vivo”. Se ha podido demostrar
que un contraste para el higado, cuando se administra via liposomas, permite detectar

incluso las metéstasis mas pequenas.

Como sistemas de transporte y liberacion de farmacos, se han investigado casi todas las

vias de administracion ( MAIERHOFER, 1988 ):

1) Intravenosa:
El destino y eliminaciéon ( LONGER y ROBINSON, 1987 ) de los liposomas inyectados
intravenosamente depende de sus propiedades fisicas como tamafio, fluidez y carga
superficial. Pueden persistir en los tejidos durante horas o dias seglin su composicion. La
vida media en sangre esta comprendida entre minutos y varias horas. Los MLV y LUV son
captados rapidamente por las células fagocitarias del SRE, en particular por células de
Kupffer del higado y macrofagos esplénicos, pero la fisiologia del aparato circulatorio
restringe la salida de tales especies grandes en la mayoria de los sitios . También se
acumulan ( OSTRO y CULLIS, 1989 ) en las zonas donde existe inflamacion e infeccion y
en algunos tumores sdlidos, aunque la razoén no estd clara. Todo esto se demuestra por
ejemplo en la mejora de las caracteristicas farmacocinéticas tras la administracion

intravenosa de carbamazepina (JIA y cols., 2002 ).



2)

3)

4)

5)

Liposomas de 25nm de didmetro, e incluso de 60nm, pueden inyectarse al torrente
circulatorio y probablemente seran fagocitados por los macrofagos del sistema
reticuloendotelial, cuyos lisosomas digeriran las bicapas y liberaran al principio activo
dentro del macrofago. El primer blanco de estos macrofagos cargados de farmaco
son las
propias células reticuloendoteliales, que, cuando sufren una parasitosis o una infeccion,
podran ser tratadas con una gran selectividad. Asi, los antimoniales incorporados a
liposomas, resultan ser 700 veces mas activos que en forma libre, y pueden curar con
muchisimo menos riesgo a las células hepaticas infectadas de parasitos (leishmaniosis). Lo
mismo podriamos decir de enfermedades como listeriosis, brucelosis, salmonelosis,
enfermedades sistémicas, tumores malignos, enfermedades micoéticas, entre otras
(ALVING, 1986).

Intraperitoneal: Esta via no es utilizada en los seres humanos, sin embargo se utiliza con
éxito en el tratamiento de animales ( SADZUKA y cols 2002 ). El mecanismo por el cual
acceden los liposomas al torrente circulatorio no estd aun dilucidado. Parece que no
existen diferencias entre liposomas de diferentes tamafios. Entre las aplicaciones destaca
la administracion intraperitoneal de interleucinas con eficacia en el tratamiento de un
linfoma ( WANG y cols., 2000 ).

Subcutanea: La administracion por via subcutanea también se ha utilizado con éxito. Con
frecuencia se puede obtener un buen efecto dépot.

Intramuscular: Por esta via los liposomas son absorbidos por el sistema linfatico antes que
por la sangre. No obstante, estudios con sustancias de prueba ponen de manifiesto un paso
rapido al torrente circulatorio, alcanzandose niveles plasmaticos elevados tras un corto
periodo de latencia ( MAIERHOFER,1988 ).

Intralinfatica: Se ha empleado con éxito ésta via para el tratamiento de tumores linfaticos
mediante la administracion de bleomicina en liposomas, evitando el paso por el sistema
reticuloendotelial. Igualmente, se ha aplicado para la administracion de materiales de
contraste, encapsulados en liposomas, capaces de llegar incluso a los vasos linfaticos mas

pequeiios ( GABIZON y cols., 1997 ).



6) Oral: La aplicacion de los liposomas por via oral parece dificil debido al largo trayecto que

7)

8)

9)

deben recorrer los liposomas hasta llegar al lugar de absorcion. Los liposomas deben
superar fuerzas mecanicas, diferentes pH, enzimas, colatos, sales biliares... ( SEIJO, 1990).

No obstante, se ha podido demostrar como la insulina y el factor VIII se pueden recuperar

en la sangre cuando se administran por via oral encapsulados en liposomas. Quizas se
superen algunas de estas dificultades cuando los liposomas se introduzcan en capsulas de
gelatina. El mecanismo de la captacion en el intestino delgado se desconoce y se duda si
los liposomas son capaces o no de atravesar la pared intestinal sin perder su integridad
(MOUFTI y cols., 1980 ). Pese a ello se han realizado satisfactorios estudios “in vitro”
sobre la absorcion de acetonido de triamcinolona encapsulado ( SVEINSSON, 1992);
también se ha estudiado la absorcion oral de aminoglucésidos ( SANTOS vy
GUERRERO, 1994 ).

Nasal: La administracion de liposomas por esta via se esta estudiando para la aplicacion de
alergenos y superoxidodismutasa ( CEVC y cols., 1997 ).

Oftalmica: Se ha comprobado ( SEIJO, 1990 ) que la carga de superficie influye en la
penetracion a través del epitelio corneal; los que tienen carga positiva son los que mejor
penetran. A modo de ejemplo citaremos los sistemas liposdmicos de aciclovir ( LAW y
cols., 2000 ).

La vectorizacion posibilita un aporte de principio activo a los tejidos oculares;
mediante incremento del tiempo de contacto del farmaco con la cornea ( BILL, 1971;
GRASS y ROBINSON, 1988; BARZA y cols., 1987 )

Intraarticular: Cuando se inyecta un medicamento por ésta via para tratar procesos
artriticos, sufre una rapida aclaracion pudiendo provocar reacciones locales, o riesgo de
infeccion en la articulacion. Teniendo en cuenta que el objetivo de esta terapia son las
células sinoviales de capacidad fagocitica, la administracion de liposomas por esta via

estaria justificada.



10) Intratraqueal: El uso de liposomas para la liberacion sostenida de acetonido de
triamcinolona en pulmon representa resultados Optimos y superiores a los de su
administracion en solucion ( GONZALEZ-ROTHI y cols., 1996 ).

11) Topica: Se ha propuesto la utilizacion de los liposomas como vehiculo para la aplicacion
topica sobre la superficie cutinea y en mucosas, tanto de farmacos como de productos

cOSmEticos.

Teniendo en cuenta las caracteristicas y aplicaciones del principio activo objeto de este
estudio, acetonido de triamcinolona, se ha estimado oportuno profundizar en esta tltima via de
administracion, la via topica. No obstante, y a modo de resumen, se han recopilado las
principales aplicaciones terapéuticas de los liposomas como sistemas de vectorizacion de

farmacos:

- Una de las primeras aplicaciones que se ha dado a los liposomas ha sido la

ENZIMOTERAPIA. Ciertas afecciones genéticas de enzimas dan lugar a la acumulacion del

correspondiente sustrato en el tejido y la consiguiente patologia clinica ( SAINZ y cols.,
1989 ); se han tratado las enfermedades de Gaucher y de Pompe con liposomas
portadores de P-glucoxidasa y glucosamina respectivamente, observandose en ambas
una disminucion de la exagerada acumulacion de glucogeno en el higado pero no en
otras zonas del organismo como el musculo esquelético o cardiaco ( GREGORIADIS,
1978; GUZMAN y cols, 1987 ). También pueden emplearse para tratamientos con
superoxidodismutasas con actividad en inflamacion y ciertas enfermedades

autoinmunes.

- ELABORACION DE VACUNAS, ya que los liposomas se comportan como coadyuvantes de

la inmunidad. Las vacunas asi preparadas proporcionarian una inmunidad mayor al
carecer de efectos adversos ( SATLC, 1980; RYMAN,1980; NICOLAU, 1981 ). El

objetivo de la inclusion de liposomas es facilitar la presentacion de antigenos capsulares



de la bacteria aislada ( exopolisacaridos ) al sistema inmunitario y potenciar su respuesta

(figura 16).

Figura 16
CORTE DE UN LIPOSOMA CARGADO DE EXOPOLISACARIDOS

Los exopolisacaridos se incorporan en las paredes e interior de los liposomas, y asi
permiten su entrada en el interior de los macroéfagos de modo que el sistema inmunitario
del individuo es capaz de producir anticuerpos y en consecuencia, la reaccion
inmunitaria reforzada asegura un incremento de la proteccion (GREGORIADIS vy cols.,

1999; PIETERSZ y cols., 2000 ).

— TRATAMIENTO DE INFECCIONES BACTERIANAS, especialmente las provocadas por

bacterias del sistema reticuloendotelial, para conseguir la localizacion intracelular de los
agentes antiinfecciosos ( GREGORIADIS, 1983 ). Se ha demostrado la efectividad de la
anfotericina B encapsulada en liposomas (Ambisome) ( CALVINO y cols., 1999 ) frente
a infecciones fungicas como brucelosis ( FOUNTAIN y cols., 1985 ) y candidiasis
(LOPEZ-BERESTEIN, 1988) obteniéndose efectos terapéuticos con menores dosis de
principio activo. También esta asociacion farmaco-liposoma ha resultado mas eficaz
como citostatico ( HARRIS y cols., 2002 ) y en el tratamiento de la Aspergillosis
intracerebral ( ELLIS y cols., 2002 ) que la anfotericina B convencional. Se han

realizado estudios con liposomas frente a la infeccion producida por Mycobacterium



avium en raton, que podria tener aplicacion en afecciones pulmonares de pacientes con

SIDA.

TRANSPORTADOR DE AGENTES QUELANTES, que por si solos dificilmente penetrarian en el

interior de las células, en el tratamiento de intoxicaciones metalicas accidentales o de
origen metabolico (hemosiderosis, anemia de Cooley, enfermedad de Wilson)
(PUISIEUX, 1985). La encapsulacion favorece su captura por parte del higado y bazo,
lugares donde el metal tiende a acumularse ( GUZMAN y cols., 1987 ).

Tratamiento de PROCESOS INFLAMATORIOS con formulaciones de acetonido de

triamcinolona ( LOPEZ-GARCIA y cols., 1993 ) concretamente a nivel artritico, la
acumulacion en el tejido inflamado depende del tamaiio de las vesiculas ( SEIJO y cols.,

1991 ).

Tranportadores de COMPUESTOS ANTISENTIDO como los que participan en el proceso de

hipertension ( PHILLIPS, 2001 ).

Tratamiento de ENFERMEDADES PARASITARIAS, como leishmaniosis, con ventajas

comprobadas frente a la terapia convencional ( ALVING, 1986).

Una de las mayores limitaciones en la quimioterapia antitumoral es el desarrollo de
resistencia de las células tumorales. Para la liberacion especifica del agente en las
células y superar dicha resistencia se han asociado numerosos CITOSTATICOS a los
liposomas, como cisplatino ( BRIZ y cols., 1999 ), adriomicina D ( CROMMELIN y
cols., 1983 ), citosina, vinblastina, metotrexato (GREEN y FOONG, 1982 ). El empleo
de liposomas de muramil tripéptido mejora la supervivencia postquirurgica en perras con

carcinomas.



Inclusion en liposomas de MOLECULAS PEPTIDICAS como la ciclosporina A u otros

agentes de mayor potencia inmunosupresora que esta (como el Tacrolimus) ( LEMDAR,
2002 ) reduciendo u nefrotoxicidad sin disminuir su actividad inmunosupresora

( SEIJO

y cols, 1991 ). También se utilizan péptidos para direccionar liposomas conteniendo

citostaticos a células proliferantes ( GARCIA y cols., 1998 ).

Se ha experimentado el uso de liposomas para la administracion de insulina por via
perlingual ( MOUFTI vy cols., 1980 ). En esta linea de trabajo, se ha comprobado la
absorcion de la misma a nivel de yeyuno ( KENNEDY, 1991; SATOS y GUERRERO,
1994).

Recientemente se ha mostrado por microscopia atdmica que es posible la

TRANSFERENCIA GENETICA consistente ( NAKANISHI y NOGUCHI, 2001 ) en la

administracion de genes sanos, transportados en liposomas, que se insertan en un tipo
celular determinado, donde compensan la falta o el mal funcionamiento enddgeno, o
crean una propiedad nueva . Actualmente se observa su eficacia en la transferencia de un
gen en utero ( DAFTARY y TAYLOR, 2001 ) y en ovarios humanos con
adenocarcinoma ( KIM y cols., 2002 ).

MANIPULACION _ CINETICA DE _ ANTICANCEROSOS encapsulados en liposomas

proporcionando un incremento de la liberacion de farmaco en el tumor. Este ensayo
terapéutico ha sido validado en pacientes enfermos de SIDA con sarcoma de Kaposi's
( GABIZON vy cols., 1997 ). También se ha constatado una inhibicién de metéstasis,
gracias a la encapsulacion de inmunomoduladores en liposomas ( YAMASHITA vy

HASHIDA, 2002 ).



Se han obtenido muy buenos resultados en cuanto a la actividad antitumoral de la
doxorubicina en liposomas tras su administracion a enfermos con cancer avanzado, sin que
se produzcan los efectos colaterales derivados de la administracion de este farmaco bajo una
forma convencional ( DELGADO , 1989 ). Para estos casos se han comercializado dos
especialidades Caelvx® y Myocet®, consistentes en asociaciones de doxorubicina

con

liposomas, indicadas para el tratamiento en mujeres que no responden a los derivados del

platino.

2.9.- OTRAS UTILIDADES DE LOS LIPOSOMAS

Desde que en 1964 Bangham descubriera por primera vez los liposomas, se conocen cada
vez mas aplicaciones de estas vesiculas. En la actualidad existen proyectos del CSIC en las
siguientes areas:

Tecnologia de los alimentos

Encapsulacion de nuevas enzimas y adicion de estas a la leche, lo que permite acelerar la
maduracion de los quesos manchegos.

Obtencion de una nueva variedad de queso con caracteristicas intermedias entre el
elaborado con cuajo animal y el elaborado con cuajo vegetal mediante ciprosinas encapsuladas
en liposomas.

Acuacultura

Elaboracion de liposomas unilaminares con sustancias aptas para la nutricion y

enfermedades del camaron.

Alimentacion y tratamiento terapéutico de larvas de peces marinos de cultivo.

2.10.- LIPOSOMAS DE ADMINISTRACION TOPICA




El objetivo de la inclusion de farmacos de uso topico en liposomas, es incrementar su
efectividad bioldgica en el tratamiento de diferentes enfermedades de la piel, cuya estructura y
funcionamiento estudiaremos a continuacion. También se abordaran en este apartado aspectos
como la absorcion percutanea, la biodisponibilidad de los principios activos encapsulados,

el

comportamiento topico de los liposomas, finalizando el capitulo de introduccion con las

principales aplicaciones en dermatologia y en cosmética.

2.10.1.- Estructura de la piel y sus anexos

La piel esta constituida por cuatro capas bien caracterizadas y muy distintas en cuanto a sus
funciones: capa superficial, epidermis, dermis e hipodermis. La primera esta en contacto con
el medio externo y la ultima separa la piel de los tejidos subyacentes. La piel estd, ademas,
atravesada por el sistema pilosebaceo y las glandulas sudoriparas ( MONTAGNA, 1961 )
(figura 17).
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Figura 17
ESTRUCTURA DE LA PIEL



CAPA SUPERFICIAL

Es una cuticula sin estructura aparente que recubre la superficie de la piel y que esta
constituida por una mezcla de secreciones lipidicas (sebo) y acuosas (sudor) procedentes de
las glandulas sebaceas y sudoriparas; engloba ademas, células descamadas, bacterias y cierta

cantidad de suciedad solida y liquida procedente del exterior.

Es una capa irregular y discontinua de espesor, comprendido entre 0.4 y10 micras, miscible
con el agua y de pH 4acido, aunque este aumenta cuando existen afecciones cutaneas.
Desde el punto de vista de la penetracion, su papel es practicamente nulo, ya que es

englobada o desplazada por los excipientes.

EPIDERMIS

Es una capa epitelial estratificada y avascular. Las células que las componen sufren
modificaciones quimicas importantes a medida que progresan hacia el exterior
enriqueciéndose progresivamente en queratina. Es un estrato fundamental para la penetracion

de farmacos ( HADGRAFT, 1987 ).

Esta formada por células que nacen de una capa basal interna o capa germinativa, que
constituye la zona de separacion entre la epidermis y la dermis, y se prolongan hacia el
exterior dando origen primero a la llamada capa espinosa y luego, a la capa granulosa que

enlaza con el estrato corneo.

Las células de la capa basal germinativa estan en continuo crecimiento; a medida que
crecen, van cambiando de células metabdlicamente activas a células muertas que daran origen
finalmente al estrato corneo constituido por numerosas capas de células queratinizadas de
forma aplanada y muy compactas cuya funcién es muy importante desde el punto de vista

fisioldgico. La queratina es un producto final de transformacion de las células epidérmicas,



pero su formacion no debe considerarse de ningiin modo como un proceso degenerativo; antes
bien, estd orientado a la funcion que el estrato corneo debe desarrollar, que es triple:

— Proteccion frente al medio externo.

— Conservacion del agua corporal, impidiendo la excesiva evaporacion de agua interna.

— Emuntorio terminal de muchos productos del metabolismo epidérmico.

Su espacio intercelular es muy importante. Es en esta capa donde se forman los lipidos.
Atraviesan el aparato de Golgi en donde estdn rodeados de una membrana. Se les denomina
entonces corpusculos laminares. Estos corpusculos migran hacia el limite de la célula y vierten
su contenido lipidico en laminas dentro del espacio intercelular. Asi la capa cornea forma
como un muro de ladrillos, donde las células queratinizadas (escasamente hidréfilas) serian
los ladrillos y las capas lipidicas (mayoritariamente hidrofilas) el cemento de union. Estas
lamelas tienen siempre la misma constitucion que la membrana celular, es decir, una capa de
lipidos incluida en un medio acuoso. Consecuentemente, por una parte, estas barreras lipidicas
representan la barrera epitelial y por otra contienen agua necesaria para la piel. En las capas
inferiores de la epidermis se encuentran muchos fosfolipidos, mientras que la capa cornea,
debido a las acciones enzimaticas y de sintesis, contiene mayoritariamente esfingolipidos,
glucoceramidas, acidos grasos y colesterol. El colesterol es capaz de retener cierta cantidad de
agua de forma emulsionada y puede transmitir estas cualidades a otros lipidos; posee, pues,
una mision importante para el funcionamiento de la barrera cutanea (SCHAFER-KORTING y
cols.,1989 ).

De hecho, el estrato corneo es la barrera fundamental que ofrece el organismo a la
penetracion de los toxicos y microorganismos, debido a la naturaleza altamente impermeable
de sus constituyentes. Pese a ello, si se dan las condiciones adecuadas, puede ser un camino de

penetracion de farmacos ( WERTZ y DOWNING,1989; SCHEUPLEIN, 1972 ).

DERMIS



Situada inmeditamente por debajo de la capa germinativa basal, estda formada por un
parénquima de células conjuntivas entre las que se encuentran vasos y nervios. Es pues, un
tejido sensible y ricamente irrigado; a nivel de los capilares sanguineos de la dermis, los

farmacos pasan a la circulacion sistémica.

HIPODERMIS

Constituye la zona de separacion entre la dermis y los tejidos subyacentes y varia en su
constitucion segin la region del cuerpo. Contiene células adiposas que se agrupan en
paniculos. En cuanto a la penetracion de formas topicas carece de importancia practica. Es la

base de sustentacion de los foliculos pilosebaceos y de las glandulas sudoriparas.

FOLICULOS PILOSOS Y GLANDULAS SEBACEAS

Normalmente las glandulas sebéaceas estdn asociadas al foliculo piloso. Este ultimo tiene
forma de botella y posee una vaina de células epiteliales. Nace en la hipodermis o en la
dermis, atraviesa la epidermis y desemboca en la superficie de la piel (figura 18). En su base
los foliculos estan constituidos por células conjuntivas de gran vitalidad y muy bien irrigadas.
Estas células se dividen rapidamente y, a medida que crecen, desplazan a las ya existentes, que
por una parte dan origen a la cuticula que envuelve al pelo y por otra se queratinizan y forman
el pelo  propiamente  dicho. La
queratinizacién no es tan rapida como en el

Pelo

estrato corneo, de modo que el nucleo de la

Epidermis

célula se va haciendo denso y picnético

) AL Glandula gradualmente  hasta que  desaparece
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Figura 18

ESTRUCTURA FOLICULO-SEBACEA

Hacia el primer tercio de su longitud, las glandulas sebaceas conectan con el foliculo. El
alveolo sebaceo consiste en una masa de células epiteliales especiales rodeadas de una
membrana basal que se confunde con la cuticula del pelo; dichas células proliferan y
desplazan hacia arriba, por el interior del foliculo, a las preexistentes, que van acumulando
lipidos en su interior en tal proporcion que, finalmente, se rompen y la secrecion se vierte al

exterior por la abertura del foliculo.

GLANDULAS SUDORIPARAS

Son estructuras independientes que nacen en la hipodermis y se continian en forma de
conducto rectilineo o espiral (tibulo) hasta la superficie de la piel, donde desembocan
vertiendo su secrecion (sudor), de naturaleza fundamentalmente acuosa, cuya evaporacion

desempefia un importante papel termorregulador.

2.10.1.1- Absorcion Percutanea

Los procesos que sufre el farmaco tras su aplicacion topica sobre la piel para lograr su

objetivo terapéutico pueden resumirse asi ( DOMENECH y cols., 1998 ):

— Liberacion: se favorece cuando el principio activo estd en forma muy dispersa. Un
excipiente con escasa capacidad para disolver el principio activo facilita este

proceso.



— Adsorcidn: es el proceso por el cual el farmaco queda retenido en la superficie de
la piel, generalmente por uniones fisicoquimicas, a componentes cutaneos de
elevado peso molecular (queratina, melanina, etc.).

— Penetracién: depende de la afinidad del principio activo por la capa cornea y puede
ser favorecida por productos que la mejoren y por propiedades oclusivas de los

excipientes.

— Permeacién: consiste en el paso del farmaco a través de la piel por difusion desde
una capa histoldgica a otra estructuralmente distinta.
— Absorcidn: es el proceso que sufre el farmaco, tras su aplicacion sobre la piel, para

acceder a la circulacidn sistémica.

2.10.1.2.- Vias de absorcion

Una vez que difunden a través de glandulas sebaceas el excipiente y luego se disuelven en

la capa superficial de la piel, las moléculas de fairmaco disponen de dos caminos para su

penetracion ( DOMENECH y cols., 1998 ):

1.

VIA TRANSPENDICULAR que a su vez se divide en:
Transfolicular, a través de los foliculos pilosos y las glandulas sebaceas.
Transudoripara, a través de los conductos y glandulas sudoriparas.

VIA TRANSEPIDERMICA, a través del estrato corneo (figura 19).
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Figura 19
VIAS ALTERNATIVAS DE PENETRACION EN EL ESTRATO CORNEO

De forma general se puede decir que las vias de paso de los fairmacos a través de la piel
pueden ser la epidérmica y folicular , con predominio de la primera; mientras que la via
transudoripara tiene un papel bastante menos relevante. En lo que se refiere al paso de los
farmacos, se desarrolla en dos estadios. Tras su administracion se establece, en primer lugar,
un gradiente de concentracion de farmaco desde las distintas vias de entrada del mismo. En un
segundo estadio, el farmaco pasa a través de la piel por difusion pasiva, consiguiéndose un

flujo del mismo normalmente constante a lo largo de todo el espesor de la piel.

La via de paso mayoritaria es la transepidérmica, dado que el estrato corneo constituye el
99% de la superficie cutanea. En este sentido, cabe sefialar que la difusion intracelular supone
atravesar las membranas corneas y los lipidos que impregnan la queratina. Por otra parte, si el
farmaco pasa a través de la piel por via intercelular, debe atravesar el espacio lipidico
intercelular que une las células que constituyen el estrato corneo. Este espacio representa una

via tortuosa que no alcanza el 1% del estrato corneo.
Ambas vias de penetracion estan implicadas en la permeacion de un farmaco disuelto. En
la practica, los firmacos pasaran a través de la piel por las dos vias, prevaleciendo una u otra

en funcion de las caracteristicas fisicoquimicas de aquellos.

2.10.1.3.- Parametros implicados en la Absorcién Percutanea

Biologicos:
Las variaciones en las caracteristicas de la piel con la edad ( BEHL y cols., 1985 ) y segun
la zona anatomica del organismo ( WESTER y cols., 1984 ) pueden influir en la

permeabilidad de la misma. Sin embargo los factores principales a considerar son:



= Estado de la piel: en piel escamada ( MAIBACH, 1976 ) o en alteraciones de la piel
por causa de enfermedad ( TURPEINEN, 1988 ), la absorcion de los farmacos es
mucho mas rapida, debido a la escasez de capa cornea.

» Hidratacion de la piel ( POTS, 1986 ): es un factor relevante que afecta a la

velocidad y extension de la absorcion percutanea. El estrato corneo puede retener
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Figura 20
INFLUENCIA DEL VEHICULO SOBRE LA HIDRATACION DE LA PIEL Y SU POSIBLE
PARTICIPACION EN LA ABSORCION PERCUTANEA

por adsorcion una cantidad de agua que puede ser superior a su propio peso. El agua
retenida orienta sus moléculas y hace a la zona mas polar aumentando la absorcion
de muchos farmacos, como corticoides (figura 20). También, mediante mecanismos
de oclusion, se previene la evaporacion superficial del agua enddgena, con lo que se

incrementa las caracteristicas de absorcion.

Fisicoquimicos, que pueden depender del:

=  Vehiculo: interacciones vehiculo-piel, interacciones vehiculo-farmaco.
» Farmaco: peso molecular, tamafio molecular, punto de fusion y coeficiente de

reparto. En general, cuanto menores son el peso, tamafio y punto de fusion, mas facil



es el paso del farmaco a través de la piel. Los farmacos con un coeficiente de

reparto inferior a 0.1 no se adecuan para ser administrados via transdérmica.

2.10.2.-Biodisponibilidad cutanea de los principios activos encapsulados en

liposomas

Como ya se ha comentado, en los espacios intercelulares del estrato corneo, se localiza una
bicapa lipidica que se encuentra principalmente en fase de gel y que constituye una barrera
limitante para el paso de moléculas a la piel ( ELIAS, 1991 ). Los espacios intercelulares son
muy estrechos; lo que es insuficiente para dejar pasar particulas de un didmetro importante
como el de los liposomas. Sin embargo, en razén de su composicion los liposomas, pueden
modificar la permeabilidad de la bicapa lipidica y como consecuencia la penetracion cutanea

de las moléculas activas.

Cabe destacar, en este sentido, la estructura natural de los acidos grasos insaturados, que
modifica la fluidez lipidica subcutdanea facilitando la absorcion de farmacos en la piel. Los
acidos grasos insaturados presentes en fosfolipidos como la fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol, (tensioactivos bioldgicos) presentes en las lecitina de
huevo y soja, son los responsables de una mayor absorcion del principio activo ( VALENTA y

cols., 2000; VALJAKKA y cols 1998 ).

2.10.2.1.- Absorcion Percutanea

Existe un gran numero de trabajos en los que se demuestra una mejora de la

biodisponibilidad para los principios activos vehiculizados por los liposomas.



Jacobs y cols. (1988), midieron la biodisponibilidad cutinea de cuatro corticoides en
liposomas de fosfatidilcolina, demostrando en todos los casos un paso percutaneo superior en
presencia de liposomas. Del mismo modo, el papel promotor en la absorcion de los
fosfolipidos ha sido evidenciado por Kato y cols., (1987) asi como por Nishihata y cols.,
(1987). También se mostr6 como un sistema disperso que contiene fosfatidilcolina y
glicosilceramida favorece la absorcion percutanea del acido flufenamico ( KIMURA, y cols.,

1989 ).

Se han descrito unos liposomas, facilmente deformables, llamados “transfersomas”,
compuestos de sales biliares y fosfolipidos, capaces de difundir més facil y profundamente en
la piel ( CEVC y BLUME, 1992 ). Asimismo, la actividad bioldgica antiedema de
corticoesteroides en tranfersomas es mayor con respecto a los productos comerciales ( CEVC

y cols., 1996 ).

Finalmente indicar que se ha creado un nuevo sistema para incrementar la penetracion en la
piel “ethosomas”. Se componen de fosfatidilcolina, etanol y agua. Las medidas de
fluorescencia son mayores en cantidad y profundidad respecto a liposomas con sustancias

como minoxidilo y testosterona ( TOUITOU y cols., 2000 ).

2.10.2.2.- Acumulacién Cutanea

Citaremos las investigaciones realizadas por Michael Mezei y Gulusekaram con acetonido
de triamcinolona marcado radiactivamente e incorporado a liposomas de tipo MLV. Tras la
aplicacion cutanea a conejos se aprecido una acumulacion del agente en la epidermis y en la
dermis ( lugar de accion ) 5 y 3 veces superior a la detectada en el caso de la administracion

bajo una forma convencional ( MEZEI y GULUSEKHARAM, 1982).



Patel (1985) mostré como el metotrexato encapsulado en liposomas MLV se acumula 5
veces mas en la piel que en su forma libre. La posibilidad de utilizar los liposomas para
concentrar las moléculas de farmaco a nivel cutdneo ha sido confirmada por Wolhrab y Lasch
(1989) con hidrocortisona y por Masini (1993) con vitamina A. En general todos los trabajos
tienden a mostrar que los liposomas son capaces de aumentar la concentracion de los
principios activos a nivel del estrato corneo y disminuir la absorcién percutanea. En ciertos
casos parece que los liposomas concentran las moléculas a nivel del estrato corneo para

favorecer asi su paso percutaneo ( MEZEI, 1993 ).

Por otro lado se constatdé que los liposomas cuya composicion se asemeja a la del estrato
corneo permiten concentrar la inulina en las capas mas profundas de la piel ( EGBARIA y
cols., 1990 ). En este mismo estudio se mostrd que los liposomas permiten obtener una mejor

acumulacion del interferon a nivel cutaneo.

En otro estudio la acumulacion en la capa cornea de la ciclosporina sigue el siguiente
orden: liposomas constituidos por lipidos semejantes a los de la piel, mayor que, liposomas

convencionales, mayor que, ciclosporina libre ( EGBARIA y cols.,1991).

Teniendo en cuenta la estructura de la piel, lugar de aplicacion de los farmacos de accion
topica, asi como el importante papel de barrera que esta ejerce, para conseguir una efectividad
es preciso disefiar un vehiculo que posibilite la penetracion cutdnea del agente transportado

(SCHREIER y BOUWSTRA, 1994 ). En este sentido, el disefio de una formulacion de

liposomas eficaz requiere un conocimiento profundo de lo que podriamos denominar

comportamiento tépico de los liposomas ( SEIJOO y cols., 1992 ).

2.10.3.- Comportamiento topico de los liposomas



Una de las hipétesis emitida a este respecto alude al paso de los liposomas intactos a
través de la estructura cutanea ( FOLDVARI y cols., 1990; MEZEI, 1985 ). En el esquema de
la figura 21 se compara el posible paso a través de la piel, de un principio activo a partir de

una formulaciéon convencional ( locion, crema...) y de otra que contiene liposomas.
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FIGURA 21
Representacion esquematica del mecanismo y velocidad de penetracion del farmaco libre o encapsulado en
liposomas. La densidad de los cuadros indica la concentracion; la longitud de las flechas la magnitud de la
velocidad de difusion.

Como puede apreciarse se observan diferencias a todos los niveles en el paso del principio
activo a partir de ambas formulaciones. Estas diferencias se refieren en primer lugar, a la
disposicion y a la forma de atravesar la capa cornea, en principio mas favorables en el caso de
los liposomas, ya que la naturaleza fosfolipidica de las vesiculas hacen que sean facilmente
miscible con la superficie grasa de la piel que representa una barrera insalvable para

sustancias



activas que no sean liposolubles. El paso a través de la capa cornea de los liposomas esta
potenciado por el efecto oclusivo que producen y que incrementa su grado de permeabilidad,
facilitando asi este paso. Ademas, la estructura liposomial protege, en mayor o menor medida,
a los ingredientes activos que contienen, de la union a las proteinas presentes en proporcion
elevada en esta capa. A nivel de la epidermis, la  principal diferencia estd en la
velocidad a la que se atraviesa esta capa, debiendo suponerse que si el principio activo se
halla en forma libre difundird a velocidad mayor que si se encuentra incluido en liposomas,
simplemente en razon de sus tamaiios relativos. La difusion més lenta a partir de las vesiculas
conlleva también un aumento del tiempo de permanencia en la epidermis del principio activo
encapsulado (efecto reservorio). Cuando se alcanza la dermis, que presenta una elevada
vascularizacion, el farmaco libre que llega a ella desaparece rapidamente por efecto de la
sangre circulante. Los liposomas, de tamafio relativamente grande, no son capaces de penetrar
en los vasos sanguineos, razon por la cual el principio activo que transportan se ve sometido a
un aclaramiento cutdneo mucho menor con respecto al libre disminuyendo, por tanto, su

distribucion sistémica ( MEZEI, 1985 ).

El caso de que liposomas no i6nicos de tamafio relativamente grande se encuentren en las
capas mas profundas del estrato corneo podria explicarse por el hecho de que los
constituyentes de la pared de los liposomas se separan y difunden a través de los espacios
intercelulares para formar de nuevo vesiculas en las zonas ricas en lipidos ( LASCH y cols.,

1991 ).

Esta teoria del paso de los liposomas intactos hasta las capas mas profundas de la piel ha
sido rebatida por diferentes autores, casi siempre apoyandose en que el empaquetamiento
intimo que presenta la estructura cutdnea puede suponer un grave impedimento al paso de
liposomas de tamafio relativamente grande ( ELIAS, 1983 ). Asi, a nivel del estrato corneo, se
apunta la posibilidad de que el paso de los principios activos se produzca por un mecanismo

de fusién o transferencia lipidica entre la estructura del liposomay las membranas de

las



células que se puedan encontrar a su paso ( SCHINDLER, 1979 ). Se ha sugerido que la
mayor eficacia de los liposomas por via topica bien podria estar relacionada con la capacidad
tensioactiva de los fosfolipidos que los constituyen, la cual modificaria las caracteristicas
normales de permeabilidad de la piel ( NISHIHATA vy cols., 1987 ). Se especula acerca de
como puede ser la interaccion de los liposomas con las células cutaneas; esta se debe producir
a tres niveles distintos marcados por la interaccion de los fosfolipidos con la queratina a nivel
de la capa cornea, cuyo resultado es la rotura de un buen nimero de vesiculas y la penetracion
de los fosfolipidos que la constituyen hasta las capas profundas de la piel. Este paso de
fosfolipidos produce una fluidificacion de las membranas de las células de la capa cornea,
sumamente interesante a la hora de lograr un incremento de la penetracion de ingredientes
activos en su interior. Ademas, estos fosfolipidos pueden hidrolizarse parcialmente,
produciendo acido linoléico libre que se distribuye en la epidermis y que suple o complementa
la funcién de las propias glandulas sebaceas ( LAUTENSCHLAGER, 1990 ). Dentro de esta
misma teoria se piensa que los liposomas se rompen en la superficie de la piel y forman una
capa oclusiva de lipidos sobre el contenido liberado en la superficie cutanea ( HOFLAND y

cols., 1995).

En cuanto a la difusion de los liposomas a largo de los foliculos pilosebaceos se demuestra
que los liposomas permiten una mayor acumulacioén de sustancias en estos anexos, que otros
vehiculos. Este resultado parece interesante para el tratamiento de afecciones locales situadas
a este nivel de la piel, pero el nimero de estos foliculos es poco importante y corresponde a

una escasa superficie para esperar una gran absorcion ( LIEB y cols., 1992).

Aun asi, otros autores remarcan la relevancia de las glandulas sudoriparas en la penetracion
cutanea de los principios activos. Se aplicé un antiandrégeno en piel normal y en piel sin
glandulas sebaceas. En la primera la absorcion cutanea y acumulacion fue cuatro veces mayor

( BERNARD y cols., 1997 ).



Finalmente y dentro de este apartado, resulta interesante comentar alguno de los estudios
realizados sobre las posibles interacciones entre los liposomas (constituidos por ceramidas,
colesterol y acidos grasos) y las estructuras cutaneas:

Las observaciones realizadas al microscopio electroénico con corneocitos aislados, muestran
que los liposomas se adsorben a la superficie de las células y se transforman en fase laminar y
liberan su contenido al interior del citoplasma ( ABRAHAM y DOWNING, 1990 ). Por
el contrario otros autores, muestran como los liposomas, de composicion mas clasica son
captados por los corneocitos por fagocitosis ( KORTING y cols., 1993 ).

La piel es capaz de incorporar grandes cantidades de lipidos ( DU PLESSIS y cols., 1992).
Wolrab pone de manifiesto la existencia de un gradiente de concentracion de fosfolipidos que
decrece desde la superficie de la piel hasta las capas mas profundas del estrato coérneo.
Resultados muestran que la razén molar de los lipidos se conserva en las capas superficiales
pero ocurre a la inversa en las regiones profundas lo que evidencia una ruptura de la

membrana de estas vesiculas.

Los estudios realizados por el equipo de Junginger ponen de manifiesto que liposomas no
16nicos se fusionan con los corneocitos de la primera capa celular ( BOUWSTRA vy cols.,
1992 ). Se observd presencia de vesiculas en los espacios lipidicos intercelulares situados
entre la primera y décima capa de corneocitos. Considerando que es imposible su paso dado su

elevado diametro, podrian atravesar la primera capa celular hasta su descamacion.

A modo de resumen y tomando como base los resultados derivados de las investigaciones
en el campo de los liposomas de aplicacion tdpica se extraen las siguientes conclusiones:
- La union de liposomas a ciertas superficies cutaneas puede ser mediada por
interacciones electroestaticas.
- La aplicacion topica de liposomas puede fomentar la concentraciéon de los principios

activos a nivel cutaneo, reduciendo su absorcion sistémica.



- La liberacion transdérmica de  moléculas lipofilicas se ve favorecida tras su
incorporacion a liposomas. Por el contrario, no varia en el caso de materiales
hidrofilicos.

- La vehiculizacion liposomica en el interior del estrato corneo posibilita la existencia de

un efecto reservorio sustancial.

2.9.5.- Liposomas de aplicacion en dermatologia

En lo que se refiere a las principales aplicaciones en el campo de la dermatologia destacan

los esteroides. Citaremos las investigaciones realizadas por Michael Mezei y Gulusekharam
(1981); con acetonido de triamcinolona marcado radiactivamente e incorporado a liposomas
de tipo MLV. Tras la aplicacion cutdnea a conejos se aprecioé una acumulacion del agente en
la epidermis y en la dermis (lugar de accidn) cinco y tres veces superior a la detectada en el
caso de la administracion bajo una forma convencional. Asimismo, las concentraciones
urinarias disminuyeron de forma significativa ( MEZEI y GULUSEKHARAM, 1982 ). Mas
adelante Mezei estudié ademas de la triamcinolona, econazol, minoxidilo y é4cido retinoico;
en todos los casos encontrd concentraciones de 5 a 8 veces superiores en dermis y epidermis
con respecto a las formas libres. De los trabajos realizados sobre el acetonido de triamcinolona
destacan los siguientes:

— La formulacion liposomial de 21-palmitato acetonido de triamcinolona posee un efecto
antiinflamatorio para la supresion de la artritis mas eficiente que la solucion de su
forma libre ( LOPEZ-GARCIA, 1993 ).

— En el tratamiento de vitreoretinopatia la encapsulacion de acetonido de triamcinolona
aumenta su eficacia y reduce su toxicidad ( HUI y cols., 1993 ).

— El uso de liposomas optimizo la liberacion sostenida del glucocorticoide en cuestion,
tras su administracion en el pulmon ( GONZALEZ y cols.,1996 ).

— Aumento de la eficacia del acetonido de triamcinolona tras su aplicacion sobre tlceras

bucales (HARSANYTI y cols., 1986 ).



Similares resultados se obtuvieron con hidrocortisona, observandose una acumulacion
en tejidos cutaneos considerablemente superior a la detectada bajo forma libre (cuatro veces

mayor en la epidermis y catorce veces en la dermis) ( LASCH y WOHLRAB, 1987 ).

En el caso de corticoesteroides, la liberacion dérmica controlada mediante liposomas
posibilitdé un incremento de los efectos farmacoldgicos, mientras que los secundarios

resultaron 5 veces menores que con formulaciones convencionales ( CEVC y cols., 1997).

También se trabaja con antiinflamatorios no esteroidicos como ibuprofeno ( STOYE y
cols., 1998 ) o piroxican ( CANTO y cols.,1999).

Diferentes antibioticos encapsulados en liposomas ¢ incluidos en una matriz tipo esponja
han sido utilizados en heridas superficiales contaminadas para disminuir el contenido
bacteriano. Esta aplicacion clinica se puede extender a tratamientos de heridas quirtrgicas
postoperatorias con antimicrobianos, para prevenir las infecciones ( JULIANO, 1989 ). Por
ejemplo, la absorcion subcutanea de enoxacina (quinolona fluorada) fue mucho mayor en su

forma liposomial que en su forma libre ( FANG y cols., 1999 ).

Antimicoticos

El tratamiento de diferentes infecciones fungicas de la piel también ha sido abordado con el
objetivo de resolver los problemas de biodisponibilidad que presentan algunos farmacos
antifungicos en forma topica convencional ( SUD y cols., 1979 ). Entre los agentes de este tipo
que han sido formulados en forma liposdmica se encuentran: miconazol, ketoconazol y

econazol, entre otros ( GALIANO y cols., 1990; Hanel y cols., 1992).

En el caso del econazol, se prepararon varias formulaciones con el producto en forma de
base y de nitrato, las cuales se evaluaron mediante estudios “in vivo”, comparadas con los
estudios comerciales existentes en forma de crema, gel y locion y en formas liposdémicas.

Los



resultados indicaron que la mayoria de los productos liposdomicos produjeron mayores
concentraciones de econazol en las diferentes capas de la piel y menores concentraciones en
los 6rganos internos si se compara con las formas comerciales. En algunos casos, segln la
formulacion, se logra incrementar la penetracion dérmica y trasdérmica simultaneamente,

como resultado de la encapsulacion de liposomas ( MEZEI, 1992 ).

Posteriormente se desarrolld un nuevo sistema de liberacion de farmacos en forma
liposémica, denominado multifasico, el cual permite optimizar la concentracién del agente
activo encapsulado en los liposomas, asi como lograr la liberacion selectiva en la piel. Los
estudios clinicos realizados con estos preparados parecen demostrar que incluso las formas
liposdmicas de menor concentracion ( 0.2 y 0.5% ) presentaron igual efectividad que las
formas comerciales existentes en forma de crema. Ademas la forma liposémica requirié una
menor frecuencia de aplicacion y obtuvo una mayor aceptabilidad por parte de los pacientes

tratados, dada la ausencia de irritacion ( MEZEI, 1990 ).

Anestésicos locales

Los anestésicos locales constituyen una familia de agentes activos que se caracterizan por
tener un periodo de vida media corto en el organismo; la mayoria poseen escasa penetracion

en la piel y, en general, se consideran poco efectivos por via tdpica.

En 1988 Mezei estudio la encapsulacion del clorhidrato de tetracaina al 0.5% en liposomas
con especto a un producto control (clorhidrato de tetracaina al 1%) en crema. La intensidad y
duracion de la accion anestésica revelan la capacidad de los liposomas para incrementar la
penetracion del agente activo y la posibilidad de que la preparacion funcione como un sistema
de liberacion prolongada dentro de la dermis. También resultados de microscopia electronica
avalan la penetracion del agente activo dentro de las diversas capas de la piel ( FOLDVARI y
cols., 1990 ).

Retinoides



Los retinoides han demostrado ser eficaces en el tratamiento de diversos tipos de acné y
otras dermatosis. Cuando se administran por via sistémica producen teratogenicidad. La
vitamina A y la isotretionina tienen el inconveniente adicional de que son irritantes y
exacerban algunos sintomas. Estudios experimentales sobre el palmitato de vitamina A
encapsulado en liposomas demuestran un aumento de su poder comedolitico ( RECASENS y

cols., 1998 ).

Estas limitaciones motivaron su encapsulacion en liposomas y los resultados preliminares
han demostrado ventajas como: menor tiempo de tratamiento, no recurrencia de los sintomas
al terminar el tratamiento y mayor aceptabilidad cosmética ( MASINI y cols., 1993;

QUIGLEY y BUCKS, 1998; FRESNO y cols., 2001 ).

Otros Farmacos:

Otros agentes investigados han sido progesterona para el tratamiento del hirsutismo
idiopatico ( ROWE y cols., 1984 ), hormona del crecimiento ( FLEISHER y cols., 1995),
eritromicina ( JAYARAMAN vy cols., 1996 ) e interferon a—2b. Este ultimo asociado a
liposomas, funciona como factor antifibrinogénico frente a fibroblastos dérmicos humanos

(GHAHARY y cols., 1997 ).

En pacientes con xeroderma pigmentosum, el tratamiento con una locion de endonucleasa
T4 tipo V encapsulada reduce significativamente la aparicion de nuevas lesiones de queratosis

actinica y de carcinoma de células basales ( ANONIMO, 2001 ).

El minoxidilo es un agente util en el tratamiento de la alopecia, pero su uso se ve limitado
por la escasa biodisponibilidad de las formulas comerciales. Su encapsulacion en liposomas
incrementa las concentraciones de farmaco dentro de las diversas capas de la piel ( MEZEI,

1988 ).



La encapsulacion de varios tipos de interferon se ha abordado en forma liposémica como
una via para incrementar su efectividad ( WEINER, 1989 ). Se encontr6 un discreto
incremento en la efectividad del interferén aplicado en forma liposémica. Estos resultados
difieren de aquellos investigados para el tratamiento de las infecciones genitales producidas
por papilomavirus con interferon alfa encapsulado en liposomas, comprobandose la
desaparicion de las lesiones cutaneas en una poblacion femenina al término de 12 semanas de

tratamiento ( FOLDVARI y MORELAND, 1997 ).

El metotrexato administrado topicamente en forma liposdmica, puede actuar como un
sistema de liberacion controlada en la epidermis. Ademas, es retenido en esta, tres veces mas

que el farmaco libre ( PATEL, 1985).

2.9.6.- Liposomas de aplicacion en cosmética

La cosmética esta utilizando liposomas debido a sus posibilidades resolutivas a nivel de
los estratos epidérmicos mas superficiales. Desde una perspectiva ideal se puede decir que tras
la aplicacion de un preparado cosmético sobre la piel, todos los coadyuvantes presentes en el
mismo (fragancias, agentes tensioactivos... ) deberian permanecer en la superficie, siendo sélo
los ingredientes activos los que tuvieran capacidad para atravesar la barrera cutanea. Los
liposomas, pueden contribuir en gran medida a lograr este objetivo. Asi, se ha comprobado
que muchos ingredientes activos encapsulados en liposomas son mucho mas eficaces que si se
incorporan simplemente a una base cosmética. A ello contribuye también la enorme afinidad
que los propios fosfolipidos que constituyen las vesiculas poseen por la piel, asi como su
excelente capacidad humectante ( STRIASNE, 1978 ); (MARTI y cols., 1998 ).

Algunos de los principios activos comercializados son: alantoina, aloe-vera, urea,

levaduras, mucopolisacéridos, germen de trigo, colageno, elastina, entre otros.



La funcion protectora del estrato corneo depende de su elasticidad, la cual a su vez es
funcion de su contenido lipidico, de la presencia de sales inorgénicas asi como de su estado de
hidratacion. Un aumento de la humedad de la piel favorece su elasticidad. La humedad
cutanea esta regulada sobre todo por los lipidos existentes en el estrato coérneo. La
composicion lipidica de una formulacion liposomica podria afectar al grado de hidratacion de
la piel. La aplicacion topica de distintas composiciones liposémicas ha permitido demostrar
que cuando el contenido en fosfatidilcolina del liposoma es elevado (80%), el incremento en
hidratacion cutdnea es importante (38 %), trancurridos 30 minutos después de la aplicacion

tépica ( LE PONS, 1995 ).

En lo que se refiere a la cosmética, tanto los procedimientos de fabricaciéon como las
distintas aplicaciones han sido objeto de patente (como los comercializados por Christian Dior
con el nombre genérico de “Capture”). Hoy se pueden encontrar en el mercado multiples

preparados que contienen liposomas, adecuados para usos muy diversos:

Uno de los mas extendidos es el denominado “cuidado de la piel” (skin care preparations),
pudiendo incorporar o no los liposomas agentes hidratantes. Estos preparados reducen la
pérdida de agua transdérmica, por lo que resultan convenientes para el tratamiento de la piel
seca ( LAUTENSCHIAGER, 1990 ). En este sentido se ha incorporado en liposomas de
lecitina hidrogenada un factor hidratante natural (aminoacidos o aztcares), los cuales han sido
incluidos en una crema, demostrando que el contenido de humedad de la piel aumenta a lo
largo del tiempo si la humedad relativa del ambiente no es muy elevada ( TAGAWA vy cols.,
1986 ). Estos resultados unicamente se pueden explicar si se acepta que, en el caso de la crema
que contiene liposomas, se produce una penetracion de las vesiculas mas o menos intactas al
interior de la piel, sumandose el efecto del agente hidratante al de los propios fosfolipidos

constitutivos de las mismas.



Por medio de los liposomas, se han obtenido lociones limpiadoras, que al mismo tiempo
presentan un efecto protector, ya que penetran facilmente en un entorno lipofilico, sin producir
ninguno de los efectos agresivos que normalmente se asocian a la presencia de agentes
tensioactivos ( LAUTENSCHIAGER, 1990 ). Asimismo, la inclusion de liposomas en
lociones capilares puede producir un efecto paralelo sobre el cuero cabelludo y el pelo como
resultado de la asociacion de los fosfolipidos y la queratina ( STRAUSS, 1989 ). En la
actualidad una soluciéon liposomada de coaltar corrige la seborrea y los procesos

descamativos.

En el tratamiento de las estrias maternales normalmente se utilizan preparados oleosos que
contienen triglicéridos naturales, lecitina y vitaminas liposolubles, como consecuencia se ha

pensado en la aplicacion de liposomas ( LAUTENSCHIAGER, 1990 ).

En cuanto al papel que pueden desempenar los liposomas en fotoproteccion, la
combinacién de “agentes antioxidantes” que reducen la respuesta inflamatoria que produce la
radiacion ultravioleta (eritema solar) y “capturadores” o ‘“neutralizadores” (antirradicales
libres) que previenen la peroxidacion que los radicales libres provocan sobre los lipidos
cutaneos, conduce a la fabricaciéon de productos solares que protegen frente al dafio solar
(AES, 1990 ). De modo que la vehiculizacion de palmitato de vitamina A en liposomas a
igual concentracion produce un efecto fotorreparador superior que cuando se utiliza

incorporado en la crema convencional ( RECASENS y cols., 1998 ).

También mencionaremos el papel de los liposomas como protectores de la piel: ademas de
la descamacion natural de la capa cornea, con una cierta pérdida de lipidos , la barrera cutanea
es deteriorada por multitud de agentes; estos disminuyen la hidratacion de la piel,
desecandola, y la evaporacion transepidérmica se ve también deteriorada. Se piensa que los
liposomas penetran en el estrato cérneo aportando apreciables cantidades de agua ( SUZUKI

y SAKON, 1990 ). Los liposomas extraidos de cerebro de buey (comercializados con el



nombre de “Glycosome” ) contienen fosfolipidos tales como la fosfatidiletanolamina y la
fosfatidilcolina,

colesterol y glicoesfingolipidos. Todos estos lipidos estan presentes en la epidermis y en los
espacios intercelulares de la capa cornea desempefiando un importante papel en la retencion
hidrica de este estrato. Su accién contribuye a la rapida regeneracion de una barrera de
permeabilidad dafiada y estimula la reconstruccion de las membranas lipidicas en los espacios
intercelulares del estrato corneo. Experiencias en voluntarios humanos han confirmado que los
liposomas penetran en los espacios intercelulares del estrato cérneo. Como es logico pueden
cargarse de principios activos como acido hialurénico u otros, los cuales seran transportados
por los liposomas a las capas de la epidermis, en donde podran actuar localmente. Asi, el
aporte de glicosaminglicanos ha permitido eliminar las estrias atroficas causadas por

hiperdistensiones anormales de la piel ( HALLER, 1987 ).

Hemos de citar la gran variedad de principios activos de origen vegetal, también
encapsulados en liposomas: cola de caballo, fucus, ginseng, arnica, extractos de azahar, nogal,

caléndula, papaya, hiedra, romero, hamamelis, manzanilla y jalea real entre otros.



OBJETO ¥ PLAN DE TRABAJO



1. OBJETO Y PLAN DE TRABAJO

Los liposomas constituyen un sistema de vectorizacion de farmacos con grandes
perspectivas de futuro, debido a sus numerosas aplicaciones. No es de extrafiar que estén
sometidos a una intensa investigacion en la actualidad para tratar de determinar todas sus

posibilidades.

En la introducciéon del presente trabajo, se ha realizado una revision del tema, haciendo
especial hincapié en sus aplicaciones en el campo de la dermatologia y cosmética. Como se ha
resefiado, los liposomas, constituyen una forma famacéutica especial dotada de poder de
reconocimiento para determinado tipo de células, en virtud de lo cual se consiguen 6ptimos
resultados terapéuticos a dosis bajas del medicamento, y se reducen los efectos secundarios
derivados de su administracion. Con ello se logran las mejores condiciones de eficacia y

seguridad en la administracion de medicamentos.



A la vista de lo anterior, se han abordado diferentes aspectos de este tema de trabajo y en
especial nos hemos ocupado de desarrollar formulaciones alternativas para la administracion
de los farmacos, mediante la asociaciéon quimica de las sustancias activas a un sistema

transportador.

La sustancia medicamentosa seleccionada es el acetonido de triamcinolona,
antiinflamatorio esteroideo de amplio espectro. Posee accion antiinflamatoria, antialérgica y
antipruriginosa; es liposoluble y se vincula a los liposomas a nivel de sus bicapas lipidicas.
Dicha eleccion se ha llevado a cabo en funcién de la importancia de los antiinflamatorios
como componentes de la mayoria de los procesos patologicos. La eficacia de la terapia
antiinflamatoria es el resultado de un balance entre la potencia de un farmaco frente a un
cuadro antiinflamatorio y los efectos secundarios que produce en otros Organos sanos. La
limitacion de la dosis de farmaco administrado, hasta valores inferiores en muchos casos a la
dosis terapéutica, con el fin de reducir los efecto adversos, puede dar lugar a dosis
insuficientes de principio activo en el lugar de accion, especialmente en zonas de dificil
acceso, como la cavidad articular o diferentes estructuras oculares, con la consiguiente pérdida
de efectividad. En el presente trabajo se intenta mejorar la biodisponibilidad del farmaco
mediante su encapsulacion en liposomas multilaminares y facilitar la penetracion a través de
las diferentes barreras anatomofisioldgicas, prolongando la dosis efectiva del mismo en el

lugar de accion ( dermis y epidermis ).

Por tanto, al objeto de conseguir un adecuado grado de captacion del acetonido de
triamcinolona en liposomas multilaminares o plurilaminares, se normaliza o pone a punto la
técnica de elaboracion de estos vectores. Asimismo, se elaboran diferentes formulaciones de
liposomas, para determinar los componentes mas idoneos para su obtencion y los rendimientos
proporcionados al variar las concentraciones de los mismos. También se evalua el papel

desempenado por el colesterol en la permeabilidad y fluidez de las bicapas lipidicas.



Posteriormente, se realiza una caracterizacion de los liposomas obtenidos, a fin de observar
su estructura, dimensiones y grado de homogeneidad, y comprobar la eficacia del método de

obtencion.

Los sistemas liposomiales elaborados deberian ser capaces de retener y liberar el principio
activo adecuadamente. No obstante, factores como la peroxidacion lipidica, la hidrolisis de los
acidos grasos integrantes de los fosfolipidos y como consecuencia, la agregacion de las
vesiculas, conducen a una liberacion prematura del principio activo. Con el fin de encontrar
una posible solucién a estos problemas, se estudia el efecto que sobre la estabilidad puede

desencadenar la incorporacion de antioxidante y/o conservador en los sistemas ensayados.

Para ello se determina la estabilidad de las formulaciones elaboradas (protegidas de la luz),
a temperatura ambiente y a 4-6 °C, mediante el estudio de la disminucioén de principio activo

encapsulado en funcion del tiempo.

El estudio de estabilidad se realiza paralelamente al de caracterizacion, al objeto de
relacionar la pérdida de principio activo con el tamafio, aspecto y estado de agregacion de las

vesiculas.

Finalmente, y al objeto de disefiar una forma adecuada para la administracion topica de los
liposomas ensayados, se incorporan a diferentes excipientes, estudiandose la liberacion “in
vitro” del acetonido de triamcinolona desde los mismos.

El trabajo se ha desarrollado con arreglo al siguiente esquema:

En primer lugar se normaliza la técnica de elaboracion de liposomas de acuerdo con el
método descrito por BANGHAM y cols. en 1974, para adecuarlo al principio activo objeto de

estudio.



Como componentes de las formulaciones a estudiar, que seran la base de la matriz lipidica
de los liposomas, se han elegido fosfolipidos y esteroles. El fosfolipido y esterol empleados

son la fosfatidilcolina de yema de huevo y el colesterol, respectivamente.

Con el fin de establecer la idoneidad de los componentes para la elaboracion y los
porcentajes de sustancia medicamentosa encapsulada, se procede a la separacion del agente
captado por los liposomas del libre en el medio de dispersion. Las fracciones resultantes se
someten a valoracion espectrofotométrica y con auxilio de una curva patron de calibrado se
obtienen los porcentajes de principio activo encapsulado y libre. Todo ello permitira hacer una

primera seleccion de la formulacion mas idonea con vistas a su aplicacion topica.

Los liposomas se caracterizan por tincion negativa de una preparacion y posterior
visualizaciéon por microscopia de transmision electronica. Esta fase de la investigacion se
completard con la evaluaciéon de la estabilidad de las formulaciones elaboradas, tomando
muestras periddicamente, a fin de establecer la formulacién mas adecuada para su posterior

utilizacion, y fijar las condiciones mas idoneas para su conservacion.

Al objeto de dilucidar el papel del tocoferol como antioxidante y del phenonip® como
conservador se incluyen en la elaboracion de formulaciones, estudiandose su influencia en la

estabilidad de los liposomas.

Por ultimo se estudia la liberacion “in vitro” del acetonido de triamcinolona desde diversos

excipientes, al objeto de seleccionar el mdas idoneo. Para ello se toman muestras



periodicamente hasta 24 horas y transcurridos 7 y 14 dias desde la elaboracion, evaludndose la

cantidad de principio activo liberado.
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I11.- PARTE EXPERIMENTAL
1.- MATERIAL Y METODOS

1.1.- MATERIAL

Se describen los componentes de las preparaciones de liposomas multilaminares obtenidas,
objeto de ensayo, utilizando diferentes concentraciones de lipidos y cantidades constantes, en

todos los casos, de sustancia activa. En su composicion destacan dos fases: lipidica y acuosa.



1.1.1.- Fase Lipidica

Constituida por los siguientes elementos:

* Fosfolipidos

Los fosfolipidos son los componentes fundamentales de la bicapa lipidica de los liposomas.
El fosfolipido empleado en este trabajo corresponde a la L-a-fosfatidilcolina (PC) de huevo
fresco, tipo IX-E, suministrada por la firma Sigma Chem. co., en estado sélido y con un
contenido base de colina del 60%. La conservacion de esta fosfatidilcolina natural de origen

animal se llevo a cabo en recipientes herméticamente cerrados a 0°C y en ausencia de luz.

La molécula de fosfatidilcolina es el componente mas frecuente e importante de la inmensa
mayoria de liposomas ensayados. Por eso se han realizado numerosos estudios destinados a
investigar su comportamiento. Asi, se ha comprobado como la fosfatidilcolina natural posee
un indice de inhibicion del 50% de peroxidacion lipidica en presencia de vitamina E, mayor

que las lecitinas semisintéticas ( BERROCAL y cols., 1998 ).

La liberacion de fluoresceina es mayor desde liposomas “fluidos” elaborados con
fosfatidilcolina que desde liposomas “rigidos” elaborados con PC hidrogenada. La interaccion
con los lipidos del estrato corneo depende del estado fluido de los liposomas ( PEREZ-

CULLELL y cols., 2000 ).

Estudios realizados con cultivos de queratinoblastos confirman una mayor absorcion para
liposomas de fosfatidilcolina; estas vesiculas permanecen homogéneamente dispersadas, al
contrario que los liposomas elaborados con otros fosfolipidos, los cuales se agregan en la

superficie cutanea ( ZELLMER y cols., 1998 ).



Como ya se ha comentado, de manera general, el grado de interaccion entre las vesiculas
lipidicas y la piel depende de las propiedades fisico-quimicas de los fosfolipidos que las
componen. La cabeza polar juega un papel muy importante y la fosfatidilcolina parece
interaccionar mejor con la piel que otros fosfolipidos como el fosfatidilinositol ( JUNINGER y

cols., 1991).

* Colesterol ( C,7H460 Mr =386.7)

Se utiliza colesterol o colestina recristalizado (CH), suministrado por la casa Claudio
Barcia. El colesterol actiia a nivel de la bicapa lipidica proporcionando una estructura mas
compacta, menos porosa y menos permeable. Su efecto es modulador, es decir, funciona como
“buffer de fluidez” suprimiendo el cambio brusco que se produce en la fase de transicion de
las membranas liposomicas desde un estado de gel hasta un estado fluido (cristal liquido)

(JULIANO, 1980).

También se ha comprobado como dicho esterol desarrolla un efecto antioxidante (FILIPEK
y cols., 2001 ) probablemente debido a:
0 La separacion lateral de las cadenas de acidos grasos poliinsaturados tras la insercion
del colesterol entre las moléculas de fosfatidilcolina.
0 El creciente empaquetamiento entre las regiones polar e hidrofoba por disminucion en

la hidratacion de la bicapa.

* Disolvente de la fase lipidica

Todos los componentes de la fase lipidica han sido solubilizados en un disolvente orgénico

volatil; el seleccionado es el cloroformo (Cl;CH).



* Principio activo: Acetdnido de triamcinolona (Acofarma®)

El aceténido de triamcinolona es un agente antiinflamatorio esteroideo de potencia
intermedia y vida media prolongada, ampliamente utilizado en terapéutica por su probada
eficacia frente a procesos reumaticos (artritis), alérgicos (asma, rinitis alérgica), respiratorios
(sarcoidosis), renales (sindrome nefroético), oculares (uveitis) y oOticos (otitis externas y

medias).

En terapéutica se utiliza por via oral para el tratamiento de afecciones reumaticas y

procesos oftalmicos alérgicos e inflamatorios graves.

En inyectables, via intramuscular e intraarticular, se emplea por su accidon local en
reumatologia y dermatologia. Se trata de un glucocorticoide de “depdsito”, de 3 a 6 semanas

de duracion.

Ademas se administra para el tratamiento del asma y esta indicado por via rectal para el

tratamiento de colitis ulcerosa de localizacion distal y proctitis granular.

Por via topica presenta los inconvenientes de la corticoterapia. No obstante, su
encapsulacion en un transportador, como los liposomas, permitiria facilitar la penetracion de
este farmaco a través de las diferentes barreras anatomofisioldgicas, prolongando la dosis
efectiva en el lugar de accion. Estudios al respecto ( MEZEI, 1981 ) ponen en evidencia
concentraciones de acetonido de triamcinolona en epidermis y dermis cuatro veces superiores
a las constatadas tras aplicacion topica del agente en forma libre. Asimismo, se aprecia una

reduccion en la absorcion percutanea y en la excrecion urinaria.



Estructura:
Quimicamente es el: 9-fluoruro-11f, 21 dihidroxi-16a., 17—isopropilidenodioxipregna-1,4-

dien-3, 20-diona.

Su actividad antiinflamatoria resulta diez veces superior a la manifestada por la
hidrocortisona, gracias al grupo cetonido en C;, al doble enlace entre C4y Cs y al atomo de
flaor en 9a. El derivado acetonido, presenta un doble enlace entre C; y C,, que lo hace de

cuatro a seis veces mas activo ( FLOREZ y cols. ,1993 ).

Mecanismo de accion:

El acetonido de triamcinolona penetra en la célula por un simple proceso de difusion. Ya en
el interior interacciona con un receptor glucocorticoide, que es una proteina especifica. El
complejo receptor-esteroide alcanza el nucleo celular donde interactia con el DNA
promoviendo la sintesis de ciertas proteinas especificas “mediadoras” (lipocortina), que son
las responsables de la accion corticoide. Todo el conjunto de acciones antiinflamatorias y
antialérgicas derivan en el bloqueo de la sintesis de los mediadores quimicos de la
inflamacion:  prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas, leucotrienos y acidos
hidroxieicosatriendicos; todos ellos sintetizados a partir del 4acido araquidonico, cuya
liberacion estd catalizada por la enzima fosfolipasa A que sera inhibida por la lipocortina.
Como resultado de esta acciéon se producen los efectos antiinflamatorios: retardo en la
migracion de leucocitos polimorfonucleares, descenso de la fibrinogénisis,

disminucion de la



elaboracion de la proteina C reactiva, supresion de la desgranizacion de los mastocitos, y
efectos inmunosupresivos, como supresion de los procesos de fagocitosis y descenso del
namero de eosinodfilos y linfocitos. De modo que, a nivel topico, se producira vasoconstricion,
descenso de la extravasacion de suero en la piel y supresion de permeabilidad de la membrana

de los lisosomas ( FLOREZ y cols., 1993).

El acetonido de triamcinolona esta indicado en dermatitis atdpica, de contacto, seborréica y
eczematosa, neurodermatitis, psoriasis e intertrigo (topica). Liquen plano, liquen simple,
sarcoidosis, alopecia y lupus eritematoso discoide (inyeccion intralesional). Trastornos

cutaneos, artriticos y alérgicos ( inyeccion intraarticular ) ( REVILLA y cols., 1980 ).

Perfil biofarmacéutico:

La absorcidon de este principio activo se realiza practicamente por todas las vias de
administracion. Aplicado topicamente se absorbe a través de la piel. Por via intamuscular se
absorbe muy lentamente. Por via intraarticular, intrasinovial o intrabursal manifiesta sus
efectos a las pocas horas y permanecen durante 1-3 semanas. Rapida y completa absorcion por

el tracto gastrointestinal ( REVILLA vy cols., 1980; GOODMAN-GILMA, 1996 ).

Se distribuye por todo el organismo. Se encuentra unido en un porcentaje elevado a
proteinas plasmaticas. Atraviesa la barrera placentaria. Su vida media es de 18-36 horas y

posee una duracion de accion intermedia ( FLOREZ y cols., 1993 ).

El metabolismo se produce principalmente, aunque no de forma exclusiva, a nivel hepatico.
Las principales reacciones metabdlicas son: reduccion del doble enlace C4-Cs y reduccion de
la cetona del C; a un grupo hidroxilo, por donde se une el acido glucurdnico o al sulfato,

aumentando su solubilidad.



La metabolizacion se ve enlentecida por el flaor del Cy y el doble enlace entre C;-C;

(RANG y cols., 1995).

Se excreta principalmente por via renal, aproximadamente un 70% y por heces un 30%. A

través de la leche materna se elimina un pequefo porcentaje ( CLARKE, 1986 ).

Interacciones ( VELASCO y cols., 1993 ):
- Su accién es inhibida por los antihistaminicos, barbitaricos, hidrato de cloral,
glutetimida y productos halogenados.
- Inhibe la accion de las anticolinesterasas, colinérgicos, insulina, antidiabéticos y
anticoagulantes orales, antibidticos, quimioterapicos, vacunas y ciclofosfamida.
- Puede ser peligrosa su asociacion con simpaticomiméticos, anticolinérgicos, meperidina,
anestésicos, vacunas y diuréticos, existiendo aumento de toxicidad con pirazolonas,

salicilatos y antiinflamatorios en general.

Esta contraindicado en pacientes con miastenia grave, alergia a los corticoides, procesos
tuberculosos y en infecciones de origen virico ( varicela, herpes simple, herpes zoster). No
debe administrarse durante el embarazo (o al menos evitar su aplicacion en grandes dosis,
zonas extensas o tratamientos prolongados) y en el tratamiento topico de rosacea. En nifos, es
importante evitar la administracion de dosis elevadas en areas extensas de la piel (Catalogo de

Especialidades Farmacéuticas, 2001).

Efectos adversos:

En cuanto al riesgo de efectos secundarios no dependen del preparado elegido, ni de la
dosis, sino del area de aplicacion, de si se utiliza o no vendaje oclusivo y sobre todo de la
duracion del tratamiento. Durante un periodo corto pueden administrarse dosis muy altas con
efectos secundarios minimos, pero a medida que transcurre el tiempo comienzan a notarse los

efectos tipicos de la terapia corticoide, produciendo retroaccion a nivel de la adenohipofisis,



inhibiendo la liberacion de la hormona ACTH y por tanto, la liberacion de glucocorticoides a
nivel de la corteza suprarenal; por eso un tratamiento de varios meses de duracion nunca debe
suspenderse bruscamente sino gradualmente para permitir a la corteza suprarenal recuperar su

funcion normal.

A elevadas dosis y tratamientos prolongados, debido al paso del glucocorticoide a la
circulacién general, también se pueden producir alteraciones en el metabolismo glucidico
(hiperglucemia, diabetes), lipidico (sindrome de Cushing), protéico (debilidad y atrofia
muscular, miopatia, retraso en el crecimiento), osteoporosis, efectos gastrointestinales
(anorexia, ulcera péptica), psicologicos (alteracion de la personalidad, euforia). Ademas, por
su efecto inmunosupresor, sensibiliza frente a infecciones fingicas, virales y bacterianas.

Por via tdpica, su uso en tratamientos prolongados puede producir: alteraciones atroficas de
la piel, irritacion cutanea, vasoconstriccion, foliculitis, acné, infecciones bacterianas, pérdida
de colageno, estrias dérmicas, hipertricosis, telangientasia, desdrdenes pigmentarios y alergias.
Aunque su actividad mineralocorticoide es nula, como precaucion, no se debe aplicar vendaje
oclusivo en zonas muy extensas de la piel ya que puede producirse absorcion sistémica con

riesgo de toxicidad como retencion hidrosalina (edema, hipertension).

Asimismo, tras su aplicacion oftdlmica, puede ocasionar exacerbacion de infecciones
oculares (viricas, fungicas o bacterianas), glaucoma, cataratas y reduccion de la funcion

visual.

Por via intraarticular puede producir lesion articular, atrofia ligera, sincopes y reacciones

anafilacticas ( RANG y cols., 1995).

La dosis diaria de acetonido de triamcinolona habitualmente es del 0.025-0.1% en forma de
pomada, crema o locion, de 2-4 aplicaciones/dia para adultos y 1 aplicacion/dia en nifios, 1-3
mg en forma de suspension inyectable intralesional y 40mg en forma de suspension via

intramuscular. ( REVILLA y cols., 1980 ).



Perfil tecnol6gico:

e Caracteristicas fisico-quimicas:

El acetonido de triamcinolona se presenta como un polvo blanco, o casi blanco, inodoro o
casi inodoro. Su masa molecular relativa es de 434.50. Muy soluble en alcohol absoluto y
metanol, 1:11 de acetona, 1:40 de cloroformo y 1:150 de etanol. Fotosensible (CLARKE,
1986; Real Farmacopea Espaiiola, 1997).

e Identificacion: ( CLARKE, 1986; USP 23, 1995)

Espectrofotometria de absorcion en el infrarrojo

Cromatografia en capa fina

Intervalo o punto de fusion: 290-294 °

¢ Valoracion ( Real Farmacopea Espatfiola, 1997 ):

Espectrofotometria de absorcion ultravioleta, presentando un méximo de absorcion de
238nm cuando el disolvente es metanol y 239nm cuando el disolvente es etanol.

- Rotacion optica especifica comprendida entre + 100°y +107°.

¢ Formas farmacéuticas (Catalogo de especialidades farmacéuticas, 2001):

Por via topica hay cremas (Interderm®, Positon®, Nesfare antibiotico®), ungiento
(Positon®), pomadas ( Aldoderma®, Aldoderma®, Anasilpiel®, Trigon topico®, Anso®),
locion (Positon®), también existe un aerosol-espuma (Proctosteroid®) y una pomada (Trigon
rectal®) rectales; y de aplicacion nasal el nasacort®. De administracion oral, unos
comprimidos (Kenalog Orabase®); por via sistémica existen inyectables (Trigon depot®) y
por ultimo de aplicacion dtica, unas gotas (Aldo 6tico®)

* Vitamina E o Tocoferol ( CyoHso0O, Mr 430,69 )



Existen varios compuestos con actividad de vitamina E pero el mas activo es el a-
tocoferol y sus ésteres. En la presente investigacion se ha utilizado el acetato de o-tocoferol
(Ephynal®, Roig Farma), que se presenta como un aceite viscoso, transparente, amarillo o
verdoso e inodoro. Es soluble o miscible en alcohol, éter, acetona, aceites vegetales, y
cloroformo; insoluble en agua. Posee capacidad antioxidante. Se adiciona en una

concentracion de 10 moles %.

La vitamina E impide la peroxidacion de los lipidos, actia especialmente sobre las
membranas liposomiales ejerciendo sobre ellas un efecto estabilizador. Contribuye pues a

mantener una resistencia y asegurar la estabilidad de la pared del liposoma.

Se ha elegido la vitamina E como antioxidante en base a los satisfactorios resultados
derivados de su empleo para mejorar la estabilidad de los liposomas ( FUKUZAWA vy cols.,
1998; LEL'IKY vy cols., 2000 ); destacan aquellos que demuestran como la induccion con
iones Fe’" a la peroxidacion fosfolipidica es inhibida o disminuida por el o-tocoferol

(VASILIEVA vy cols., 2000 ).

En la actualidad se estudian los productos de reaccion del a-tocoferol durante la
peroxidacion en sistemas biologicos ( YAMAUCHI y cols., 2002 ) a partir de sistemas
lipidicos como vesiculas unilaminares grandes, idoneas como modelos en la oxidacion
bioldgica de los lipidos ( Mc DONALD vy cols., 1991; FIORENTINI y cols., 1994 ). Los
productos primarios de peroxidacion lipidica son los hidroperoxidos (estables a temperatura
fisiologica) que se disociardn en radicales libres por reacciones metal-catalizadas
(HALLIWEL y GUTTERIDGE, 1984; SEVANIAN y HOCHSTEIN, 1985 ). El tocoferilo
reacciona rapida e irreversiblemente con los radicales peroxil del fosfolipido dando lugar a
productos estables.

Debe tenerse en cuenta que los distintos tipos de vesiculas (multilaminares o
unilaminares) poseen diferente stabilidad frente al ataque oxidativo, asi como el grado

de



oxidacion de los acidos grasos, siendo en los no saturados donde se observa la accion

antioxidante del a-tocoferol mas pronunciada ( RANGELOVA vy cols., 1990 ).

La evaluacion de la accion antioxidante ha permitido establecer el orden de eficacia de
algunos compuestos ensayados ( MORA y CASADO, 2002 ): vitamina E > Extractos

vegetales > acetato de vitamina E.

1.1.2.- Fase acuosa

La fase acuosa esta constituida por agua destilada, a la que se adiciona en algunas
formulaciones DL-a-tocoferol en solucién acuosa coloidal (Ephynal®, Roche) y un

conservador.

El conservador elegido es el Phenonip® (C,; Hs O PM=386.7) (Roig Farma)
quimicamente esta constituido por una mezcla de metil y propil paraben en fenoxietanol. Se
presenta como un liquido viscoso no volatil, de olor aromatico débil. Es soluble en etanol,

propilenglicol, disolventes organicos y tensioactivos; es poco soluble en agua.

Posee un amplio espectro de actividad frente a bacterias, hongos y levaduras, siendo estable
a cambios de temperatura y pH (3-8). Con esta mezcla de parabenes y fenoxietanol, se
complementan sus respectivos espectros antimicrobianos. Posee baja toxicidad. Se adiciona en
caliente a la fase acuosa.

En soluciones acuosas se emplea a concentraciones del 0,1-0,3%. En cambio, para las
formulaciones de liposomas, la concentracion recomendada es del 0,5% (MARTI y cols.,
1998 ), ya que el conservante puede ser atrapado y encapsulado por estas vesiculas. Por
ejemplo los parabenes, se inactivan en los liposomas por su participacion en la bicapa. El
grado de inactivacion serd funciéon del coeficiente de particion y concentracion total

lipidica.



Consecuentemente, la cantidad total de conservador debe incrementarse para lograr un efecto
satisfactorio. Puede ser calculada con la ecuacion modificada de Bean ( BEAN y HEMAN,
1964):

Cr=CLx(¢xKpy+1)/(p+1)
donde:
¢ : proporcion de lipido en fase acuosa (p/p)

Kp: (g P/g lipido)/(g P/g fase acuosa)
C+: concentracion total

CL : concentacion libre

g P: gramos de conservante

Kp: coeficiente de particion liposomas-agua

1.2.-METODOS
1.2.1.-Formulaciones de liposomas multilaminares

Las diferentes formulaciones empleadas en la elaboracion de los liposomas
multilaminares portadores de acetonido de triamcinolona (AT) , asi como las proporciones

molares relativas de los componentes, figuran en los cuadros [ y II.

Dichos cuadros también incluyen las cantidades de cada componente empleadas expresadas

en mmoles/100ml y en mg/100ml.

El namero I corresponde a las formulaciones elaboradas con fosfatidilcolina de huevo (PC)
y el nimero II con fosfatidilcolina de huevo y colesterol (CH), con la finalidad de comprobar
el efecto desarrollado por dicho esterol sobre las caracteristicas de estabilidad de las

vesiculas



lipidicas. En todas las preparaciones la concentracion del principio activo permanece

constante e igual a Img/ml (0.23 mmoles/100ml).

CUADRO I
FORMULACION  PROPORCION MOLAR  mmoles/ 100 ml mg/100ml
N° PC : AT PC AT PC AT
1 1:1 0.230 0.230  181.15 100.0
2 2:1 0.460 0.230 36230 100.0
3 3:1 0.690 0.230  543.45 100.0

PC: fosfatidilcolina; AT: acetonido de triamcinolona

CUADRO 11
FORMULACION PROPORCION MOLAR  mmoles/100ml mg/100ml
N° PC:CH:AT PC CH AT PC CH AT
4 1:05:1 0.230 0.115 0.230 181.15 44.46 100.0
5 2:1 :1 0.460 0.230 0.230 362.30 88.92 100.0
6 3:15:1 0.690 0.345 0.230 543.45 133.38 100.0

PC: fosfatidilcolina; CH: colesterol; AT: aceténido de triamcinolona

1.2.2.-Metodo de elaboracion



Los liposomas MLV poseen varias bicapas lipidicas, siendo especialmente idoneos para la
encapsulacion de esteroides, dado el caracter lipofilico de estos ( KULKARNI y VARGHA-
BUTLER, 1995 ).

La utilidad de estas vesiculas multilaminares en su aplicacion topica ha sido ya probada.
Concretamente para liposomas neutros transportadores de farmacos lipofilicos ( KATAHIRA
y cols., 1998 ), siendo estos mas estables que los unilaminares LUV ( SUZUKI y SAKON,
1990).

Los liposomas multilaminares portadores de aceténido de triamcinolona han sido
obtenidos, tal como se indicaba anteriormente, por el método de BANGHAM vy cols., (1974) ,
previamente normalizado por MEDINA y cols., ( 1984 y 1986 ).

Este método, especifico para la preparacion de liposomas plurilaminares, consta de
diferentes fases. La primera fase consiste fundamentalmente en la solubilizacion de todos los
componentes de la pared lipidica. El disolvente empleado debe ser volatil, a fin de permitir su
eliminacién durante la segunda fase del método. Como disolvente orgéanico volatil se ha

utilizado el cloroformo en cantidad suficiente para la total disolucion de los lipidos.

Como resultado se obtiene una solucion cloroférmica del fosfolipido (fosfatidilcolina de
huevo) y del resto de los componentes de la bicapa lipidica (colesterol). El acetonido de
triamcinolona, dada su liposolubilidad, es incorporado en ésta etapa a la solucion organica; y

si procede, también se incorporard el acetato de a-tocoferol ( VEMURI y RODES, 1995 ).

En una segunda fase, dicha solucion se adiciona a un matraz de 100ml del rotavapor,
completandose el volumen hasta aproximadamente 50ml con cloroformo puro (Merck).

La



evaporacion del disolvente se efectiia en un rotavapor Biichi (modelo R-110), operando a
vacio y a la maxima velocidad de giro del aparato, prolongandose el proceso el tiempo
necesario hasta la total desecacion de los lipidos, y formacion de una pelicula lipidica adherida
a las paredes del matraz. Las condiciones de trabajo permanecen constantes en
todos los casos, siendo la temperatura del bafio termostatico de 37°C (PUISIEUX, 1978;
MEDINA, 1984 ).

La finalidad del empleo de un volumen elevado de cloroformo radica en la necesidad de
asegurar una uniformidad en la superficie ocupada por la pelicula y, consecuentemente, en el

espesor de la misma , tras la evaporacion.

La tercera etapa conduce a la obtencion de suspensiones liposomiales portadoras de
acetonido de triamcinolona. En este sentido, se adiciona al matraz la fase acuosa del sistema
constituida por agua destilada y en su caso el conservador (adicion realizada en caliente) y la

solucion acuosa del antioxidante.

Por agitacion continua a una temperatura superior a la de transicion de fase de gel a cristal
liquido del fosfolipido (37°C para la fosfatidilcolina de huevo), se produce la hidratacion de la
pelicula lipidica, que se desprende de las paredes del recipiente, y la formaciéon de una

suspension de liposomas en el exceso de solucidon acuosa.

El periodo de agitacion mecanica es de 30 minutos a 300 r.p.m., y el volumen de la fase
acuosa de 10ml, en todas las formulaciones elaboradas. El numero de réplicas realizadas por

formula para evaluar el grado de captacion ha sido de 15.

Posteriormente, las suspensiones resultantes se dejan estabilizar durante 24 horas a 4°C,

para favorecer el crecimiento y formacion de las vesiculas, antes de la separacion ( MEDINA

y



cols ., 1986 ). El acetonido de triamcinolona, en base a sus caracteristicas de solubilidad, se
localizara en la matriz lipidica de los liposomas elaborados.
El pH de todas las suspensiones liposomiales elaboradsas oscilaba entre 6.5 y 7,

manteniéndose estos valores a lo largo del periodo de estudio.

1.2.3 —M¢étodo de separacion: Centrifugacion

Una vez obtenidas las suspensiones de liposomas portadores de acetonido de triamcinolona
es necesario proceder a la separacion del principio activo encapsulado, del resto de sustancia
activa libre situada en la fase acuosa externa que rodea a los liposomas. Esta separacion debe
realizarse en base a que la capacidad de encapsulacion por parte de los liposomas es limitada;
en otras palabras, los rendimientos obtenidos en la practica nunca alcanzan el 100% como

consecuencia de esta limitacion.

Para cada muestra por formulacion se preparan 10ml; dicho volumen se divide en frascos
de 5ml cada uno procediendo en cada caso a su separacion y valoracion. La separacion de las
fracciones correspondientes a agente captado y libre, se realiza por centrifugacion durante diez

minutos a 1000 r.p.m. (Hermle; Z 252 M).

Transcurrido este tiempo se observa en el sobrenadante del tubo de centrifugacion una
fraccion acuosa practicamente transparente, correspondiente al principio activo libre
dispersado en la fase acuosa y otra fraccion de precipitado en el fondo que corresponde a los

liposomas que contienen acetonido de triamcinolona.

Para la valoracion se toman 0.32ml del sobrenadante y se disuelven en 5ml de alcohol de
95 °, al objeto de obtener soluciones hidroalcoholicas al 90% (V/V). Finalmente se determina

la absorbancia por espectrofotometria uv.



1.2.4.-Método de valoracion: Espectrofotometria u.v.

A fin de establecer la formulacion de liposomas mas idonea asi como los porcentajes de
acetonido de triamcinolona encapsulado por dichos vectores y libre en el medio y su grado de
captaciéon, se ha utilizado como técnica de valoracion cuantitativa el método

espectrofotométrico.

Una vez constatada la solubilidad del agente en etanol de 90 °, se trazan los espectros de
absorcion de diversas soluciones de acetdénido de triamcinolona en dicho disolvente, mediante
barrido de escala, para determinar asi la longitud de onda més adecuada. El maximo de

absorbancia detectada en todos los casos corresponde a 239nm.

A continuacion, se preparan igualmente una serie de soluciones para comprobar si existe
una relacion lineal entre absorbancia y concentracion, en el intervalo de concentraciones
comprendido entre 0.5-6mg/100ml, posteriormente utilizados en los anélisis. Esto nos permite
conocer los limites de deteccion y la sensibilidad del método. A la longitud de onda

seleccionada se cumple la ley de Beer.

La valoracion se realiza en un espectrofotometro Perkin-Elmer Hitachi 124 , a 239nm y
empleando como blanco, alcohol de 90 °. Los valores de absorbancia determinados para cada
fraccion, asi como los volumenes de las mismas, permiten calcular las concentraciones de
agente no encapsulado, expresadas en mg/100ml, por extrapolacion en una curva patrén de

calibrado.



1.2.4.1.-Porcentajes de aceténido de triamcinolona captado por los liposomas vy libre

en el medio.

Conocidos los valores de concentracion de sustancia medicamentosa libre en el medio (C
libre), expresada en mg/100ml , y el volumen de la fraccion resultante de la centrifugacion (V

libre), la determinacion del porcentaje libre se realiza de la siguiente forma:

. X .
Acetonido de triamcinolona libre ( ATjibre) = —libre— _ libre (mg)
100ml

ATy, x 100 mg (%)
AT

Porcentaje libre =

total

La cantidad de acetonido de triamcinolona contenida en los liposomas se calcula por
diferencias entre la concentracion inicial y la existente en el medio acuoso externo. Asimismo,
se halla la proporcion de principio incorporado en relacion a la cantidad total utilizada en la

preparacion del sistema (porcentaje captado).

1.2.4.2.- Grado de captacion

El grado de captacion viene dado por los microgramos de acetdénido de triamcinolona
captados por miligramo de lipidos. A partir del valor de porcentaje de acetonido de

triamcinolona encapsulado, la expresion matematica del grado de captacion seria:

Porcentaje captado x AT, 3
grado capt.= x10 (

100 x fosfolipidos

ug AT captados )
mg PC

totales



1.2.5.- Estudio de la estabilidad en funcién del tiempo

Para evaluar la estabilidad de los liposomas, se han elaborado cuatro series de muestras por
formulacion estudiada. Dichas formulaciones corresponden a las integradas por
fosfatidilcolina de huevo y acetonido de triamcinolona, en proporciones molares 1:1, 2:1, 3:1,
y a las formulaciones de fosfatidilcolina de huevo, colesterol y acetonido de triamcinolona, en
proporciones molares 1:0.5:1, 2:1:1 y 3:1.5:1, obtenidas por la técnica descrita con
anterioridad. En estas ultimas la concentracion del esterol es del 50% con respecto al

fosfolipido ( MEZEI, 1985; KULKARNI y VARGHA-BUTLER, 1995 ).

Para cada formulacion, se han preparado cuatro series:
La serie I incluye muestras elaboradas con los componentes basicos. La serie II incorpora en
la composicion un antioxidante (vitamina E) en solucion acuosa, el cual se adiciona tras la
formacion de la pelicula lipidica. En la serie III, las formulaciones se elaboran con los
componentes fundamentales y un conservador (Phenonip®). Finalmente, en la serie 1V, se
incorporan conjuntamente antioxidante y conservador, para evaluar su efecto combinado sobre

la estabilidad de estas vesiculas lipidicas.

Cabe precisar que también se ha formulado una serie de muestras (serie Il oleosa), en las
que el antioxidante (vitamina E) se ha adicionado en forma oleosa, para su incorporacion en

las bicapas lipidicas, al objeto de comprobar posibles diferencias con la serie II acuosa.

Las cinco series de muestras elaboradas por formulacion, se estudian bajo diferentes
condiciones de temperatura: ambiente (20-25°C) y a temperatura de refrigeracion (4-6 °C),

protegidas todas de la accion de la luz.

El periodo de estudio ha sido de 90 dias, determindndose a intervalos de 15 dias la
liberacién o pérdida de agente captado por parte de las vesiculas lipidicas. Para ello,

S€



procede como anteriormente, a la separacion del principio activo retenido del resto libre
mediante centrifugacion. La fraccion libre se valora por espectrofotometria a 239nm,

determinandose la concentracion de acetonido de triamcinolona no encapsulado.
En base a dichos valores, y conocida la concentracion inicial de agente, se calcula los
porcentajes de farmaco captado. Por diferencias entre el porcentaje retenido en el dia 0

(momento de la elaboracion) y los obtenido en dias sucesivos, se determina la pérdida de

acetonido de triamcinolona encapsulado en funcion del tiempo.

1.2.6.- Caracterizacion.

Los liposomas se han caracterizado por tincién negativa de las preparaciones y posterior

visualizaciéon por microscopia de transmision electronica. Se ha observado la estructura y se

han evaluado las dimensiones de las seis formulaciones de liposomas objeto de estudio, tres de
ellas con fosfatidilcolina y las tres restantes con dicho lipido y colesterol, en las proporciones
ya indicadas. Para la caracterizacion se toman liposomas elaborados en las 24 horas
precedentes. Se han caracterizado en funcidn del tiempo, a intervalos de 15 dias, hasta los 3
meses desde su preparacion, con objeto de apreciar la incidencia del paso del tiempo sobre la
estructura, dimensiones y grado de agregacion de las vesiculas lipidicas. También
analizaremos la posible repercusion del conservador y antioxidante en el tamafio de las

vesiculas lipidicas portadoras de acetonido de triamcinolona.

Para la observacion al microscopio electronico de transmision de los liposomas se ha
utilizado una técnica de tincion negativa, empleando como colorante el acetato de uranilo

(HAYAT, 1989 ). El proceso seguido ha sido el siguiente:

- Incubacion de las rejillas de cobre cubiertas de una lamina de formvar (Ernest F.

Fullam, Inc.) con la suspension de liposomas durante 4 minutos.



- Lavado de las rejillas con agua ultra pura; dos cambios de un minuto cada uno.
- Tincidn con acetato de uranilo al 2% en solucion acuosa durante 1 minuto.
- Secado de las muestras en estufa a 37°C.

- Observacion microscopica de las muestras.

El microscopio de transmision electronica empleado ha sido un TEM Zeiss 902. Se han

utilizado para la visualizacidon de los liposomas, aumentos de 7000 hasta 140000.

1.2.7.- Métodos de Estudio Experimental de la Absorcidén Percutanea.
1.2.7.1.- Excipientes: Importancia para el estudio de los sistemas liposémicos vy su
aplicacién sobre la piel.

Para llevar a cabo el estudio de la liberacion de un determinado fdrmaco en forma
liposomica dentro y a través de la piel, resulta indispensable contar con un producto
liposémico apropiado para la aplicacion topica y que reuna los requisitos de consistencia,
extensibilidad, adhesion y calidad cosmética necesarios. Esto se logra incorporando la
suspension liposomica obtenida a una formulacion que proporcione estas caracteristicas; es
decir, para combatir una afeccion determinada de la piel no basta disponer del farmaco
adecuado; es necesario aplicar éste de forma que su accion se desarrolle lo mejor posible vy,

para ello, hay que incorporarlo a un excipiente idoneo.

1.2.7.1.1.-Consideraciones en la Eleccion de los Excipientes

La accion desarrollada por una preparacion que se aplica sobre la piel depende de las

interacciones mutuas farmaco-excipiente-piel ( ZIEGENMEYER, 1982 ).



1) Factores fisicoquimicos y biofarmacéuticos que condicionan la seleccion del excipiente
idoneo:
En general, se pretende que el excipiente actiie como un deposito con el fin de suministrar

continuamente el farmaco y prolongar asi la duracion del efecto .

En algunos casos, el excipiente debera favorecer la hidratacion de la piel o, en su defecto,
penetrar en las capas superficiales de la misma o incluso en las mas profundas si el firmaco

esta desprovisto de esta propiedad y la medicacion lo requiere ( IDSON, 1983 ).

El estado de alteracion de la piel es también de importancia decisiva en la eleccion del
excipiente. Para estados de inflamacion aguda son mas adecuados los vehiculos acuosos,
como las lociones, mientras que estados de inflamacion prolongada o cronica suelen responder
mejor con la hidratacion que producen los vehiculos lipofilos como lipogeles y pomadas A/O (

ARNDT, 1989).

I1) Interacciones vehiculo-piel:
Un vehiculo, al ser aplicado sobre la piel, interacciona con ella a varios niveles y ello se
refleja en la penetracion del fArmaco que transporta que es funcion de tres factores.

-La lipofilia propia del acetdénido de triamcinolona v los liposomas en relacion con el

vehiculo y el estrato cérneo es decir, las interacciones farmaco-vehiculo. Para que exista

una buena cesion del farmaco deberian cumplirse las siguientes condiciones:
e FEl coeficiente de difusion del farmaco en el vehiculo deberia ser optimo; sera
mayor cuanto mas esté disuelto y menor sea la viscosidad.
e El farmaco deberia ser soluble en el vehiculo y garantizar la homogeneidad del
preparado, pero sin una afinidad especifica o selectiva hacia el mismo. Los
vehiculos hidrofilos como el gel seleccionado ceden el farmaco directamente de

acuerdo con la lipofilia de este.



e El vehiculo deberia incrementar la permeabilidad de la barrera cutanea, ya sea
por oclusion o por penetracion directa.

-La hidratacion de la piel que depende del vehiculo: Un vehiculo puede aumentar o

disminuir el grado de hidratacion de la piel o, mas concretamente, del estrato corneo. En
general la hidratacion es un factor favorable para la penetracion de cualquier farmaco,
mientras que la deshidratacion la reduce ( BARRY, 1983 ).

-La penetracién del propio vehiculo: Para facilitar dicha penetracion se usan promotores,

sustancias quimicas capaces de modificar de forma reversible la permeabilidad de la piel.

Sin embargo, a la larga producen irritaciéon y actlian como alergenos.

En este ultimo aspecto cabe indicar que en el caso de los liposomas se ha comprobado
mediante técnicas espectrofotométricas y calorimétricas, como los acidos grasos cis
monoinsaturados, actian incrementando la fluidez lipidica. Este efecto se traduce en una
mayor facilidad para el paso transdérmico de los farmacos vehiculizados, reduciendo la

resistencia a la difusion ( GOLDEN vy cols., 1987)).

1.2.7.1.2.-Elaboracion de Excipientes
GEL DE CARBOPOL
Uno de los inconvenientes principales del uso topico de los liposomas es la naturaleza

liquida de la preparacion. Una viscosidad apropiada se puede alcanzar tras su incorporacion a
un vehiculo apropiado ( PAVELIC y cols., 2001 ). Por ejemplo, en terapia intravaginal, la
eficacia de una gran variedad de formulaciones se ve limitada por una retencion escasa. Este

problema se solventa con el uso de un gel liposomico.

El uso de geles liposémicos ha atraido la atencion, dada su capacidad para prolongar el
contacto del farmaco con la superficie cutanea, sin inducir efectos locales adversos sobre el

epitelio (RICHARDSON vy cols., 1996). También s e confirma que los liposomas son



bastantes compatibles con agentes viscosizantes tales como metilcelulosa y polimeros

derivados del acido acrilico ( FOLDVARI, 1996 y SKALKO, 1998 ).

El gel de carbopol seleccionado pertenece al grupo de los excipientes hidrofilos, vehiculos
sin grasas, constituidos por materiales que, por si mismos o en presencia de agua, adquieren
consistencia de pomadas y son ttiles como excipientes para la aplicacion de farmacos sobre la
piel. Las ventajas de esta base reside en su accion favorable sobre los tejidos y su facil
eliminaciéon por lavado. No posee capacidad oclusiva y no favorece, por si misma, la
penetracion del acetonido de triamcinolona; este papel lo desempenan los liposomas en los
que se incorpora el corticoide. Bajo un punto de vista fisioldgico, estas bases son atdxicas y

bien toleradas por la piel.

Este excipiente se ha seleccionado para el presente trabajo tomando como base los
excelentes resultados obtenidos por MEZEI y cols. (1990), los cuales detectaron
concentraciones de farmaco cuatro veces superiores en dermis y epidermis. Experiencias

similares se realizaron para el estudio de hidrocortisona en un gel al 1% (KIM y cols., 1997 ).

En otras investigaciones, el principio activo liberado por los liposomas fue del 40%, tras
incubacion a 37°C durante 24 horas. En cambio, dicho valor fue del 20%, tras la incorporacion
de los liposomas a un hidrogel. Todos estos resultados confirman el efecto protector

desarrollado por el hidrogel ( BRANDL y cols., 1997).
El hidrogel empleado se obtiene por esponjamiento de Carbopol “940” en la suspension

liposdémica, a una concentracion del 1%, durante 24 horas. Posteriormente se procede a su

neutralizacion con trietanolamina, hasta obtencion de un gel.

EMULSION O/A



A menudo se prescriben féormulas magistrales de acetonido de triamcinolona destinadas al
tratamiento de afecciones de la piel, y en la mayoria de los casos se trata de emulsiones de fase
externa acuosa o cremas. Se han obtenido resultados satisfactorios con dispersiones de
liposomas incorporadas a emulsiones O/A ( MARTI y cols., 1998 ). Asimismo, en una patente
francesa, de Pola Chemical Industries ( FR2, 1988 ) se describe una emulsion de estas

caracteristicas, utilizada como crema hidratante de accion prolongada.

Se trata de un excipiente semisolido que se caracteriza por su elevado contenido acuoso.
Con este tipo de preparados se puede conseguir interponer componentes liposolubles (fase
interna) en hidrosolubles (fase externa) mediante el concurso de los llamados agentes
tensioactivos. Son consistentes y lavables con todas las ventajas que ello supone. No son tan

oclusivos como los excipientes grasos, y son mucho mas agradables en todos los aspectos.

A veces se denominan evanescentes, ya que, aplicadas a la piel con frotamiento suave,
desaparecen de esta aparentemente, dejando la piel tersa y suave, impidiendo que penetren

polvos extrafios y facilitando asi su limpieza posterior.

Los vehiculos emulsiéon son mas favorables a la penetracion de los farmacos porque
contienen emulgentes que, como se ha indicado, poseen cierta capacidad de penetracion en las
capas superiores del estrato cérneo y allanan el camino. La presencia de la fase oleosa

favorece adicionalmente la penetracion en el estrato corneo.

En la emulsién la penetracion del farmaco es funcion de su lipofilia, de la que depende la

cesion; asi los liposomas de acetonido de triamcinolona se dispersaran en la fase acuosa.

La formula de la emulsion es la siguiente:



Fase oleosa
Vaselina liquida: 0.78%
Alcohol cetistearico: 0.7%
Acido estedrico: 1.17%
Cera blanca: 0.39%
Emulgente : 8.21%

Fase acuosa
Carbopol 940: 0.46%
Glicerina: 1.17%
Trietanolamina A csp Ph:6

Dispersion liposomada csp 100ml

El gel de carbopol resultante de la fase acuosa se incorpora sobre los componentes
fundidos de la fase oleosa, manteniendo durante todo el proceso una agitacion constante. La
agitacion se mantiene durante el proceso de enfriamiento de la muestra, hasta temperatura

ambiente, a fin de formar correctamente la emulsion.

Los preparados asi formados son estables a temperatura ambiente ( KIRBY, 1984 ).

Como emulgente se utiliza Olivem 700 ( PEG-4 Olivate) de caracter no ionico y origen
vegetal (olivo). Pertenece al grupo de los de menor potencial irritativo y ejerce un efecto
acusado en las caracteristicas de permeabilidad. Previene la oxidacion de lipidos, estabiliza la
emulsion y posee un destacable poder hidratante al reducir la pérdida de agua transepidérmica
( AMARI y cols.,, 1998 ). Los mejores resultados se obtienen con un 10% de este

emulsionante.



1.2.7.2.- Liberacién del farmaco

Existe un gran numero de técnicas descritas para determinar la permeabilidad cutanea y la

liberacion de los farmacos desde sus excipentes.
Las técnicas de cesion y transferencia pueden clasificarse segiin diversos criterios. Las
clasificaciones mas corrientes tienen puntos de confluencia ( BLANK, 1960; GEMMEL y

MORRINSON, 1957):

M¢étodos “in vitro”: Se analiza la difusion del farmaco sobre modelos simples, poniendo en

contacto directo o intermediado, ya sea la forma posologica, el farmaco o una disolucion de ¢él,

con un modelo simple que simula el efector.

Las técnicas “in vitro” requieren unas condiciones experimentales relativamente sencillas y
pueden minimizar o eliminar el uso de animales. Es importante tener presente que los métodos

“in vitro” permiten ir tomando muestras analiticas con gran precision.

La técnica seguida ha sido de difusion sin membrana: difusion directa sobre excipientes
fluidos (agua, soluciones acuosas, liquidos hidrofobos como aceites, miristatos), o bien,
excipientes gelificados (geles de agar, gelatina, etc.); se cuantifica por analisis quimico, fisico

o microbiologico del farmaco difundido.

En nuestro caso hemos usado un dispositivo para difusion a medio liquido. Como liquido
lixiviante se emplea agua. El contacto entre el excipiente y la fase receptora es directo
(POULSEN vy cols., 1968; DEMPSKI y cols., 1969 ). El excipiente se coloca sobre un
portaobjetos, el cual a su vez se ubica en el fondo de un vaso de precipitado, en el que se pone
como liquido de transferencia 100 ml de agua destilada. El vaso se introduce en un bafio a
37°C con una agitacion onstante de 90 rpm. Se irdn tomando muestras cada 5 minutos

en la



primera media hora y posteriormente cada hora hasta la octava toma y una ultima a las

veinticuatro horas (figura 22).
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Figura 22

Métodos “in vivo™: la utilidad de los modelos “in vitro” se ha demostrado ampliamente y

existe el convencimiento de que su uso continuard predominando en el futuro. Sin embargo,
los resultados obtenidos deben refrendarse con investigaciones con humanos ya sea para

extrapolar o refrendar su validez.



RESULTADOS



2.-RESULTADOS

2.1.-COMPOSICION DEL LIPOSOMA Y GRADO DE CAPTACION

2.1.1.- Datos Experimentales

La determinacion del grado de captacion de acetonido de triamcinolona (AT), por parte de
liposomas multilaminares, se ha efectuado mediante valoracion espectrofotométrica de la
fraccion de agente no incorporado a estos sistemas, resultante de la separacion por

centrifugacion.

Dicho proceso de valoracion ha requerido la elaboracion de varias rectas de regresion, a
partir de concentraciones conocidas de acetonido de triamcinolona, expresadas en mg/100ml,

y de sus correspondientes valores de absorbancia a 239nm.



El cuadro III muestra los resultados obtenidos para la construccion una recta de regresion,
asi como la ecuacion correspondiente, siendo:
x = Concentracion de Acetonido de Triamcinolona (mg/100ml)

y = Absorbancia.

En el cuadro IV se recogen los calculos que han permitido obtener el coeficiente de
correlacion de la ecuacion anterior. Como puede observarse comparando el valor experimental

con los teoricos, se infiere una correlacion positiva entre los pares de valores considerados.

La figura 23 pertenece a la representacion grafica de dicha curva de calibracion.

REGRESION LINEAL
ACETONIDO TRIAMCINOLONA/ETANOL 90% (V/V)
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Figura 23

CUADRQO 11

Regresion lineal AT/Etanol 90% (V/V)




X Y X2 XY

0.5 0.148 0.25 0.074
1.0 0.304 1.00 0.304
1.5 0.474 2.25 0.711
2.0 0.615 4.00 1.230
2.5 0.782 6.25 1.995
3.0 0.947 9.00 2.841
3.5 1.123 12.25 3.9305
4.0 1.278 16.00 5.112
4.5 1.420 20.25 6.390
5.0 1.560 25.00 7.800
5.5 1.705 30.25 9.3775
6.0 1.845 36.00 11.070
T =39.00 X=12720T X=162350 2 =50.795

Ecuacion: y =0.3116573x + 3.863610°

CUADRO IV

Coeficiente de correlacidon lineal correspondiente a la recta de regresién aceténido de
triamcinolona




dx d?x dy d?y dxdy

-2.75 7.5625 -8.687 0.7546 2.3889
-2.25 5.0625 -0.7127 0.5079 1.6036
-1.75 3.0625 -0.5427 0.2945 0.9497
-1.25 1.5625 -0.4017 0.1614 0.5021
-0.75 0.5625 -0.2347 0.0551 0.1760
-0.25 0.0625 -0.0697 0.0048 0.0174
0.25 0.0625 0.1063 0.0113 0.0266
0.75 0.5625 0.2613 0.0683 0.1960
1.25 1.5625 0.4033 0.1626 0.5041
1.75 3.0625 0.5433 0.2952 0.9508
2.25 5.0625 0.6883 0.4737 1.5487
2.75 7.5625 0.8283 0.6861 2.2778
X =35.75 2 =3.47565 2 =11.14175

r-experimental =0.999531
Fieoricos= 0.5769 ( 0.05), 0.7079 (0.01 ) y 0.8233 (0.001 )

Las investigaciones sobre el grado de captacion del aceténido de triamcinolona por
liposomas multilaminares se iniciaron con un estudio de la influencia ejercida por el
fosfolipido seleccionado. Para ello se prepararon una serie de suspensiones liposomiales, con

una cantidad de acetonido de triamcinolona constante, equivalente a 0.230 mmoles/100ml, y



cantidades variables de fosfatidilcolina de huevo (PC) desde una concentracion de 0.230
mmoles/100ml hasta 0,690mmoles/100ml. Asimismo, y al objeto de obtener la maxima
incorporacion del principio activo y la mejor estabilidad, se elaboraron formulaciones de
liposomas de fosfatidilcolina de huevo, que contenian colesterol (CH) en su matriz lipidica, a
una concentracion molar del 50% con relaciéon a la proporcion de fosfolipido (CLARES,

1998).

Con los datos experimentales de absorbancia a 239nm, determinados
espectrofotométricamente, se han calculado las concentraciones de acetonido de triamcinolona
no encapsulado expresadas en mg/100ml. Conocida la cantidad total de sustancia activa
utilizada para la preparacion de los liposomas, y por diferencias con respecto a la libre, se ha

determinado la proporcion de principio activo captado.

En el cuadro V se incluyen los valores medios de las 15 determinaciones efectuadas para
cada una de las 6 formulas ensayadas, incluyéndose las desviaciones estandar de los mismos.
Dichos valores corresponden a los microgramos de acetonido de triamcinolona retenidos por
miligramo de lipido, la tasa 6 % de principio activo libre, asi como el % captado, que
constituyen la expresion cuantitativa del proceso de encapsulacion de acuerdo con la
terminologia propuesta por PUISIEUX y cols. en 1985, y basada en las definiciones aportadas
por HUNT y cols. en 1982.

CUADRO YV

Formulaciones de liposomas portadores de aceténido de triamcinolona

Evaluacién del grado de captacion ( n=15)



FORMULACION PROPORCION MOLAR ug AT captados = % LIBRE %CAPTADO

(N°) PC:CH:AT MG PC

1 1: 0:1 499.09+10.93 9.59+1.97 90.41£1.97
2 2:0:1 241.73+4.25 12.42+1.54  87.58+1.54
3 3:0:1 164.95+7.92 10.36+4.30  89.64+4.30
4 1:0.5:1 445.60£10.17 19.28+1.84 80.72+1.84
5 2:1:1 287.83+£ 5.06 21.08+£1.83  78.92+1.83
6 3:1.5:1 139.17+ 6.53 24.37£3.54  75.631£3.54

Todos los resultados de este estudio se han sometido a un tratamiento estadistico
consistente en un analisis de varianza o ANOVA, con el calculo de las varianzas intra ¢
intergrupos y el test de Fisher ( LSD ) para un nivel de confianza del 95.0% ( cuadros XII y
XIII ). El objeto de este andlisis es comprobar las existencias de diferencias significativas

entre las medias de las poblaciones comparadas.

CUADRO VI
Resultados del analisis de varianza ( ANOVA )

Valores comparados : % Captado




FORMULACIONES DIFERENCIA ENTRE

(N°) VALORES MEDIOS
1,2 *).824
13 0.765
1,4 *9.684
1,5 *11.484
1,6 *14.773
2,3 *.2.058
2,4 *6.86
2,5 *8.66
2,6 *11.949
3,4 *3.918
3,5 *10.718
3,6 *14.008
45 1.8
4.6 *5.089
5,6 *3.289

* Diferencias estadisticamente significativas ( nivel de confianza: 95.0 % )

CUADRO VII

Resultados del analisis de varianza ( ANOVA )

Valores comparados : Grado de Captacion




FORMULACIONES DIFERENCIA ENTRE

(N°) VALORES MEDIOS
1,2 %257.321
13 *334.111
1,4 *53.457
1,5 *281.224
1,6 *359.899
2,3 *76.789
2,4 *.203.864
2,5 *23.902
2,6 *102.578
3,4 *.280.653
3,5 *.52.886
3,6 *25.788
45 *227.767
4.6 *306.442
5,6 *78.675

*Diferencias estadisticamente significativas ( nivel de confianza: 95.0% )



Las medias aritméticas comparadas y correspondientes en el primer caso a % captado por los
liposomas ( cuadro VI ) han resultado estadisticamente diferentes; las Uinicas excepciones se
han presentado al contrastar los valores medios de las formulas 1y 3, y de las formulas 4 y 5,
a pesar de ello por caracteristicas como la reducida concentracion de fosfolipidos utilizada en
la elaboracion resaltaremos a continuacion las formulas 1y 4 respecto 3 y 5.

En el caso de los datos referentes a grado de captacion ( cuadro VII ), todos los pares de
valores medios comparados han presentado diferencias significativas también para un nivel de

confianza del 95.0%.

2.1.2.-Discusion

Los resultados obtenidos en estos primeros estudios ( CLARES, 1998 ) pusieron de
manifiesto como al aumentar la concentracion de fosfolipido de 0.230 mmoles/100ml a 0.690
mmoles/100ml, variaba, aunque en baja proporcion, el porcentaje de agente captado. El
rendimiento resulté muy elevado en las tres formulaciones ensayadas con valores medios que

oscilaban entre el 87.60% y el 90.41% ( cuadro V).

La elevada capacidad de incorporacion de acetonido de triamcinolona por parte de éstos
liposomas seria, probablemente, consecuencia de la presencia de gran variedad de acidos
grasos insaturados en la composicién de la fosfatidilcolina de huevo, asi como de su baja
temperatura de transicion, de tal manera que los lipidos se encontrarian en estado fluido
(cristal-liquido) a la temperatura de trabajo ( DUFORC, 1985 ). En general, y en base a la
bibliografia consultada, la encapsulacion de sustancias activas lipofilicas (como es el agente
objeto de estudio) se ve favorecida cuando las bicapas lipidicas presentan una cierta fluidez,

como es este caso ( VASSON, 1981; DUFORC, 1985 ).



De las tres formulas ensayadas, la nimero 1 aporté un mayor rendimiento econdémico, al
conseguirse una elevada captacion de principio activo con menor concentracion de

fosfolipido.

Asimismo estas investigaciones previas mostraron como la adicion de 0.115 mmoles/100ml
de colesterol (formula nimero 4) a los liposomas PC:AT (1:1) provocaba una reduccion media
del 9.69% en la captacion (80.72+1.84% captado). Similares variaciones se apreciaron en las
muestras numero 5 y 6, ambas con una concentacion del 50% de colesterol con respecto a la
cantidad de fosfatidilcolina. La disminucién media en al tasa de encapsulacion fue del 8.66%
para la formula PC:CH:AT (2:1:1) con respecto a la numero 2 (PC:AT 2:1); dicha reduccioén
alcanzo un valor medio del 14.01% para los liposomas PC:CH:AT (3:1.5:1) en relacion con la

captacion evaluada para la muestra numero 3 (PC:AT 3:1) (cuadro V).

El descenso provocado en la cantidad captada por la inclusion de colesterol, podria ser
consecuencia de su orientacion en al zona hidréfoba de la matriz liposomial, lugar de
localizacion del agente estudiado. Aunque el modo de interaccion con la bicapa lipidica no
estd totalmente aclarado, el colesterol se alinea paralelamente a las cadenas grasas del
fosfolipido con el grupo hidroxilo del anillo esteroidico orientado hacia el interior de la
bicapa. La disposicion espacial del OH en posicion 3 parece ser decisiva en la interaccion
(GUZMAN, 1985; DUFORC, 1985).

No obstante, las formulaciones ensayadas que contienen colesterol también han aportado
una tasa de encapsulacion bastante elevada y comprendida entre valores medios del 75.63% y

el 80.72% de captacion (cuadro V).

Estos primeros resultados han servido como base para el estudio de la estabilidad de estas

vesiculas lipidicas, asi como de la liberacion del principio activo “in vitro”.

2.2.- ESTUDIO DE ESTABILIDAD




Tras el estudio de encapsulacion de acetonido de triamcinolona en liposomas
multilaminares, y una vez comprobada la influencia de los componentes de la formulacion y la
concentracion de los mismos en el grado de captacion del principio activo, se ha investigado la
estabilidad de dichas vesiculas lipidicas. En este sentido se han incluido en su composicion un
antioxidante (vitamina E) y un conservador (Phenonip®) analizando su repercusion en las

propiedades del liposoma.

2.2.1.- Datos experimentales

Para el estudio de estabilidad se han preparado 5 series de suspensiones liposomiales que
se diferencian en la adicion o no de conservador y/o antioxidante.

Cada una de las series consta de 6 formulas con una cantidad de acetdonido de
triamcinolona constante, equivalente a 0.230mmoles/100ml y cantidades variables de

fosfatidilcolina de huevo y colesterol (material y métodos, cuadros I y II).

Como ya se ha indicado, las series elaboradas corresponden a las formulaciones de
liposomas sefialados sin antioxidante ni conservador (serie I), con antioxidante (serie II
oleosa: vitamina E en solucion oleosa; serie II acuosa: vitamina E en solucion acuosa), con
conservador (serie III) y con ambos componentes (serie IV).

Se han realizado 6 ensayos para cada una de las 6 formulaciones integrantes de las series

investigadas.

Cada serie se ha elaborado por duplicado, conservando las muestras a temperatura
ambiente (20-25°C) y a temperatura de refrigeracion (4-6°C), protegidas de la accion de la luz.
La duracion del estudio de estabilidad fue de 90 dias, valorandose mediante
espectrofotometria las formulaciones a intervalos de 15 dias, desde el momento de la

preparacion.



En los cuadros VIII a XVII se recopilan los datos de absorbancia medida a una longitud de
onda de 239nm, obtenidos al valorar las muestras durante los tres meses de estudio. Se
incluyen la media aritmética de las 6 determinaciones por formula, serie, temperatura y dia, asi
como su desviacion estandar. Las figuras 24 a 33 corresponden a la representacion grafica de

dichos valores.

Con el fin de observar la existencia de diferencias significativas en cuanto a la estabilidad de
las distintas férmulas, en base a su composicion, tiempo ensayado, temperatura de
conservacion y serie se ha llevado a cabo un estudio estadistico ( Anova ) que compara los

valores obtenidos para cada férmula.

CUADRO VIII SERIE I-TEMPERATURA:4°C (n=6)



Absorbancia

FORMULA 1 4 2 5 3 6
Dias Media + Desviacion Estandar
0 0,21 £0,006 0,23 +£0,010 0,35 £ 0,020 0,40 £ 0,006 0,58 £ 0,006 0,68 £0,021
15 0,32+£0,017 0,23 +£0,017 0,41 £0,017 0,41£0,017 0,77 £0,043 0,70 £ 0,025
30 0,32 £0,010 0,23 £ 0,006 0,41 £0,020 0,42 £ 0,006 0,77 £ 0,026 0,71 £0,036
45 0,32 £0,015 0,23 £0,025 0,41 £0,026 0,42 £0,015 0,78 £0,017 0,73 £0,030
60 0,36 + 0,036 0,250,017 0,45+0,015 0,42 + 0,005 0,81 + 0,036 0,76 + 0,060
75 0,36 + 0,030 0,25 + 0,026 0,49 £0,017 0,46 0,017 0,82 + 0,026 0,80 + 0,091
90 0,70 £ 0,034 0,31 £0,046 0,56 £ 0,043 0,54 £ 0,040 0,82 £0,036 0,85 +£0,053
CUADRO IX SERIE I-TEMPERATURA:25°C (n=6)
FORMULA 1 4 | 2 5 3 6
Dias Media + Desviacion Estandar
0 0,22 £0,010 0,27 £0,026 0,38 £ 0,006 0,47 £ 0,006 0,58 £ 0,006 0,70 £ 0,023
15 0,35+£0,017 0,29 + 0,036 0,45 +0,010 0,48 +£ 0,020 0,83 £0,036 0,71 £ 0,043
30 0,35+£0,017 0,30 £0,026 0,45 £ 0,006 0,48 £0,011 0,84 £0,026 0,72 £0,036
45 0,38 £ 0,006 0,32 +£0,036 0,50 £ 0,020 0,49 £ 0,036 0,84 £ 0,043 0,80 £ 0,046
60 0,48 £0,017 0,32 +£0,026 0,51+0,017 0,49 + 0,026 0,87 £0,017 0,92 + 0,046
75 0,57 £ 0,070 0,32 £0,020 0,52 £0,043 0,49 +£0,017 0,87 £0,017 0,92+0,017
90 0,71 £0,032 0,38 £0,020 0,63 £ 0,060 0,67 £0,106 0,96 £ 0,235 0,93 £0,036
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CUADRO X SERIE Il oleosa-TEMPERATURA:4°C (n=6)




Absorbancia

FORMULA 1 4 2 5 3 6
Dias Media + Desviacion Estandar
0 0,38 + 0,006 0,60 + 0,006 0,63 + 0,006 0,70 +0,017 0,80+ 0,017 0,79 + 0,006
15 0,39 +0,015 0,60 + 0,020 0,68 + 0,020 0,70 +0,010 0,82 + 0,006 0,83 +0,030
30 0,41 +0,020 0,62+0,017 0,71 +0,010 0,71 + 0,028 0,94 + 0,026 0,85+ 0,036
45 0,420,036 0,620,015 0,710,030 [ 0,72 0,01t 1,000,087 0,870,026
A i 0.42 40017 0.62£0.015 07340055 || 0780017 115 £0.062 09220017
Diss 0,43 + 0,060 0,63 + 0,006 OMSdtia#0 TBesviacidn SistandaR0 1,20 0,02 0,99 + 0,085
W 03620079 | 0602008 | 04520029 | 05920060 | 03520084 | 04920086
15 0,42 +0,017 0,63+0,011 0,72 + 0,036 0,72 + 0,026 0,90 + 0,026 0,84 + 0,040
30 0,42 0,010 0,63 +0,026 0,76 +0,017 0,75 + 0,026 0,97 + 0,085 0,88 + 0,026
45 0,43 + 0,098 0,65+0,017 0,76 + 0,026 0,77 + 0,030 1,05 40,132 0,92 + 0,026
60 0,44 + 0,040 0,65+0,010 0,76 + 0,030 0,78 + 0,026 1,20 £ 0,050 0,96 + 0,036
75 0,45 + 0,050 0,65 + 0,043 0,76 + 0,036 0,81 + 0,030 1,20 + 0,046 1,07 + 0,043
90 0,63 + 0,098 0,65 + 0,046 0,90 + 0,070 0,82 + 0,032 1,29 +0,201 1,20 +0,087

CUADRO X1 SERIE Il oleosa-TEMPERATURA:25°C (n=6)
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CUADRO XII SERIE Il acuosa-TEMPERATURA:4°C (n=6)



FORMULA 1 | 4 2 5 3 | 6
Dias Media + Desviacion Estandar
0 0,45 + 0,006 0,56 £ 0,026 0,60 £+ 0,006 0,90 £ 0,010 0,80 +£0,017 0,74 +£ 0,030
15 n’AA + ﬂ’n’hﬁ : (\’<A + n’mn (\’A’Z + ﬂ,f\?A (\’Qﬂ + ﬂ’ﬁ’)ﬂ ﬁ’Qﬂ + ﬂ,ﬂl 5 : n,70 + (\’n’)A
FORBULA 048 +10,006 || 0,564,026 0,69420,036 1,00 £0,043 1,1030,043 || 08560010
$#ie 0,50 + 0,043 0,57 + 0,043 0370350036, Wl,,o,e@q,ggé 1,20 + 0,043 0,92 + 0,020
% B AR 057 mZn I T30 O HaHRP P4y AT OO0
e Ko E L MU s 25 AN BRS04 NEAMEDIOUW Q7 — MLULY VEAER AN
12 Qo000 A wm 9.3 T892 L0087 oGy THEIY RESES e
an Ro2 L - Rl 23 L% POERO e od R - A& Yo — Ah&d YR # A%
% i 1.3 1138 £ .21l = .3 e 38161
45 0,56 + 0,040 0,66 + 0,046 0,70 + 0,020 1,10 + 0,130 1,30 + 0,080 0,95 + 0,030
60 0,59 £ 0,036 0,66 * 0,053 0,80 + 0,026 1,13+ 0,090 1,40+ 0,110 1,10 £0,140
75 0,63 + 0,040 0,66 + 0,026 0,87 + 0,046 1,17 £ 0,026 1,40 + 0,050 1,20 + 0,090
90 0,73 + 0,053 0,66 + 0,046 0,96 + 0,036 1,2440,110 1,50 + 0,160 1,30 £0,170
SERIE I4°C (vitamina E acuosa) —E-FI SERIE 11-25°C (vitamina E acuosa)
5 Yy - 18
1 R 17
14 B 16
13 F4 15
12 14
11 F5 13
10 129 I
S11
= 09 o 2 10
g o - £ oo I
S 07 - g9 - 2 08
E O,GL"I/I * - f/! 2 0'71_/_—*:/1——'?—_‘/;‘: ___,/I
= 064 - = —m
R S e e S ooy —H— M
g 04
03 03
02 0,2
01 01
00 T T T T T T 001 ) J ) J ) . ) J ) , ) J
0 15 0 5 60 5 0 105 0 15 0 45 60 5 20 105
Ti (dics) Tiempo (dias)

CUADRO XIII SERIE Il acuosa-TEMPERATURA:25°C (n=6)

Figura 28

Figura 29

CUADRO X1V SERIE I1I-TEMPERATURA:4°C  (n=6)

FORMULA 1 ‘ 4 ‘ 2 5 | 3 ‘ 6
Dias Media + Desviacion Estandar
0 0,33 £ 0,006 0,35+ 0,006 0,45 £ 0,043 0,66 £ 0,026 0,78 + 0,060 0,83 + 0,006
15 0,42+ 0,021 0,35+0,015 0,54 + 0,045 0,66 + 0,030 0,80 + 0,062 0,85+ 0,021
30 0,42+0,010 0,35+ 0,006 0,56 £ 0,036 0,69 + 0,026 0,81 +0,017 0,85+0,011
45 0,43 £ 0,030 0,35+ 0,025 0,563 £+ 0,006 0,69 + 0,036 0,83 + 0,030 0,88 + 0,036
60 0,45+ 0,020 0,36 + 0,040 0,570,017 0,70 £ 0,021 0,83 + 0,036 0,92 + 0,061
75 0,45+ 0,035 0,36 + 0,036 0,58 £ 0,025 0,80 £+ 0,030 0,88 + 0,062 0,95+ 0,036
90 0,50 £ 0,049 0,36 + 0,053 0,61 £0,092 0,80 £ 0,060 0,93 + 0,053 0,98 £ 0,072




CUADRO XV SERIE I1I-TEMPERATURA:25°C (n=6)

FORMULA 1 ‘ 4 ‘ 2 | 5 ‘ 3 ‘ 6
Dias Media + Desviacion Estandar
0 0,34 + 0,029 0,37 + 0,040 0,50 + 0,056 0,70 + 0,006 0,78 + 0,006 0,83 + 0,000
15 0,45 + 0,020 0,40 £ 0,010 0,56 + 0,010 0,75 £ 0,030 0,80 + 0,020 0,87+0,017
30 0,45+0,017 0,43 +£0,017 0,56+ 0,017 0,80 + 0,026 0,82+0,010 0,90 £+ 0,046
45 0,53 + 0,050 0,45 + 0,056 0,58 + 0,030 0,82 + 0,026 0,84 + 0,036 0,950,015
60 0,55 + 0,046 0,49 + 0,082 0,58 £ 0,021 0,84 + 0,026 0,84 + 0,030 0,97 £ 0,104
75 0,56 + 0,035 0,58 + 0,029 0,61 + 0,087 0,84 + 0,043 0,90 + 0,056 0,98 + 0,065
90 0,60 + 0,052 0,62 + 0,092 0,67 + 0,050 0,85+ 0,061 0,98 + 0,046 1,20 £ 0,191
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CUADRO XVI SERIE IV-TEMPERATURA:4°C (n=6)

FORMULA 1 | 4 | 2 | 5 | 3 | 6
Dias Media + Desviacion Estandar
0 0,22 + 0,006 0,31 £0,017 0,46 + 0,020 0,27 £ 0,006 0,76 £ 0,026 0,65 £ 0,040
15 0,38 +£ 0,006 0,31 £0,017 0,48 £ 0,017 0,27 £ 0,006 0,77 £ 0,036 0,65 £ 0,053
30 0,38 £ 0,015 0,33 £0,026 0,49 £ 0,017 0,28 £ 0,000 0,78 £ 0,020 0,67 £ 0,026
45 0,40 £ 0,021 0,36 £ 0,036 0,50 + 0,020 0,31 + 0,006 0,78 + 0,006 0,67 £ 0,026
60 0,41 £ 0,066 0,39 £ 0,026 0,50 +£ 0,010 0,33 0,056 0,84 +£ 0,020 0,68 £ 0,042
75 0,43 £ 0,061 0,40 £ 0,036 0,50 £ 0,030 0,37 £ 0,069 0,84 £ 0,036 0,71 £0,030
90 0,43 £ 0,035 0,40 £ 0,043 0,57 £ 0,052 0,40 £ 0,050 0,89 £ 0,036 0,77 £ 0,100




CUADRO XVII SERIE IV-TEMPERATURA:25°C (n=6)

FORMULA 1 ‘ 4 ‘ 2 ‘ 5 ‘ 3 6
Dias Media + Desviacion Estandar
0 0,23 £ 0,026 0,32 £ 0,020 0,55 £ 0,006 0,28 £ 0,006 0,78 £ 0,020 0,693 0,011
15 0,38 £ 0,006 0,34 +£0,010 0,55 +£0,046 0,28 £ 0,006 0,78 £ 0,026 0,70 £ 0,015
30 0,40 £ 0,015 0,36 £ 0,006 0,56 + 0,035 0,28 0,000 0,78 £ 0,026 0,75 £ 0,040
45 0,44 £ 0,036 0,36 £ 0,030 0,57 £0,035 0,37 £0,075 0,78 £ 0,036 0,75 £ 0,036
60 0,57 £ 0,043 0,40 £ 0,030 0,64 + 0,040 0,39 £ 0,040 0,85+0,017 0,78 £ 0,036
75 0,60 + 0,053 0,41 £0,036 0,64 + 0,050 0,41 £0,034 0,85 + 0,043 0,78 £0,043
90 0,60 £ 0,060 0,41 £0,035 0,64 £ 0,053 0,69 £0,147 0,97 £ 0,087 0,84 £ 0,092
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A partir de los valores de absorbancia obtenidos, se calcula el porcentaje de farmaco libre en
el medio y el captado por los liposomas. Comparando los datos de captacion evaluados al
comienzo del estudio (dia 0) con los obtenidos en dias sucesivos, se determina el porcentaje de

farmaco perdido a lo largo del tiempo.

Analizando los valores de acetonido de triamcinolona captado por los liposomas de

fosfatidilcolina recién elaborados (dia 0), todos han resultado elevados o incluso muy



elevados, dependiendo de la serie y de la concentracion de fosfolipido. Dichos datos se

encuentran entre el 90.74% y el 48.47% de captacion.

CUADRO XVIII SERIE |

FORMULA 1 4 2 5 3 6
Temperatura | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C
Dias % AT Captado/Libre
0 90.74 | 90.3 |89.85|88.07|83.83|82.50|81.50|78.39|72.31|67.00 | 64.60| 63.73
9.26 | 9.70 {10.15|11.93| 1617 |17.50|18.50|21.61 |27.69 | 33.00 | 35.40| 36.27
15 85.86 | 84.5389.85|87.18|81.17|79.40|81.05|77.95|63.90 | 61.22 | 63.73 | 63.29
14.14|15.47|10.15|12.82|18.83|20.60|18.95|22.05|36.10|38.78 | 36.27 | 36.71
30 85.86 | 84.53|89.85|86.74 |81.17 | 79.40 | 80.60 | 77.95 | 63.90 | 60.78 | 63.29 | 62.84
14.14|15.47 | 10.15|13.26 | 18.83|20.60|19.40|22.05|36.10|39.22|36.71|37.16
45 85.86|83.20|89.85|85.85[81.17|77.18|80.60|77.50|63.44|60.78 | 62.40 | 59.30
14.14116.80|10.15|14.15|18.83|22.82|19.40|22.50| 36.56 | 39.22 | 37.60 | 40.70
60 84.09|78.77 | 88.96 | 85.85|79.40 | 76.79 | 80.60 | 77.50 | 62.11 | 59.45 | 61.07 | 53.97
15.91]21.23|11.04|14.15|20.60|23.26|19.40|22.50|37.89|40.55|38.93|46.03
75 84.09|74.78 | 88.96 | 85.85|77.62 | 76.30 | 78.83 | 77.50 | 61.67 | 59.45 | 59.30 | 53.97
15.91|25.22(11.04|14.15|22.38|23.71|21.17 | 22.50 | 38.33 | 40.55 | 40.70 | 46.03
90 69.02 | 68.57 | 86.3 |83.19|74.52|71.41|73.07 | 69.52 | 61.67 | 55.46 | 57.08 | 55.53
30.98|31.43| 13.7 |16.81|25.48|28.59|26.93 | 30.48 | 38.33 | 44.54 | 42.92 | 46.47

CUADRO XIX SERIE Il oleosa



FORMULA 1 4 2 5 3 6
Temperatura | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C
Dias % AT Captado/Libre
0 83.42]83.12|73.52]73.52]73.52[71.13| 65.93 | 65.49 | 62.54 | 58.99 | 59.74 | 58.40
16.88 | 16.88 | 26.48 | 26.48 | 26.48 | 28.87 | 34.07 | 34.51 | 37.46 | 41.01 | 40.26 | 41.60
15 82.23|81.35|73.52 | 72.19| 72.19 | 68.02 | 65.93 | 65.04 | 61.65 | 58.10 | 57.96 | 57.52
17.77|18.65 | 26.48 | 27.81 | 27.81 | 31.98 | 34.07 | 34.96 | 38.35 | 41.90 | 42.04 | 42.48
20 81.79 | 81.35|72.63 | 72.19|72.19 | 66.25 | 65.49 | 63.71 | 56.33 | 55.00 | 57.08 | 55.75
18.2118.65 | 27.36 | 27.81 | 27.81 | 33.75 | 34.51 | 36.29 | 43.67 | 45.00 | 42.92 | 44.25
45 81.35|80.90 | 72.63 | 71.30 | 71.30 | 66.25 | 65.04 | 62.83 | 53.66 | 51.45 | 56.19 | 53.97
18.6519.10 | 27.36 | 28.70 | 28.70 | 33.75 | 34.96 | 37.17 | 46.33 | 48.55 | 43.81 | 46.23
50 81.35 | 80.46 | 72.19 | 71.30| 71.30 | 66.25 | 62.38 | 62.38 | 47.01 | 44.80 | 53.97 | 52.20
18.65|19.54 | 27.81 | 28.70 | 28.70 | 33.75 | 37.62 | 37.62 | 52.99 | 55.20 | 46.23 | 47.80
75 80.90 | 80.02 | 72.19| 71.30 | 71.30 | 66.25 | 61.49 | 61.05 | 44.80 | 44.80 | 50.87 | 47.32
19.1019.98 | 27.8128.70 | 28.70 | 33.75 | 38.50 | 38.95 | 55.20 | 55.20 | 49.13 | 52.68
% 75.14|72.03 | 72.19|71.30 | 71.30| 60.04 | 61.49 | 60.61 | 42.58 | 38.59 | 46.00 | 41.56
24.86 | 27.97 | 27.81 ] 28.70 | 28.70 | 39.96 | 38.50 | 39.39 | 57.42 | 61.41 | 54.00 | 58.44
CUADRO XX SERIE Il acuosa
FORMULA 1 4 2 5 3 6
;emperat”r 40C | 259C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C
Dias % AT Captado/Libre
0 71.02[70.13] 65.74 | 65.74 ] 67.97 | 67.97 | 54.26 | 54.26 | 59.50 | 59.50 | 49.35 | 48.47
28.98 | 29.87 | 34.26 | 34.26 | 32.03 | 32.03 | 45.74 | 45.74 | 40.50 | 40.50 | 50.65 | 51.53
70.57 | 68.35 | 65.74 | 63.97 | 66.63 | 65.75 | 54.26 | 51.60 | 59.50 | 58.61 | 47.14 | 45.81
15 20.43|31.64| 3107 36.03|33.37| 34.25| 45.74| 48.40 | 40.50 | 41.39 | 52.86 | 54.19
20 69.69 | 67.02 | 65.74 | 61.75 | 63.97 | 63.53 | 49.83 | 49.83 | 46.19 | 41.76 | 44.48 | 42.26
30.31|32.98 | 34.26 | 38.25 | 36.03 | 36.47 | 50.17 | 50.17 | 53.81 | 58.24 | 55.52 | 57.74
45 68.80 | 66.14 | 65.30 | 61.30 | 63.53 | 63.53 | 48.05 | 45.40 | 41.76 | 37.32 | 41.37 | 40.04
31.20|33.86 | 34.70 | 38.70 | 36.47 | 36.47 | 51.95 | 54.60 | 58.24 | 62.68 | 58.63 | 59.96
60 66.58 | 64.81 | 65.30 | 61.30 | 62.20 | 59.10 | 46.28 | 44.06 | 41.76 | 32.88 | 36.50 | 33.39
33.42|35.19| 34.70 | 38.70 | 37.80 | 40.90 | 53.72 | 55.94 | 58.24 | 67.12 | 63.50 | 66.61
75 64.36 | 63.03 | 65.30 | 61.30 | 61.31 | 56.00 | 45.40 | 42.29 | 39.54 | 32.88 | 33.39 | 28.96
35.63 | 36.97 | 34.70 | 38.70 | 38.69 | 44.00 | 54.60 | 57.71 | 60.46 | 67.12 | 66.61 | 71.04
% 61.70|58.59 | 63.97 | 61.30 | 54.66 | 52.00 | 45.40 | 39.18 | 37.32 | 28.45 | 28.96 | 24.52
38.30 | 41.41] 36.03 | 38.70 | 45.34 | 48.00 | 54.60 | 60.82 | 62.68 | 71.55 | 71.04 | 75.48

CUADRO XXI SERIE 111




FORMULA 1 4 2 5 3 6
Temperatura | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C [ 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C
Dias % AT Captado/Libre
0 85.46 | 85.01 | 83.69 | 82.80 | 78.08 | 75.86 | 70.87 [ 69.10 | 65.38 | 65.38 | 63.18 | 63.18
14.54[14.99|16.31 [17.20 [ 21.92 | 24.14[29.13[30.90 [ 34.62 [ 34.62 | 36.82 | 36.82
= 81.47[80.13[83.69 [ 81.47 | 74.08 | 73.20|70.87 | 66.90 | 64.50 | 64.50 | 62.30 | 61.41
18.53[19.87 | 16.31 [ 18.53 | 25.92 | 26.80 [ 29.13[33.10 | 35.50 | 35.50 [ 37.70 | 38.59
- 81.47[80.13[83.69 | 80.14 | 73.20 | 73.20[ 69.50 | 64.67 | 64.05 | 63.61 | 62.30 | 60.08
18.53[19.87 | 16.31 [ 19.86 | 26.80 | 26.80 [ 30.50 | 35.33 | 35.95 [ 36.39 | 37.70 | 39.92
i 81.02 | 76.59 | 83.69 | 79.25 | 73.20 [ 72.31[ 69.50 | 63.78 [ 63.16 | 62.72 | 60.97 | 60.08
18.98 [ 23.41 | 16.31 [ 20.75 | 26.80 | 27.69 [ 30.50 | 36.22 [ 36.84 [ 37.28 | 39.03 | 39.02
60 80.13 75.70 | 83.25 | 77.48 | 73.14 [ 72.31[69.10 | 62.90 [ 63.16 | 62.72 | 59.20 | 56.98
19.87 [ 24.30 | 16.75 [ 22.52 | 26.86 | 27.69 [ 30.90 | 37.10 | 36.84 [ 37.28 | 40.80 | 43.02
= 80.13 | 75.26 | 82.80 | 73.49 | 72.31 [ 70.98 | 64.67 | 62.90 [ 60.95 [ 60.06 | 58.01 | 56.68
19.87 | 24.74 | 17.20 | 26.51 [ 27.69 [ 29.02 [ 35.33 | 37.10 | 39.05[39.94 [ 41.99 [ 43.32
90 77.92|73.48|82.36 [ 71.71 | 70.98 | 68.32 [ 64.67 | 62.45 | 58.73 [ 56.51 | 56.68 | 46.78
22.0826.52 [ 17.64 | 28.28 | 29.02 [ 31.68 | 35.33 | 37.55 [ 41.27 | 43.49 | 43.32[53.22
CUADRO XXII SERIE IV
FORMULA 1 4 2 5 3 6
Temperatura | goc | 250C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C
Dias % AT Captado/Libre
0 89.11 [ 88.67 | 86.28 | 85.83 | 87.76 | 87.31 | 79.47 | 75.48 | 66.29 | 65.40 | 71.15 | 69.37
10.89[11.33[13.72[14.17[12.24[12.69 [ 20.53 | 24.52 | 33.71 [ 35.60 | 28.85 [ 30.63
- 88.02[88.02 | 86.28 [ 84.94 |87.76 | 87.31[78.59 | 75.48 [ 65.85 | 65.40 | 71.15 | 68.93
11.98(11.9813.72 [ 15.06 | 12.24 | 12.69 | 21.41 | 24.52 | 34.15 | 35.60 | 28.85 | 31.07
30 88.02[81.1385.39 [ 84.06 | 87.31 | 87.31[78.14 | 75.04 [ 65.40 | 65.40 | 70.26 | 66.71
11.98[18.87[14.61[15.94[12.69 [12.69 [ 21.86 | 24.96 | 35.60 | 35.60 | 29.74 [ 33.29
45 81.13[79.36 | 84.06 | 84.06 | 85.98 | 82.44 [ 77.70 | 74.60 [ 65.40 | 65.40 | 70.26 | 66.71
18.87 | 20.64 | 15.94 [ 15.94 | 14.02 | 17.56 | 22.30 | 25.40 | 35.60 | 35.60 | 29.74 | 33.29
- 80.69 | 73.60 | 82.73|82.28 | 85.10 | 83.32 | 77.70 | 71.50 | 62.74 | 62.30 | 69.82 | 65.38
19.3126.40|17.27|17.71|14.90 | 16.68 | 22.30 | 28.50 | 37.26 | 37.70 [ 30.18 | 34.62
- 79.80|72.26 | 82.28 | 81.84 |83.32[81.55 [ 77.30 [ 71.50 [ 62.74 [ 62.30 | 68.49 | 65.38
20.20 (27.74(17.71|18.16 | 16.68 | 18.45 | 22.30 | 28.50 | 37.26 | 37.70 | 31.51 | 34.62
- 79.80 70.49 | 82.28 | 81.83|82.00 | 77.56 | 74.60 | 69.27 | 60.52 | 56.98 | 65.82 | 62.72
20.20(29.51|17.71|18.16 | 18.00 | 22.44 | 25.40 | 30.73 | 39.48 | 43.02 | 34.18 | 37.28

Los datos anteriores, ordenados por series de mayor a menor captacion, se resumen en el

siguiente cuadro:




CUADRO XXIII

SERIE
I v 111 II oleosa II acuosa
Formula
4°C/25°C
F1 90.74/90.3 | 89.11/88.67 | 85.46/85.01 | 83.42/83.12 | 71.02/70.13
F2 83.83/82.50 | 87.76/87.31 | 78.08/75.86 | 73.52/71.13 | 67.97/67.17
F3 72.31/67.00 | 66.29/65.40 | 65.38/65.38 | 62.54/58.99 | 59.50/59.50

Analizando los valores de acetonido de triamcinolona captado por los liposomas de
fosfatidilcolina recién elaborados (dia 0), todos han resultado elevados o incluso muy
elevados, dependiendo de la serie y de la concentracion de fosfolipido. Dichos datos se
encuentran entre el 90.74% y el 48.47% de captacion. Todas las formulas ensayadas para

cada serie en el dia 0 han resultado estadisticamente diferentes.

Al igual que en el estudio de encapsulacion previo, la formula 1 sigue siendo la que aporta
mayor captacion de principio activo y, por tanto, mejor rendimiento econdmico que el resto

(formulas 2 y 3).

La adiciéon de un 50% de colesterol con respecto a la concentracion de fosfatidilcolina
provoca una disminucién variable de la tasa inicial de encapsulacion, constatandose

diferencias significativas entre las formulas con colesterol y las mismas pero sin la inclusion



de éste. Estas diferencias atafien tanto al dia 0, aspecto que se refleja en el % captado, como al
dia 90, mostrado en el % perdido y, por tanto, en la estabilidad de la formula. En las primeras
24 horas resaltan las formulas 1,4 (series [ y III) y 3,6 (series II oleosa, II acuosa y III). A
pesar de la similitud en el porcentaje de AT captado a las 24 horas tras la elaboracion de los
liposomas la presencia de colesterol en las féormulas 4 y 6 las capacita para retener mayor
cantidad de AT tras 90 dias, hecho que se ratifica con diferencias estadisticamente

significativas.

CUADRO XXIV

Serie | 0.89%/2.23% 2.33%/4.11% 7.71%/3.27%
Serie Iloleosa 9.6%/9.6% 6.08%/5.64% 2.80%/0.59%
Serie
5.28%/4.39% 13.71%/13.71% | 10.15%/11.03%
ITacuosa
Serie 111 1.77%/2.21% 7.21%/6.76% 2.20%/2.20%
Serie IV 2.83%/2.84% 8.29%/11.83% 4.86%/3.97%

A pesar del descenso en la encapsulacion del corticoide, esta sigue siendo elevada sobre
todo para las formulas 4 (maximo valor) de las diferentes series; y oscilan entre el 89.85% en
la serie I seguida por las series IV, III y II oleosa hasta un 65.74% para la II acuosa. La

formula 6 es la que menos encapsula en todos los casos.



También en estas formulas con colesterol, el porcentaje captado disminuye a medida que

aumenta la concentracion de fosfatidilcolina.

Los valores maximo y minimo de porcentaje captado, se repiten en todas las series, siendo
estos los de las formulas 1 y 6, respectivamente (con diferencias significativas comprobadas

en todas las series).

Los valores de captacion iniciales sirven de base para evaluar la estabilidad a lo largo del
tiempo. Cada 15 dias, durante los 3 meses de estudio, se ha calculado el porcentaje de
corticoide captado por los diferentes liposomas elaborados. Por diferencia entre el tanto por
ciento captado en el dia 0 y el evaluado en dia sucesivos, se determina el porcentaje de agente
liberado o perdido por las vesiculas lipidicas. Las medias aritméticas de dichos valores se

recopilan en los cuadros XXV a XXIX, para cada formula, serie y temperatura ensayada.

CUADRO XXV-SERIE |



Temperatura | 4°C |25°C |4°C |25°C [4°C |25°C |4°C |25°C [4°C [25°C [4°C |25°C
Dias % AT perdido
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 488 | 5.77 0 | 089|266 3.10 | 045|044 | 841 | 578 | 0.87 | 0.44
30 488 | 5.77 0 1.33 [ 2.66 | 3.10 | 0.9 | 0.44 | 841 | 6.22 | 1.31 | 0.89
45 488 | 7.1 0 | 222|266 532 | 09 | 089 | 887 | 622 | 2.2 | 443
60 6.65 | 11.53 | 0.89 | 2.22 | 443 | 577 | 09 | 0.89 | 10.2 | 7.55 | 3.53 | 8.2
75 6.65 | 1552089 | 222 | 621 | 6.2 |2.67 | 0.89 | 10.64| 7.55 | 53 | 9.76
90 21.72 | 21.73 | 3.55 | 4.88 [ 9.31 | 11.09 | 8.43 | 8.87 | 10.64 | 11.54 | 7.52 | 9.76

CUADRO XXVI-SERIE Il oleosa

Temperatura | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C
Dias % AT perdido

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 089 | 1.77 0 1.33 | 2.21 | 3.11 0 0.45 | 0.89 | 0.89 | 1.78 | 0.88
30 1.33 | 1.77 | 0.89 | 1.33 | 3.54 | 488 | 0.44 | 1.78 | 6.21 | 3.99 | 2.66 | 2.65
45 1.77 | 2.22 | 0.89 | 2.22 | 3.54 | 488 | 0.89 | 2.66 | 8.88 | 7.54 | 3.55 | 4.43
60 1.77 | 2.66 | 1.33 | 2.22 | 443 | 488 | 3.55 | 3.11 | 1553 [ 14.19 | 577 | 6.2
75 222 | 3.1 | 133|222 | 532 | 488 | 444 | 444 | 17.74 | 14.19| 8.87 | 11.08
90 7.98 | 11.09 | 1.33 | 2.22 | 6.65 | 11.09 | 4.44 | 4.88 | 19.96 | 20.4 | 13.74 | 16.84

CUADRO XXVII-SERIE Il acuosa




Temperatura | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C
Dias % AT perdido

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0451178 | 0 |1.77 | 134 | 2.22 0 2.66 0 0.89 | 2.21 | 2.66
30 133311 0 ]399 4 444 1443 | 443 | 1331 | 17.74 | 487 | 6.21
45 2221399044444 | 444 | 444 | 621 | 886 | 17.74 | 22.18 | 798 | 843
60 444 1532|044 444 | 577 | 887 | 798| 102 | 17.74 | 26.62 | 12.85 | 15.08
75 6.66 | 7.1 1044|444 | 666 | 11.97 | 8.86| 11.97 | 19.96 | 26.62 | 1596 | 19.5
90 932 | 11.8 | 1.77 | 444 [ 13.31 | 15.97 | 8.86 | 15.08 | 22.18 | 31.05 | 20.39 | 23.95

CUADRO XXVIII-SERIE 111

Temperatura | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C
Dias % AT perdido

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 399 | 4.88 0 1.33 4 2.66 0 2.2 | 088 | 0.88 | 0.88 | 1.77
30 399 | 4.88 0 2.66 | 488 | 2.66 | 1.37 | 443 | 1.33 | 1.77 | 0.88 | 3.1
45 444 | 8.42 0 355 | 488 | 3.55 | 1.37 | 532 | 222 | 2.66 | 2.21 | 3.1
60 5.33 | 9.31 0 532|494 | 355 | 1.77 | 6.2 | 222 | 2.66 | 398 | 6.2
75 533 1975|044 | 532 | 577 | 488 | 6.2 62. | 443 | 532 | 517 | 6.5
90 7.54 | 11.53 | 133 | 532 | 7.1 | 754 | 6.2 | 6.65 | 6.65 | 887 | 6.5 | 164

CUADRO XXIX-SERIE IV

Temperatura | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C
Dias % AT perdido

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 1.09 | 0.65 0 0.89 0 0 0.88 0 0.44 0 0 0.44
30 1.09 | 7.54 | 0.89 | 1.77 | 0.45 0 1.33 | 0.44 | 0.89 0 0.89 | 2.66
45 798 | 931 | 222 | 1.77 | 1.78 | 3.99 | 1.77 | 0.88 | 0.89 0 0.89 | 2.66
60 842 | 15.07| 3.55 | 3.55 | 2.66 | 487 | 1.77 | 398 | 3.55 | 3.1 | 1.33 | 3.99
75 9.31 | 1641 4 4 444 | 576 | 1.77 | 398 | 3.55 | 3.1 | 2.66 | 3.99
90 931 | 18.18 | 4 4 5.76 | 9.75 | 4.87 | 6.21 | 577 | 8.42 | 533 | 6.65

Las figuras 34 a 63 representan comparativamente los porcentajes de agente liberado o

perdido por las vesiculas lipidicas, a lo largo de los 90 dias de estudio, tras su conservacion a



temperatura ambiente (20-25°C) y a temperatura de refrigeracion (4°C), para cada serie

elaborada. Las figuras 64 a 68 resumen las seis formulas para cada serie.
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2.2.2.- Discusién

En base a los datos aportados por este estudio de estabilidad, las muestras conservadas a
temperatura inferior a la ambiente (4-6°C) han experimentado de forma general, una pérdida o
fuga estadisticamente significativa menor del agente captado inicialmente por las vesiculas
lipidicas, a lo largo del periodo de estudio (90 dias). Dicha reduccion en el porcentaje de
acetonido de triamcinolona perdido se ha constatado en las seis formulaciones ensayadas de
las cinco series (figuras 34 a 63), tras comparar los valores experimentales de

agente



encapsulado y perdido, evaluados a temperatura de refrigeracion y a temperatura ambiente.
No obstante hemos de puntualizar las excepciones siguientes para la formula 2: 0 y 30 dias
(Series 1, II oleosa, II acuosa y III), 60 y 90 dias (series 1 y III), y 60 dias (serie II acuosa). De
cualquier forma es 16gico pensar que en el dia 0 no existan diferencias significativas ya que la
influencia de la temperatura no se hara notar hasta transcurridos 15 dias, a partir de los cuales

si aparecen diferencias estadisticamente significativas.

De lo anterior se deduce la influencia de la temperatura de conservacion sobre la
estabilidad del sistema, de tal manera que los liposomas mantenidos a baja temperatura (4-
6°C) poseen una estabilidad mayor, con menor difusion prematura del principio activo a través

de la pared.

Analizando la influencia de los componentes basicos del sistema (lipidos y colesterol)
sobre la estabilidad indican en primer lugar, que las férmulas elaboradas con mayor
concentracion de fosfolipido (féormulas 3 y 6) han presentado una cantidad mas elevada de

principio activo libre al final del estudio, para las temperaturas y series ensayadas.

Asimismo, se han observado diferencias debidas a la presencia o no de colesterol. Las
férmulas elaboradas con dicho esterol (formulas 4, 5 y 6) pierden menor cantidad de agente
captado a lo largo de los tres meses de estudio, en comparacién con aquellas que no lo
incorporan a su formulacion (férmulas 1, 2 y 3, respectivamente). Estas apreciaciones se
repiten en todos los casos tanto a temperatura ambiente, como a temperatura de refrigeracion.
Los tnicos datos que no revelaron diferencias estadisticamente significativas se reducen a los

correspondientes a 90 dias para las formulas 2 y 5 de la serie I a 4°C,

Resulta relevante destacar la formulacion niimero 4 constituida por PC:CH:AT en relacion
molar 1:0.5:1. Conservada en frio, mantiene retenido el principio activo durante 15 dias (series

IT oleosa y 1V), 30 dias (serie II acuosa), 45 dias (serie I) y 60 dias (serie III), con pérdidas



hasta ese momento del 0%. A temperatura de 25°C, se ha retenido siempre hasta el dia 15.
A

los 90 dias y a temperatura de refrigeracion, los porcentajes de corticoide perdidos por dicha
formula han oscilado entre el 1.33% para la serie III (figura 53) y el 4,44% para la serie II

oleosa (figura 41), inferiores a los constatados para el resto de las formulas elaboradas.

Estos resultados serian consecuencia del papel desarrollado por el colesterol sobre la
permeabilidad de las bicapas lipidicas. Su incorporacién al sistema parece ser que reduce la
formacion de poros en las membranas liposomiales y, por tanto, la liberacion prematura del

principio activo ( VIRTANEN, 1995 ).

Su efecto se traduciria en un descenso de la permeabilidad de los farmacos a través de la

bicapa, ya que posee efectos herméticos ( Mc MULLEN y cols., 1993 ).

Como se ha indicado, se han elaborado diferentes series de muestras con antioxidante y/o
conservador, al objeto de constatar su posible influencia sobre la estabilidad del sistema. En
concreto, se han disefiado dos series de muestras que incorporan en su composicion, ademas
de los componentes basicos, un antioxidante (vitamina E). La serie II oleosa (figuras 40 a 45)
esta elaborada con vitamina E en estado oleoso, la cual se adiciona durante la preparacion a la
fase organica ( VEMURI y RODEES, 1995 ). Por el contrario, la serie II acuosa (figuras 46 a
51) esta constituida por vitamina E en solucion acuosa coloidal e incorporada a la fase acuosa

del sistema liposomial.

Las formulas correspondientes a la serie II oleosa presentan un porcentaje de agente
encapsulado en el dia 0 sensiblemente superior al determinado por la serie II acuosa (cuadro
XIX). Igualmente, las pérdidas observadas durante el periodo de estudio han resultado
inferiores en las muestras que incorporan vitamina E liposoluble. Estas diferencias se aprecian
especialmente en las formulaciones 3, 5 y 6 (figuras 40 a 45). Resumiendo, se considera mas

adecuado el empleo de este antioxidante en solucion oleosa, al resultar las formulas con mayor



grado de captacion y mayor estabilidad, en lineas generales, que las elaboradas con vitamina
E
en solucion acuosa. Por todos estos motivos, se ha estimado conveniente combinar la vitamina

E liposoluble con el conservador (Phenonip®) para la elaboracion de la serie I'V.

Las seis formulas de la serie IV han sido comparadas con sus respectivas del resto de las
series resultando todas diferentes a excepcion de la formula 3 de la serie III con idéntica de la

serie IV.

Los datos aportados por esta ultima serie manifiestan un grado de captacion en el dia 0
superior al observado para las muestras solo con antioxidante (serie II oleosa) o solo con

conservador (serie III), y similar a la serie I (cuadro XVIII).

Asimismo, finalizando el periodo de ensayo, los valores de porcentaje de corticoide
perdido por los liposomas han resultado similares, en algunos casos, para las series Il oleosa,
IIT y IV, e inferiores a los detectados para las muestras sin conservador, ni antioxidante (serie
I). Incluso las muestras correspondientes a las formulas 3 y 6 elaboradas con vitamina E y
Phenonip® (serie IV) manifestaron una liberacion de agente retenido menor a la constatada

para las otras series.

Estos datos revelan un incremento de la estabilidad del sistema tras la adicion de
conservador y antioxidante, y almacenamiento a temperatura de refrigeracion (4-6°C) en
ausencia de la luz, asi como un adecuado grado de captacion de corticoide por parte de los

liposomas asi disefiados.



2.3.- CARACTERIZACION

2.3.1.- Microscopia electronica de transmision

Se han caracterizado los liposomas estudiados mediante microscopia electronica de
transmision, al objeto de obtener informacion sobre su estructura, dimensiones y grado de

agregacion.

Las figuras 69 a 99 son un ejemplo representativo de la misma y corresponden a
suspensiones de vesiculas lipidicas portadoras de acetdonido de triamcinolona tefiidas con

acetato de uranilo al 2% ( tincion negativa ).

En los cuadros XXX a XXXIV, se incluyen los valores medios de tamafio de particula
(um) evaluados para las seis formulaciones ensayadas y las cinco series disefadas,
acompanados de sus respectivas desviaciones estandar. Los didmetros han sido determinados,
en el momento de la elaboracion y transcurridos 30, 60 y 90 dias de la misma, al objeto de
comprobar la influencia del paso del tiempo en las dimensiones de estos vectores. El ntimero
de medidas efectuadas han sido de 100 por féormula, serie y por periodo de tiempo. Las
muestras se han conservado a temperatura de refrigeracion (4-6°C) y protegidas de la luz hasta
el momento de la caracterizacion. No obstante, también se han caracterizado muestras
mantenidas a temperatura ambiente (20-25°C), a los 90 dias de su preparacion, y
correspondientes a las series I (sin antioxidante, ni conservador) y II acuosa (con vitamina E

en solucion acuosa).



CUADRO XXX SERIE I

FORMULA 1 4 2 5 3 6
Tiempo Tamafio de particula medio + Desviacion Estandar
0 0.45+0.13 | 0.42+0.31 0.19+0.17 | 0.57+0.13 | 0.6+0.17 | 0.46%0.08
30 0.53+0.17 | 0.46+0.14 0.24+0.26 | 0.77+0.31 | 0.99+0.35 | 0.69+0.14
60 0.35+0.14 | 0.17+0.06 0.25+0.04 | 0.23+0.09 | 0.57+0.27 | 0.37+0.14
Temperatura
4°C 0.88:0.33 0.52+0.16 0.38+0.16 0.66+0.2 0.24+0.14 0.71+0.62
90
25°C | 1.06+0.53 0.73+0.28 0.81+0.23 0.77+0.27 0.12+0.05 1.07+0.45
CUADRO XXXI SERIE Il oleosa
FORMULA 1] 4 | 2 | s | 3 6
Tiempo Tamario de particula medio + Desviacion Estandar
0 0.078+0.02 0'023;0'01 0.14+0.07 | 0.24+0.15 | 0.25+0.13 | 0.39+0.27
30 0.24+0.11 | 0.44+0.085 | 0.22+0.13 | 0.28+0.08 | 0.72+0.12 | 0.2+0.13
60 0.06+0.02 | 0.42+0.12 0.49+0.5 0.6+0.21 0.1+0.03 |0.098+0.05
90 0.15:0.04 | %992901 10124012 | 0.08:0.025 | 0.096:0.01 | 0.05:0.02
CUADRO XXXIlI SERIE Il acuosa
FORMULA 1 | 4 | 2 | 5 | 3 | 6
Tiempo Tamafio de particula medio + Desviacion Estandar
0 0.15+0.07 | 0.2+0.11 | 0.31+0.15 | 0.27+0.09 | 0.11+0.05 | 0.35+0.14
30 0.1+0.05 | 0.15+0.07 | 0.11+0.05 | 0.082+0.06 | 0.1+0.03 | 0.096+0.057
60 0.44+0.14 | 0.33+0.08 | 0.41+0.07 | 0.64+0.15 | 0.19+0.09 0.9+0.32
Temperatur
a
4°C 0.2240.2 0.71+0.27 | 0.24+0.09 0.6+0.26 0.7+0.25 0.47+0.15
a0
25°C |  16:0.92 0.97+0.2 | 2.15:0.91 | 0.99:0.35 | 0.074:0.04 0.78:0.3




CUADRO XXXl SERIE I

FORMULA 1 4 2 5 3 6
Tiempo Tamario de particula medio + Desviacion Estandar
0 0.34+0.23 0.18+0.08 0.27£0.19 0.294£0.12 0.12+0.06 0.21+0.12
30 0.2940.19 1.05+0.39 0.57+0.24 0.32+0.18 0.46+0.22 0.42+0.09
60 0.17£0.042 0.4+0.16 0.3+0.24 0.33£0.07 0.194+0.05 0.620.16
90 0.07£0.024 | 0.16+0.11 0.2840.3 0.03£0.037 | 0.084+0.03 | 0.094+0.06
CUADRO XXXIV SERIE IV
FORMULA 1 4 > 5 3 6
Tiempo Tamario de particula medio £ Desviacion Estandar
0 0.25+0.13 0.40+0.10 0.37£0.16 0.18+0.17 0.36%0.18 0.38%£0.16
30 0.5+0.14 0.42+0.18 0.46+0.14 0.52+0.19 0.49+014 0.52+0.06
60 0.27+0.27 0.45+0.17 0.28+0.12 0.3+0.11 0.39+0.09 0.49+0.07
90 0.16+0.06 0.31+0.14 0.31+0.16 0.29+0.07 0.34+0.17 0.42+0.13

2.3.2.- Discusion

La caracterizacion de los liposomas multilaminares elaborados, mediante tincion negativa y

microscopia electronica de transmision (TEM), ha aportado resultados muy satisfactorios. La

técnica seleccionada ha permitido constatar la formacion de vesiculas lipidicas plurilaminares

en todas las formulaciones ensayadas, denotando la eficacia del método de elaboracion

empleado. Asimismo, ha aportado informacion sobre la estructura, dimensiones y estabilidad

de estos transportadores de medicamentos.




La figura 69 corresponde a una microfotografia tomada a 140000 aumentos, de una
suspension de liposomas multilaminares constituidos por PC:AT en relaciéon molar 1:1 a las 24
horas de elaboracion. Estos vectores poseen un didmetro medio de 0.45+0.13 um. En la figura
se visualizan las bicapas fosfolipidicas alternando con compartimentos acuosos, asi como una
zona central polar. La difusion del colorante utilizado (acetato de uranilo al 2%) revela la
existencia de regiones transparentes al bombardeo electronico (zonas a las que el colorante no

ha podido acceder) y zonas electrodensas que denotan la presencia del metal pesado.

Figura 69

Por ello, las capas hidrofobas de las vesiculas se comportan como transparentes, mientras
que las partes polares, concéntricas a las anteriores, corresponden a las zonas electrodensas,

oscuras a nuestra percepcion.

Esta estructura multilaminar, caracteristica de los liposomas, se sigue manteniendo con el
paso del tiempo en la mayor parte de los casos, tal y como se observa en las figuras 70 y 71
(40000 x), correspondientes a la formula 2 (serie IV) y formula 5 (serie II oleosa)

transcurridos 60 y 90 dias desde su elaboracion, respectivamente.



Figura 70 Figura 71

Las figuras 72 y 73 reflejan el estado de agregacion y la forma de liposomas elaborados
con PC:AT en proporcion molar 2:1 (formula numero 2) en el momento de la preparacion

(140000x ) y a los 30 dias ( 30000x ), respectivamente.

Figura 73

Figura 72

Se ha comprobado como el didametro medio de liposomas individualizados varia levemente

de una muestra a otra (0.19+0.17um y 0.24+0.26pum), asi como sus caracteristicas de



estabilidad. Se aprecia en la figura 73 como a los 30 dias las vesiculas se van agregando
progresivamente unas a otras, perdiendo su individualidad. Este hecho contribuye, junto a
otros factores, a la modificacion de las caracteristicas de permeabilidad de la pared, facilitando

la pérdida de acetonido de triamcinolona captada por el vector.

En cambio, cuando se incluye colesterol en la matriz lipidica de la formula anterior
(PC:CH:AT 2:1:1) la agregacion es sensiblemente menor transcurridos 30 dias desde la
elaboracion ( figura 74; 12000x ). En este caso si se apreciaron diferencias significativas en
los diametros medios con el paso del tiempo, obteniéndose
valores entre 0.57£0.13um (0 dias) y 0.77£0.31pum (30
dias). De lo anterior se deduce que los cambios en la
estructura y morfologia de los liposomas se reducen en parte

gracias a la incorporacion de dicho esterol.

Figura 74

En todas las series, las formulas con colesterol se caracterizan por presentar un menor
indice de rotura de las vesiculas y un contorno mas liso; las elaboradas sin colesterol

manifiestan en algunos casos rugosidades y poros en sus bicapas lipidicas (figuras 75 y 76).

Figura 75 Figura 76



En cuanto a la influencia de la temperatura, los liposomas conservados a 25°C suelen
destruirse con mayor facilidad que los mantenidos a temperatura de refrigeracion, como se

aprecia en las figuras 77 y 78 (férmula 1-serie I) tomadas a los 90 dias de su elaboracion.

Figura 77 (Férmula 1-4°C) Figura 78 (Férmula 1-25°C)

En otros casos, el grado de fusion vesicular es apreciable (figuras 79 y 80) (férmula 4-serie

0.

Figura 79

Figura 80



Al analizar la incidencia del antioxidante sobre la estabilidad del liposoma, las férmulas

elaboradas con vitamina E oleosa (figuras 81, 82 y 83) mantuvieron una estructura mas

definida que las formulas tradicionales (serie I), conservadas a 4°C.

Figura 81 (30 dias) Figura 82 (60 dias) Figura 83 (90 dias)

No ocurre lo mismo a 25°C, donde el grado de agregacién de las vesiculas lipidicas es

considerable (figura 84).

Figura 84



Los mejores resultados aportados por la caracterizaciéon microscOpica corresponden a la
serie IV. En este caso, se aprecian diferencias a considerar en cuanto a fusion y morfologia
con la serie I (figuras 85 a 90). La adicion conjunta de conservador y antioxidante podria ser la
causa de que las vesiculas conserven un mayor grado de individualidad y una forma mas

esférica durante el periodo de estudio.

Figura 89 (Férmula 1-60 dias)



Las ultimas microfotografias seleccionadas son un ejemplo representativo de los efectos que
ocasiona el paso del tiempo sobre la estructura y estabilidad del sistema transportador. A
simple vista podemos ver el cambio producido sobre la membrana del liposoma: lisa y
uniforme a los 30 dias de su elaboracion (figura 91) y extremadamente rugosa a los tres afos

(figura 92).

Figura 91 Figura 92

Igualmente la figura 93 revela un elevado grado de destruccion de las vesiculas,
transcurrido un afio (férmula 6-seriel).Estas han adquirido un aspecto rugoso, replegadas en si
mismas y con un contenido acuoso aparentemente menor. Este efecto resultdé menor en las

formulas de la serie IV (figura 94).

Figura 93 Figura 94



Para finalizar y como ejemplo ilustrativo de la incidencia de los componentes de la
formulacién en la estabilidad del sistema, se compara la morfologia y estado de agregacion de
formulas sin colesterol correspondientes a las serie I (figuras 95 y 96) y serie IV (figura 97), y
formulas con colesterol de ambas series (figuras 98 y 99), transcurridos 3 afios desde su

elaboracion y conservadas a 4°C.

Figura 95

Figura 97

Figura 98 Figura 99



El estudio de caracterizacion de los liposomas ha incluido, ademas de su visualizacion

microscopica, la determinacion del tamafio de particula.

Los datos experimentales obtenidos tras la caracterizacion se han sometido, al igual que en
el estudio de estabilidad, a un tratamiento estadistico determinandose las varianzas intra e

intergrupos y el test de Fisher ( LSD ) para un nivel de confianza del 95.00%.

El objeto de este analisis es evaluar la posible incidencia sobre el tamafio final de las
vesiculas lipidicas de los componentes de la formulacion, de las concentraciones de los
mismos, de la temperatura de conservacion, asi como de la presencia de vitamina E y/o de

phenonip.

Al analizar la incidencia que podria tener la concentracion de fosfatidilcolina sobre el
tamafo inicial de estos vectores, de los tres valores evaluados para la serie I (cuadro XXX),
los mejores resultados han sido aportados por la formula 2, con una concentracion de
fosfolipido equivalente a 0.46mmoles/100ml. En este caso el diametro medio fue de 0.19um +
0.17, significativamente menor a los calculados para las otras dos formulas (nimero 1:

0.45um % 0.13 y namero 3: 0.60pum £ 0.17.

Asimismo, se ha constatado por las medidas efectuadas que, de manera general en todas las
series y transcurridos 30 dias desde la elaboracion los liposomas experimentan un incremento
de su diametro medio, comprobado estadisticamente. No ocurre lo mismo en las formulas 1, 3
y 4 de la serie con vitamina E en solucidon acuosa, en las que los diametros entre el dia 0 y el
30 son estadisticamente similares. Igualmente, se aprecia como la bicapa mas externa se
vuelve mas rigida, lo que fomentaria la formacion de poros conducentes a una prematura
liberacion del principio activo. Las féormulas con colesterol también aumentan de tamafio al
dia 30. No obstante, gracias al esterol, sus bicapas serian mas fluidas y la formacion de poros

menor.



A veces la diferencia de tamafio entre intervalos de tiempo no varia como ocurre en la formula

4 en todas las series, a excepcion de la serie IV, constatado estadisticamente.

Las dimensiones de los liposomas se incrementan aiin mas a los 60 dias de su preparacion
en el caso concreto de todas las formulas correspondientes a la serie Il acuosa (cuadro XXXI),
las formulas 2, 4 y 5 de la serie II oleosa (cuadro XXXII) y la 1, 5 y 6 de la serie III (cuadro
XXXIII). A partir del primer o segundo mes, segun los casos, las vesiculas disminuyen de

tamafio, se arrugan.

Las formulas se han conservado a 4°C, efectuando posteriormente su caracterizacion. No
obstante, algunas férmulas se almacenaron también a temperatura ambiente (20-25°C) al
objeto de comprobar su incidencia sobre el tamafio del sistema. Todas las formulas en las 2
series analizadas poseen diferencias estadisticamente significativas al comparar ambas

temperaturas.

Asi, las series estudiadas (I y II acuosa) a 25°C poseen un crecimiento mas elevado y a
veces desmesurado (cuadros XXX y XXXII), excepto la féormula 3 que presenta un tamafio

inferior a los 90 dias de su elaboracion.

A fin de analizar la incidencia del antioxidante y/o conservador sobre el tamafo de
particula de estos vectores, en el siguiente cuadro se han incluido las diferencias detectadas en
el diametro medio para cada formula, entre el dia 0 y el 90 (valores positivos cuando

aumentan de tamafio y negativos cuando disminuyen):



CUADRO XXXV

F1 F4 F2 F5 F3 Fé6
Seriel
0.43/0.61 0.1/0.31 0.19/0.62 0.09/0.2 -0.36/0.48 | 0.25/0.61
4°C/25°C
Serie
0.072 0.059 -0.02 -0.016 -0.15 -0.34
Ilole
Serie

[Tacu 0.07/1.45 | 0.51/0.77 | -0.07/1.84 | 0.33/0.72 | 0.59/-0.036 | 0.12/0.43

4°C/25°C
Serie 11 -0.28 -0.02 0.01 -0.25 -0.036 -0.11
Serie V -0.09 -0.09 -0.06 0.11 -0.02 0.04

Efectivamente, las diferencias minimas de tamafio entre los dias 0 y 90 que se dan en
algunas formulas se ratifican estadisticamente comprobando que no existen diferencias

significativas.

Ya sea porque aumenten o finalmente disminuyan de tamafio, los liposomas de las series II
oleosa, III y IV no cambian tanto como las series I y II acuosa (con tamafios finales mas
elevados que el resto), hecho que se refleja en las grandes pérdidas de agente captado de estas
dos series. Es decir las propiedades antioxidantes de la vitamina E liposoluble y las
propiedades antifiingicas y antimicrobianas del Phenonip® contribuyen a que los liposomas

mantengan tamafos semejantes a los de su elaboracion.

A los 90 dias las diferencias de tamafio entre las formulas de la serie I y II oleosa son
estadisticamente significativas. Asimismo, a los 90 dias los tamafios de las formulas con

colesterol son diferentes a excepcion de las formulas 2 y 5 (para todas las series).



Los datos de liberacion junto con los tamafios presentados por este estudio, sugieren que
tras tres meses de almacenamiento, los liposomas empiezan a perder su integridad fisica; no
solo se pierde agua, sino que también se rompen las bicapas externas, se liberan fosfolipidos y
los liposomas son cada vez mas pequefios y por tanto queda menos principio activo en su

interior. No obstante, estos fenomenos se reducen en la serie IV (antioxidante y conservador).

24.- LIBERACION “IN VITRO” DE ACETONIDO DE TRIAMCINOLONA
ENCAPSULADO Y LIBRE DESDE EXCIPIENTE

2.4.1.- Datos experimentales

Uno de los principales inconvenientes del uso topico de los liposomas es la naturaleza
liquida de la preparacion. Para resolver el problema, se suelen incorporar a un vehiculo
apropiado que le proporcione la viscosidad adecuada, sin afectar negativamente a la liberacion

cutanea del principio activo encapsulado.

Con objeto de disefiar una forma adecuada para la administracion topica de los liposomas
ensayados, se han seleccionado diferentes excipientes (gel, crema), estudiandose la liberacion
“in vitro” del acetonido de triamcinolona desde los mismos. Para ello se ha efectuado la
incorporacion del farmaco, en forma libre, a los excipientes, determinandose la cantidad de
principio activo liberado en funcion del tiempo. Paralelamente, se ha realizado idéntico
estudio con suspensiones de liposomas multilaminares portadores de corticoide, solos e

incorporados al gel y a la crema elegidos.

La derterminacion de la cantidad de acetoénido de triamcinolona liberado se ha realizado
mediante medidas espectrofotométricas a la longitud de onda correspondiente al maximo de

absorcion del corticoesteroide en agua (24 1nm).



La ecuacion de la recta de ajuste obtenida por minimos cuadrados es igual ay = a + bx ;
siendo “y”, la absorbancia y”’x”, la concentracion de acetonido de triamcinolona (mg/100ml),

“a”, la ordenada en el origen y “b” la pendiente de la recta.

El cuadro XXXVI muestra los resultados obtenidos para la construccion de una de las
rectas de regresion asi como la ecuacion y coeficiente de correlacion. La figura 100

corresponde a la representacion grafica de la curva de calibrado.

CUADRO XXXVI
Regresion lineal AT/Agua (V/V) (n=20)

X Y X XY
0.025 0.1 0.000625 0.0025
0.5 0.19 0.25 0.095
0.75 0.3 0.5625 0.225
1.0 0.3 1.00 0.33
1.25 0.4 1.5625 0.5125
1.5 0.55 2.25 0.825
1.75 0.61 3.0625 1.0675
2.0 0.73 4.00 1.46
2.25 0.76 5.0625 1.71
2.5 0.9 6.25 2.25
2.75 0.95 7.5625 2.6125
3.0 1.06 9.00 3.18
3.25 1.09 10.5625 3.5425
3.5 1.267 12.25 4.4345
3.75 1.293 14.0625 4.8487
4.0 1.432 16.00 5.728
4.25 1.516 18.0625 6.443
4.5 1.558 20.25 7.011
4.75 1.63 22.5625 7.7425

50 171 25 @ _855
2=52.275 2=18.386 2=179.31 2=62.57

Ecuacion: y = 0.341608x + 0.0251634 / riesricos = 0.4438 (0.05), 0.5614 (0.01) y 0.6788 (0.001)

Texperimental = 0.998



REGRESION LINEAL
ACETONIDO TRIAMCINOLONA/AGUA

Absorbancia

Concentracion (mg/100ml)

Figura 100

Los datos experimentales derivados de la liberacion “in vitro” del acetonido de
triamcinolona, en forma libre (para n= 6), desde los excipientes seleccionados se incluyen en

el cuadro XXXVII, y se expresan en mg/100ml.

CUADRO XXXVII
Tiempo Gel Crema
5’ 0 0,04+0.001
10’ 0 0,22+0.017
15' 0,035+0.005 0,60+0.025
20 0,035+0.005 0,60+0.013
25’ 0,020+0.003 0,60+0.011
30’ 0,120+0.014 0,83+0.018
1h 0,730+0.052 0,89+0.009
2h 1,190+0.030 0,95+0.011
3h 1,440+0.024 1,33+£0.018
4h 1,670+0.017 1,5440.011
5h 1,810+0.011 1,5440.015
8h 2,000+0.052 1,9740.031
24h 2,000+0.022 2.00+0.011




En el estudio de la liberacion “in vitro” del corticoide encapsulado se han ensayado las
seis formulaciones de liposomas multilaminares, al objeto de determinar la influencia de los

componentes de la formulacion y de las concentraciones de los mismos.

El ensayo de liberacion se efectua para cada formula, en forma de suspension fluida, y
también incorporada a un gel y a una crema. Las determinaciones se realizan durante las
primeras 24 horas y al cabo de 7 y 14 dias desde su elaboracion, con el fin de comprobar la
incidencia de la estabilidad del sistema sobre la liberacion. El nimero de muestras elaboradas

por formula y excipiente ha sido de 6.

Los resultados derivados de esta investigacion se incluyen en los cuadros XXXVIIl a XL y
corresponden a cantidad de corticoide liberado expresada en tanto por ciento. Dichos
resultados se obtienen a partir de los datos de absorbancia proporcionados por la muestra en
cuestion. Por diferencia con los valores de absorbancia correspondientes al excipiente solo, a
los liposomas vacios y a las pérdidas de farmaco derivadas del método de elaboracion, se
obtiene el valor correspondiente a aceténido de triamcinolona liberado. El nimero de medidas
efectuadas ha sido 6. Las figuras 101 a 109 corresponden a la representacion grafica del
porcentaje de corticoide liberado en funcion del tiempo. En el cuadro XLI se resumen los

anteriores.



CUADRO XXXVIII

FORMULA 1 4 2 5 3 6
PC:CH:AT 1:0:1 1:0.5:1 2:0:1 2:1:1 3:0:1 3:1.5:1
TIEMPO MediatDesviacion Estandar (% AT LIBERADO DESDE SUSPENSION)
1H 3.0040.025 14.19+0.94 | 23.25+0.53 | 41.11+1.68 | 25.08+0.67 | 25.23+1.01
8 3 2 0 1
oH 6.85+0.366 15.66+0.53 | 27.64+0.30 | 44.04+2.23 | 30.94+0.55 | 34.02+1.09
4 8 2 9 6
3H 12.71+0.31 | 21.51+0.42 | 32.03+0.54 | 48.43+1.36 | 38.26+0.48 30.871.491
2 3 5 7 8
18.56+0.80 | 24.44+0.58 | 36.42+0.41 | 48.43+0.55 | 44.11+0.50 | 45.73+£1.26
4H
6 5 8 4 6 7
24.42+0.59 | 30.30+0.43 | 40.81+0.77 | 52.82+0.84 | 48.50+0.52 | 50.12+1.71
5H
0 5 4 1 8 1
39.05+0.58 | 42.00+0.93 | 55.45+1.98 | 60.14+3.14 | 63.14+0.79 | 63.29+1.33
8H
5 5 3 7 8 1
54.79+0.23 | 52.25+0.90 | 71.55+0.49 | 67.46+0.47 | 89.49+0.77 | 88.17+0.30
24H
5 1 1 7 5 8
e 58.08+0.43 | 53.7140.53 | . ., ., oo | 70.4040.34 | 92.4140.46 | 91.10+0.44
FORMULA 1 4 2 5 3 6
PC:CH:AT 1:0:1 1:0.5:1 2:0:1 2:1:1 3:0:1 3:1.5:1
TIEMPO MediatDesviacion Estandar (% AT LIBERADO desde Crema)
1H 0.00 0.00 0.00 3.06+0.388 0.00 0.00
oH 0.00 5 4040527 14.47410.63 17.708J_ro.64 0.00 16.453J_r0.79
3H 8.32+0.587 | 9.80+0 553 20.327J_r0.44 25.OO7J_rO.89 16.300J_r0.99 16.4E§_r1.03
15.63+0.77 | 20.05+0.83 | 27.64+0.85 | 27.94+0.73 | 23.62+0.45 | 28.16+0.38
4H
3 3 3 9 6 2
22.95+0.52 | 27.37+0.41 | 33.49+0.67 | 32.30+0.57 | 30.94+0.67 | 38.41+1.16
5H
4 6 6 9 1 3
30.27+0.65 | 34.69+0.40 | 39.35+0.95 | 39.65+0.51 | 38.26+0.24 | 42.80+0.36
8H
5 4 9 6 2 0
41.98+1.50 | 40.54+0.58 | 49.59+0.90 | 48.43+0.55 | 51.43+0.46 | 48.65+0.67
24H
4 5 7 1 1 1
50.76+1.18 | 46.40+0.73 | 56.91+1.07 | 52.82+0.33 | 60.21+0.64 | 55.97+0.85
7DIAS
4 8 2 5 1 7
55.15+0.54 | 49.32+0.37 | 64.23+0.74 | 60.14+0.62 | 69.00+0.46 | 63.30+0.82
14DIAS 5 0 9 5 6 5

Cu
AD

XX
Xl



CuU
AD

XL

FORMULA 1 4 2 5 3 6
PC:CH:AT 1:0:1 1:0.5:1 2:0:1 2:1:1 3:0:1 3:1.5:1
TIEMPO Mediat+Desviacién Estandar (% AT LIBERADO DESDE GEL)
1H 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2H 0.00 0.00 4.2+0.570 | 6.00+0.707 0.00 0.00
3H 91940752 12.15+0.44 | 21.20+0.79 | 21.50+0.34 | 14.25+0.61 | 15.87+0.81
1 2 0 7 0
4H 14.9+1.841 23.70+0.39 | 26.91+0.21 | 28.67+0.32 | 30.21+0.76 | 31.82+0.44
6 2 7 8 9
22.22+0.92 | 29.56+0.59 | 37.15+1.85 | 38.92+0.78 | 41.92+0.32 | 43.53+0.52
5H
0 0 4 1 3 3
31.73+1.10 | 37.61+0.40 | 40.81+0.18 | 41.11+0.62 | 45.58+0.98 | 45.73+0.68
8H
7 6 3 1 2 6
43.444+0.48 | 42.00+0.99 | 51.06+0.36 | 49.89+0.95 | 54.35+0.91 | 51.58+0.34
24H
5 6 3 4 6 5
56.61+0.33 | 47.86+0.96 | 67.15+0.52 | 57.21+0.54 | 73.39+0.62 | 66.21+0.54
7DIAS
5 2 0 7 0 1
63.93+1.07 | 55.16+0.31 | 75.94+0.72 | 67.46+0.66 | 80.70+1.53 | 73.54+1.07
14DIAS 0 6 9 1 5 5

CUADRO XLI




Formula 1

O suspension
m gel
Ccrema

Figura 101

ﬁg?‘gg% TIEMPO | 1 | 2H | 3H | 4H | 5SH | 8H | 24H |7DIiAS | 14DiAS
1 Suspension | 3.90 6.85 | 12.71 | 18.56 | 24.42 | 39.05 | 54.79 58.08 73.79
1:0:1 Gel 0.00 0.00 9.19 149 | 2222 | 31.73 | 43.44 56.61 63.93
Crema 0.00 0.00 8.32 | 15.63 | 22.95 | 30.27 | 41.98 50.76 55.15
4 Suspension | 14.19 | 15.66 | 21.51 | 24.44 | 30.30 | 42.00 | 52.25 53.71 59.57
1:0.5:1 Gel 0.00 0.00 | 12.15 | 23.70 | 29.56 | 37.61 | 42.00 | 47.86 55.16
Crema 0.00 5.40 9.80 | 20.05 | 27.37 | 34.69 | 40.54 | 46.40 49.32
Suspension | 23.25 | 27.64 | 32.03 | 36.42 | 40.81 | 55.45 | 71.55 75.94 78.87
2:§:1 Gel 0.00 4.2 21.20 | 26.91 | 37.15 | 40.81 | 51.06 67.15 75.94
Crema 0.00 | 14.47 | 20.32 | 27.64 | 33.49 | 39.35 | 49.59 56.91 64.23
Suspension | 41.11 | 44.04 | 48.43 | 48.43 | 52.82 | 60.14 | 67.46 70.40 73.31
2:?:1 Gel 0.00 6.00 | 21.50 | 28.67 | 38.92 | 41.11 | 49.89 57.21 67.46
Crema 3.06 | 17.70 | 25.00 | 27.94 | 32.30 | 39.65 | 48.43 52.82 60.14
Suspension | 25.08 | 30.94 | 38.26 | 44.11 | 48.50 | 63.14 | 89.49 92.41 96.80
3:3:1 Gel 0.00 0.00 | 14.25 | 30.21 | 41.92 | 45.58 | 54.35 73.39 80.70
Crema 0.00 0.00 | 16.30 | 23.62 | 30.94 | 38.26 | 51.43 60.21 69.00
Suspension | 25.23 | 34.02 | 39.87 | 45.73 | 50.12 | 63.29 | 88.17 91.10 94.00
3255:1 Gel 0.00 0.00 | 15.87 | 31.82 | 43.53 | 45.73 | 51.58 66.21 73.54
Crema 0.00 | 16.45 | 16.45 | 28.16 | 38.41 | 42.80 | 48.65 55.97 63.30
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2.4.2.- Discusion

Del mismo modo que en las experiencias anteriores se ha llevado a cabo un estudio de
Anova, con el objetivo de comprobar la existencia de diferencias en la liberacion del
corticoide (en forma libre y encapsulada) a partir de los tres excipientes ensayados:

suspension, gel y crema.

En primer lugar, este estudio ratifica la no existencia de diferencias significativas en la
cantidad liberada de AT(en forma libre) desde el gel a los 5 y 10 minutos y a partir de las 5
horas hasta las 24. También en el caso de la crema la cantidad de AT(en forma libre) liberada
es igual a los 15, 20 y 25 minutos; y 4 y 5 horas. El analisis estadistico ha puesto de manifiesto

la existencia de diferencias significativas entre el gel y la crema.

Con el fin de comprobar la incidencia de los componentes de las formulas de liposomas, de
la concentracion de fosfolipidos asi como del excipiente usado en la liberacion del principio
activo encapsulado, se ha llevado a cabo idéntico estudio estadistico para cada formula,
excipiente y tiempo. Tanto en la suspension, el gel o la crema, los valores obtenidos en cada

formula para cada intervalo de tiempo han resultado ser estadisticamente diferentes.



Los valores obtenidos muestran una liberacion total del corticoide, en forma libre
(2mg/100ml) desde el gel de Carbopol, a las 8 horas de iniciado el estudio. En el caso de la
crema , a las 8 horas la liberacion es del 98.5%, completandose a las 24 horas (cuadro

XXXVII).

En cambio, resulta evidente el efecto reservorio determinado por los liposomas, ya que las
suspensiones de vesiculas lipidicas liberan mas lentamente al corticoide encapsulado, no

llegando al 100% ni siquiera a las 2 semanas (cuadro XLI).

Al incorporar los liposomas portadores de acetonido de triamcinolona a excipientes,
aumenta la retencion del farmaco, de tal manera que si en forma de suspension liposomal se
alcanzan valores de liberacion del 96% (formula 3) a los 14 dias, estos se reducen
significativamente para los liposomas incluidos en excipientes. Las diferencias observadas y
referidas a % de corticoide liberado por las suspensiones de liposomas respecto a los

liposomas incorporados al gel o a la crema, se resumen en el cuadro XLII

CUADRO XLII
Dias Férmula 1 4 2 5 3 6
0 Gel 11.35 10.25 20.49 17.57 35.14 36.59
Crema 12.81 11.71 21.96 19.03 38.06 39.52
7 Gel 1.47 5.85 8.79 13.19 19.02 24.89
Crema 7.32 7.31 19.03 17.58 32.20 35.13
14 Gel 9.86 441 2.93 5.85 16.10 20.46
Crema 18.64 10.25 14.23 13.17 27.80 30.7

En las primeras horas de liberacion sigue este orden: suspension > crema > gel. A partir de
las 8 horas la liberacion desde el gel continua siendo menor que sin excipientes pero aumenta
con respecto a la crema.

Este orden de liberacion del AT ha sido comprobado y tiene una base estadistica. Para ello se

ha comparado cada férmula de un determinado excipiente con idéntica formula pero de los



otros dos excipientes, siendo observadas diferencias significativas en todos los casos excepto a
las 24 horas de la formula 5, donde los resultados son similares en el gel y la crema.

El efecto de retencion determinado por excipientes ha sido observado para otros principios
activos en diferentes estudios. Asi, tras 24 horas de incubacion a 37°C, el farmaco liberado por
los liposomas era del 40%, mientras que cuando los liposomas se incorporaron en gel era del
20%. Estos resultados muestran el efecto protector de la matriz de hidrogel en los liposomas

alcanzando una mejora adicional a su estabilidad ( BRANDL y cols., 1997 ).

En animales de experimentacion se han obtenido concentraciones de farmaco 4 veces
superiores en dermis y epidermis tras administracion topica de liposomas portadores de
acetonido de triamcinolona incorporados a un gel de Carbopol ( MEZEI y cols., 1990 ).
Experiencias similares se obtuvieron para hidrocortisona ( KIM y cols., 1996 ).

A la hora de seleccionar un excipiente también se considera de gran importancia la
agradabilidad y sensacion detectada por el paciente en el momento de su aplicacion, ya que
por muy eficaz que sea el producto, si no es agradable al tacto, no se utilizara para el
tratamiento o no tendra gran viabilidad comercial.

Concretamente el gel de Carbopol pertenece al grupo de excipientes menos oclusivos y
menos hidratantes, pero utiles dada la lipofilia del farmaco. Ademas posee las caracteristicas
mencionadas con anterioridad.

El uso de geles liposémicos ha atraido la atencion, dada su capacidad para prolongar el
contacto del farmaco con la superficie cutanea, sin inducir efectos locales adversos sobre el
epitelio (RICHARDSON y cols., 1996 ).

Por otro lado, son varias las referencias encontradas de otros autores que al igual que
nosotros se decidieron por una crema ( TAGAWA vy cols., 1985 ). En una patente francesa, de
Pola Chemical Industries ( FR2, 1988 ), se describen productos cosméticos para la hidratacion
de la piel, constituidos por una emulsion de fase externa acuosa formada por

carboximetilcelulosa y una dispersion de liposomas.



Analizando la incidencia de los componentes de la formulacion en la liberacion del agente
encapsulado, el colesterol actuaria como cementante, incrementando la rigidez de las bicapas
lipidicas. Esta propiedad se manifiesta con una menor liberacion de principio activo a lo largo

del tiempo, en comparacion con las formulaciones que no lo contienen (cuadro XLI).

La inclusion de colesterol hace que los liposomas encapsulen menos principio activo, esto

repercute en los datos de liberacion e las primeras horas e n las que el % de AT libre es

mayor, loégico pues captaron menos que las formulas sin colesterol. A medida que nos
acercamos a las 8 horas los datos empiezan a ser similares y a partir de las 24 horas los datos
experimentales se invierten porque desde este momento se ponen de manifiesto las
caracteristicas del colesterol en la fluidez de membrana impidiendo la salida del
corticoesteroide.

Los resultados obtenidos muestran como la incorporacion de liposomas a los excipientes
seleccionados permite combinar el efecto controlador de la accién desempeiado por estos
vectores con la mejora en la aplicacion topica aportada por el excipiente, dada su capacidad
bioadhesiva. Asimismo, el diferente grado de retencion del farmaco manifestado por las bases
topicas empleadas (mayor para la crema, con respecto al gel), permite elegir formulaciones
con diferente velocidad de liberacion. Si se desea un efecto mas rapido, pero controlado,
podrian utilizarse los liposomas en forma de aerosol de aplicacion topica, dadas sus

propiedades reservorio comprobadas.






CONCLUSIONES

IVV.- CONCLUSIONES

Composicion del liposoma vy grado de captacion

1. Se constata la formacion de liposomas multilaminares portadores de acetonido de

triamcinolona en todas las formulaciones ensayadas, tras su caraterizacion mediante



microscopia electronica de transmision ( TEM ), en donde se aprecia la formacion de
multiples bicapas concéntricas de fosfolipidos alternando con compartimentos acuosos.

La elevada capacidad de incorporacion de acetonido de triamcinolona por parte de los
liposomas elaborados con fosfatidilcolina de huevo es probablemente consecuencia de
gran variedad de acidos grasos insaturados en la composicion de dicho fosfolipido. Esto
favorece la fluidez de las bicapas y por tanto la encapsulaciéon de principio activo

lipofilico.

La formula elaborada con fosfatidilcolina y farmaco en relaciéon molar 1: 1 aporta un
mayor rendimiento econémico, al conseguirse una elevada captacion de principio activo
(90.4%) con menor concentracion de fosfolipido.

La incorporacion de colesterol a las formulaciones a concentraciones del 50% con
respecto a las cantidades de fosfatidilcolina, disminuye el porcentaje captado de principio
activo con valores medios que oscilan entre el 9.69% y el 14.01%. No obstante la tasa de
encapsulacion sigue siendo bastante elevada y comprendida entre valores medios del

75.63% y el 80.72% de captacion.

Estudio de Estabilidad

5.

Los datos aportados por el estudio de estabilidad ponen de manifiesto la influencia de la
temperatura de conservacion sobre la integridad del sistema. Asi, los liposomas
mantenidos a baja temperatura ( 4-6°C ) poseen una estabilidad mayor, que las muestras
conservadas a temperatura ambiente ( 20-25°C ), con menor difusion prematura del
principio activo captado a través de la pared.

Del analisis de la influencia de los componentes basicos sobre la estabilidad se deduce
que las formulas elaboradas con mayor concentracion fosfolipidica (3 y 6) presentan una
cantidad mas elevada de agente libre al final del estudio. Asi mismo los liposomas con

colesterol (formulas 4, 5 y 6) pierden menor cantidad de corticoide retenido, en



comparacion con aquellos que no lo incorporan en su formulacion (férmulas 1, 2 y 3),
tanto a temperatura ambiente como de refrigeracion.

En todas las series destaca la formulacion PC: CH: AT en relacion molar 1: 0.5: 1
(formula 4) conservada en frio, por su capacidad de retencion del acetonido de
triamcinolona, con pérdidas a los 90 dias del 1.33% a 4%; frente a la formula 1 que,
aunque presenta mayor grado de captacion, sus pérdidas son mas elevadas.

La combinacion del antioxidante y el conservador en la serie IV, revelan un incremento
de la estabilidad del sistema, respecto al resto de las series, con porcentajes medios de
captacion que oscilan entre el 89.11% y el 66.29% y pérdidas comprendidas entre el 4% y

el 9.31%, a temperatura de refrigeracion (4-6°C) y en ausencia de luz.

Caracterizacion

9.

10.

11.

12.

El diametro medio de los liposomas formados ha sido muy reducido, generalmente inferior
a 1Jm. Sin embargo se constata un incremento del tamafio transcurridos 30 dias desde su
elaboracion, aunque la estructura multilaminar se sigue manteniendo con el paso del
tiempo en la mayor parte de las férmulas ensayadas.

La técnica de caracterizacion revela la agregacion progresiva de las vesiculas lipidicas a lo
largo del periodo de estudio (90 dias). La pérdida de individualidad contribuye a la
modificacion de las caracteristicas de permeabilidad de la pared, constatdndose una
liberacion creciente de agente retenido por el vector. No obstante, el grado de agregacion
fue sensiblemente inferior tras adicion de colesterol a la matriz liposomial en todas las
series.

Las formulas conservadas a temperatura de refrigeracion se destruyen con menor facilidad
que las mantenidas a 25°C (cuyo crecimiento es mas elevado); y si ademas incorporan
vitamina E oleosa en las bicapas, los liposomas mantienen una estructura mas definida.

La adicion conjunta de conservador y antioxidante a la composicion del liposoma podria
ser la causa de que las vesiculas conserven un mayor grado de individualidad y una forma

mas esférica durante el periodo de estudio.



Liberacion “in vitro” de aceténido de triamcinolona encapsulado v libre desde excipientes

13. Los estudios de liberacion “in vitro” ponen de manifiesto el efecto reservorio determinado
por los liposomas, ya que las suspensiones de vesiculas lipidicas liberan mas lentamente al
corticoide encapsulado, no llegando al 100% a las dos semanas.

14. Al incorporar los liposomas portadores de Acetdénido de Triamcinolona a excipientes,
aumenta la retencion del farmaco, con respecto a la suspension liposomal.

15. De los dos excipientes utilizados, se ha comprobado como la crema es la que menos
cantidad de farmaco libera siendo el gel el excipiente que presenta menor retencion.

16. La presencia de colesterol en la formulacion determina un incremento en la rigidez de las
bicapas lipidicas. Esta propiedad se manifiesta con una menor liberaciéon de agente
encapsulado a lo largo del tiempo.

17. La incorporacion de liposomas a los excipientes seleccionados permite combinar el efecto
controlador de la accion desempefiada por estos vectores con la mejora en la aplicacion
topica aportada por el excipiente, dada su capacidad bioadhesiva. Asimismo, el diferente
grado de retencion del farmaco manifestado por las bases topicas empleadas, permite

elegir formulaciones con diferente velocidad de liberacion.
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