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Introduccion

La familia Herpesviridae se caracteriza por poseer una serie de propiedades estructurales
(doble hebra de ADN, nucleocapside icosaédrico y envoltura glicoproteica), y ciertas
propiedades bioldgicas (ubicuidad, latencia y capacidad de transformar células). El virus del
Herpes simplex tipo 1 (VHS-1) y 2 (VHS-2), el citomegalovirus humano (CMV), el virus de
la varicela zoster (VVZ), el virus de Epstein-Barr (VEB) y el virus del herpes humano (VHH)
tipos 6, 7 y 8 pertenecen a esta familia virica (Bermejo, C.L., ef al., 2004) cuya estructura se

resume en el esquema siguiente:

( Subfamilia Alphaherpesviridae
Género Simplexvirux: VHS-1, VHS-2
Género Varicellovirus:NVZ

Subfamilia Betaherpesviridae
Familia Herpesviridae < Género Roselovirus: VHH-7, VHH-6
Género Cytomegalovirus: CMV

Subfamilia Gammaherpesviridae
Género Rhadinovirus: VHH-8
Género Lymphocryptovirus: VEB

\

La estructura del virus VHS presenta un genoma compuesto por una doble hebra de ADN. El
genoma del virus se rodea por un cépside icosaédrico proteico compuesto por 162 capsoémeros
y la cubierta mas externa del virus se corresponde con una envoltura en cuya bicapa lipidica
se encuentran embebidas glicoproteinas virales, a través de las cuales, el virus se adhiere a la
célula huésped. Entre la capside y la envoltura lipidica se localiza el tegumento, de caracter
proteico. La estructura gendmica del VHS, tanto del tipo 1 como del tipo 2, es similar y la
homologia de su secuencia gendmica alcanza el 50% (Corey, L., et al., 1986), (Bermejo, C.L.,

et al.,2004).

Virus Herpes Simplex

Fig.1. Esquema del virus VHS.
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Introduccion

La replicacion del virus VHS sigue el siguiente mecanismo: después de adherirse los viriones
a la célula huésped se fusionan la envoltura externa viral y la membrana celular liberandose el
nucleocapside dentro del citoplasma celular. Posteriormente, tras un desensamblaje
controlado del nucleocapside, se desprende el ADN viral, el cual, llega al nucleo celular
donde se produce la expresion de tres clases de genes, inmediatamente precoces (alfa),
precoces (beta), y tardios (gamma) en una secuencia temporal regulada de forma que la
expresion previa de los primeros es necesaria para la expresion de los siguientes. Los genes
inmediatamente precoces son responsables del inicio de la replicacion y se transcriben en
ausencia de sintesis de proteinas viricas. La mayoria de las proteinas estructurales del VHS
son codificadas por los genes tardios. Tras la replicacion del genoma virico y la sintesis de las
proteinas estructurales, el ensamblaje del virus se produce en el nucleo celular. Desde alli, el
virus es transportado a través del citoplasma hasta la membrana celular, donde se produce la
liberacion de los viriones. El VHS contiene en su envoltura glicoproteinas, una de las cuales,
provee de especificidad antigénica al VHS, e induce una respuesta de anticuerpos que permite

su distincion entre los tipos 1y 2 (Corey, L., et al., 1986), (Bermejo, C.L., et al., 2004).

Patogenia del VHS. Tras la exposicion de la piel o las mucosas al VHS, éste se replica

localmente en las células epiteliales, lo cual, provoca su lisis y desencadena una respuesta
inflamatoria produciéndose la caracteristica lesion de la infeccion que consiste en una
vesicula de pared fina sobre una base inflamatoria. Los vasos y ganglios linfaticos regionales
se afectan simultdneamente y si la replicacion del virus contintia, puede producirse viremia y
diseminacion visceral sobre todo si el paciente no es inmunocompetente. Tras la infeccion
primaria, el virus, o mas probablemente su nucleocéapside, es objeto de transporte intraxonal
hacia las células de los ganglios sensitivos donde establece la latencia. La reactivacion del
virus latente esta sometida a varios controles no del todo bien conocidos. Puede ser
espontdnea pero con mayor frecuencia se asocia a estados de inmunosupresion, estrés
emocional, cambios hormonales, exposicion a los rayos ultravioleta o lesion tisular. Una vez
reactivado el virus es transportado de forma anterograda a través del axon de la célula
nerviosa hacia la zona mucocutanea donde produce de nuevo la infeccion litica (Bermejo,

C.L., et al., 2004).

Respuesta inmunoldgica del VHS. La infeccion por el VHS estd influida por mecanismos

defensivos del huésped, la inmunidad tanto celular como humoral es clinicamente importante.

Se ha observado que los pacientes inmunodeprimidos con defectos en la inmunidad celular
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Introduccion

experimentan infecciones mas graves por VHS que los pacientes con defectos en la

inmunidad humoral (Corey, L., et al., 1986), (Bermejo, C.L., et al., 2004).

Cuadros clinicos causados por VHS . La mayor parte de las veces la infeccion producida por

estos virus se limita a la superficie mucocutanea, pero en ocasiones produce graves
infecciones que afectan al sistema nervioso central (SNC) y otros oOrganos. Las
manifestaciones clinicas de la infeccion por VHS dependen fundamentalmente de la edad, del
estado inmunolégico del individuo y del tipo antigénico del virus. En general, los primeros
episodios de infeccién provocan una afectacion mas extensa de las mucosas y de la piel, se
acompaiian con frecuencia de signos y sintomas generales, y duran més que los episodios de

recidiva (Bermejo, C.L., et al., 2004).

Infecciones orofaciales: la mayoria de los casos de infeccion orofaringea por VHS
corresponde a la infeccion por VHS-1. Aunque la primoinfeccion por VHS suele ser
asintomatica, con cierta frecuencia produce gingivostomatitis y faringitis, mientras que la
reactivacion produce fundamentalmente afectacion labial (herpes labial). La gingivostomatitis
por VHS-1 es una infeccion del nifio y adolescente que se acompaifia generalmente de fiebre,
malestar general, mialgias y adenopatia cervical. La lesion mucosa puede afectar el paladar, la
lengua, los labios y el area facial. La reactivacion de la infeccion por VHS a partir del ganglio
del trigémino suele provocar el clasico herpes labial, que cursa con escozor, dolor y la
aparicion de vesiculas que evolucionan a costra (2-3 dias) y que se acompaian de una

adenopatia submandibular dolorosa.

Herpes genital: el herpes estd causado en el 60-70% de los casos por VHS-2 y el resto, por
VHS-1. En los casos en los que la primoinfeccion es sintomatica, el cuadro clinico suele
caracterizarse por la presencia de fiebre, malestar general, mialgias, disuria, dolor local y
adenopatia inguinal dolorosa que acompafa la aparicion de las cldsicas vesiculas y ulceras
que se extienden por el cérvix, la uretra y los genitales externos en la mujer y por el glande en

el hombre.

Encefalitis herpética: el VHS-1 es responsable de la mayoria de los casos de encefalitis
herpética. La presentacion clinica de la encefalitis herpética es aguda, con fiebre, cefalea y

signos de focalidad neurologica, sobre todo referidos al 16bulo temporal.
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Queratitis herpética: la infeccion por VHS es causa frecuente de tlcera corneal. El cuadro
clinico suele tener un comienzo agudo, con dolor ocular intenso, vision borrosa, conjuntivitis
y la aparicion al examen con lampara de hendidura de una lesion dendritica corneal

caracteristica.

Panadizo herpético: la infeccion por VHS de los dedos ocurre por la inoculacion del herpes
labial o genital a través de una herida de la piel. El cuadro clinico es de comienzo brusco y
consiste en edema, eritema, dolor y lesiones vesiculares en el dedo afectado. Suele haber

fiebre, linfadenitis y adenopatias regionales.

Infecciones neonatales: la infeccion por VHS del recién nacido es una contingencia rara, pero
cuando se presenta se asocia con un alta incidencia de infeccion diseminada con afectacion
del SNC y de otros organos. La infeccion del recién nacido es mayoritariamente producida

por el VHS-2.

Infeccion herpética en el paciente inmunodeprimido: los pacientes inmunodeprimidos,
incluyendo los grandes quemados con enfermedades difusas de la piel, corren el riesgo de
padecer infecciones graves por VHS. En pacientes sometidos a transplante de organos la
infeccion puede ser asintomatica, aparecer en forma de herpes genital u orofaringeo, provocar
esofagitis, neumonitis, traqueobronquitis, hepatitis o infeccion diseminada. En pacientes con
neoplasias hematologicas, la infeccion provoca la aparicion de cuadros mucocutaneos graves.
Las infecciones graves por VHS son relativamente comunes en los pacientes con sindrome de
la inmunodeficiencia adquirida (SIDA), en los que se han decrito esofagitis, colitis,
neumonitis, afectacion del sistema central, tlceras orales, genitales y perianales. En pacientes
quemados o con enfermedades difusas de la piel se puede presentar lesiones cutaneas graves

de la piel.

Tratamiento de las infecciones herpética por VHS. La mayoria de los farmacos antivirales

disponibles para tratar las infecciones producidas por estos virus son analogos de nucleésidos
que al ingresar en la célula huésped son fosforilados e inhiben la sintesis de ADN del virus. El
principio activo aciclovir (ACV) es el prototipo de este grupo de farmacos. Otros antivirales
que utilizan este mecanismo de accidon son penciclovir, trifluridina, e idoxiuridina. El farmaco

foscarnet, analogo organico del pirofosfato inorganico, inhibe directamente a la ADN
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polimerasa y, es el tratamiento de eleccion de las infecciones por virus del herpes resistentes

al aciclovir (Bermejo, C.L., et al., 2004), (Lebel, A., et al., 2006).

El ACV es un analogo aciclico del nucledsido natural 2’deoxiguanosina, que presenta una
potente actividad in vitro frente al VHS, con una incidencia de efectos adversos relativamente
baja. Por ello se ha convertido en el tratamiento antiherpes de referencia. Valaciclovir
(valiéster del aciclovir) es un profarmaco que se transforma en aciclovir en el intestino e
higado durante la absorcion oral (Departamento Técnico del CGCOF, 2010). Cuando la
infeccion virica por VHS se limita a la piel se considera de especial interés la administracion
topica del ACV al presentar una serie de ventajas potenciales frente a la administracion
sistémica como son la comodidad del paciente, la obtencion de altos niveles de principio
activo en la zona maxima replicacion viral (capa basal de la epidermis) y por lo tanto una
mayor eficacia terapeutica. Ademads, la vectorizacion especifica del agente antiviral a la zona
diana, supone una reduccion del coste y de los efectos colaterales del farmaco causados por la
exposicion sistémica (Spruance, S.L. ef al. 1990). Sin embargo, con las formulaciones topicas
de ACV comerciales se ha observado una falta de eficacia que se ha relacionado con un
inadecuado reparto del principio activo a la piel (Parry, G.E. et al., 1992), (Seth, A.K., et al.,
2003).

La barrera limitante en la terapia topica del ACV reside en el estrato corneo (Spruance, S.L. et

al., 1990), capa mas externa de la piel cuya funcion principal es la prevencion de la pérdida de
agua y la absorcion de xenobioticos. Esta constituida por células muertas rellenas de queratina
(corneocitos) embebidas en una matriz lipidica, en la cual, la inusual composicion y
disposicion fisica de los lipidos intercelulares, ha sido relacionada con la funcion de barrera
de la capa cornea (Schaefer, H. et al., 1996b). Ademas la molécula de ACV no presenta unas
caracteristicas, deducidas a partir de la primera ley de Fick, Optimas para la penetracion en
piel (Barry, B.W, 2001), y no se dispone por via topica, de un profarmaco adecuado de dicha
molécula que resuelva el problema de forma satisfactoria. Asi, la mejora en el tratamiento
topico del VHS con el ACV se basa en otros aspectos relacionados con la optimizacion de

formulaciones dérmicas.

Se han empleado diversas estrategias en la optimizacidén de una formulacién tdpica, cuyo fin

en todas ellas es facilitar el paso de principio activo a través del estrato corneo, aunque la mas

utilizada ha sido el uso de promotores quimicos de la penetracion que disminuyen
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temporalmente la funcion de barrera de la capa coérnea. Como principal inconveniente destaca
que muchos de los promotores son irritantes e interfieren con células viables de la piel,
aspecto que reduce su uso Unicamente a aquellos que se consideran benignos para la piel
(Barry, B.W, 2001), y a partir de los cuales, no siempre se consiguen resultados adecuados.
Actualmente, algunas formulaciones topicas existentes de ACV contienen promotores de la
penetracion aunque hasta ahora los beneficios clinicos obtenidos han sido escasos (Wagstaff,
A, et al., 1994), (Departamento Técnico del CGCOF, 2010). La necesidad, asociada a las
ventajas de utilizacion de la via cutanea, de conseguir concentraciones altas de principio
activo en la capa basal de la epidermis a partir de una formulacion topica de ACV impulsa la
busqueda de nuevos promotores quimicos de penetracion o bien de otras estrategias
(Akomeah, F.K. et al., 2008), como el uso de vesiculas (Barry, B.W., 2001). La relativa baja
eficacia del ACV a partir de preparaciones topicas atribuido a la baja permeabilidad cutanea
del principio activo relacionada con su caracter hidrofilico (Akomeah, F.K. et al., 2008),
hacen pensar en el empleo de liposomas como vehiculo del ACV en una posible estrategia
mediante la cual se puede conseguir una mejora en la administracion topica de dicho

compuesto.

Los liposomas, son sistemas coloidales que consisten en una o mas bicapas lipidicas que
atrapan un cierto volumen acuoso. Dichas vesiculas se introdujeron en los afios 70 como
vehiculos de principios activos destacando la capacidad de incorporar a su estructura una
amplia variedad de farmacos, hidrofilicos, lipofilicos y anfifilicos. La baja toxicidad y la
biodegradabilidad de estas estructuras son ventajas adicionales que suscitan el interés por la
tecnologia de liposomas. Se ha estudiado el empleo de formulaciones liposdémicas en varias
rutas de administracion, siendo especialmente en la administracion intravenosa y topica donde
se ha conseguido, en numerosos casos, mejores resultados (Egbaria, K., et al., 1990a), (Lasic,
D.D., 1998), (Brandl, M., 2001). Dentro de los aspectos que engloba la tecnologia del
liposoma destacamos la formacion de los liposomas, su caracterizacion fisico quimica y
formulacion que conlleva todo ello, el uso de numerosas técnicas (Lasic, D.D., 1998),

(Brandl, M., 2001).

Uno de los métodos mas controvertidos para aumentar el transporte de diversos principios
activos a través de la barrera natural de la piel es el uso de vesiculas lipidicas. Los liposomas
pueden ejercer diferentes funciones tras una aplicacion topica, como mejorar la acumulacion

de principios activos en piel buscando un efecto localizado, proporcionar un reparto de
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principio activo dirigido a los anexos cutdneos, y potenciar el reparto transdérmico al
incrementar las concentraciones sistémicas de la molécula en estudio (El Maghraby, G.M., et

al., 2006), (El Maghraby, G.M., et al., 2008).

A partir de los primeros estudios realizados por Mezei y colaboradores (Mezei, M., et al.,
1980), (Mezei, M. et al., 1982), se demostrd la capacidad de modificacion del coeficiente de
reparto (vehiculo: piel) de diversos principios activos a partir de formulaciones liposomicas
comparado con la aplicacion del compuesto en un sistema convencional. Estos primeros
estudios indicaron un efecto localizado de principio activo en piel, si bien, en posteriores
investigaciones no solo se ha buscado obtener dicho efecto a partir de vesiculas, sino también
potenciar el reparto transdémico o el reparto dirigido a los anexos cutaneos. En cambio, sobre

los mecanismos de accién de los liposomas, existen diversas especulaciones, como una

penetracion del principio activo libre una vez fuera de la vesicula, conseguir un efecto
promotor de la penetracion, o una penetracion intacta de la vesicula. EI Magharaby y col.
resumieron en su estudio los diferentes funciones que pueden tener los liposomas tras una
aplicacion tdpica, asi como los posibles mecanismos de accion. (El Maghraby, G.M., et al.,

2008). Por otra parte, se ha estudiado como influyen las caracteristicas fisico quimicas de las

vesiculas en la penetracion de diversos principios activos (Du Plessis, J., et al., 1994a),
(Kirjavainen, M. et al, 1996), (Coderch, L., et al., 2000), (El Maghraby, G.M., et al., 2001a),
(Verma, D.D., et al., 2003a), (Honeywell-Nguyen, P.L., et al., 2005). Sin embargo, la gran
cantidad de datos obtenidos y la escasa posibilidad de comparacion entre los mismos debido a
la gran variedad de condiciones experimentales empleadas originan diversidad de opiniones

en la interpretacion de ciertos aspectos.

En los estudios de absorcidon percutdnea de un principio activo, se han empleado tanto

métodos in vivo como in vitro. En la mayoria de los ensayos in vivo las cantidades de

principio activo en sangre son muy bajas de modo que los resultados son determinados
generalmente de forma indirecta mediante la cuantificacion en orina o heces del compuesto o
metabolito marcado con radioactividad. Sin embargo, este método no es aplicable en humanos
a partir de compuestos que son toxicos y no se absorben o se excretan de manera eficiente.
Ademas en este tipo de estudios hay que tener en cuenta el coste y tiempo empleado. Con el
fin de medir la absorcion percutanea minimizando los inconvenientes, se han desarrollado una
serie de protocolos alternativos in vivo como, entre otros, el establecimiento de la correlacion

entre la funcidn reservoria del estrato corneo y la absorcion percutanea (mediante la técnica
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de stripping), o la estimacion de la absorcion a partir de la respuesta farmacologica/bioldgica
por parte del principio activo (como la vasoconstriccion en el caso de corticosteroides).
Actualmente, el procedimiento mas utilizado en la evaluacion de la absorcidon percutanea de

farmacos es el disefio de estudios in vitro mediante el uso de celdas de difusidén. Entre las

ventajas de la experimentacion in vitro destacan la posibilidad de controlar las condiciones
experimentales de una manera precisa, asi como de estudiar sustancias potencialmente
peligrosas utilizando piel humana, obtener informacién sobre la absorcidon y distribucion de
un principio activo en las distintas capas de piel, y la capacidad de determinar el flujo de
absorcion directamente debajo de la membrana. Por otra parte, entre las desventajas se
encuentra el vacio de informacion sobre los parametros farmacocinéticos una vez que ha
penetrado el principio activo (Bronaugh, R.L, 1989), (Schaefer, H. et al., 1996d), (Brain,
K.R., et al., 1998), (Touitou, E., et al., 1998), (Wester, RC., et al., 1999).

Los resultados obtenidos a partir de la experimentacion in vitro deben provenir de
procedimientos que simulan las condiciones in vivo lo més cercana y razonablemente posible.

A diferencia de las celdas de difusién horizontales que provocan una excesiva hidratacion del

estrato corneo en ensayos donde se determina, generalmente, el coeficiente de permeabilidad

de compuestos (Durrheim, H., et al., 1980), la celda de difusién de Franz (estatica) (Franz,

T.J, 1975) se disenid con el objetivo de estudiar la absorcion percutanea mimetizando las
condiciones in vivo al estar la membrana, por su lado epidérmico, expuesta a las condiciones

ambientales. Posteriormente, se disefid una celda de difusién de flujo continuo (dindmica)

donde ademads se imitaban las condiciones sumidero simulando més fielmente las condiciones
in vivo (Bronaugh, R.L, et al., 1985) al retirar el medio receptor que fluye bajo la piel el
material absorbido a través de la membrana. Se ha recomendado el uso de piel humana frente
al de piel animal evitando de este modo la extrapolacioén de datos (Bronaugh, R.L, 1989). Por
otra parte, una serie de membranas sintéticas artificiales se han evaluado como modelos en los
estudios de penetracion a través de la piel ofreciendo la posibilidad de proporcionar un
sistema menos variable y mas disponible en relacion con la piel natural (Brain, K.R., et al.,
1998). Dentro de otros factores experimentales que intervienen en este tipo de ensayos se
incluyen la preparacion de la membrana (piel entera o en secciones), la viabilidad de la piel, la
integridad de la membrana, la eleccion del liquido receptor, el método de aplicacion (dosis
finita/dosis infinita), el tiempo de duracion del experimento y los métodos de cuantificacion

de principios activos en piel, (Brain, K.R., ef al., 1998), (Bronaugh, R.L et al., 1999) siendo la
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cuantificacion del ACV en la capa basal de la epidermis complicada (Parry, G.E., et al.,

1992).

La creencia de que el transporte a través de la piel de distintos compuestos se produce
principalmente por mecanismos de difusion pasiva, hace posible aplicar las leyes de difusion
de Fick a los experimentos de difusion in vitro. Dichos estudios, pueden utilizar dosis infinitas
y dosis finitas. La determinacion de la capacidad intrinseca de los compuestos para atravesar
el estrato corneo mediante el calculo del coeficiente de permeabilidad (a partir de la primera
ley de Fick) o la modificacion de dicho coeficiente una vez incorporados en formulaciones se
obtiene en general, en ensayos realizados en condiciones de dosis infinitas donde se alcanza el
estado estacionario. Por otra parte, en ensayos que simulan las condiciones in vivo, dosis
finitas (que responden a la segunda ley de Fick), son parametros relevantes en la prediccion
de la absorcion percutanea la cantidad de principio activo absorbida acumulada, el tiempo que
se tarda en alcanzar el flujo maximo y el valor de flujo maximo (Guy, R.H., et al., 1989),

(Schaefer, H., et al., 1996d).

No hay que olvidar en este tipo de estudios que la relevancia de los resultados obtenidos a
partir de los estudios in vitro no es siempre evidente debido a varios motivos como, por
ejemplo, el no imitar fielmente las condiciones de evaporacion en la superficie de la piel o la
funcion de barrera del tejido enfermo. Sumado dicho aspecto, a la falta de modelos de
animales apropiados en muchas enfermedades, el Ultimo paso en la optimizacion de una
formulacion estd basado en la realizacion de ensayos clinicos (Schaefer, H., et al., 1996¢),

(Seth, A.K., et al., 2003).
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Objetivos y Planteamiento experimental

El principal objetivo del presente estudio experimental es el desarrollo de una formulacion
liposomica de ACV cuya finalidad terapettica es el tratamiento topico de infecciones
causadas por VHS-1 y VHS-2. En este tipo de infecciones es necesario conseguir
concentraciones eficaces de principio activo en la capa basal de la epidermis, zona diana del
tratamiento al ser la zona de maxima replicacion del virus. La mayor dificultad se encuentra
en la barrera limitante que ofrece a la difusion del principio activo el estrato corneo. La
evaluacién de la penetracion de ACV en piel a partir de las diferentes formulaciones
liposdmicas en estudio se realizard mediante ensayos de difusion in vitro utilizando celdas

de difusion de flujo continuo.

Medianten las técnicas de analisis adecuadas, se determinaran las caracteristicas
fisicoquimicas que definen a la formulacion liposomica y que pueden influir en el
comportamiento de la vesicula en la piel, como son el tamafio de la vesicula, el potencial
zeta ({), concentracion lipidica de la bicapa, concentracion de principio activo en la
formulacion, y eficiencia de encapsulacion. Teniendo en cuenta el disefio de una
formulacion de aplicacion topica con una consistencia adecuada, también se prepararan en el
presente estudio geles liposémicos. La permeabilidad del principio activo encapsulado en
funcion de la bicapa lipidica del liposoma y la influencia de la formacion de un sistema tipo
gel en dicho proceso se determinara a través de la experimentacion in vitro con celdas de
difusiéon de flujo continuo utilizando dosis finitas, condiciones oclusivas y membranas
hidrofilas. Previo al estudio de la permeabilidad del principio activo en geles liposdmicos, se
realizara una bateria de ensayos con geles de ACV con diferente concentracion de agente
gelificante con el fin de seleccionar aquella concentracidon que ofrezca menor resistencia a la
difusién del principio activo. Las cantidades cedidas acumuladas de principio activo en el
compartimento receptor en funcion del tiempo (perfiles de cesion), el calculo del coeficiente
de permeabilidad (Kp) y la constante de velocidad de salida del liposoma (K;) son
pardmetros indicativos de la permeabilidad de la molécula. En este tipo de estudios se
estimaran los pardmetros mediante ajustes de modelos matematicos a los datos

experimentales obtenidos.

En los estudios de difusion in vitro que determinan la acumulacion en piel del principio
activo y su difusion a receptor, se emplearan en funcion del disefio del experimento
membranas de difusion de diferente naturaleza y procedencia, simulando las condiciones in

vivo, y empleando dosis finitas y condiciones no oclusivas. Antes de iniciar los ensayos con
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piel natural (de origen humano o animal) a la que se le ha retirado por diseccion el tejido
subcutaneo, se utilizard piel artificial, tipo de membrana con unas caracteristicas definidas
que constituye un sistema reproducible y de facil manejo. Seguidamente, y debido a la poca
disponibilidad de piel humana y variabilidad inherente en estudios realizados con este tipo
de piel, se llevaran a cabo baterias de ensayos de difusion in vitro a través de un modelo de
piel animal adecuado, piel de raton sin pelo. A lo largo de toda la serie de ensayos realizados
se estudiard la capacidad promotora de los liposomas, asi como, la influencia de las
caracteristicas fisicoquimicas de las vesiculas (composicion de bicapa, tamafio y lameridad
de la vesicula, carga superficial, y eficiencia de encapsulacion), concentracion de la
formulacion donadora y encapsulacion del principio activo en liposomas (frente al principio
activo libre en el medio de dispersion de las vesiculas), sobre la acumulacion del ACV en
piel o en piel viable (piel a la que se le ha retirado el estrato corneo mediante la técnica de
stripping una vez finalizado el ensayo). Teniendo en cuenta la necesidad de conseguir
concentraciones efectivas de principio activo en la capa basal de la epidermis, zona de
accion del virus VHS, se realizaran también estudios de difusion in vivo- ex vivo siguiendo
un régimen multiple de dosis finitas (simulando la administraciéon in vivo), con el fin de
estimar la concentracion de principio activo en la capa basal de la epidermis. Por tltimo se
llevaran a cabo los ensayos de difusion con piel humana, evitando la extrapolacion de datos
desde un modelo de piel animal. En dichos ensayos, se estudiara la acumulacion de ACV en
diferentes profundidades de la piel cuantificando el principio activo acumulado en laminas
cutdneas, obtenidas mediante criotomo un vez finalizado el ensayo, y se realizard un estudio

comparativo de las formulaciones en estudio frente a la formulacion comercial de referencia.

A modo de resumen de todo lo expuesto anteriormente, el objetivo principal, se centra en el
disefio de una formulacion topica de ACV en la que se logren concentraciones eficaces de
farmaco en la capa basal de la epidermis y a tiempos cortos para impedir la replicacion del

virus. Para ello, se selecciona, entre otras alternativas, la tecnologia de liposomas.

Para la consecucion de este objetivo se disefia el siguiente planteamiento experimental:

1. Célculo de las constantes de salida del ACV de liposomas de distinta composicion.

Estudios de permeabilidad de bicapas mediante ensayos de difusion con membranas

inertes.
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. Estudio de la capacidad de retencion de geles de ACV y de geles liposémicos

. Experimentos de difusion con diferentes composiciones de liposomas de ACV a través de
piel natural (raton sin pelo): primera seleccion de bicapas

. Experimentos de difusion con formulaciones seleccionadas de entre las estudiadas en el
punto 3 a través de piel natural (ratén sin pelo): estudio de acumulaciéon de ACV en piel
epidermis (sin estrato corneo)

. Estudios de difusioén en piel humana con formulaciones de liposomas de bicapa lipdica

fluida.
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Principio activo: Aciclovir







Estudio general de componentes

El aciclovir (ACV) es un analogo aciclico del nucledsido natural 2’deoxiguanosina que inhibe
selectivamente la replicacion de los virus ADN del grupo herpes con una baja toxicidad

celular (Wagstaff, A.J., et al., 1994).

Caracteristicas Fisicoquimicas

Se presenta como un polvo blanco y cristalino, que debe almacenarse en recipientes
herméticamente cerrados. Su formula molecular es CsH;1NsO; poseyendo un peso molecular
de 2252 g/mol. Quimicamente puede nombrarse como 9-(2-hidroxietoximetill)guanina

(Reynolds, J.E.F., 1996), su formula estructural se representa en la Fig. 2.

O
HN | Nﬁ
& N
H,N N l

CH,OCH,CH,OH

Fig 2. Estructura quimica desarrollada del ACV.

El ACV presenta una baja solubilidad en agua siendo del orden de 1,5 mg/mL a 25 °Cy 2,7
mg/mL a 35 °C, y una solubilidad en solucion amortiguadora HEPES (utilizada en la memoria
de tesis actual) a pH 7,4 del orden de 1,7 mg/mL a 25°C y 2,0 mg/mL a 30°C (Bravo, A.,
2001). Se trata de un compuesto practicamente insoluble en alcohol y en la mayoria de los
solventes organicos, y soluble en soluciones acuosas diluidas de hidroxidos alcalinos y de
acidos minerales (Reynolds, J.E.F., 1996). Tiene un punto de fusion de 256,6-257°C y
presenta dos pKa en torno a 2,40 y 9,20 (Kristl, A. ef al., 1989), (Kristl, A. et al., 1993). El
ACYV utilizado en el presente trabajo experimental fue suministrado por Heumann Pharma

GmbH (0008700) con una pureza certificada superior al 99%.
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lonizacion del ACV
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Fig. 3. Curva de ionizacion del ACV.

El aciclovir sédico (ACVNa) es la sal sodica del ACV. Se presenta como un polvo blanco y

cristalino siendo su formula molecular CsH;;NsNaO; y su peso molecular de 247,2 g/mol.
1,1g de ACVNa equivalen a 1g de ACV. El nombre quimico de la molécula es 9-(2-
hidroxietoximetil)guanina sodico (Reynolds, J.E.F., 1996), su féormula estructural se

representa en la Fig. 4.

Na*

|
CH,OCH,CH,OH

Fig. 4. Estructura quimica desarrollada del ACVNa.

El ACVNa es mucho mas soluble en agua que el ACV. Asi su solubilidad ronda en torno a 1
parte por cada 10 de agua (Reynolds, J.E.F., 1996), excediendo los 100 mg/mL. Al igual que
el ACV, el ACVNa utilizado en el presente trabajo experimental fue suministrado por

Heumann Pharma GmbH (9905824) con una pureza certificada superior al 99%.
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Actividad antiviral, mecanismo de accion v latencia

Se ha demostrado que el ACV presenta actividad antiviral in vitro frente a los virus, Herpes
simplex tipo 1 (VHS-1) y tipo 2 (VHS-2), el virus de la varicela — zéster (VVZ), el virus de
Epstein Barr (EBV), el virus del herpes humano 6 (VHH-6) y el citomegalovirus (CMV),
nombrados en orden decreciente de susceptibilidad (Wagstaff, A.J., ef al., 1994), (Reynolds,
J.LE.F., 1996). La actividad antiviral del ACV es consecuencia de su efecto bloqueante en la
sintesis de ADN al actuar como inhibidor de la ADN-polimerasa virica, asi como al
interrumpir la cadena incorporarse al ADN virico. El ACV es captado por la célula huésped y
convertido por la timidina quinasa virica en monofosfato de ACV. Posteriormente, las
enzimas celulares mediante una fosforilacion consecutiva, transforman el monofosfato de
ACV, en difosfato de ACV y por ultimo, en su metabolito activo el trifosfato de ACV. La
mayor o menor potencia antivirica del aciclovir frente a a los diferentes herpesvirus depende
de la avidez de la timidina quinasa virica por el aciclovir y del grado de inhibicién del
trifosfato de aciclovir sobre la ADN-polimerasa del virus. El mecanismo de accion del ACV
es altamente selectivo presentando una baja toxicidad en las células sanas debido a, la minima
fosforilaciéon a su forma monofosfato efectuada por las enzimas celulares, y a la mayor
sensibilidad de la ADN polimerasa virica, comparada con la de la célula huésped, a la
inhibicién por el ACV trifosfato (Elion, G.B., 1982), (Wagstaff, A.J, et al., 1994), (Reynolds,
J.E.F., 1996).

Los virus del grupo herpes se caracterizan por su capacidad de permanecer latentes después

de infectar, siendo el sitio de latencia para los VHS las células de los ganglios sensitivos. Las
causas por las que el virus se reactiva estd sometida a controles no bien conocidos. En los
VHS puede ser espontanea, pero con mayor frecuencia se asocia a estados de
inmunosupresion, estrés emocional, cambios hormonales, exposicion a los rayos ultravioletas
o lesion tisular (Bermejo, C.L., et al., 2004). E1 ACV no presenta actividad frente al virus
latente, pero hay cierta evidencia de que podria inhibir el virus Herpes simplex latente en las

primeras etapas de la reactivacion (Reynolds, J.E.F., 1996).
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Caracteristicas farmacocinéticas

La farmacocinética del ACV administrado por via intravenosa se describe mediante un
modelo abierto bicompartimental, no viéndose afectada la disposicion farmacocinética del
principio activo por factores como la dosis, duracion o frecuencia de administracion. E1 ACV
administrado por via oral tiene una absorcion lenta, variable e incompleta, presentando una
biodisponibilidad oral entre el 15 y el 30 %. La absorcion percutanea del ACV es baja y estd
muy influenciada por la formulacion utilizada. El reparto del principio activo a la capa basal
de la epidermis (zona de infeccion del VHS) a partir de la administracion topica es inferior a
la obtenida a partir de la administracion oral. Existe una considerable penetracion intraocular

a partir de la pomada oftalmica (Wagstaft, A.J, ef al., 1994), (Reynolds, J.E.F, 1996).

El ACV se distribuye a una amplia variedad de tejidos y fluidos, incluyendo el liquido
cefaloraquideo, atraviesa la placenta y se acumula en la leche materna. Su unién a las
proteinas se encuentra en un rango entre el 9 y el 33% y es independiente de las
concentraciones plasmaticas del principio activo (Wagstaff, A.J, et al., 1994), (Reynolds,
JE.F., 1996). La excrecion renal es la principal ruta de eliminacion del ACV siendo su
semivida plasmatica de 2-3 horas en sujetos con capacidad renal normal. La mayoria de la
dosis de ACV es excretada sin metabolizar en orina. Su principal metabolito, 9-
carboximetoximetil guanina, es farmacologicamente inactivo y aparece en orina hasta un
porcentaje del 14%. La dosis debe ajustarse en pacientes con aclaramientos de creatinina
inferiores a 50ml/min. E1 ACV es un principio activo hemodializable (Wagstaff, A.J, ef al.,

1994), (Reynolds, J.E.F., 1996).

Efectos adversos

El ACV es un farmaco bien tolerado en todas sus rutas de administracion: oral, intravenosa
topica y ocular. La incidencia de la mayoria de los efectos adversos que aparecen tras la
terapia oral (sintomas gastrointestinales, erupciones cutaneas, cefaleas) es pequefia y similar
en pacientes que han recibido placebo. Excepcionalmente, se ha relacionado la aparicion de
insuficiencia renal y neurotoxicidad con este tipo de administracion (Wagstaft, A.J, et al.,

1994), (Reynolds, J.E.F., 1996 ), (Bermejo, C.L., et al., 2004).
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Por via intravenosa, la inflamacion y flebitis en el lugar de inyeccion son los efectos adversos

mas frecuentes. Sin embargo, hay que tener en cuenta dos importantes reacciones asociadas a
este tipo de administracion: efectos neurologicos y/o psiquidtricos e insuficiencia renal
reversible, ambos problemas asociados a concentraciones plasmaticas altas de ACV

(Wagstaft, A.J, et al., 1994), (Reynolds, J.E.F., 1996 ), (Bermejo, C.L., et al., 2004).

Las reacciones adversas en administracion tdpica son limitadas fundamentalmente a efectos
locales leves (Wagstaff, A.J, et al., 1994), (Reynolds, J.E.F., 1996 ), (Bermejo, C.L., et al.,
2004).

Utilidad terapeutica

El ACV es usado principalmente en el tratamiento de las infecciones producidas por VHS y
VVZ donde la actividad que presenta el ACV in vitro es en general similar o mayor que la

mayoria de los agentes utilizados en este tipo de infecciones (Wagstaff, A.J., et al., 1994).

Infecciones por VHS

Actualmente, la administracion de ACV por via oral o intravenosa es una de las indicaciones
mas frecuentes en el tratamiento de la infeccion primaria por herpes genital (causado
principalmente por VHS-2) siendo su eficacia muy modesta en las infecciones recurrentes.
Por otra parte, la administracion cronica de ACV disminuye la aparicion del herpes genital
recurrente, aunque el numero de recidivas vuelve a ser el mismo cuando se suspende el
tratamiento antivirico (Wagstaff, A.J, et al., 1994), (Bermejo, C.L., et al., 2004),
(Departamento Técnico del CGCOF, 2010).

El tratamiento de infecciones mucocutineas de Herpes simplex en pacientes

inmunodeprimidos, ha resultado eficaz tras la administracion del ACV por via oral o

intravenoso. En este tipo de infecciones también se ha utilizado la administracion de ACV de
manera profilactica (Wagstaft, A.J, et al., 1994), (Bermejo, C.L., et al., 2004), (Departamento
Técnico del CGCOF, 2010).

La administracion de ACV por via intravenosa constituye el tratamiento de eleccion en la
encefalitis por Herpes simplex (VHS-1 es responsable de la mayoria de los casos de

encefalitis herpética). Las infeccion por Herpes simplex neonatal (mayoritariamente
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producida por el VHS-2) parece responder clinicamente a la terapia de ACV intravenoso con

una baja toxicidad asociada. En pacientes inmunocompetentes con infecciones graves por

Herpes simplex la terapia parenteral con ACV es una de las de primera eleccion (Wagstaft,

A, et al., 1994), (Departamento Técnico del CGCOF, 2010).

En cuanto la utilidad terapettica del ACV por via topica, se ha demostrado su eficacia en el
tratamiento de queratitis por Herpes simplex mediante aplicacion oftalmica especialmente
cuando existe una afectacion profunda (Departamento Técnico del CGCOF, 2010). También
se ha observado su utilidad en la prevencion de la queratitis herpética recurrente tras una
queratoplastia penetrante, siendo en este caso el ACV sistémico por via oral mas efectivo que

el ACV topico (Ghosh, S et al., 2008). En casos de herpes genital primario o de infecciones

mucocutédneas en inmunodeprimidos por VHS, su eficacia es inferior por via topica a las

formulaciones orales o parenterales Referente al herpes labial, consecuencia de la reactivacion
del VHS (fundamentalmente el VHS-1) tras la infeccion orofaringea los beneficios del ACV
en general y particularmente en los preparados topicos, parecen muy escasos con las
formulaciones hasta ahora utilizadas (Wagstaff, A.J, et al., 1994), (Bermejo, C.L., et al.,
2004), (Departamento Técnico del CGCOF, 2010). Un estudio clinico realizado con una
formulacion liposémica de ACV preparada a partir de etosomas, demostré la eficacia clinica

de dicha formulacion en el tratamiento del herpes labial recurrente (Horwitz, E., ef al., 1999).

Infecciones por VVZ

El virus de la VVZ origina dos entidades clinicas diferentes. La varicela originada cuando el
organismo se pone en contacto con el virus por primera vez y el herpes zdster resultado de la
reactivacion del virus latente tras la primoinfeccion . El VVZ es menos sensible al ACV que
el VHS, por lo que en el tratamiento de las infecciones por este virus deben utilizarse dosis
sustancialmente mas elevadas. La administracion de ACV intravenoso (y oral en menor
medida) en pacientes inmunodeprimidos con varicela o herpes zoster es capaz de reducir la
frecuencia de la diseminacion cutanea y las complicaciones viscerales. En el paciente
inmunocompetente la eficacia del ACV muy modesta y supeditada al inicio del tratamiento

(Bermejo, C.L., et al., 2004).
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Administracion v Dosificacion

La terapia con ACV debe iniciarse lo antes posible una vez que aparecen los sintomas de la
enfermedad. La administracion intravenosa del ACV se realiza por infusion lenta durante una
hora con la hidratacion suficiente para proporcionar un adecuado flujo de orina que prevenga
la precipitacion del principio activo en los tubulos renales, evitdndose, la inyeccion en bolus o
rapida. En la aplicacion tépica del ACV se recomienda lavarse o protejerse las manos
evitando la autoinoculacion a otras partes del cuerpo y la transmision de la infeccion a otras
personas (Wagstaff, A.J, ef al., 1994), (Reynolds, J.E.F, 1996). Las dosis recomendadas en los
diversos tratamientos con ACV se establecen como norma orientativa en mg/dia o en
mg/kg/dia segin tipo de administracion, variando las dosis y el periodo de tratamiento segin

la indicacion (Departamento Técnico del CGCOF, 2010).

Limitaciones del ACV en el tratamiento topico de infecciones cutaneas por VHS

Limitaciones en la actividad antiviral: Derivado de su propio mecanismo de accidn, cabe

resefiar que el ACV NO INACTIVA LOS VIRIONES LIBRES, siendo el objetivo del

tratamiento la méaxima supresion de la replicacion viral con el fin de no infectar células
adicionales. Aunque la potencia de un principio activo antiviral se mide normalmente como la
cantidad de inhibicién de replicacion viral in vitro al 50% (IDsy), el uso del parametro 1Dy s
mas relevante in vivo para conseguir una rapida supresion de la extension viral, de forma que
son necesarias altas concentraciones de principio activo en el lugar de accion. Se ha estudiado
in vitro la interaccion entre la célula huésped, el ACV y el VHS observandose que las

variables experimentales multiplicidad de la infeccion, tiempo de administracion del principio

activo en relacion al ciclo de replicacion viral, permisividad de la linea celular, concentracién

del fairmaco y cepa del virus influyen en la actividad del principio activo (Spruance, S.L, et

al., 1990).

Limitaciones en la penetracion del estrato corneo: El paso limitante en la administracion

topica de ACV en la infeccion cutdnea por VHS es su absorcion a través de la potente barrera
anatomica que constituye el estrato corneo, que se encuentra entre el lugar de aplicacion y el
de infeccion, que se corresponde con las células de la capa basal de la epidermis. El farmaco
debe llegar al sitio diana con unas concentraciones inhibitorias eficaces durante el estado

precoz del desarrollo de la lesion (sintomas prodromales o eritema focal), penetrando la piel
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intacta. En cambio, cuando el principio activo atraviesa con menos dificultad la piel danada y
la lesion ha progresado a estados vesiculares y ulcerosos, es demasiado tarde para esperar un

beneficio del tratamiento antiviral (Spruance, S.L, et al., 1990).
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I11.1.2.1. Componentes de la bicapa lipidica

- Fosfatidilcolina:

La familia de las fosfatidilcolinas (Fig. S) constituye el fosfolipido mayoritario para la
preparacion de los liposomas. Estd constituido por un esqueleto de glicerol que presenta el
grupo hidroxilo (en posicion 3) esterificado por el &cido fosforico, el cual, a su vez se une a la
colina formando la cabeza polar de la molécula y, los otros dos grupos hidroxilo ( en posicion
1 y 2) esterificados por &cidos grasos cuyas cadenas hidrocarbonadas constituyen la zona
apolar de los fosfolipidos y le dan nombre. La carga negativa del fosfato a pH fisiologico se
neutraliza con la carga positiva del amonio de la colina constituyendo la PC un zwitterion que
confiere carga neutra a la bicapa lipidica. Dichos fosfolipidos se caracterizan por su origen
(PC de soja, huevo, sintético) y la temperatura de transicioén de fase (Tc) que determina a que
temperatura la membrana pasa de un estado gel (rigido), a un estado cristal liquido (fluido)
(New, R.R.C., 1990a), (Brandl, M., 2001). Dicho parametro es especialmente relevante en
estudios como el nuestro ya que condiciona la permeabilidad de la bicapa liposémica al paso

del o de los principios activos en funcion de la temperatura.

Cadenas de acidos grasos

Enlace Cis

Cabeza polar

Fig. 5. Estructura de una fosfatidilcolina.

1-palmitil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC): Polvo blanco de origen sintético

suministrado por Chemi con una pureza contrastada. Su férmula molecular es C4,Hg,NOgP
con una masa molecular de 760,1 g mol”. Segin especificaciones del fabricante debe
almacenarse a una temperatura de -20°C en atmoésfera de nitrogeno. La cabeza polar de la

molécula (fosfocolina) se une al grupo glicerol en la posicion 3, mientras que los acidos
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grasos palmitico (C16:0), saturado, cuya longitud de cadena es de 16 atomos de carbonos (C),
y oleico (C18:1) con una longitud de cadena de 18C y un doble enlace cis en el C9, se unen a
la posicion 1y 2, respectivamente, del esqueleto del glicerol. Presenta una Tc de -4°C (Marsh,

D., 1990).

1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC): De origen sintético, se presenta con una

apariencia semisolida de elevada viscosidad con un color de blanco a ligeramente amarillo.
Suministrado por Chemi con una pureza contrastada, su férmula molecular es C44HgsNOgP
con una masa molecular de 786.1 g mol™ . Debe almacenarse a una temperatura de -20°C en
atmosfera de nitrogeno. En esta molécula, el grupo glicerol queda unido en la posicion 3 a la
cabeza polar (fosfocolina), y en la posicion 1 y 2 al acido oleico (C18:1), presentando una Tc

de -19°C (Marsh, D., 1990).

1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC): Polvo blanco de origen sintético

suministrado por Chemi con una pureza contrastada. Su féormula molecular es C40HgoNOgP
con una masa molecular de 734,05 g mol”'. Debe almacenarse a una temperatura de -20°C . El
grupo glicerol de la molécula queda unido en la posicion 3 a la cabeza polar (fosfocolina), y
en la posicion 1y 2 al &cido palmitico (C16:0). Presenta una temperatura de transicion de fase

de 41,5 °C (Marsh, D., 1990).

Fosfatidilcolina de soja hidrogenada (H-SPC): De origen semisintético se presenta con una

apariencia de solido aglomerado con un color ligeramente amarillo. Suministrado por Lipoid,
con una pureza contrastada, y una masa molecular de 762.1 g mol™'. Debe almacenarse a una
temperatura de -20°C. En esta molécula, el grupo glicerol queda unido en la posiciéon 3 a la
cabeza polar (fosfocolina), y en la posicion 1 y 2 a acidos grasos saturados en un porcentaje
de un 13% de acido palmitico (C16:0) y un 86% de acido esteédrico ( C18:0). Presenta una Tc
semejante a la Tc de 54,5 °C de la DSPC (1,2 — Diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina), (Marsh,
D., 1990).
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- Otros componentes de la bicapa lipidica

1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-glicerol)] sal sédica (DPPG.Na)]: Fosfolipido que

confiere carga negativa a la bicapa lipidica . Polvo blanco-grisiceo de origen sintético
suministrado por Chemi con una pureza contrastada. Su formula molecular es C3sH740,0NaP
con una masa molecular de 745 g mol”'. Debe almacenarse a una temperatura de -20°C. En
esta molécula, el grupo glicerol queda unido en la posicion 3 a la cabeza polar (fosfoglicerol),
y en la posicion 1 y 2 al acido palmitico (C16:0), presentando una Tc de 41,5 °C (Marsh, D.,
1990).

Estearilamina (SA). Sustancia lipidica que confiere carga positiva a la bicapa lipidica
constituido por una amina unida covalentemente al acido estedrico (C18:0). Solido
cristalizado suministrado por Sigma con una pureza contrastada. Su formula molecular es
CisH3N con una masa molecular de 269,5 g mol™. Debe almacenarse a temperatura

ambiente.

Colesterol (COL): Lipido que modifica la fluidez de la bicapa lipidica caracterizado por la
presencia de un grupo 3f hidroxilo, un nucleo plano esteroidico y una cadena alifatica,
componentes esenciales en su comportamiento caracteristico en la bicapa lipidica (New,
R.R.C., 1990a). Se presenta como una sustancia pulverulenta de color blanco. Suministrado
por Sigma con una pureza contrastada, su formula molecular es C;;H4O con una masa

molecular de 386,64 g mol™. Debe almacenarse a temperaturas inferiores a 0 °C.
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II1.1.2.2. Soluciones acuosas

Se usé siempre agua purificada MilliQ® (> de 18 MQcm) (Millipore Molsheim France).

- Solucién  amortiguadora ~ HEPES  (N-[2-hidroexietil]  piperazina-N’-[2-4cido

etanosulfonico]), sustancia solida que fue suministrada por Sigma-Aldrich Ibérica con una
pureza minima del 99,5% y una masa molecular de 238,3 g mol”. Las soluciones

amortiguadoras se prepararon en agua ajustando a un pH de 6.

- En determinados casos se utilizd una solucién amortiguadora HEPES- Salino, afiadiendo

cloruro sédico (NaCl) para obtener asi una solucion amortiguadora de pH de concentracion
150 mM /300Mm en NaCl y una osmolaridad de 300/600 mOsm Kg' respectivamente. El
cloruro sodico fue suministrado por Panreac con una pureza mayor del 99% y una masa
molecular de 58,44 g mol' Las medidas de osmolalidad se realizaron en un osmémetro
Knauer. Esta solucion amortiguadora Hepes-salino se usaba cuando se buscaba la misma
osmolaridad en el interior acuoso del liposoma y la soluciéon acuosa externa en la que estaban

dispersos.

- Solucién amortiguadora fosfato salina (PBS) (0,005M KH,PO,, 0,005M K,HPO,4 0,138M
NaCl, 0,0027M KCI) con un pH 7,4 y una osmolaridad de 290 mOsm Kg™', fue suministrado

por Sigma-Aldrich Ibérica. Todas las soluciones de tampdn fosfato se prepararon en agua

MilliQ. Las medidas de osmolalidad se realizaron en un osmometro Knauer.
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I11.1.2.3. Excipientes empleados en la elaboracion de geles

- Carbopol® (o Carbomer ®) (carboxipolimetileno): constituido por polimeros sintéticos de
acido acrilico, de alto peso molecular, de cadenas entrecruzadas y copolimerizados con
alilsucrosa o éteres de pentaeritritol. Se presenta como un polvo blanco, higroscopico, acido,
de aspecto sedoso, con un ligero olor caracteristico. Contiene entre un 56 y un 68% de grupos
de acido carboxilico (COOH) respecto a su base seca. Es soluble en agua, y una vez
neutralizado, en etanol (95%) y glicerina. El punto de fusion es de 260 °C. Tiene un pH entre
2,7y 3,5 en dispersiones acuosas al 0,5% (p/v) y un pH entre 2,5 y 3 en dispersiones acuosas
al 1% . La densidad aparente del producto es de 1,7 g/cm’ y la apelmazada es 1,4 g/cm’. El
contenido normal de humedad es inferior al 2% (p/p). Sin embargo, el Carbopol® es un
compuesto higroscopico y el contenido de humedad a la temperatura de 25°C y 50% de
humedad relativa es del 8-10% (p/p). El tamafio medio de las particulas primarias es alrededor
de 0,2 um de didmetro y de las particulas floculadas esta entre 2 y 7 pum, las cuales no se

pueden descomponer en las particulas primarias. Se utiliza como agente gelificante (0,5-2%)

(aumentando viscosidad), suspensor (0,5-1%), emulsificante (0,1-0,5%) y aglutinante (5-

10%) en formulaciones farmaceuticas (Koleng, J.J, et al., 2006).

El Carbopol ® al dispersarse en agua forma soluciones acidas coloidales de baja viscosidad.
Tras la neutralizacion se origina un incremento en la viscosidad dando lugar a una red
tridimensional que constituye la estructura de gel (Fig. 6). Como agentes neutralizantes se
utilizan ciertos aminoécidos, el borato soédico, hidroxido de potasio, bicarbonato sédico,
hidréxido sédico y aminas polares organicas, como la trietanolamina, laurilamina y
estearilamina. Una vez neutralizado, el gel acuoso Carbopol® presenta la maxima viscosidad
a un pH entre 6 y 11 siendo la misma considerablemente reducida si el pH es menor que 3 o
mayor que 12 o en presencia de electrolitos fuertes. Los geles pierden rapidamente viscosidad
al ser expuestos a la luz ultravioleta, minimizdndose esta reduccion por la adiciéon de un
antioxidante o por la utilizacion de trietanolamina como agente neutralizante (Koleng, J.J, et

al., 2006).
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Fig. 6. Representacion esquematica del polimero de Carbopol® antes y después de la neutralizacion.

Las dispersiones acuosas de Carbopol® constituyen un soporte de facil crecimiento de
microorganismos siendo necesario la adicion de conservantes apropiados. En este sentido, los
geles acuosos pueden esterilizarse por autoclave. A temperatura ambiente y en condiciones
adecuadas, las dispersiones de Carbopol® mantienen su viscosidad durante periodos de
tiempo largos. El polvo de Carbopol® debe ser almacenado en un recipiente hermético y

resistente a la corrosion en un lugar frio y seco (Koleng, J.J., et al., 2006).

Se encuentran comercializados diferentes tipos de Carbopol®, los cuales varian en su peso
molecular, grado de entrecruzamiento de las cadenas, estructura polimérica y componentes
residuales. Estas caracteristicas dan lugar a las propiedades reoldgicas particulares de cada
producto. El benceno es el solvente utilizado normalmente en la polimerizacion, sin embargo,
existen formas de Carbopol® preparados Gnicamente con etilacetato o mezcla de etilacetato/
ciclohexano (Koleng, J.J., et al., 2006). En nuestro estudio seleccionamos el Carbopol® 980,
suministrado por BF Goodrich que presenta una viscosidad de 22,95 cps a una concentracion
de 0,2% (p/v en agua) y de 49,8 cps a una concentracion del 0,5% (p/v en agua) y un
porcentaje de etilacetato y ciclohexano, unicos solventes utilizados en la fabricacion del

producto, del 0,21 y 0,03 respectivamente.

- Kathon® CG: Conservante, suministrado por Rhom and Haas, utilizado en la preparacion de
gel de Carbopol®. Es una formulacion especifica de ingredientes activos (5-cloro-2-metil-4-
isotiazolin-3-ona (1,15%) y 2-metil-4-isotiazolin-3-ona (0,35%)) y sales inertes de magnesio
(cloruro y nitrato) (23%) en solucion acuosa. Se presenta como un liquido claro de color

APHA <50y de olor moderado con un pH entre 1,5 y 3. Su estabilidad es al menos de un afio

40



Estudio general de componentes

a temperatura ambiente y por lo menos de 6 meses a 50°C. Es totalmente miscible en agua,
alcoholes y glicoles inferiores y tiene baja solubilidad en hidrocarburos. La concentracion de
uso maxima recomendada es de 0,1% en peso de producto (15 ppm de ingrediente activo) en
los productos de enjuague y de un 0,05% (7,5 ppm de ingrediente activo) en los productos sin
enjuague. Debe evitarse su uso en productos destinados al contacto directo con membranas
mucosas. Entre las recomendaciones para la formulacion con el conservante Kathon® CG se
encuentra evitar temperaturas superiores a 50°C una vez incorporado el conservante y la

presencia de un pH ligeramente acido aunque es estable hasta pH = 8.

- Trietanolamina: Agente neutralizante, suministrado por Merck, utilizado en la preparacion

del gel de Carbopol®. Se presenta como un liquido con una pureza superior al 99%. Su
féormula molecular es N(CH,CH,OH); poseyendo una masa molecular de 149,19g/mol. Se

almacena entre 15 y 25°C.
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En el presente trabajo se ha utilizado como formulacion de referencia Zovirax® crema
(Titular de la autorizacién de la comercializacion GlaxoSmithkline, S.A y Resposanble de la
fabricacion Glaxo Wellcome Operations) que pertenece al grupo de medicamentos llamados
antivirales. Cada gramo de crema contiene 50 mg de aciclovir. Los demés componentes de
esta formulacion son Poloxdmero 407, alcohol cetoestearilico, laurilsulfato de sodio, parafina
blanca blanda, parafina liquida, propilenglicol, dimeticona 20, arlacel 165 y agua purificada.
Su formula patentada contiene contiene un 40% de propilenglicol frente a otras formulas que
contienen un maximo del 30%. Diversos autores (Trottet, L., et al., 2005) demostraron en sus
estudios de difusion en piel una mayor penetracion del ACV en piel a partir del Zovirax,
conteniendo un 40% de propilenglicol, frente a formulaciones comerciales genéricas de ACV

con un contenido en su formulacion de propilenglicol del 15% o menor.

Zovirax® crema esté indicada en el tratamiento de infecciones de piel producidas por el virus
del Herpes simplex incluyendo herpes labial y herpes genital inicial y sus recaidas. No se
recomienda el uso cutdneo de ACV en membranas mucosas como boca, 0jo o vagina , ya que
puede ser irritante. Se debe aplicar cinco veces al dia, aproximadamente cada cuatro horas
omitiendo la aplicacion de la noche, en las lesiones o en las lesiones inminentes lo antes
posible tras el comienzo de la infeccion. Es importante comenzar el tratamiento de los
episodios recurrentes durante el periodo durante el cual todavia no han aparecido las lesiones
o cuando las lesiones aparecen por primera vez. El tratamiento se debe continuar durante
cinco dias, o en el caso de no producirse la curacion, puede prolongarse hasta un total de 10
dias. Puede tener efectos adversos poco frecuentes, como quemazon o picazén pasajeros tras
la aplicacion de la crema, leve sequedad o descamacion de la piel y sensacion de picor,
efectos adversos raros como eritema y dermatitis de contacto o efectos adversos muy raros
como reacciones de hipersensibilidad inmediata incluyendo angiodema. Zovirax® crema no

debe conservarse a una temperatura superior a 25°C, ni debe refrigerarse.
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La via topica

La piel es el 6rgano mas extenso del organismo cuya principal funcién es proteger el cuerpo
contra la pérdida de material endégeno al exterior, asi como, del impacto fisico y quimico del
ambiente externo. No presenta una superficie uniforme, el area superficial expuesta aumenta
aproximadamente un 30% por la presencia de pequefias arrugas (inexistentes en las palmas de
las manos y los pies), de modo que en las aplicaciones topicas no se cubre uniformemente la
superficie aplicada. La piel esta constituida por tres capas superpuestas: la epidermis, formada

por el estrato corneo y la epidermis viable, la dermis y la hipodermis. Debido a que las c€lulas

en el estrato corneo son células muertas, la epidermis sin el estrato coneo se denomina
epidermis viable (Schaefer, H. et al., 1996a), (El Maghraby, G.M, et al., 2008). La estructura

general se muestra en la Fig. 7.
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Fig. 7. Esquema general de la piel.

La estructura y funcion de las diferentes zonas de la piel son las siguientes:

- Estrato corneo: constituye la principal barrera frente a la absorcién de xenobidticos. Es la

capa mas delgada y superficial de la piel presentando un bajo grado de hidratacién, donde los
lipidos localizados en los espacios intercelulares desempefian una papel muy importante en la
resistencia que se ofrece a la penetracion (Schaefer, H. et al., 1996a), (Schaefer, H. et al.,
1996b), (Wertz, P.W et al., 1998), (Bouwstra, J.A., et al., 2003), (El Maghraby, G.M, et al.,

2008). Esta capa de la piel se trata de forma mas extensa en el apartado I11.2.2.
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- Epidermis viable: Subyacente al estrato corneo es la capa responsable de la formacion de la

barrera de la piel constituida por un epitelio estratificado (de dentro a afuera estrato basal,
espinoso y granuloso), queratinizado y no vascularizado que descansa sobre la dermis.
Interpuesta entre la dermis y la epidermis se encuentra una membrana extracelular,
denominada ldmina basal, que mantiene la unidon entre ellas, y cuya superficie ondulada,
aumenta la superficie de contacto. Debido a la ausencia de una red vascular en la epidermis
las células vivas de este epitelio reciven sus nutrientes desde los capilares dérmicos (situados
en la parte alta de la dermis, junto a la epidermis) por la difusion pasiva de sustancias a través
de la membrana basal al fluido intersticial (Elias, J.J, 1989), (Schaefer, H. ef al., 1996a). Cabe
destacar en el contexto del presente trabajo que el lugar de accion del ACV es la capa basal de
la epidermis, donde se localizan las células diana en la infeccion del VHS (Spruance, S.L, et

al., 1990).

- Dermis: Se trata de la capa mas voluminosa de la piel. Condiciona la elasticidad y tension de
la piel mediante una malla de fibras, y tejido conectivo amorfo. Ademas, proporciona un
soporte fisico a la red vascular (vasos sanguineos y linfaticos) y red nerviosa que la constituye

(Schaefer, H. et al., 1996a), (Foldvari, M., 2000).

- Hipodermis: Es la region mas profunda de la piel y se encuentra constituida por una malla
de células grasas (adipocitos) dispuestas en lobulos. Dicha region presenta un importante
papel en el almacenamiento de energia y metabolismo, asi como, en el aislamiento y

proteccion contra los golpes (Schaefer, H. ef al., 1996a).

- Anexos cutdneos de la piel: distinguimos entre foliculos pilosos, gldndulas sebéceas y

glandulas sudoriparas. Se originan en la dermis e hipodermis y perforan el estrato corneo

constituyendo zonas de discontinuidad en la integridad del estrato corneo. Son responsables
de varias funciones, en las que se incluyen un control térmico y una cubierta de proteccion en

la piel (Schaefer, H. et al., 1996a).

* (Glandulas sudoriparas: estan constituidas por una porcion secretora, tubo muy contorneado
sobre si mismo, y un canal secretor. Este anexo cutdneo secreta una solucion casi isotdnica
donde los electrolitos son reciclados activamente por la gldndula dando lugar a la

hipotonicidad del sudor. La evaporacion de esta secrecion en la superficie de la piel tiene un
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papel importante en la regulacion de la temperatura (Poirier, J., et al., 1985), (Elias, J.J,

1989), (Schaefer, H. et al., 1996a).

* Foliculos pilosos: formados a partir de una invaginacion tubular de la epidermis que se
hunde en la dermis y tejido subcutdneo, constituyendo la vaina epitelial externa. La
invaginacion epidérmica se abulta, en su parte mas profunda, formando una masa de células
matrices que rodean y cubren una papila de tejido conectivo muy vascularizada. Las células
matrices proliferan y son empujadas hacia la superficie diferencidndose en el pelo
propiamente dicho que se rodea por la vaina epitelial interna (Poirier, J., et al., 1985), (Elias,

J.J, 1989), (Schaefer, H. et al., 1996a).

* (Glandulas sebaceas: La mayoria se encuentran asociadas al foliculo piloso, a nivel
dérmico, a través de su corto canal secretor constituyendo la unidad pilosebacea. Esta
glandula alveolar de tipo holocrino secreta sebo dentro del canal del foliculo el cual fluye
hacia la superficie como resultado de la lisis de los sebocitos dentro de las glandulas. Dicha
secrecion presenta una composicion lipidica caracteristica de cada especie (Poirier, J., et al.,
1985), (Elias, J.J, 1989), (Schaefer, H. et al., 1996a), (Wertz, P.W. et al., 1998), (Lauer, A.C,
1999).
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El estrato corneo y su funcion
barrera
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Debido a la importancia del estrato corneo, en el contexto del presente trabajo, como principal
barrera limitante de absorcion de xenobidticos se describe de forma detallada la estructura y

composicion de dicha capa de piel.

El estrato corneo, constituido por células rellenas de queratina (corneocitos) embebidas en una
matriz de lipido, presenta una estructura que ha sido comparada a un modelo
bicompartimental representado (Fig. 8) de forma simplificada por un muro de ladrillos, que
representan los corneocitos, y por la argamasa, que representa los lipidos intercelulares, los
cuales, forman un dominio continuo cuya disposicién proporciona un camino tortuoso para la
difusion de las moléculas (Elias, J.J, 1989), (Schaefer, H. et al., 1996b), (Wertz, P.W et
al.,1998), (Foldvari, M., 2000), (El Maghraby, G.M, et al., 2008).

Fig. 8. Representacion esquemética del estrato corneo (Schaefer, H.
et al., 1996b).

El estrato corneo posee un 15% de agua, un 70% de proteinas y un 15% de lipido
aproximadamente, lo que le confiere unas propiedades diferentes de las de la epidermis,
dermis u otros tejidos viables. Presenta un pH en torno a 5,5 (Schaefer, H. et al., 1996b),
(Sznitowska, M. ef al., 2001), y se ha demostrado la capacidad tamponante que posee, lo cual
influye en el estado de ionizacion de compuestos en el estrato corneo y la absorcion

percutdnea de xenobidticos con caracter acido o base débil (Schaefer, H. et al., 1996b).

Los corneocitos son células poliédricas planas no nucleadas formadas, principalmente, por
haces de queratina rodeados por una envoltura celular compuesta por proteinas entrelazadas y
limitada por lipidos ligados covalentemente a la misma. Los corneocitos se encuentran

interconectados entre si por estructuras polares, como los corneodesmosomas, que
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contribuyen a la cohesion de los mismos (Schaefer, H. et al., 1996a), (Schaefer, H. et al.,

1996b), (Wertz, P.W et al., 1998), (Bouwstra, J.A., et al., 2003).

La principales lipidos intercelulares que se han encontrado en el estrato cérneo son ceramidas,

colesterol, 4cidos grasos libres y pequenas proporciones de sulfato de colesterol composicion
que difiere de la observada en las membranas celulares. La estructura de los espacios lipidicos
intercelulares ha sido evaluada por numerosas técnicas que incluyen la microscopia
electronica freeze-fracture (criofactura) y de transmision, difraccion de rayos X y electrones,
calorimetria diferencial de barrido y espectroscopia de infrarrojos por transformada de
Fourier. . Los lipidos intercelulares estan organizados en lamelas dispuestas paralelamente a
la superficie. La organizacién lipidica en fases preferentemente cristalinas y la presencia de
una unidad lamelar de 13nm se han considerado aspectos cruciales en la funcion barrera de la
piel. Tanto la composicion quimica como la disposicion fisica de los lipidos intercelulares en
el estrato corneo es inusual y proporciona una mayor resistencia a la difusion que las
membranas de lipido generales (Schaefer, H. et al., 1996b), (Wertz, P. et al., 1998),
(Bouwstra, J.A., et al., 2003).

Las capas mas altas del estrato corneo contienen también lipidos derivados de las secreciones
sebaceas. No hay evidencias de que influyan significativamente en la permeabilidad de la
barrera de la piel ya que existen como fase liquida, y no son lipidos anfipaticos, no
pudiéndose incorporar de una manera efectiva en la estructura lamelar del lipido intercelular

(Schaefer, H. et al., 1996b), (Wertz, P.W. et al., 1998).

Una caracteristica del estrato corneo es el bajo grado de hidrataciéon que presenta. El
compartimento interno de los corneocitos es la principal zona de atrapamiento del agua. La
cantidad de agua en el estrato corneo estd influenciada por la humedad del ambiente,
presencia de sustancias hidratantes, emulgentes, condiciones fisiologicas como la edad y
condiciones patoldgicas. Con niveles fisiologicos de agua, no parece haber cambios en la
estructura de los dominios del lipido intercelular, en el grosor del estrato corneo o en su
funciébn como barrera. En cambio se sabe que, cuando el estrato corneo se hidrata
experimentalmente sobre el 30 y 40%, la funciéon de barrera de la piel disminuye
progresivamente (Schaefer, H. et al., 1996b). Este hecho debe ser tenido en cuenta en los

estudios de difusion a través de la piel ya que unas condiciones de trabajo oclusivas pueden
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alterar las caracteristicas de hidratacion del estrato corneo y modificar los resultados del

experimento.

La sintesis fisioldgica del estrato corneo a partir de la epidermis viable se realiza a través de
un proceso de diferenciacion celular donde los queratinocitos pasan por diferentes estados,
desde la profundidad hasta la superficie de la piel, que se corresponden con el estrato basal,
espinoso, granuloso y cérneo. En este proceso, las células se mueven hacia la superficie, a
partir de la capa basal de la epidermis, y se aplanan y queratinizan progresivamente hasta que
los nucleos y organulos intracelulares desaparecen dando lugar a los corneocitos
(queratinocitos no vivos) (Poirier, J., et al., 1985), (Elias, J.J., 1989), (Schaefer, H. et al.,
1996a), (Foldvari, M., 2000), (Bouwstra, J.A., et al., 2003). El espacio intercelular entre los
corneocitos es rellenado por lipidos cuyo origen se encuentra, principalmente, en la exocitosis
de los cuerpos lamelares presentes en el estrato granuloso durante la diferenciacion terminal
de los queratinocitos En el estrato cdrneo, los corneocitos y dominios de lipido intercelular
son considerablemente diferentes de los queratinocitos localizados en la capa granular en los
ultimos estados de diferenciacion, lo que implica que existe una importante actividad
metabolica en la interfaz con el estrato granuloso (Elias, JJ., 1989), (Schaefer, H. et al.,
1996a), (Wertz, P. et al., 1998), (Bouwstra, J.A., et al., 2003). Las diferentes capas que
constituyen el estrato cdrneo representan varios estados de maduracion de los corneocitos y

del lipido intercelular. Las capas mas superficiales forman el stratum disjunctum, las cuales

sufren un proceso continuo de descamacion; en cambio, capas mas profundas se corresponden
con el stratum compactum, que presentan un grosor mayor y un empaquetamiento mas denso

(Schaefer, H. et al., 1996a).

La funcion barrera del estrato corneo esta regulada por mecanismos homeostaticos. La
descamacion representa la interrupcion controlada de los factores responsables de la cohesion
del estrato corneo liberandose escamas individuales de la superficie de la piel. El control de
este proceso requiere actividad proteolitica. El grosor del estrato corneo depende de un
balance entre el grado de cornificacion y de descamacion. De este modo, siempre que la
barrera de la piel se vea alterada, el grado de sintesis del estrato corneo se ve aumentado hasta
que se restablece el equilibrio normal (Schaefer, H. ef al., 1996a), (Reddy, M.B., et al., 2000),
(Bouwstra, J.A., et al., 2003).
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El estrato corneo, ademas de ser la principal barrera a la penetracion de compuestos
xenobidticos, actia como reservorio de los mismos. La cantidad de material presente en la
capa mas externa de la piel y que se encuentra disponible para la absorcion es atribuido al
reservorio del estrato corneo. En este sentido, se piensa que la localizacion predominante del
reservorio en la capa cornea no es otro que el espacio lipidico intercelular (Rougier, A., et al.,
1983), (Schaefer, H. et al., 1996c), aunque, también se relacionan con esta funcion los
foliculos pilosos y las arrugas de la piel. La localizacion fisica del reservorio en el estrato
corneo es un tema de considerable conjetura seguin los diversos autores consultados. Factores
como el coeficiente de reparto del principio activo (estrato corneo/ agua) y la naturaleza de la
formulacion influyen en la cantidad de xenobiodtico que va a formar el reservorio. Ademas se
sabe que los principios activos pueden permanecer en el reservorio durante varios dias,
incluso hasta quince dias en algunos casos. La importancia de la funcién reservorio en la
absorcion percutdnea es mas significativa durante el primer dia tras la aplicacion cutanea,
donde la concentracion del compuesto retenido en el estrato corneo es mas alto (Schaefer, H.

et al., 1996¢).
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La piel presenta enzimas que confieren a este 6rgano la presencia de actividad metabolica. Se
ha observado un metabolismo cutaneo significativo en una amplia variedad de compuestos
como por ejemplo la nitroglicerina y el estradiol. Sin embargo, a pesar de la variedad de
procesos metabolicos asociados a la piel la extension del metabolismo es normalmente
moderada. El metabolismo no solo esta limitado por el corto periodo de tiempo que un
compuesto pasa en las capas viables de la piel sino también por el nivel total de actividad
enzimatica (Schaefer, H., et al., 1996¢). El ACV es un principio activo que no presenta
metabolizacion cutdnea de manera significativa (Gonsho, A., et al., 1990) caracteristica que
permite que la extrapolacion de datos entre modelos de piel animal y humana no se vea
afectada por diferencias de metabolismo cutdaneo (Schaefer, H., et al., 1996¢c) o, que el
mantenimiento de la viabilidad de la piel no sea un requisito imprescindible en los ensayos de

difusion in vitro (Bronaugh, R.L., 1989).
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En general distinguimos entre dos grandes tipos de rutas: a través de los anexos cutdneos (via
transapendicular) o a través de la epidermis (via transepidérmica), siendo la principal barrera
el estrato corneo. La importancia de cada una de estas rutas en la penetracion de la piel,
depende de factores como area de exposicion y longitud del camino, asi como, de la
difusibilidad y solubilidad del compuesto en cada dominio. Cabe destacar que las diferentes
rutas no son consideradas exclusivas unas de otras para un cierto compuesto (Schaefer, H. et
al., 1996b), (El Maghraby, G.M, et al., 2008) y pueden resumirse en el siguiente cuadro y en
la Fig. 9.

(
A. Transapendicular <

.
Al Foliculos pilososy Glandulas sebaceas.

A2. Glandulas sudoriparas
\
Rutas de penetracion {

r

) B1. Inter celular
B2. Intracelular

B. Transepidérmica

\ \

- Ruta transapendicular: El 4rea ocupada en la superficie de la piel por los anexos cutaneos no

es muy elevada, sin embargo, no debe despreciarse su consideracion como posibles rutas de
penetracion. Los foliculos pilosos, normalmente asociados a la glandula sebacea, son el anexo
cutaneo mas importante en términos de area superficial. En la administracion topica, la unidad
pilosebéacea puede actuar como via para conseguir un reparto sistémico de principios activos
debido a la red de capilares asociados al foliculo piloso, 0 como 6rgano diana mediante un
efecto localizado de los principios activos, importante en desdrdenes dermatoldgicos
asociados al anexo cutaneo. La secrecion de sebo, a partir de las glandulas sebaceas crea un
ambiente lipofilico en el canal folicular que podria influir en la absorcion (Lauer, A.C., et al.,
1995), (Schaefer, H. et al., 1996a), (Schaefer, H. et al., 1996b), (Lauer, A.C., 1999). La
importancia de los anexos cutdneos en cuanto a su contribucion en el proceso de absorcion
percutanea es objeto de debate por diferentes autores. Se prevee que la ruta transfolicular
puede ser importante para compuestos que presentan una baja absorcion percutanea (iones,
moléculas polares grandes) y durante los estados iniciales de la difusion antes de establecerse
el estado continuo a través de los dominios de lipido intercelular. Diversos autores han
observado un reparto especifico de sistemas constituidos por particulas, que incluyen

liposomas y microsferas, al foliculo piloso. Sin embargo, se necesitan desarrollar modelos
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animales y métodos cuantitativos apropiados para conocer la verdadera significacion de la

ruta transfolicular (Lauer, A.C., et al., 1995), (Schaefer, H. et al., 1996¢), (Lauer, A.C., 1999).

- Ruta transepidérmica: El estrato cérneo, no es solo reconocido como la principal barrera a la

penetracion en la piel de un compuesto, sino también como la principal ruta de absorcién. En

general, la absorcion a través de la epidermis puede realizarse por dos vias:

* Ruta intercelular: Debido a que el espacio lipidico intercelular es el unico dominio
continuo formado dentro del estrato coérneo, las sustancias aplicadas a la piel siempre tienen
que pasar estas regiones. La excepcional composicion lipidica y en particular, la disposicion
estructural de los lipidos del estrato coérneo que la diferencian del resto de membranas
biologicas hacen pensar en esta ruta como el paso limitante a la absorcion de compuestos.
(Schaefer, H. et al., 1996b), (Wertz, P. et al., 1998), (Barry, B.W., 2001), (Moser, K. et al.,
2001), (Bouwstra, J.A., et al., 2003), (El Maghraby, G.M, et al., 2008). Cambios en los
lipidos intercelulares se correlacionan con un aumento del agua transepidémica,
observaciones que indican que el paso limitante a la penetracion del agua implica a dichos los
lipidos. Se ha calculado que el camino de difusion del agua a través del estrato corneo es 50
veces mas largo que el grosor de la capa cornea, lo que sugiere que la penetracién de los
compuestos a través de los lipidos intercelulares siguen un camino tortuoso, modelo que ha

sido ampliamente aceptado (Schaefer, H. ef al., 1996b).

* Ruta intracelular: La penetracion de compuestos a través de los corneocitos no puede ser
excluida de las posibles rutas de penetracion en la piel. En diversas investigaciones realizadas
se han localizado cantidades significativas de compuestos en los corneocitos, principalmente
en el stratum disjunctum (capa del estrato corneo mas superficial), sugiriéndose que los
corneocitos que sufren descamacion pudieran ser relativamente permeables. Asi como, la
oclusion o inmersion de la piel en un bafio conduce al hinchamiento de los corneocitos
originado por la penetracion del agua. Desafortunadamente, existe poca informacion sobre si
estas cé€lulas poliédricas limitan la difusion de los compuestos dentro del estrato corneo

(Schaefer, H. et al., 1996b).
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Rutas de penetracién
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Fig. 9. Rutas de penetracion de la piel. En la parte de arriba del disefio se representa un esquema de
las rutas de penetracion; los numeros 1 y 3 se refieren a la ruta transapendicular y el nimero 2, a la

a la ruta transpidérmica. En la parte de abajo del disefio se detalla la ruta transepidérmica (Barry, B.
W, 2001).
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Entre los aspectos en los que se basa la optimizacion de una formulacion para administracion
cutanea de medicamentos, destacan en lo referente al desarrollo del presente trabajo

experimental, las interacciones del principio activo y vehiculo, el uso de vesiculas, el

desarrollo de estrategias que alteran las propiedades de la barrera y la promocion de la ruta

transfolicular (Barry, B.W., 2001).

Interacciones del principio activo y vehiculo

Hay que considerar diversos factores basados en el principio activo y en el vehiculo para la

optimizacion de una formulacion de aplicacion cutdnea. De entre ellos destacan la seleccion

de un farmaco o profarmaco adecuado con unas caracteristicas fisicoquimicas que le permita

difundir bien en el estrato corneo, el ajuste del potencial quimico al maximo obteniéndose

flujos mayores de penetracion en piel, la formacion de pares de iones lipofilicos y complejos

de coacervacion que permitan una difusion mejor a las moléculas cargadas, y el uso de

sistemas eutécticos que presentan mejores propiedades de penetracion en el estrato corneo que

los compuestos aislados (Barry, B.W., 2001).

Uso de vesiculas

Se han desarrollado diferentes tipos de vesiculas como vehiculos de principios activos en el
estudio de optimizacion de formulaciones topicas (Katare, O.P, et al., 2010), siendo los
liposomas, particulas coloidales constituidas principalmente por fosfolipidos, colesterol y
otros componentes dispuestos en bicapas concéntricas, las vesiculas utilizadas en la memoria
de trabajo actual. Diversas investigaciones citan un efecto localizado de estas particulas, sin
embargo, el mecanismo por el cual las vesiculas transportan los principios activos a través de
la piel estd siendo estudiado y existen diversas teorias (Barry, B.W., 2001), (El Maghraby,
G.M.,, et al., 2006), (El Maghraby, G.M, et al., 2008). La composicion de las vesiculas y su
método de preparacion influye en sus propiedades fisicoquimicas (como tamafio, carga,
lamelaridad, estado termodindmico) y por lo tanto en su eficacia como sistemas de reparto.
Otros tipos de vesiculas se obtienen al incorporar distintos componentes en las membranas
lipidicas como agentes superficiales, o etanol, dando lugar a la formacidon de transfersomas
(Ceve, G., et al., 1992), o etosomas (Touitou, E., et al., 2000) respectivamente, asi como,
aquellas vesiculas constituidas por tensoactivos no 1i6nicos constituyen los niosomas

(Schreirer, H., et al., 1994).
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Estrategias que alteran las propiedades de la barrera

Existe un continuo interés en el desarrollo de estrategias que alteran la barrera de la piel
dirigidas a la absorcion percutdnea de compuestos y cuyos requerimientos generales son
similares a los descritos para cualquier componente de la formulacion dermatologica. Asi, los
compuestos utilizados para este fin, no deben conferir propiedades organolépticas
desagradables a la preparacion y ser cosméticamente aceptables, deben ser quimica y
fisicamente estables, presentar un coste adecuado y no provocar irritacion ni sensibilizacion.
Ademas, la actividad de los agentes que actian sobre la barrera de la piel debe poder

controlarse facilmente causando siempre efectos reversibles (Schaefer, H. et al., 1996c¢).

Unicamente se habla del efecto promotor en el presente trabajo experimental, término con el
que Schaefer y colaboradores nombran a aquellos compuestos o procesos que reducen la

funcion de barrera de la piel. La oclusién del estrato corneo, y el uso de promotores quimicos,

son alguna de las estrategias para conseguir una disminucion de la barrera de la piel

(Schaefer, H. et al., 1996c¢).

- Oclusion: El efecto de oclusion eleva la absorcion percutanea en diversas sustancias al
reducir o bloquear la pérdida de agua transepidérmica (TEWL) y la evaporacion de solventes
volatiles o compuestos de la superficie de la piel. De este efecto, resulta un aumento profundo
del contenido de agua en el estrato corneo (300-400%), transitorio y localizado
principalmente en los corneocitos, que hinchados por el agua contenida en su interior alteran,
posiblemente, la funcidon de barrera de la piel; sin embargo, las bases moleculares de este
cambio es un tema de conjetura La mayoria de los sistemas transdérmicos son parcial o
completamente oclusivos. Se puede obtener también una oclusion parcial a partir de

formulaciones basadas en petrolatum, pomadas o cremas (Schaefer, H. et al., 1996c).

- Promotores quimicos de penetracion: Son aquellas sustancias que disminuyen temporal y

reversiblemente la capacidad de barrera de la piel y aumentan el flujo de principios activos a
través de ella. Barry introdujo el concepto de clasificacion de promotores de la penetracion de
acuerdo a si su efecto principal era: (1) la desorganizacion de los lipidos del estrato corneo,
(2) la interaccidén con las proteinas intracelulares y (3) la mejora en el reparto de un
compuesto, combinando estos tres mecanismos algunos de ellos (por ejemplo

dimetilsulfoxido (DMSO) al 60% aprox.). Se da la circunstancia de que muchos de los
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promotores quimicos son irritantes e interfieren con células viables de las membranas por lo
que se limita el uso de estos compuestos a aquellos que son benignos para la piel (Foldvari,

M., 2000), (Barry, B.W., 2001).

* Accidn sobre los lipidos: El promotor actua rompiendo la organizacion lipidica del estrato

corneo y creando microcavidades donde un mayor volumen libre disponible para la difusion
del principio activo aumenta el coeficiente difusion del mismo. Por este camino operan la

azona, terpenos, acidos grasos, dimetilsulféxido (DMSO) y alcoholes.

* Accién sobre las proteinas: Los tensioactivos idnicos, el decimetilsulfoxido y el DMSO

interaccionan con la queratina en los corneocitos abriendo la densa estructura proteica,
haciéndola mas permeable y aumentando el coeficiente de difusion de los principios activos.
Aunque la ruta intracelular no es normalmente muy importante en la penetracion de las
sustancias en piel, reducciones drasticas a la resistencia de esta ruta podrian abrir un camino

alternativo.

* Accién sobre el coeficiente de reparto: Muchos solventes penetran en el estrato cérneo

cambiando las propiedades de solucion de esta capa de la piel al alterar el ambiente quimico,
y de este modo, aumentando el reparto de una segunda molécula dentro de la capa cérnea;
esta molécula podria ser un principio activo, un copromotor o un cosolvente. El propilenglicol
es un promotor muy utilizado, particularmente proporcionando mezclas sinérgicas con
moléculas como azona, acido oléico y terpenos ya que eleva la concentracion de los mismos

en el estrato corneo.

Ruta transfolicular

La unidad pilosebacea proporciona, por si misma, una ruta que pasa el estrato corneo intacto,
la ruta ransfolicular (Ver II1.2.4.). Diversos estudios han sugerido que el reparto folicular esta
influenciado por las propiedades fisicoquimicas de los principios activos o el vehiculo. La
manipulacion de factores de la formulaciéon como el empleo de solventes (por ejemplo etanol)
que delipidizan o reorganizan el sebo o agentes humectantes que favorecen la formacion de
emulsiones disminuyendo la tension interfacial entre los agentes hidrofilicos y el sebo se han

empleado con el objeto de favorecer el reparto folicular, asi como, el empleo de sistemas
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liposomicos, o por otra parte, sistemas transportadores con un tamafio de particula

determinado (Lauer, A.C. et al., 1995).
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LOS LIPOSOMAS COMO RECURSO DE
FORMULACION







II1.3.1.

Planteamiento general







Los liposomas

El empleo de liposomas como agentes transportadores de principios activos es una de las
estrategias utilizadas en la optimizacion de una formulacion topica (Sharma, A., et al., 1997),
(Barry, B.W, 2001), (Bouwstra, J.A. et al., 2003). Los liposomas son vesiculas microscopicas
compuestas de una o mas bicapas lipidicas dispuestas concéntricamente que encierran igual
nimero de compartimentos acuosos (Fig. 10). La influencia de los liposomas en las
caracteristicas de reparto de principios activos depende y se basa en propiedades fisico-
quimicas y coloidales como composicion, tamaiio, eficiencia de carga y estabilidad, asi como,
en sus interacciones bioldgicas con las células (Egbaria, K. et al., 1990a), (New, R.R.C.,
1990a), (Sharma, A., et al., 1997), (Lasic, D.D., 1998), (Brandl, M., 2001), (El Maghraby,
G.M.,, et al., 2006). Las ventajas que presenta este sistema de administracion topica residen
principalmente en la capacidad de reducir los efectos adversos e incompatibilidades que
aparecen tras una indeseable alta absorcidon sistémica del principio activo, el aumento
significativo de la molécula en el lugar de administracion, la facilidad para incorporar una
gran variedad de principios activos tanto hidrofilicos como hidrofobicos, su baja toxicidad y

ser biodegradables (Egbaria, K. ef al., 1990a).

Fig. 10. Corte transversal de un liposoma unilamelar.

111.3.1.1. Composicion lipidica

La eleccion de los lipidos que constituyen la bicapa de las vesiculas se relaciona con la
estabilidad deseada en la formulacion liposdmica, tanto in vivo como in vitro, y el principio

activo cargado dentro de los liposomas (Brandl, M., 2001). El principal lipido utilizado en la
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preparacion de los liposomas es el fosfolipido fosfatidilcolina (PC), (descrita en apartado

II1.1.2.1), (Fig. 5 y Fig. 11) debido a sus caracteristicas: su relativo bajo coste comparado con
otros fosfolipidos, su carga neta neutra y su elevada biocompatibilidad. Las fosfatidilcolinas,
también llamadas lecitinas, pueden provenir tanto de fuentes naturales como sintéticas. Se
extraen fundamentalmente de la yema de huevo y de la semilla de soja, y son mezclas de
fosfatidilcolinas con cadenas de diferente longitud y diversos grados de instauracion. En
cambio, los fosfolipidos de origen sintético se caracterizan por presentar una zona apolar
constituida por acidos grasos con la misma longitud e insaturaciones en su cadena (New,

R.R.C., 1990a), (Brandl, M., 2001).
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La composicion lipidica en la bicapa de los liposomas tiene un gran impacto en propiedades

de la membrana como la elasticidad (Gutiérrez, R, 1998), (Torre-Enciso, M., 2004)
permeabilidad y propiedades de enlace con principios activos (Brandl, M., 2001). El estado de
organizacion principal de la fosfatidilcolina una vez hidratada es en forma de bicapas, donde
los grupos que contienen la cabeza hidrofilica de las moléculas lipidicas son orientados hacia
la fase acuosa mientras que las cadenas alquilicas de las dos monocapas se juntan hacia el
centro de la membrana (Fig. 12). La disposicién en forma de bicapa de las moléculas de

fosfatidilcolinas esta favorecida por la forma tubular que presentan a diferencia de otras
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moléculas cuya forma de cono invertida o conica inducen la formacion de micelas o micelas

invertidas (Fig. 13) (New, R.R.C., 1990a), (Lasic, D.D., 1998), (Brandl, M., 2001).

Grupos Grupos
cabeza polar Interior hidrofébico cabeza polar
Hidrégeno
Carbono
Oxigeno
Nitrogeno -

Doble enlace

Fig. 12. Seccion transversal de bicapa de fosfolipido.
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Especies Forma Organizacién

. co i

Lisofosfolipidos
Cono invertido
Micelas

Fosfatidilcolina

Fosfatidilserina

Fosfatidilinositol

Cesesatns ) i
Dicetilfosfato Cilindro
Fosfaddietanolamina
Acido fosfatidico ﬁ D

Colesterol

Cardiolipina Cono

Micelas inversas

Fig. 13. Efecto de la forma molecular en la estructura agregada (Lasic, D.D., 1998).

La fosfatidilcolina se caracteriza por presentar una temperatura de transicién de fase (Tc)

(New, R.R.C., 1990a), (Sharma, A., et al., 1997), (Lasic, D.D. 1998), (Alarcén, A., 2001),

(Brandl, M., 2001), por encima de la cual, la bicapa lipidica pasa de un estado de gel o s6lido
muy ordenado a un estado de cristal liquido, donde la libertad y el movimiento de las cadenas
hidrocarbonadas es mayor. A medida que la temperatura aumenta, se producen
modificaciones estructurales en las cadenas hidrocarbonadas, al pasar de la conformacion
trans a la conformacion gauche, por la rotacion de enlaces simples C-C, expandiéndose el
area ocupada por las cadenas al mismo tiempo que se reduce la longitud de las mismas. Las
moléculas de fosfatidilcolina, en el estado de cristal liquido, presentan las cadenas de acidos
grasos perpendiculares al plano de la membrana, desapareciendo, la inclinacion existente de
las mismas en el estado de gel donde dicha inclinacién de las cadenas en el plano de la
membrana permite una mayor aproximacion de las moléculas adyacentes (Fig. 14). El
aumento de la longitud de las cadenas, o bien del nimero de saturaciones conlleva un

aumento de la temperatura de transicion de fase de dichas moléculas (New, R.R.C., 1990a).
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Las fosfatidilcolinas de origen sintético, a diferencia de las de origen natural, tienen una
temperatura de transicion de fase determinada al tener todas ellas las mismas cadenas
hidrocarbonadas en su composicion. La presencia de fosfatidilcolinas con una alta Tc (Tc
>37°C) dan lugar a vesiculas con bicapas menos fluidas y menos susceptibles de pérdida del
principio activo encapsulado a la temperatura fisioldgica, sucediendo la situacion inversa con
fosfatidilcolinas de baja Tc (Tc <37°C). Cabe destacar que la fluidez de las bicapas podria

influir en la interaccion de los liposomas con las células (Sharma, A., et al., 1997).

T === T
Sy QLRI

Bicapa en estado gel Bicapa en estado liquido

Fig. 14. Transicion de fase en la bicapa gel —estado liquido (Brandl, M., 2001).

Se recurre a mezclas de PC con otros lipidos con el fin principal de mejorar la estabilidad in
vitro-in vivo, por ejemplo, introduciendo una carga eléctrica superficial en la bicapa o
incluyendo componentes que modifican el empaquetamiento de la misma. La carga

superficial puede ser introducida reemplazando parte de la PC con fosfolipidos cargados, los

cuales, mediante la repulsion electrostatica generada inducen a la estabilizacién y reducen
tanto el tamafio como el numero de lamelas concéntricas debido a la repulsion entre las
laminas de lipido hidratadas (Brandl, M., 2001). El fosfatidilglicerol, 4acido fosfatidico,
fosfatidilserina y fosfatidilinositol son ejemplos de fosfolipidos que confieren carga negativa
a la bicapa (New, R.R.C., 1990a). Existen otros agentes inductores de carga como la
estearilamina que confiere carga positiva a la membrana lipidica (Law, S.L., et al., 1998),
(Ogiso, T. et al., 2001), (Bhatia, A., 2004). La naturaleza y densidad de carga en la superficie
del liposoma son parametros que ademds de influir en la estabilidad liposémica pueden
condicionar el mecanismo y extension de la interaccion liposoma- célula (Sharma, A., ef al,

1997).

La incorporacion del colesterol en la bicapa lipidica, afecta la fluidez de las membranas. Los
esteroles son importantes componentes de las membranas naturales, siendo el colesterol, el
esterol predominante dentro de los mamiferos. El colesterol no forma, por si mismo,

estructuras de bicapa, pero puede ser incorporado dentro de las membranas del fosfolipido. Al
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ser una molécula anfifilica, se inserta dentro de la membrana con su grupo hidroxilo orientado
hacia la superficie acuosa y la cadena alifatica alineada paralelamente a las cadena de acidos
grasos (Fig. 15). La inclusion de colesterol en la bicapa altera la fluidez de la membrana por
debajo y por encima de la Tc, y el algunos casos puede llegar abolir esta fase de transicion
cuando se encuentra en altas concentraciones (50 mol%). De este modo, por debajo de la Tc
la presencia de colesterol aumenta la fluidez de la bicapa, en cambio por encima de la Tc la
incorporacion del colesterol origina una reduccion de la libertad de movimiento de las
cadenas y causa una mayor condensacion en la bicapa (New, R.R.C., 1990a), (Coderch, L., et

al., 2000).

Fig. 15. Incorporacion del colesterol en la bicapa lipidica.

1I11.3.1.2. Estructura fisica

Aparte de por sus constituyentes quimicos, los cuales determinan propiedades como fluidez
de membrana, carga superficial y permeabilidad, los liposomas estd caracterizados por su
tamafio y forma. El intervalo del tamafio de los liposomas va desde un diametro en torno a los
0,025 pum para liposomas pequefios hasta los 2,5 um en liposomas grandes. A su vez, las
vesiculas se limitan por una unica bicapa o bien por multiples lamelas concéntricas dispuestas
una entorno a la otra. Los liposomas se pueden clasificar en funcion del tamano y nimero de
bicapas lipidicas en (New, R.R.C., 1990a), (Sharma, A., et al., 1997), (Brandl, M., 2001) (Fig.
16).

- Liposomas multilamelares (MLV) constituidos por mas de una bicapa lipidica. Si las
vesiculas estd compuestas de pocas bicapas concéntricas se denominan oligolamelares (OLV).
- Liposomas unilamelares constituidos por una tnica bicapa. Segin su tamafio se dividen en

liposomas pequefios unilamelares (SUV) y liposomas grandes unilamelares (LUV).
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Junto con el tamafio del liposoma, la distribucion del tamafio y lameralidad no son variables

independientes. Asi, un tamafio de vesicula mas grande, normalmente esta asociado a una
distribucién de tamafios heterogénea y un alto nimero de lamelas concéntricas (Fig. 17),
(Brandl, M., 2001). Tanto el tamafio como el numero de lamelas influyen en la cantidad de

principio activo encapsulado (Sharma, A., ef al., 1997).

O

MLV LUV SUv
>0,1pm >0,1pm <0,1pm

Fig. 16. Tipos de liposomas segin tamafio y nimero de lamelas (Sharma, A., et al., 1997).

SUvV LUV OLV MLV

20 nm Tamaiio algunos pm

istribucion de tamaio

monodispersa polidispersa

Lamelaridad

unilamelar multilamelar

Fig. 17. Esquema de interdependencia tamafio, distribucion tamafio, lamelaridad (Brandl, M., 2001).

111.3.1.3. Preparacion de liposomas como vehiculos de principios activos

Liposomas de diversos tamafos y caracteristicas se consiguen a partir de diferentes métodos
de preparacion. La formacion de liposomas es un proceso autorealizable sostenido por
agitacion mecanica o el uso intermitente de solventes organicos o detergentes. En general, el

proceso comprende 3 fases: la hidratacién de los lipidos resultando la formacion de los

liposomas, adaptacion del tamafio de la vesicula y la dosificacién del ingrediente activo

dentro del liposoma. Estos tres pasos pueden llevarse a cabo de forma consecutiva o de forma

simultanea (Brandl, M., 2001).
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La preparacion de los liposomas en la memoria de tesis actual se ha basado en el método
simple y ampliamente utilizado conocido como ‘“Handshaking” el cual consiste en la
formacion de una fina pelicula lipidica sobre una superficie de vidrio a partir de una solucién
de los componentes de dicha pelicula en un solvente organico, y su posterior hidratacion

agitando de forma mecanica los lipidos en un medio acuoso. Dicha técnica de preparacion se

basa en el estudio de diversos autores (Bangham, A.D. et al., 1965), que observaron que
cuando una fina capa de fosfolipido se pone en contacto con el medio acuoso, se produce una
formacion de estructuras tubulares, siendo suficiente un ligero aporte de energia mecanico
para romper los tubos formando burbujas, esferas lipidicas denominadas liposomas. Se utiliza
comunmente la denominacion MLV para referirse a los liposomas preparados por dicho
método debido al amplio intervalo en tamafio y lameralidad obtenidos en las particulas (New,

R.R.C., 1990b), (Sharma, A., et al., 1997), (Brandl, M., 2001).

Entre las técnicas empleadas para disminuir el tamano de los liposomas MLV se encuentra la

el método de extrusion (Olson, F., et al., 1979), (Hope, M.J., et al., 1985), el cual se ha

utilizado en el presente estudio experimental para obtener liposomas con un tamafio definido,
homogéneo y reproducible. Mediante dicha técnica, tras ejercer una presion, los liposomas se
reducen de tamafio al pasar a través de membranas de policarbonato con un diametro de poro
definido. Sobre el mecanismo de reduccioén de tamafio se sugiere que incluye una ruptura de
las vesiculas y su posterior reformacion espontanea resultando liposomas mas pequefios con
menor polidispersidad y con un menor nimero de lamelas (Olson, F., et al., 1979), (Mayer,
L.D., et al., 1986), (Jousma, H., et al., 1987), (Berger, N., 2001). La extrusiones de vesiculas
pueden ser secuenciales en cascada, mediante filtros de poro decreciente (Olson, F., et al.,
1979), (Berger, N., 2001) o multiples (o ciclicas) (Jousma, H., et al., 1987), (Elorza, B., et al.,
1993) a través de una membrana con el mismo tamafio de poro obteniendo una mayor
reduccion en el nimero medio de lamelas que una simple extrusion. Torre-Enciso (Torre-
Enciso, M., 2004) con objeto de obtener vesiculas de tamafio definido, con un distribucion de
tamafios homogénea y reproducible estudi6 los parametros de extrusion, siendo estas
variables el tipo de extrusion, el didmetro de poro, el nimero de pases a través del filtro y la
presion de trabajo. La velocidad segin la cual una suspension de liposomas atraviesa una
membrana de poro determinado depende del tamafio, concentracion y composicion de las

vesiculas. Asi, la extrusion de las vesiculas presenta mayor dificultad si se parte de altas
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concentraciones de lipido y se realiza el proceso por debajo de la Tc, pudiéndose obstruir la

membrana (Olson, F., et al., 1979), (New, R.R.C., 1990b), (Brandl, M., 2001).

Generalmente, es preferible obtener una alta incorporacién de principios activos en lo
estudios que se llevan a cabo tanto a nivel clinico como de investigacién (Yamamoto, T., et
al., 2007). Por ello, se debe estudiar el método de encapsulacion que se debe utilizar en el
desarrollo de una formulacién liposomica que depende principalmente de las caracteristicas
fisicoquimicas del principio activo. Existen diferentes métodos de encapsulaciéon en
liposomas, por atrapamiento pasivo o activo. Las sustancias solubles en agua se encapsulan en
la fase acuosa del liposoma (en el centro y/o los espacios acuosos interlamelares), las
lipofilicas se encapsulan en la fase lipidica (bicapas lipidicas), y las anfifilicas se encapsulan
en ambas fases segun el coeficente de reparto de la molécula (Fig. 18), (Sharma, A., et al.,
1997), (Brandl, M., 2001). A partir de la encapsulacion por atrapamiento pasivo o

encapsulacién pasiva el principio activo se encapsula durante el proceso de formacion del

liposoma, bien disolviendo el principio activo junto a los lipidos en el solvente orgéanico (en
caso de agentes lipofilicos), o bien disolviendo el principio activo en la solucion de
hidratacion (en caso de agentes hidrofilicos). A partir de este método no siempre se consiguen
niveles de encapsulacion adecuados, principalmente en el caso de moléculas hidrofilicas.
Estos problemas de escasa eficiencia de encapsulacion pueden revertirse utilizando la

encapsulacion por atrapamiento activo o encapsulacion activa por gradiente de pH o i6nico y

por gradiente de concentracion donde el principio activo se encapsula una vez formados los
liposomas (Brandl, M., 2001). En el caso de la encapsulacion basada en gradientes de pH
(Dos Santos, N. et al., 2005), (Qiu, L., et al., 2008) o i6nicos (Abraham, S.A, et al., 2004),
(Fritze, A., et al 2006), el principio activo no ionizado penetra en el liposoma y queda
ionizado dentro de la vesicula. En la encapsulacion por gradiente de concentracion, el
principio activo penetra la membrana lipidica por encima de la Tc hasta que se establece un

equilibrio entre el interior de las vesiculas y el medio externo.
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Fig. 18. Moléculas encapsuladas en el liposoma.

Normalmente no es necesario retirar el principio activo extraliposomial en el caso de

sustancias encapsuladas en la bicapa porque la mayoria del principio activo se encuentra
incorporado al liposoma. En cambio, para las sustancias hidrofilicas encapsuladas,
normalmente la bicapa representa una barrera de difusion una vez retirado el principio activo
no atrapado manteniéndose al menos durante un tiempo un gradiente de concentracion. La
necesidad de retirar el principio activo depende de la eficiencia de carga obtenida en la
encapsulacion y el perfil de eficacia y toxicidad del principio activo libre en comparacion con
el encapsulado (Brandl, M., 2001). Debido a las diferencias de tamafo entre los liposomas y
el principio activo no encapsulado, en la separacion del material no atrapado se emplean
técnicas como cromatografia en gel (cromatografia de exclusion molecular) o dialisis. Por
otra parte, en los casos donde la separacion del principio activo se fundamenta en diferencias

de densidad se utilizan técnicas de centrifugacion (New, R.R.C., 1990b), (Brandl, M., 2001).

II1.3.1.4. Caracterizacion fisicoquimica de los liposomas

En el comportamiento de los liposomas, tanto en sistemas fisicos como bioldgicos, influyen
factores como composicion quimica, tamafio, cantidad de soluto atrapado, permeabilidad de

membrana (New, R.R.C., 1990c¢) y potencial de superficie (Estelrich, J. et al., 2000).
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La determinacion cuantitativa de los fosfolipidos que constituyen los liposomas se puede
realizar mediante distintos métodos analiticos (Edwards, K.A., et al., 2006) basados en el
analisis del fosforo de los fosfolipidos (Bartlett, G.R. 1959), o basados en reacciones
enzimaticas del grupo colina (Takayama, M., et al., 1977) como el método desarrollado en el
trabajo actual, y en técnicas cromatograficas como cromatografia en capa fina (TLC) (Essig,

S.,etal.,2001).

Entre los métodos utilizados en la determinacidén de tamafo se encuentran técnicas basadas en

la dispersion de la luz, en técnicas de microscopia, en cromatografia de exclusion por tamafio,
en la técnica de fraccionamiento campo-flujo (FFF, field-flow fractionation), y en
centrigugacion analitica (Edwards, K.A., et al., 2006). En la memoria de tesis actual

experimental se determiné el tamafo de los liposomas mediante la técnica de espectroscopia

de correlaciéon fotonica (PCS). Dicha técnica se basa en el analisis de las fluctuaciones en el

tiempo de la intensidad de la luz dispersada por la muestra, debido al movimiento Browniano
que presentan las particulas en suspension. Dichas fluctuaciones se relacionan con el tamafio
de particula; el movimiento de particulas grandes en un medio fluido es mas lento que para
particulas pequefias, siendo consecuentemente las fluctuaciones en la intensidad de la luz mas

lentas. La instrumentacion consiste en una fuente de luz (helio, neén o argon) que se enfoca

en una cubeta colocada en una célula controlada termostaticamente, y un fotomultiplicador
que detecta la luz dispersada por la muestra en un angulo determinado. El sistema de medida
utiliza un correlador que calcula la funcion de correlacion. Dicha funcion se establece al
multiplicar la intensidad dispersada en un tiempo determinado t, (I(t)), por la intensidad
dispersada un instante T mas tarde ( I(t + r) ), repitiendo este procedimiento para un gran
numero de tiempos t antes de tomar un valor medio de productos. El valor resultante no
depende de t sino del intervalo de tiempo r. El resultado es una curva que decae
exponencialmente hasta un valor medio a una velocidad que depende de la rapidez de las
fluctuaciones de la sefial y por lo tanto del tamafio de la particula dado (Fig. 19) (New,

R.R.C., 1990c¢), (Ostrowsky, N., 1993), (Edwards, K.A., et al., 2006).
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Fig. 19. (A) Intensidad dispersada respecto al tiempo. (B). Funcién de autocorrelacion (Ostrowsky, N., 1993).

La funciéon de correlacion para cualquier intervalo de tiempo se expresa matematicamente

como

Gr)=<N>*(1-B-e)’ (Ec. 1)

donde N es la intensidad media de las sefiales obtenidas de distintos intervalos de tiempo, B
es una constante que viene determinada por las limitaciones del aparato y de la medida y I es
la constante de decaimiento definida como 2DK?, siendo K el vector de dispersion (que

depende del angulo del detector, etc.) y D el coeficiente de difusion de la particula

.Conociendo el valor de D, el radio hidrodindmico medio de las particulas (Rn) se calcula
utilizando la ecuacion de Stokes- Einstein (New, R.R.C., 1990c), (Edwards, K.A., et al.,
2006):

kT
6nR (Ec. 2)

D

donde k es la constante de Boltzmann's, T es la temperatura absoluta y n la viscosidad del

solvente.

Se pueden realizar distintos analisis de los datos en funcidn del tratamiento de los resultados

obtenidos en cada medida y el tipo de muestras en estudio (New, R.R.C., 1990c), (Torre-

Enciso, M., 2004), (Edwards, K.A., ef al., 2006).

92



Los liposomas

La carga superficial en los liposomas es un factor que afecta a su estabilidad previniendo
fenémenos de agregacion y fusion, asi como las interacciones de las vesiculas con
membranas, principios activos u otras vesiculas (Carrion, F.J., et al., 1994), (Roy, M.T., et al.,
1998). La inmersion de una particula sélida en un medio acuoso implica la creacion de una
carga eléctrica en su superficie. Suponiendo la superficie cargada del liposoma, un
determinado numero de iones de signo opuesto (contraiones) quedan adheridos a través de
fuerzas electrostaticas, en capa rigida, a dicha superficie. Esta capa rigida o capa de Stern, esta
en equilibrio dinamico con una capa difusa donde los contraiones y los iones de igual signo
que la superficie (coiones) se distribuyen en la solucién como resultado de las fuerzas
electrostaticas y de la agitacion térmica. El conjunto forma lo que se conoce como doble capa
eléctrica que comprende dos partes, una capa rigida y una parte difusa ambas en equilibrio
(Fig. 20). La capa de fluido adyacente a la superficie cargada estd inmovilizada, refiriéndonos
a la frontera que separa la zona movil de la inmévil como plano de cizalla. El potencial en el
plano de cizalla se conoce como potencial Zeta (C) (Estelrich, J. et al., 2000), (Le Roy Boehm,
A-L., et al., 2000). Dicho parametro es un buen indice de la magnitud de la interaccion
repulsiva entre particulas coloidales y se utiliza para valorar la estabilidad coloidal. El
potencial { no es un parametro que se refiera exclusivamente a la particula, sino que ademas
depende también de las caracteristicas del medio en el que se encuentra dispersada como por
ejemplo, temperatura y pH del medio, tipo y concentracion de electrolito presente (Makino, K

et al., 1991), (Estelrich, J., et al., 2000).

Superficie
de la Plano de
particula \ cizalla
A le Potencial de superficie
S ® O o
3 Q ® @
3 @ = Potencial Zeta
@
OB N ©O @ O
S ®| @0 ©
@@p O @
dgaS‘::m Capa difusa
Distancia en la solucién

Fig. 20. Entorno i6nico de una particula . Modelo de Stern (Le Roy Boehm,
A-L., et al., 2000).
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En el desarrollo del actual trabajo experimental se determiné el potencial { de los liposomas

mediante microelectroforesis de efecto Doppler (Estelrich, J. et al., 2000), (Le Roy Boehm,

A-L., et al. 2000) basado en el movimiento de las vesiculas al ser sometidas a un campo
eléctrico. Las fuerzas de viscosidad que act@ian sobre la particula tienden a oponerse a este
movimiento y cuando se llega a un equilibrio entre la atraccion eléctrica y la resistencia
debido a la viscosidad la particula se mueve a velocidad constante. En el dispositivo
instrumental, dos haces de radiacidon procedentes de una fuente laser se cruzan en un punto a
nivel del plano estacionario de la célula de medicion que contiene la muestra dando lugar a
franjas de interferencia. Las particulas presentes en la célula de medicion interaccionan con
las franjas dando lugar a una luz difusa cuya frecuencia de oscilacion depende de la velocidad
de las particulas en movimiento bajo la influencia del campo eléctrico. La radiacion de luz
dispersada es captada por un fotomultiplicador y transmitida a un correlador que establece
una funcién de autocorrelacion que es la transformada de Fourier del espectro de frecuencias.
La medida de la funcién de autocorrelacion proporciona el espectro de frecuencias y de aqui
se obtiene la velocidad de las particulas (v). Conocido el campo eléctrico (E) se determina la

movilidad electroforética (1) mediante la siguiente relacion.

(Ee.3)

El potencial  se deduce de la movilidad electroforética al aplicar la ecuacion de Henry

_ 2¢€ f(ka)
= (Ec. 4)

donde n es la viscosidad del medio, ¢ es la constante dieléctrica, y el factor f(ka), coeficiente
de Henry, depende de la relacion entre el radio de curvatura de la superficie de la particulas
(a) y el parametro de Debye-Hiickel (k). Dicho parametro (k) es directamente proporcional a
la concentracion de electrolito y a la valencia de los iones presentes en la soluciéon y su valor
reciproco es una medida del grosor de la doble capa (Jones, M.N., 1995), (Estelrich, J. et al.,
2000). En el caso de los liposomas, en el que su tamafio es relativamente grande en relacion al
espesor de la bicapa, el producto ka >>1, por lo que el potencial { puede ser calculado por la

ecuacion simplificada de Smoluchowski (Jones, M.N., 1995).
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= (Ec. 5)

Previo al estudio del comportamiento del soluto en sistemas fisicos o biologicos, es
importante conocer la cantidad de principio activo atrapado dentro de los liposomas, ya que
los efectos observados experimentalmente pueden estar relacionados con este dato. Después
de separar el material no encapsulado en la vesicula se asume que la cantidad de principio
activo remanente estd atrapada al 100%, aunque esta proporcioén puede variar tras un periodo
de almacenamiento o manipulaciones posteriores (New, R.R.C., 1990c). La determinacién del
material encapsulado conlleva una destruccion de la bicapa lipidica y posterior cuantificacion
del principio activo liberado. El pardmetro de encapsulacion utilizado en el presente trabajo es

la eficiencia de encapsulaciéon (E.E) mediante el cual se relaciona la cantidad de soluto

atrapado respecto a la cantidad de lipido que lo contiene en forma de vesicula (New, R.R.C.,

1990c¢), (Torre-Enciso, M., 2004), (Edwards, K.A, et al., 2006).

Las bicapas lipidicas de los liposomas son membranas semipermeables (New, R.R.C., 1990a)

donde la velocidad de difusion de las moléculas e iones a través de ellas pueden variar
considerablemente. Debido a la caracteristica de semipermeabilidad de la bicapa, la diferente
osmolaridad entre el medio interno y externo del liposoma origina bien un hichamiento de las
vesiculas en caso de que el medio interno sea hipertonico (entrada de moléculas de agua), o
aplastamiento de las mismas si el medio interno sea hipotonico (salida de moléculas de agua).
El estado fluido de la bicapa lipidica es mas flexible y permeable que el estado gel, por
ejemplo, es susceptible a la formacion de canales de agua transitorios que permiten el flujo de
moléculas hidrofilicas a través de ella (Brandl, M., 2001). Por otro lado, en la Tc coexisten
tanto la fase gel como la fase de cristal liquido en diferentes partes de la membrana,
aumentandose como resultado, los defectos de empaquetamiento y la permeabilidad de la
misma (New, R.R.C., 1990a), (Lasic, D.D., 1998). La carga eléctrica de la bicapa, pH del
medio, (Law, S.L et al., 1998), y el grado de lamelaridad de las vesiculas (Mayer, L.D. et al,
1986) son otros factores, a parte de la Tc, que pueden influir en la permeabilidad que presenta
un soluto frente a la bicapa lipidica. En el presente trabajo se determina la permeabilidad de
diversas bicapas lipidicas frente a la molécula encapsulado utilizando estudios de difusion in

vitro.
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I11.3.1.5. Estabilidad

La estabilidad de una formulacién liposomica se estudia desde el punto de vista de la

estabilidad quimica y fisica. Respecto a la estabilidad quimica, las dos reacciones mas

importantes que afectan a la estabilidad de los fosfolipidos en una dispersion acuosa son la
hidrélisis y la oxidacion. La hidrdlisis comienza con la rotura del enlace éster tanto en la
posicion 1 como 2 del glicerol que resulta en la formacion de 4acidos grasos libres y el 2-acyl o
1-acyl-lisofosfolipido. La estabilidad hidrolitica es pH- dependiente y tiene un valor dptimo
alrededor del pH = 6,5 en el caso de fosfatidilcolinas. No se ha establecido qué grado de
formacion del producto de degradacion, lisofosfolipido, el cual tiene un caracter tensoactivo,
es aceptable. Diversos estudios han demostrado que cambios en el tamafno del liposoma y
separacion de fases aparecerian cuando la hidrolisis hubiera llegado a un grado del 60%. La
reaccion de oxidacion de acidos grasos insaturados y colesterol, caracterizada por un cambio
en el color y olor de la suspension liposdémica es otra de las causas que afectan a la estabilidad

quimica de las vesiculas (Sharma, A., et al., 1997), (Brandl, M., 2001).

La estabilidad fisica de las dispersiones liposémicas se ve afectada por los cambios de tamaiio

y distribucion de tamano de las particulas, asi como por los cambios en el contenido del
principio activo encapsulado (Sharma, A., et al., 1997), (Brandl, M., 2001). Un cambio en el
tamafio de la particula originado por una fusion de vesiculas representa un proceso
irreversible, mientras que una agregacion de las mismas puede ser reversible. Las vesiculas
con carga neta en la superficie son menos susceptibles de sufrir fendmenos de agregacion,
como sedimentacion o flotaciéon, en una preparacion liposémica debido a la repulsion
electrostatica. Los principios activos encapsulados en los liposomas pueden difundir a través

de la membrana una vez retirado el soluto extraliposomial. La velocidad y extension de la

salida depende tanto de las caracteristicas del principio activo como de la composicion de la
bicapa lipidica. Por ello, se recurre a la formulaciéon de membrana rigidas para mejorar la

estabilidad del sistema (Brandl, M., 2001).

I11.3.1.6. Incorporacion de liposomas en formas farmaceuticas de aplicacion topica

Durante la administracion topica, la suspension de liposomas debe presentar una consistencia
tal, que le permita permanecer sobre la superficie de la piel, efecto que puede conseguirse

afiadiendo agentes gelificantes (Esposito, E., et al., 1998), (Paveli¢ Z, et al., 2001), (Paveli¢ Z
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et al., 2005), (Mourtas, S., et al., 2007), (Mourtas, S., et al., 2008). En ¢l disefio de una
formulacion liposoémica la seleccion de la composicion lipidica y de cualquier otro
componente se realiza de forma que se garantice la integridad del producto final. Por ello, se
recurre con frecuencia a la incorporacion de suspensiones de liposomas en geles hidrofilicos,
consiguiendo varios grados de viscosidad segliin las cantidades y caracteristicas del agente
gelificante (Esposito, E., et al., 1998). Por otra parte, hay que considerar si la presencia de una
estructura tridimensional tipo gel rodeando los liposomas constituye una barrera afiadida a la
difusiéon de principio activo (Esposito, E., et al., 1998), (Paveli¢ Z, et al., 2001), (Glavas-
Dodov, M., et al., 2002), (Bhatia, A., 2004), (Fresno Contreras, M.J., et al., 2005), (Paveli¢
7., etal., 2005), (Budai, L., et al., 2007), (Lee, S., et al., 2007), (Mourtas, S., et al., 2007). En
la memoria de tesis actual, se ha utilizado como agente gelificante el polimero Carbopol®
siguiendo los estudios realizados por otros autores donde demostraron la compatbilidad del
los liposomas con el Carbopol® (Skalko, N., et al., 1998), (Paveli¢ 7, etal, 2001), (Paveli¢
Z, et al., 2005).

I11.3.1.7. Interacciones entre liposomas y piel

Uno de los métodos mas controvertidos para aumentar el transporte de diversos principios
activos a través de la barrera natural de la piel es el uso de vesiculas lipidicas. Los liposomas
pueden ejercer diferentes funciones tras una aplicacion topica, como mejorar la acumulacion
de principios activos en piel buscando un efecto localizado, proporcionar un reparto de
principio activo dirigido a los anexos cutdneos, y potenciar el reparto transdérmico al
incrementar las concentraciones sistémicas de la molécula en estudio (E1 Maghraby, G.M., et

al., 2006), (El Maghraby, G.M., et al., 2008).

La primeras publicaciones que hablaban sobre el uso potencial de los liposomas en las
aplicaciones topicas aparecieron en los afios 1980 y 1982, donde se consider6 un efecto
localizado del principio activo triamcinolona acetonido en piel y una reducida absorcion
percutanea a partir de vesiculas constituidas por dipalmitoilfosfatidilcolina y colesterol en
suspension (Mezei, M., et al., 1980), o formuladas como gel (Mezei, M., et al., 1982).
Egbaria, K., y col. observaron un reparto topico del principio activo interferdn superior a
partir de liposomas respecto a una solucion de dicho principio activo, obteniéndose los
mejores resultados con vesiculas constituidas por lipidos con una composicion similar a la del

estrato corneo. En este mismo estudio liposomas con inulina encapsulada formados por
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fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidilserina mejoraron la disposicion en piel del marcador
frente a una solucion acuosa (Egbaria, K., et al., 1990b). En otros estudios realizados por
Touitou, E., y col, se observd un aumento en piel de la cafeina a partir de liposomas
preparados por fosfatidilcolina y colesterol respecto a una solucion acuosa que incluia
promotores de la penetracion (Touitou, E., et al., 1994a). El Maghraby, G.M y col.,
demostraron un aumento de la acumulacidon cutanea del principio activo 5(FU) a partir de
vesiculas ultradeformables (de fosfatidilcolina y colato sodico) y vesiculas no rigidas (de
fosfatidilcolina), respecto a una solucion acuosa, siendo lo resultados obtenidos de principio

activo en piel mejores para las vesiculas ultradeformables (El Maghraby, G.M., et al., 2001a).

A pesar de que la mayoria de los estudios que buscan un efecto localizado de los liposomas,
se han basado en la acumulacion de principio activo en el estrato corneo y epidermis viable,

diversos autores han estudiado también el potencial de las vesiculas en el reparto de principios

activos a los anexos de la piel, fundamentalmente a la unidad pilosebacea (El Maghraby,

G.M., et al., 2006). Estudios realizados con carboxifluoresceina, utilizando como modelo
animal la oreja de hamster, demostraron un reparto selectivo del marcador fluorescente en la
unidad pilosebacea tras la aplicacion de liposomas (Lieb, L.M., et al., 1992). Otros autores
han observado a partir de liposomas en estado fluido y vesiculas con tensoactivo resultados
satisfactorios en el reparto de finasteride a la unidad pilosebacea en ensayos in vitro a través
de piel de los flancos de hamster, y en la acumulacion in vivo en piel de oreja de hamster

(Tabbakhian, M., et al., 2006).

También se han realizado estudios en los que se ha observado un reparto transdérmico de

principios activos a partir de vesiculas. Anticuerpos encapsulados en liposomas se

distribuyeron rapidamente a las regiones cutaneas mas profundas obteniéndose una mayor
absorcidn percutdnea en comparacion con las soluciones acuosas en un modelo de piel de
cerdo joven (Artman, C., et al., 1990). Otros autores observaron que vesiculas en estado
fluido daban lugar a una alta absorcion percutanea y distribucion de tejidos, mas que a una
acumulacion en piel (Fresta, M., et al., 1996). Ceve, G., y col., afirmaron que ciertos tipos de
vesiculas lipidicas que incorporan agentes tensoactivos, (vesiculas ultradeformables) penetran
intactas a las capas mas profundas de la piel y llegan a circulacion sistémica, aunque deben
ser aplicadas bajo condiciones no oclusivas (Cevce, G., ef al., 1992). El reparto transdérmico
de principios activos a partir de vesiculas ultradeformables fue demostrado en varios estudios

(Ceve, G., et al., 1998), (Jain, S., et al., 2005), (Dubey, V., et al., 2006). Los etosomas,
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vesiculas que contienen un alto porcentaje de alcohol, son también consideradas vesiculas de
eleccion en el reparto transdérmico segun los estudios llevados a cabo por diversos autores
(Touitou, E., et al., 2000), (Lopez-Pinto, J.M. et al., 2005), (Dubey, V., et al., 2007a),
(Dubey, V., et al., 2007b), (Mishra, D., et al., 2008), (Zhou, Y., et al., 2010).

Se han realizado diversos estudios sobre los mecanismos de interaccion entre los liposomas y

la piel (El Maghraby, G.M., et al., 2006), (El Maghraby, G.M., ef al., 2008). La penetracién

del principio activo libre una vez fuera del liposoma fue defendida por Ganesan, M.G., y col.

(Ganesan, M.G. et al, 1984). Sin embargo diversos autores observaron en un estudio realizado
con oestradiol encapsulado en liposomas, que el pico de flujo del principio activo a través de
la piel se producia en un tiempo en el que la liberacion del oestradiol de las vesiculas no era

significativa (EI Maghraby, G.M., et al., 1999).

Para que las vesiculas actien como promotores de la penetracion, deben permitir la
penetracion de los componentes lipidicos en el estrato corneo y una alteracion de los lipidos
intercelulares dentro de la capa cornea (Honeywell-Nguyen, P.L., et al., 2005). Cambios
ultraestructurales de los lipidos intercelulares se observaron después de la aplicacion de

vesiculas sugiriéndose un efecto promotor de la penetracion (Hofland, H.E.J. ef al., 1995). En

otros estudios de liposomas aplicados a piel, se observaron cambios en la entalpia relacionada
con las transiciones de los lipidos del estrato corneo lo cual sugirid que las moléculas lipidicas
de las vesiculas podian interaccionar con la barrera lipidica del estrato corneo y penetrar la
principal barrera cutanea (Zellmer, S., ef al., 1995). Otros autores revelaron en estudios con
piel pretratada con fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina o fosfatidiletanolamina la actuacion
directa de los fosfolipidos en la permeabilidad de la barrera del estrato cérneo promoviendo la
penetracion de principio activos (Yokomizo, Y., et al., 1996). El Maghraby, G.M., y col.
observaron en su estudio con oestradiol un efecto promotor al pretratar la piel con vesiculas
no rigidas de fosfatidilcolina, si bien se obtuvo un mayor reparto del principio activo al
encapsularse. (El Maghraby, G.M., ef al., 1999). En otros estudios se demostro la importancia
de la estructura liposoma, al obtener mejores resultados de reparto en piel del oestradiol a
partir de liposomas con el principio activo encapsulado frente a la misma formulaciéon como
solucion lipidica (El Maghraby, G.M., et al., 2000). Diversos autores han sugerido la

adsorcién de los liposomas a la superficie del estrato corneo, y una posible fusiéon o mezcla

(Kirjavainen, M. et al, 1996), (El Maghraby, G.M., et al., 1999) que podria sugerir un efecto

promotor de la penetracion de los componentes de las vesiculas.
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La teoria de una penetracidn intacta de las vesiculas fue defendida inicialmente por Mezei y

col., (Mezei, M., et al., 1980), (Mezei, M., et al., 1982), y parcialmente por Lasch y col., que
limitaban las vesiculas al estrato corneo (Lasch, J., et al., 1991). Otros autores (Egbaria, K., et
al., 1990b), (Fresta, M., et al., 1996) observaron en liposomas que incluian doble marcador en
sus componentes lipidicos, que el ratio de dichos marcadores se mantenia constante a través
de distintos estratos de la piel. Estos resultados podrian sugerir una posible penetracion en
piel de la vesicula. Otros autores no encontraron en sus estudios evidencia de que las
vesiculas penetraran intactas (Du Plessis, J., et al., 1994a), (Korting, H.C., et al., 1995)
(Zelmer, S., et al.1995). Respecto a las vesiculas ultradeformables, Cev y col, defendieron en
sus estudios que son capaces de penetrar la piel intacta, y ser absorbidas por el sistema
circulatorio siendo la fuerza conductora el gradiente de hidratacion transdérmico creado tras
un aplicacion no oclusiva (Ceve, G., et al., 1992). Contrario a estos resultados, El Maghraby,
G.M. y col, en base a la suposicion de que la penetracion cutanea es funcion del didmetro de
la vesicula, observo un transporte transdérmico similar entre vesiculas de pequefio tamafio y

gran tamano (El Maghraby, G.M. ef al., 1999). La ruta de penetracion de las vesiculas a través

de los anexos cutdneos no parece desempefiar un papel importante en el reparto transdérmico

del liposoma (El Maghraby, G.M., et al., 2001b), (Han, 1., et al., 2004), sin embargo una

penetracion en los anexos y no a través se ha demostrado claramente en numerosos estudios

(E1 Maghraby, G.M., et al., 2006), (El Maghraby, G.M., et al., 2008).

En los diferentes estudios realizados sobre el uso de liposomas como vehiculos de principios
activos en la administracion topica se ha observado como puede influir o no en el transporte

de principios activos a la piel segin autores, el método de preparacion de los liposomas

(Weiner, N., et al., 1989), las caracteristicas fisicoquimicas de las vesiculas como son:

composicion quimica (Kirjavainen, M., et al., 1996), (Van Kuijk-Meuwissen, M.E.M.J. et al,
1998), (Vrhovnik, K., et al., 1998), (Coderch, L., et al., 2000), (Pérez-Cullell, N., et al.,
2000), (Betz, G., et al., 2001), tamafio, (Du Plessis, J. et al., 1994a), (Esposito, E., et al.,
1998), (El Maghraby, G.M., et al., 1999), (Kim, C., et al. 2002), (Verma, D.D., et al., 2003a),
concentracion lipidica (Esposito, E., et al., 1998), (Kim, C., et al., 2002), eficacia de
atrapamiento (El Maghraby, G.M., et al., 1999), (Coderch, L., et al., 2000), y carga
superficial (Kirjavainen, M., et al., 1996), (Esposito, E., et al., 1998), (Ogiso, T. et al., 2001)
y, el método de aplicacion oclusivo-no oclusivo (Van Kuijk-Meuwissen, M.E.M.J. et al,

1998), (Shimoyama Y., et al., 2010).
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Muchos de los debates originados son causados por la recopilacion de datos obtenidos en los
estudios los cuales son dificiles de comparar, porque envuelven diferentes condiciones
experimentales, por ejemplo, fuentes de piel, composicion y morfologia de liposomas. Ya
Hofland en 1995, senal6 la necesidad de homogeneizar las variables de trabajo en este tipo de
estudios ante la imposibilidad de comparar las diferentes fuentes de informacion disponibles.

(Hofland, H.E.J. et al., 1995).
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11.3.2.1. Preparacion de suspensiones liposdmicas con principio activo encapsulado

I11.3.2.1.1. Formacion de vesiculas MLV

La fabricacion de MLVs se realizo por agitacion mecanica “Handshaking” basandonos en el

método de Bangham (Bangham, A.D., et al., 1965). Una solucion lipidica de composicion y
concentracion determinada disuelta en un solvente orgdnico adecuado (diclorometano o
triclorometano/metanol (2:1), se prepar6 en un matraz de fondo redondo (cuyo tamafio era 50-
100 veces el volumen final) y se evapor6 hasta sequedad en un rotavapor bajo la aplicacion
progresiva de vacio (desde 800 mbar hasta 100 mbar) obteniendo una pelicula fina y
uniforme. Posteriormente, se afiadid la solucion acuosa de hidratacion y por agitacion
mecanica se formaron las vesiculas MLV. Durante el proceso de hidratacion, los lipidos o al
menos el fosfolipido mayoritario, debe estar en estado de cristal liquido (Jones, M.N., 1995).
por lo que la temperatura de trabajo debe ser como minimo 10 °C superior a la temperatura de

transicion de fase gel-cristal liquido de los lipidos empleados.

I11.3.2.1.2. Método de preparacion de vesiculas OLV v LUV

Tras la preparacion liposomas MLV, se obtuvieron mediante el método de extrusion (Hope,
M.J., et al., 1985), liposomas de tamano definido y distribucion poblacional homogénea. Para
ello se utilizé un extrusor (Extruder lipex biomembranes Inc.) constituido por una camara central
que se situa sobre una base donde se asienta el soporte de filtros y un disco de drenaje, sobre
el cual se colocan los filtros de policarbonato (PVP NUCLEPORE). El sistema de cierre
superior tiene una apertura con cierre de valvula para disponer la muestra, y una tubuladura de
entrada de gas que se conecta mediante una via a un manoreductor para controlar la presion
de entrada de N,- en nuestro caso-, y que al tiempo incorpora una valvula para despresurizar
la camara. La dispersion extrudida se recoge a través de una tubuladura dispuesta en la base.
El cuerpo del extrusor presenta una camisa de acero inoxidable que permite que el proceso se
realice a temperatura controlada. En la memoria de tesis actual se prepararon liposomas OLV
mediante una extrusion ciclica a través de filtros de didmetro de poro de 0,8 m, al hacer pasar
una serie de veces los liposomas a través de la membrana de policarbonato. Los liposomas
LUV se prepararon mediante una extrusion ciclica en cascada, realizando una extrusion

ciclica a través de una membrana 0,8 um seguida de una extrusion ciclica a través de una
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membrana de 0,2 um. La presion de trabajo aplicada (Pa) vari6 segin la composicion de la
bicapa de los liposomas y el didmetro de poro utilizado en la extrusion. La temperatura

utilizada en la extrusion fue al menos 10 °C superior a la Tc del fosfolipido mayoritario.

I11.3.2.1.3. Encapsulacion del principio activo

En la memoria de tesis actual, la encapsulacion del principio activo se llevo a cabo por los

siguientes métodos:

- Encapsulacion pasiva: este método se empled en la preparacion de liposomas donde el
principio activo encapsulado presenta una elevada solubilidad en agua, tal es el caso de la
sonda fluorescente CFNa, o el ACVNa. La molécula a encapsular se incorporo6 en la solucion
de hidratacion de la pelicula lipidica durante la formacion de los MLV (IIL.3.2.1.1. y se

completo el proceso durante la extrusion de dichas vesiculas (I11.3.2.1.2.).

- Encapsulacion activa por gradiente de concentracion: método que se utilizd en aquellas
formulaciones donde se queria conseguir una mayor eficacia de encapsulacion del principio
activo ACV, debido a su baja solubilidad en agua. Se adicion¢ el principio activo solido sobre
los liposomas extrudidos, encapsulandose el ACV a partir del gradiente de potencial quimico
creado entre el medio externo e interno, completdndose el proceso de encapsulacion tras un
periodo de agitacion de las vesiculas. Tanto en la adicion del principio activo, como en el
. . . 7 .7 . 0
periodo de agitacion, la suspension de liposomas estuvo a una temperatura al menos 10 °C

superior que la Tc del fosfolipido mayoritario.

111.3.2.1.4. Separacion del principio activo no encapsulado

- Centrifugaciéon de minicolumnas (Fry, D.W., et al., 1978): se combinan dos técnicas,

cromatografia de exclusion molecular y la centrifugacion. Se utilizaron minicolumnas de 2,5
mL utilizando como fase estacionaria gel Sephadex® G-25 F o G-50F (Amersham Pharmazie
Biotech) (segun principio activo o sonda fluorescente), y como fase movil o eluyente una
solucion amortiguadora fosfato isoosmolar con el medio interno del liposoma (pH 6 o pH
7,4). Cuando se hacen pasar a través del gel los liposomas, al ser més grandes que lo poros, no
quedan atrapados por el polimero que constituye la columna y eluyen antes que el principio

activo. Para ello, se anadieron alicuotas de 200uL o 100uL de los liposomas (segin principio
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activo o sonda fluorescente repectivamente), y se centrifugd a 3000 rpm y 25°C durante 4’

(Labofuge 400R Heraeus Instrument).

- Diafiltracion: El equipo (Diafiltrador Labscale TFF System ( Millipore) consta de: el tanque
del diafiltrador, una bomba peristaltica, un controlador de presion, una membrana filtrante
(Biomax 100, 50 cm’. Pellicon XL (Millipore). Una vez montado el equipo y cerrado
herméticamente con los liposomas colocados en el tanque, las vesiculas recircularon por el
sistema llegando nuevamente al contenedor de almacenamiento, y el principio activo no
encapsulado se fue permeando al exterior a su paso por la membrana bajo un flujo tangencial.
Para no modificar el volumen final de la suspension, una solucion libre de principio activo
isoosmolar con el medio interno del liposoma, entraba en el tanque diafiltrador por el vacio

creado a la misma velocidad que salia el permeado del sistema.

111.3.2.2. Preparacion de liposomas vacios con ACV libre en el medio de dispersion

Se prepararon suspensiones de liposomas vacios con ACV disuelto en el medio de dispersion.
Una vez formadas las vesiculas (I11.3.2.1.1.) y extrudidas (I1L.3.2.1.2.), se afiadi6 el principio
activo (ACV) en polvo sobre los liposomas agitindose la suspension liposémica hasta la
disolucion del principio activo. La temperatura en este proceso debe de ser inferior a la Tc de

la bicapa lipidica.

111.3.2.3. Preparacion geles liposomicos

La preparacion de los geles liposomicos, utilizando una concentracion de agente gelificante
0,5% (p/p), se llevé acabo con la ayuda de un equipo compuesto, de reactor (250 mL) y
agitador mecanico de varilla EUROSTAR digital (IKA LABORTECHNIK). Siempre bajo
condiciones de agitacion, una vez mezclado el conservante (Kathon® CG al 0,05 %) y la
suspension liposomica (II1.3.2.1), se afiadieron poco a poco cantidades de Carbopol®.
Posteriormente, se incorpor6 el agente neutralizante trietanolamina llevando el pH hasta 6-7,
(controlado por un pHmetro (ORION 920a)) formandose el gel viscoso. La velocidad de

agitacion se ajusto en cada paso con el fin de no incorporar aire.
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I11.3.2.4. Caracterizacion fisicoquimica de los liposomas

Una vez preparados los liposomas se determinaron los parametros fisico-quimicos de las

vesiculas.

I11.3.2.4.1. Determinacion del tamafno promedio v Potencial

El diametro de las vesiculas se midio a través de la técnica de espectroscopia de correlacion
fotonica (PCS) empleando el instrumento de Malvern ZetaSizer 3000 HS (Malvern
Instruments, Ltd). Este aparato esta dotado de un laser de Helio-Nedn de 10 mW, que emite
una sefal continua a A =633nm. Las medidas se han realizado a una temperatura de 25°C y
con un angulo de 90° entre el laser y el detector. Para la determinacion del tamafio en la
muestra se tom6 un volumen pequefio (5-10 pl) de la suspension de liposomas en la cubeta de
medida, y se diluyo6 en el medio externo de las vesiculas previamente filtrado por membranas
nylon (Millex) de didmetro de poro de 0,2um. Una vez fijadas las condiciones de medida del
analisis y estabilizada la temperatura, se realizaron las medidas. Los valores resultantes de
diametro promedio de las vesiculas (z-ave) e indice de polidispersidad en la memoria de tesis
actual son el resultado de un andlisis monomodal de los datos obtenidos al analizar las

muestras por el método cumulants (Koppel, D.E., 1972).

Las medidas del potencial C se realizaron mediante la técnica de microelectroforesis de efecto
doppler empleando el instrumento Malvern ZetaSizer 3000 HS (Malvern Instruments, Ltd.
Para la medida de potencial { se tomo6 una alicuota 25 pL de la suspension de liposomas
(retirado en su caso el principio activo no encapsulado) y se afiadieron 10 ml de la solucion de
dispersion de las vesiculas previamente filtrada por membranas nylon (Millex) de diametro de
poro de 0,2um. Se utiliz6é una solucién patrén con un potencial { de —50 mV = 5 mV. Para

cada muestra se realizaron nueve medidas de potencial {, y se calcul6 el valor medio.
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111.3.2.4.2. Cuantificacion del principios activo enpcasulado en liposomas vy/o libre en el

medio de dispersion

- Cuantificacion de 5(6)CFNa

El andlisis de cuantificacion de 5(6)CFNa se realizd por espectrofluorometria. Previo a dicho
analisis se procedio a la rotura de las vesiculas (diluidas en la solucion amortiguadora PBS pH
7,4) con una solucién acuosa de DOC preparado al 10% (p/V) (desoxicolato sodico
suministrado por Sigma-Aldrich Ibérica) sometiendo posteriormente la mezcla a sonicacion.
Se utilizé un espectrofluorimetro Perkin-Elmer 204 seleccionando una longitud de onda de
excitacion de 430 nm, y longitud de onda de emisién 525 nm. El intervalo de concentraciones

del método fue de 0, a 2pg/mL.

- Cuantificacion de ACV

El anélisis de cuantificacion del ACV se realizd por cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) siguiendo el método desarrollado por Caamatfio y col. (Caamafio, M.M. et al., 1999).
Previo al analisis de cuantificacion del principio activo se procedié a la rotura de las
formulaciones liposémicas con metanol sometiendo posteriormente la mezcla a sonicacion. El
sistema consta de un cromatografo Alliance Waters'™ 2690 Separations Module equipado con
una columna Spherisorb ODS2 C18 de 250 x 4,6 mm y un Detector Fotodiodo Array (PDA)
Waters 996. Las condiciones instrumentales establecidas fueron: fase movil constituida por
una mezcla (5:95 (V/V)) de metanol y una solucion amortiguadora fosfato monopotasico
(5mM H,KPOy,) a la que se afiade 100 pl L de hexilamina (7mM) y acido fosférico (c.s.p.
pH 3,0) a un flujo isocratico de 1,3 ml/min, una longitud de onda de andlisis de 254nm
realizando un barrido entre 200 y 300 nm, un volumen de inyecciéon de muestra de 20 puL y
una temperatura del sistema de 40 °C. Como patrones se utilizaron soluciones de ACV en una
mezcla de agua Milli-Q/metanol (1:1) de 0,5 a 0,05 pg mL"'.Cada muestra se inyectd por
duplicado registrandose el cromatograma y tomando el area como el pardmetro de

cuantificacion. El pico correspondiente al ACV eluy6 aproximadamente a los 6 minutos.
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111.3.2.4.3. Cuantificacion de fosfatidilcolina

El analisis cuantitativo de la fosfatidilcolina se realizd por espectrofotometria UV-visible al
cuantificar un compuesto coloreado formado tras reaccion enzimatica con el grupo colina
(Takayama, M., et al., 1977). Mediante la adicion de un reactivo enzimatico (Fosfolipasa D,
Colinoxidasa, Peroxidasa) a la muestra de liposomas, se produjo de forma consecutiva la
hidrodlisis de la fosfatidilcolina tras la accion de la fosfolipasa D, la liberacion del agua
oxigenada por accion de la colinoxidasa y la formacion un complejo coloreado al reaccionar
la 4-aminofenazona con el agua oxigenada mediante la accion de la peroxidasa. Este método
de determinaciéon de fosfolipidos de liposomas ha sido validado con anterioridad en el
laboratorio (Bravo, A., 2001). Se utilizd un espectrofotometro UV-visible Uvikon 940
Kontron Instruments y una longitud de onda de 500. El intervalo de linealidad del método fue

de 1a12,9 mmol L™

111.3.2.4.4. Calculo de la eficiencia de encapsulacion (EE)

La eficiencia de encapsulacion (E.E.) se expresa como la cantidad de principio activo

encapsulado por cada 100 gramos de lipido a través de la siguiente relacion:

Principioactivo encap sulado
= X

EE 100

Lipidototal (Ec. 6)

La cuantificacion tanto del principio activo como del lipido se realizé una vez separado el

soluto no encapsulado.
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ESTUDIOS DE DIFUSION IN VITRO







I11.4.1.

Planteamiento general de los estudios
de difusion in vitro







Estudios de difusion in vitro

Existe un interés creciente en el estudio de la penetracion de principios activos a través de
la piel debido principalmente al desarrollo de las vias topica y transdérmica como
alternativas a los métodos tradicionales de administracion de farmacos, y la valoracion del
riesgo y toxicidad de un amplio rango de compuestos potencialmente peligrosos y sus
implicaciones en el uso doméstico y en los sectores agroquimico, quimico, cosmético y
farmacettico. La necesidad de datos relevantes obtenidos bajo condiciones reproducibles y
seguras han originado un desarrollo y estandarizacion de los métodos tanto in vivo como in

vitro (Brain, K.R., et al., 1998).

El procedimiento mas utilizado en la evaluacion de la absorcion percutdnea de farmacos es
el disefio de estudios in vitro mediante la utilizacion de celdas de difusion (Bronaugh, R.L.,

1989), (Schaefer, H., et al., 1996d), (Brain, K.R, ef al., 1998), (Jiang, M., et al., 1998). En

este tipo de ensayos se consigue un control de las condiciones experimentales de una
manera precisa, siendo las Unicas variables la piel y el compuesto a estudiar (Brain, K.R, et
al., 1998). La simplicidad de la metodologia de los experimentos permite la realizacion, de
un gran numero de ensayos con menos esfuerzo, (Bronaugh, R.L., 1989). Ademas, la
metodologia in vitro, proporciona informacién esencial adicional frente a las
investigaciones in vivo sobre la velocidad de absorcion de los compuestos directamente
debajo de la membrana a estudiar (Bronaugh, R.L., 1989), (Brain, K.R, ef al., 1998), y
lleva a cabo estimaciones del metabolismo cutaneo siempre que se mantenga la viabilidad
de la piel a lo largo del experimento (Bronaugh, R.L., 1989), (Schaefer, H., et al., 1996d),
(Brain, K.R, et al., 1998). También, proporciona informacién sobre la penetracion y
distribucion del principio activo en las capas de la piel (Touitou, E., et al., 1998), permite
el estudio de sustancias potencialmente nocivas utilizando piel humana (Bronaugh, R.L,
1989), (Brain, K.R, et al., 1998), (Schaefer, H., et al., 1996¢), y se han utilizado
extensamente en trabajos que establecen una correlacion entre las caracteristicas
estructurales de los compuestos y su permeabilidad a través de la membrana (Durrheim,

H., et al., 1980), (Schaefer, H., ef al., 1996d).

I11.4.1.1. Tipos de celdas de difusion

Una celda de difusion con un disefio correcto debe reunir una serie de caracteristicas

(Brain, K.R., et al., 1998):
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- Estar fabricada a partir de materiales inertes.

- Resistencia mecanica.

- Facil manejo.

- Permitir el uso de membranas de distinto grosor.

- Proporcionar una buena homogeneizacion del medio en el compartimento receptor.

- Asegurar un contacto total entre la membrana y la fase receptora evitando la presencia de
burbujas de aire, etc.

- Mantener una temperatura constante y controlable.

- Poseer volimenes y areas de difusion calibrados de una manera precisa.

- Ser capaz de mantener la integridad de la piel, a lo largo del ensayo.

- Tener la posibilidad de muestreo sencillo y, si es posible, automatizable.

- Disponibilidad de la celda a un coste razonable.

Existen diversos tipos de celdas de difusién agrupadas como celdas estdticas o celdas
dinamicas. Entre el compartimento donador y el compartimento receptor, se coloca una

membrana bien de origen sintético o de origen natural.

* Celdas de difusién estaticas

- Celdas horizontales: su disefio, descrito en Fig. 21., considera con exactitud los principios
de la difusiéon segin los cuales el compuesto en cuestion difunde a través de la
correspondiente membrana desde el compartimento donador (en solucion) al receptor
(misma solucion) manteniéndose en agitacion ambas soluciones. La concentracion del
compuesto en el compartimento donador no disminuye significativamente a lo largo del
experimento. La aplicacion de este disefio es importante en aquellos estudios donde es
relevante el establecimiento del estado estacionario. Se provoca una excesiva hidratacion
del estrato corneo y consecuentemente, una disminucion de la funcion de barrera del
mismo (Durrheim, H., ef al., 1980), (Bronaugh, R.L, ef al., 1985), (Bronaugh, R.L., 1989),
(Schaefer, H., et al., 1996d), (Brain, K.R., et al., 1998).
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Brazos laterales

Compartimento Compartimento
donador receptor

Agitadores
Membrana magnéticos

Fig. 21. Disefio celda horizontal.

- Celdas verticales : el principal exponente de este tipo de celdas lo constituye la celda de

Franz, descrito en Fig. 22. Con el objetivo de estudiar la absorcion en piel simulando las
condiciones in vivo, Franz (Franz, T.J., 1975) disefié una celda de difusion estatica que se
asemejaba a esta situacion. Mediante este procedimiento, la piel por su lado epidérmico
esta expuesta a las condiciones ambientales y, por su lado dérmico, bafiada por un fluido
receptor en continua agitacion dispuesto en un recipiente debajo de la piel (compartimento
receptor), a partir del cual, se retiran alicuotas cuyo andlisis permite la monitorizacion de la
absorcion de los compuestos que han atravesado la membrana (Bronaugh, R.L., ef al.,

1985), (Bronaugh, R.L., 1989), (Schaefer, H., et al., 1996d), (Brain, K.R., et al., 1998).

Compartimento

donador
Membrana

Brazo lateral —

Compartimento
receptor

J

Fig. 22. Disefio celda de Franz.
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e Celdas de difusidén dinamicas:

Frente a la celda de difusion estatica descrita por Franz (Franz, T.J., 1975), aparece la celda

de difusién de flujo continuo (Bronaugh, R.L., et al., 1985), descrita en Fig. 23, en la cual,

el medio receptor fluye bajo la piel (lado de la dermis) recogiendo el material penetrado a
través de la membrana al compartimento receptor y depositandolo en viales colocados en
un colector de fracciones. Dentro de la camara receptora existe una apropiada agitacion al
crearse una ligera presion de retorno cuando el fluido es forzado a salir por la pequena
conexion de salida, situacidn que ademds asegura un contacto intimo del fluido con la piel.
Este disefio de celda presenta una serie de ventajas de entre las que destacan (Bronaugh,
R.L., et al., 1985), (Bronaugh, R.L., 1989), (Schaefer, H., et al., 1996d), (Brain, K.R., et
al., 1998), (Bronaugh, R.L., et al., 1999):

- Facilidad de automatizacion.

- Mantenimiento de las condiciones sumidero imitando mas fielmente las condiciones in
Vivo.

- Distribucion de los compuestos hidrofobos desde la piel al compartimento receptor de
una manera mas fisiologica, debido al continuo reemplazamiento de fluido receptor.

- Posibilidad de mantener mas facilmente la viabilidad de la piel en experimentos de larga
duracion, usando soluciones fisiologicas como fluido receptor que se renueva

constantemente.

Compartimento
donador

Salida flujo
liquido receptor

Entrada flujo
liquido receptor

Compartimento
receptor

Fig. 23. Disefio celda de difusion de flujo continuo.
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El fluido receptor ideal debe proporcionar una simulacion exacta de las condiciones de
penetracion in vivo del compuesto a estudiar. Como regla general, la concentracion del
compuesto en el fluido receptor no debe exceder el 10% de la solubilidad maxima a la
temperatura de trabajo (condiciones “ shink™ o sumidero); una excesiva concentracion en
la fase receptora conduciria a una disminucion en la velocidad de absorcion. En la eleccion
del fluido receptor hay que tener en cuenta la posibilidad de interferencia con la barrera de
la piel. Cualquier soluciéon amortiguadora fosfato salina a un pH =7,4 es el liquido mas
comunmente utilizado aunque, como se indica a continuacion, no es siempre la eleccion
mas apropiada. Se ha determinado que en compuestos con una solubilidad en agua < 10
pg/ mL, puede ser necesario la adicion de solubilizadores. Con el fin de inhibir el
crecimiento microbiano se pueden afadir agentes antibacterianos al liquido receptor. Si se
pretende mantener la viabilidad de la piel, el compartimento receptor debe contener una
solucion fisioldgica con adecuadas proporciones de nutrientes (Bronaugh, R.L., 1989),

(Brain, K.R., et al., 1998), (Bronaugh, R.L., et al., 1999).

I11.4.1.2. Variables de trabajo en experimentos de difusion in vitro

- Tipos de membranas

La variable mas importante en este tipo de ensayos es la naturaleza de la membrana. Se
recomienda el uso de piel humana en este tipo de experimentos evitando la extrapolacion
de datos desde un modelo animal, sin embargo, y debido principalmente a las dificultades
de su obtencion, se sustituye frecuentemente por piel de origen animal (Bronaugh, R.L.,
1989), (Brain, K.R, et al., 1998). No existe ningin modelo animal que se asemeje
completamente a la piel humana (Durrheim, H., ef al., 1980), presentando el estrato coérneo
humano caracteristicas Unicas en cuanto a su grosor y densidad folicular (Bronaugh, R.L.,
1989). Las diferentes capas que constituyen la piel humana presentan unas determinadas
dimensiones: el estrato corneo, tiene un espesor de 10-20 um, la epidermis de 50 a 100 um
y la dermis e hipodermis ocupan 1- 2 mm (Schaefer, H., et al., 1996a), (Bouwstra, J.A., et
al., 2003). El origen de este tipo de piel en los ensayos de difusion in vitro es,
generalmente, procedente de autopsia de cadaver (dentro de las 24 horas de la muerte del
donador) o quirurgico (Schaefer, H., ef al., 1996d). Sin entrar a considerar la variabilidad
interindividual, la piel de un mismo individuo presenta considerables diferencias en las

distintas regiones anatdémicas. Por ello se suele seleccionar la piel abdominal y del pecho
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como representativo de la piel total, ya que la superficie de las areas que presentan mayor
permeabilidad son pequefias (escroto, frente, area detras de la oreja), mientras que las areas
con comparable o menor permeabilidad (espalda, extremidades) son mayores (Schaefer,

H., et al., 1996c¢).

Las pieles de mamiferos sin pelo son utilizadas como posibles aproximaciones por las
similitudes que presentan a la piel humana en la escasa distribuciéon de pelo y en las
caracteristicas de la epidermis. El ratén sin pelo es una de las especies mas usadas como
alternativa al uso de piel humana (Durrheim, H., et al., 1980), (Bond, J.R., ef al., 1988) en
los ensayos de difusion in vitro al ser un animal pequeno, cuya piel dorsal y abdominal, al
no encontrarse adherida a las visceras, permite retirar la membrana con un grosor uniforme
siendo facil su manejo. Un modelo de piel adecuado debe ser al menos cualitativamente, e
idealmente cuantitativamente similar a la barrera que presenta la piel humana,
comportamiento que algunos autores (Durrheim, H., et al., 1980) comprobaron en los

estudios de permeabilidad de diversas moléculas a través de piel de raton sin pelo.

- Obtencion v preparacion de la piel

Dentro de la metodologia in vitro la preparacion de la piel es un paso critico y se pueden
emplear diferentes métodos (Brain, K.R, et al., 1998) de acuerdo a factores como la
naturaleza fisicoquimica de los agentes a penetrar, los datos que se quieren obtener o la
disponibilidad del tejido. Se puede utilizar piel completa, piel a la que se le ha retirado el
tejido subcutaneo, membranas epidérmicas obtenidas por tratamiento por calor compuestas
de estrato corneo y epidermis viable, membranas de estrato corneo cuya obtencion requiere
tratamiento enzimatico. Sin embargo, la preparacion de secciones cutdneas requiere tiempo
y aumenta la posibilidad de dafiar la membrana, motivos, que inducen a valorar las razones

de no usar piel completa.

Otro aspecto a tener en cuenta es el de comprobacion de la integridad de la piel. Esta puede
realizarse de una manera cualitativa por simple examinacion visual y de una manera
cuantitativa a través de diversos parametros como la determinacion de la constante de
permeabilidad del agua (Bronaugh, R.L., ef al., 1986), (Schaefer, H., ef al., 1996d), (Brain,
K.R., et al., 1998), el porcentaje de agua absorbida en un periodo determinado (Bronaugh,

R.L, et al., 1986), la medida de la pérdida del agua transepidérmica (TEWL) (Schaefer, H.,
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et al., 1996d), y la determinacion de la resistencia de la piel al paso de iones (Trottet, L., et

al., 2005).

Dado que la disponibilidad que presenta la piel humana no permite utilizar piel fresca a
menudo, es necesario desarrollar un método de almacenamiento adecuado (Babu, R.J., et
al., 2003). La congelacion, puede no solo eliminar la viabilidad del tejido sino inducir
alteraciones fisicoquimicas en la membrana (Durrheim, H., et al., 1980), (Bronaugh, R.L,
et al., 1986). En este sentido Wester y colaboradores desarrollaron un método para
mantener la viabilidad de la piel humana y sus caracteristicas por periodos de hasta 8§ dias
(Wester, R.C., et al., 1998). Estos autores demostraron la viabilidad del tejido tras su
conservacion durante el tiempo sefalado, manteniendo la piel a 4°C sumergida en Medio
minimo esencial de Eagles isotonizado con sal de Earle (MEM-EBSS) conteniendo
gentamicina como agente bacteriostatico. Este fue el método de conservacion utilizado en
nuestros estudios con piel humana, tal y como se describe en el aparatado correspondiente

del presente trabajo (111.4.2.2).

Debido a los problemas de disponibilidad, variabilidad, etc que provoca la utilizacion de
piel natural (de origen humano o animal), se plantea en diversos estudios la utilizacion de
membranas sintéticas artificiales. En este sentido se han evaluado diversos tipos de
membranas como modelos en estudios de absorcidon percutanea, ofreciendo la posibilidad
de proporcionar un sistema menos variable. Las membranas de polidimetilsioloxano
(PDMS) (elastomero no poroso, apolar y amorfo a temperatura ambiente con unas
caracteristicas de solubilidad cercanas a las del hexano) constituyen una barrera hidroéfoba,
no porosa, inerte y reproducible. Ademas requieren unas condiciones de manejo menos
estrictas y pueden ser obtenidas en una variedad de formas y grosores presentando una

lipofilia similar a la del estrato cérneo (Twist, J.N, ef al.,1989), (Brain, K.R., ef al., 1998).

- Temperatura de trabajo

Los experimentos de difusion in vitro se llevan a cabo normalmente manteniendo una
temperatura superficial de la piel de 32 °C (valor in vivo) (Schaefer, H., et al., 1996d),
(Brain, K.R, et al., 1998). Estas condiciones se consiguen atemperando la solucion
receptora (Franz, T.J, 1975), sumergiendo las celdas en un bafio de agua (Durrheim, H., et

al., 1980) o perfundiendo agua a una determinada temperatura a través de un sistema de
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termostatizacion que cubre la celda (Bronaugh, R.L, et al., 1985). Es necesario validar qué
temperatura de trabajo debe seleccionarse en cada equipo para garantizar una temperatura

en la superficie de la membrana de 32 °C (Cordoba-Diaz, M., et al., 2000).

- Procedimiento de aplicacién del principio activo

La manera en la que se aplica una sustancia sobre la superficie de la piel puede ser
determinante en su posterior absorcion. Deben considerarse diversos factores en la
seleccion de un procedimento adecuado, como: la naturaleza del vehiculo, la concentracion
del principio activo, la cantidad de formulacion aplicada, el mecanismo de aplicacion, el
tiempo de exposicion y el sistema para retirar el vehiculo aplicado, si es necesario (Brain,

K.R, et al., 1998).

En funcién de la de la dosis de principio activo aplicada, podemos hablar de sistemas con

dosis finitas o con dosis infinitas . En un experimento con dosis finitas, se aplica una

cantidad determinada de formulacién mimetizando las condiciones “en uso” (Schaefer, H.,
et al., 1996d), (Brain, K.R., et al., 1998). Estas condiciones permiten la evaporacion de los
constituyentes volatiles de la formulaciéon aumentando las concentraciones relativas del
vehiculo residual en la superficie de la piel al igual que sucede bajo condiciones reales “in
vivo” (Schaefer, H., et al., 1996d). A su vez, durante el experimento podria existir una

marcada disminucion de la dosis en el compartimento donador (Brain, K.R., ef al., 1998).

Cuando se trabaja a dosis infinitas, se dispone una cantidad suficiente de compuesto sobre
la piel de modo que no exista, practicamente, cambios en la concentracion del
compartimento donador durante el experimento (Brain, K.R, et al., 1998). Debido a la gran
cantidad de formulacion aplicada se produce una oclusion de la piel siendo la evaporacion
de la muestra insignificante y creando condiciones no fisioldgicas con velocidades de
absorcion exacerbadas (Schaefer, H., et al., 1996d). Es un método apropiado si dentro de
los objetivos. experimentales se incluye el calculo de parametros de difusion, como el
coeficiente de permeabilidad, o la investigacion de mecanismos promotores de la

penetracion (Brain, K.R, et al., 1998).
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- Tiempo de duracidn del experimento

Aunque algunos autores han extendido la duracion de los experimentos de difusion in vitro
hasta 120 horas se recomienda que se limiten a 24 o 48 horas. En ensayos realizados con
dosis infinitas, 48 horas puede ser un tiempo corto para establecerse un estado estacionario
pudiéndose alargar hasta 72 horas en tales casos (en presencia de agentes antimicrobianos)
segin la ECVAM (Centro Europeo para la Validaciéon de Métodos Alternativos). Los
investigadores deben conocer la posible degradacion de la piel por encima de los periodos

de tiempo estructurados (Brain, K.R., et al., 1998).

- Intervalo de muestreo en el compartimento receptor

En aquellos experimentos en los que la finalidad principal radica en la determinacion de la
cantidad total absorbida de un principio activo en el compartimento receptor, unicamente
es necesario tomar una muestra al finalizar el experimento (Franz, T.J, 1975). Por el
contrario, se establecen intervalos frecuentes de muestreo a lo largo de todo la experiencia
cuando se quiere determinar parametros de la difusiéon como por ejemplo el flujo, el tiempo

de latencia, el estado estacionario (Franz, T.J, 1975), (Brain, K.R, et al., 1998).

- Método de cuantificacion del principio activo

A lo largo de lo afios se han ido desarrollando diversos métodos para la cuantificacion de
los principios activos en piel como son las técnicas de extraccion, seccion horizontal en
laminas, stripping, retirada de los foliculos pilosos, autoradiografia cuantitativa y métodos
espectroscopicos (Touitou, E., et al., 1998). Todos estos métodos presentan sus ventajas e
inconvenientes, en funcion de su mayor o menor accesibilidad, coste y rapidez en el

desarrollo que detallamos a continuacion.

Las medidas de cuantificacion de principio activo a partir de su extraccion en piel

representa una facil y rapida metodologia que requiere un solvente adecuado y la
aplicacion de una técnica analitica sensible, como HPLC, que permita su cuantificacion. La
desventaja de este método es que no proporciona ninguna informacidén sobre la

localizacion del principio activo dentro de la piel (Touitou, E., et al., 1998).

123



Estudios de difusion in vitro

En cuanto a la seccion horizontal de la piel en laminas esta se realiza mediante un

criotomo, secciondndose paralelamente a la superficie en laminas y determinandose a
través de una técnica analitica adecuada, la cantidad de principio activo en cada una de
ellas. Entre los inconvenientes de esta técnica destacan la no diferenciacion entre epidermis
o dermis en las ondulaciones en la union dermoepidémica., asi como, la falta de datos
sobre la concentracion de principio activo en las unidades pilosebaceas (Touitou, E., et al.,

1998).

Una estrategia complementaria a la técnica de seccionar la piel horizontalmente en laminas
es la técnica del “stripping” que consiste en la retirada del estrato coérneo presionando con
una cinta adhesiva la zona de la piel en estudio y arrancandola posteriormente (Schaefer,
H., et al., 1996d), (Touitou, E., ef al., 1998), (Surber, C., et al., 1999) (detalle Fig. 24). Se
pueden retirar hasta las dos terceras partes de la capa cornea, pero no se consigue una
completa eliminacion de la misma, ya que tras realizar numerosos strippings, la superficie
se vuelve humeda y no se adhieren mas células a la cinta adhesiva (Hojyo-Tomota, M.T.,
et al., 1972). La cuantificacion del principio activo en cada ldmina, mediante un método
analitico adecuado, permite establecer un perfil de concentracion frente a la profundidad

del estrato corneo (Touitou, E., et al., 1998).

Cinta adhesiva

Estrato cérneo

X ' ¥ T

' » x X
X ) X T ' X > Wmn w1 " martoee 4

Epidermis

Fig. 24. Esquema de la realizacion de la técnica de stripping (Moser, K.,
K., etal., 2001).

El “stripping” es un método muy utilizado tanto en la experimentacion in vivo, como in
vitro, aunque en el desarrollo experimental del presente trabajo inicamente nos interesa su
aplicacion a los ensayos de difusion in vitro. Esta técnica presenta una serie de
inconvenientes relacionados con la distintas cantidades de estrato corneo retirado en cada

cinta debido: a la influencia variable sobre las propiedades adhesivas de la cinta que tienen
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los diferentes vehiculos aplicados a la superficie de la piel, a la presencia de células
procedentes de varias capas del estrato corneo por la presencia de arrugas en la membrana,
la falta de descripcion de un patron que asegure la cantidad retirada de estrato corneo, y a
la variacion en la integridad de la membrana dependiendo de su origen (humana o animal),
fuente (cadaver o cirugia), condiciones de almacenamiento y duracion del experimento.
Otro inconveniente es la cuantificacion del principio activo por las posibles bajas
concentraciones que se pueden encontrar en los stripping, especialmente cuando se aplican
concentraciones similares a las reales, y por la dificultad en la extraccion (Surber, C., ef al.,

1999).

- Numero de réplica

La recomendacion mas ampliamente citada respecto al nimero de replicas realizadas en los
estudios de difusion in vitro son doce, aunque se podria emplear un nimero menor si el
coste, tiempo, o biodisponibilidad de la pieles supusiese un problema (Brain, K.R., et al.,

1998).

111.4.1.3. Mecanismos que rigen el proceso de difusion

La creencia de que el proceso de transporte a través de la piel de distintos compuestos se
controla por mecanismos de difusién pasiva hace posible aplicar la leyes de difusion de
Fick (Guy, R.H, et al., 1989), (Hadgraft, J., 2001). El modelo matematico aplicado a los
procesos de difusion considera cada capa de piel homogénea asumiéndose una funcion de
barrera constante en cada una de ellas, y el establecimiento de un reparto del principio

activo entre los distintos estratos (Guy, R.H, ef al., 1989).

-Primera Ley de Fick

La manera mas sencilla de estudiar un proceso de absorcion in vitro consiste en aplicar la
primera ley de Fick la cual, podria ser una aproximacion valida en algunos experimentos in
vitro. Sin embargo, el estrato corneo es una barrera muy impermeable y por lo tanto, se
requiere un largo tiempo para establecer las condiciones de estado estacionario (requisito
para aplicar la primera ley de Fick), siendo improbable que se alcance en una aplicacion

terapettica o cosmética. Por otra parte, este tipo estudios in vitro permite un analisis
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general del fenomeno. El flujo de un compuesto a través del estrato corneo, membrana que
se corresponde generalmente con el paso limitante a la difusion, puede ser descrito de

forma simplificada a través de la primera ley de Fick mediante la ecuacion:

dQ DKC
dt h (Ec.7)

donde dQ/dt es la velocidad de penetracion en piel (flujo (J)), D es el coeficiente de
difusién del principio activo en el estrato corneo, K es el coeficiente de reparto del
compuesto entre la piel y el vehiculo, C es la concentracién del principio activo en el
vehiculo (se asume que la concentracion del compuesto en la fase receptora es cero) y h es
la longitud de camino difundido. Esta ecuacion solo es valida en condiciones de estado
estacionario y siempre que no existan interacciones significativas entre la sustancia activa
y los componentes de la piel. (Guy, R.H, et al., 1989), (Barry, B.W., 2001), (Hadgraft, J.,
2001), (Moser, K., et al., 2001).

Los parametros fisicoquimicos principales que controlan la difusion de xenobioticos a

través de la piel son: el coeficiente de reparto, el coeficiente de difusion y la solubilidad.

No es facil separar los valores de K y D, y el célculo de su magnitud depende de h, que
debido a la imprecision que existe en la determinacion de la tortuosidad de los canales
intercelulares, no puede ser estimada de una manera correcta. Estas tres variables son
agrupadas como una constante heterogénea denominada coeficiente de permeabilidad K,

(= KD/h) quedando la Ec. 7 simplificada de la siguiente forma (Hadgraft, J., 2001):

dg
L _j_kpC
dt P (Ec. 8)

En funcion del fundamento matematico del proceso, existen una serie de parametros que
pueden ser utilizados en el desarrollo y optimizacién de una formulacion dérmica desde el
punto de vista tedrico. Asi, cambios en las caracteristicas de una formulacién pueden
provocar modificaciones en las variables D, K y C que se relacionan entre si segun la Ec.
7, siendo estos parametros, fundamentales a la hora de disefiar una formulacion que busque
una optimizacidon de la penetracion en piel de los principios activos (Guy, R.H., et al.,

1989). Un aumento de la difusion y solubilidad del principio activo en el estrato cérneo, y
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un aumento del grado de saturacion del compuesto en el vehiculo (referido a la
concentracion de principio activo disuelto en el vehiculo respecto a la solubilidad del
principio activo en dicho vehiculo) son estrategias, basadas en la primera ley de Fick, cuyo
objetivo es conseguir una mayor penetracion en piel. La ultima estrategia esta
fundamentada en la interaccion entre el principio activo y el vehiculo, en cambio, las dos
primeras, implican un efecto del vehiculo en la funcién de barrera del estrato cérneo

(Moser, K., et al., 2001).

- Segunda ley de Fick

Como antes se ha mencionado, es dificil que se lleguen a alcanzar las condiciones de
estado estacionario en ensayos de difusion de principios activos, principalmente cuando se
mimetizan las condiciones in vivo, siendo necesario aplicar la segunda ley de difusion de
Fick para analizar los perfiles de flujo y concentracion bajo estas condiciones. Esta 2% ley

de Fick se rige por la siguiente expresion general:

oC _po’C
ot ox’ (Ec. 9)

Soluciones a esta ecuacion diferencial de segundo orden son complejas y dependen de las

condiciones que limitan el experimento (Guy, R.H., et al.,1989).

Diversos autores han aplicado un modelo matematico a un experimento de difusion in vitro
basados en la 2* ley de Fick (Parry, G.E., et al., 1990), (Harrison, D.J., et al., 1995),
(Coceani, N., et al., 2003). Diversos autores desarrollaron un modelo de difusion
transdérmica en celdas de difusion de flujo continuo basado en una membrana constituida
por dos capas, la primera capa se corresponde con el estrato corneo y la segunda capa con
la epidermis viable- dermis. Cada capa se consider6 homogénea y se caracterizé por un
coeficiente de difusion efectivo que representa el transporte por todas las rutas de
penetracion y un coeficiente aparente de reparto que representa la absorcion total del
compuesto en todas las regiones dentro de cada capa de piel (Harrison, D.J., et al., 1995).

El modelo matematico referido se encuentra resumido en la Tabla 1.
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Difusion en la membrana

aC, 39°C,
—— =Dy
ot ax>
cuando X = 0, C; =K Cyon

cuando X =h,  C, = chrec

Bicapa: Flujo que sale de la capa 1 debe equilibrarse con el flujo que entra en la capa 2

dC dC
Dg—L =Dy =—=
dx dx
cuando t = 0, C;=C,=0
Balance de masas en compartimento Balance de masas en compartimento
donador receptor
A aC
aCdon Del . acrec A ac2 Frec
ot Vion X x=0 = D¢, — < Crec
at Viec 0X | x=h  Vrec
Cuando t =0, Cyop =Cyon- Cuando t=0, C.=0

Tabla 1. Descripcion matematica del estado no estacionario en un experimento de difusion in vitro en celdas
de difusion de flujo continuo. C: concentracion del principio activo en una capa de la piel ;. x: distancia a
través de la piel. h: espesor efectivo de la piel. D,: coeficiente de difusion efectivo. K: coeficiente de reparto
aparente. A: area de piel disponible en la difusion. V: volumen del compartimento. F,..: Flujo del liquido
rececptor a través de la camara receptora. 1 se refiere a la capa de la piel constituida por el estrato cérneo. 2
se refiere a la capa de la piel constituida por la epidermis viable-dermis. don se refiere a donador. rec se
refiere a receptor.

El flujo intrinseco al compartimento receptor se determina a partir de la expresion

(Harrison, D.J., et al., 1995):

aC,|
Sintrin = Pe 5| X 7H (Ec. 10)

El balance general de masas en el compartimento receptor de una celda de difusion de flujo

continuo (celda de difusion utilizada en el trabajo actual), se describe segun la relacion:

dC
rec ;tec =JA-F reccrec

(Ec. 11)

128



Estudios de difusion in vitro

donde V.. es el volumen del compartimento receptor, C.. = la concentracion de
compuesto en el compartimento receptor, J = el flujo de principio activo de la piel al
compartimento receptor, A= el area de piel disponible en la difusién y Fi.. = el flujo del
liquido receptor a través de la camara receptora. El término (dC../dt) se refiere a la

acumulacién del compuesto en la celda del receptor.

Con el objetivo de simplificar el balance de masas, a menudo se ha asumido que la
acumulacion en la camara receptora es tan pequenia que se considera despreciable. Esto en
principio pareceria razonable ya que el flujo de liquido receptor retira el principio activo,
limitando fisicamente su acumulacién. En dicho caso el flujo aparente vendria expresado

como (Harrison, D.J., et al., 1995):

v Y (Ec. 12)

Sin embargo, los resultados obtenidos por diversos autores indicaron que el Jup1,
generalmente, no es una buena estimacion del flujo intrinseco principalmente en las fases
tempranas del experimento de difusion, donde aparentemente la acumulacion es mayor.
Observaron, en ciertas condiciones experimentales que, aunque se asumiera que el término
(dCec/dt) era pequefio, no era una razon suficiente para eliminarlo de la Ec. 11. Por otra
parte, en el caso de principios activos de baja permeabilidad, o volumenes de receptor muy
pequetios combinados con flujos altos de liquido receptor, se conseguia una mejor
estimacion del flujo intrinseco a partir del J,p1. Dichos autores, estudiaron un segundo flujo
aparente (Jap2) al tener en cuenta el término de acumulacion en la Ec. 11, quedando la

relacion como (Harrison, D.J., et al., 1995):

Vv dCrec+F C

rec t rec ~—rec

ap2 = A (Ec. 13)

Se comprobd que la aproximacion de J» era una aproximacion correcta del flujo
intrinseco en todo el curso del experimento, excepto a tiempo cero (Harrison, D.J., ef al.,

1995).
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Diversos autores han estimado el flujo intrinseco a partir de los datos experimentales (Ciec

frente al tiempo) obtenidos en los ensayos de difusion in vitro_mediante el calculo del flujo
aparente a través de la Ec. 12 y Ec. 13 (Harrison, D.J., et al., 1995), (Cérdoba-Diaz, M. et
al., 2000).

En lineas generales la representacion de la cantidad absorbida y acumulada de principio
activo en funcion del tiempo, grafica (Q - t) (Fig. 25) una vez atravesada la membrana, asi
como, el flujo establecido en funcion del tiempo, grafica (J —t) (Fig. 25) presenta dos tipos
de perfil diferentes seglin se hayan establecido condiciones de dosis infinitas o dosis finitas

(Schaefer, H., et al., 1996d).

Dosis infinita

§ Dosis finita Dosis infinita
3 -
E h /
3 5
E 5 o
° i Dosis finita
©
'g Pendiente = J
s o
(8]

Tiempo, t Tiempo, t

Fig 25. Perfiles de absorcion expresados en cantidades acumuladas o en flujos con respecto al tiempo segin
tengamos un sistema de dosis finita o de dosis infinita (Schaefer, H., et al., 1996d).

En ensayos de difusion in vitro realizados bajo condiciones de dosis infinitas se establece
un pseudo estado estacionario representado en la grafica (Q — t) (Fig. 25) a través de una
relacion lineal, cuya pendiente se corresponde con el maximo flujo. Los valores de flujo
cambian con el tiempo, observandose en la grafica (J - t) (Fig. 25), como una vez que
aparece el estado estacionario el valor del flujo maximo se mantiene constante. La K, se
calcula aplicando la primera ley de Fick (Ec. 8), a partir del valor de flujo en el estado
estacionario (Schaefer, H., ef al., 1996d). La extrapolacion de la porcion lineal de la curva
al eje “x” nos da el tiempo de latencia (Guy, R.H., et al., 1989), (Parry, G.E., et al., 1990),
(Schaefer, H., et al., 1996d) el cual, es una medida de la difusividad del compuesto
relacionada con su volumen molecular y las propiedades de la barrera de la piel. Se calcula

a partir de la siguiente expresion:
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6L (Ec. 14)

En aquellos experimentos en los que se establecen condiciones de dosis finitas, al
contrario de lo que sucede en condiciones de dosis infinitas, la cantidad acumulada en el
compartimento receptor es limitada. El estado estacionario normalmente no se establece
durante el periodo de exposicion aplicado (reflejando las condiciones en uso) o es dificil de
determinar (Schaefer, H., et al., 1996d). Se observa un valor de fluyjo maximo en la grafica
(J — t) (Fig. 25) pero no se mantiene constante. Por todo ello es necesario estudiar
cuidadosamente el disefio experimental de un determinado estudio de difusion para que se

ajuste a un proposito especifico y se obtengan parametros relevantes (Brain, K.R., 1998).

I11.4.1.4. Comparacion de resultados in vivo-in vitro

El objetivo primordial de la experimentacion in vitro es la de realizar una estimacion de la
absorcion percutanea in vivo. La dificultad en la realizacion de estudios con piel humana es
la causa por la que la mayoria de los investigadores han utilizado el modelo animal para
llevar a cabo las comparaciones in vivo /in vitro. En general los estudios realizados nos
indican que las investigaciones in vitro proporcionan una buena prediccion de la absorcion
percutanea in vivo siempre que los datos sean obtenidos teniendo en cuenta las variables
apropiadas (Bronaugh, R.L, 1989), (Schaefer, H., et. al., 1996d), (Hadgraft, J, et al., 1998),
(Simonsen, L, et al., 2002).

I11.4.1.5. Utilizacion de los sistemas de difusion in vitro para el analisis de

permeabilidad de bicapas

En el desarrollo experimental del presente trabajo se han disefiado una serie de ensayos en
celdas de difusion de flujo continuo a través de membranas hidrofilas, en las cuéles, se ha
demostrado previamente que son impermeables al paso de liposomas pero no al paso de
aciclovir. Se ha determinado la permeabilidad del principio activo encapsulado en
vesiculas con diferente composicion lipidica. Estos estudios, siguen un modelo cinético
representado por dos etapas claramente diferenciadas y caracterizadas respectivamente por
las constantes de velocidad K; (constante de salida de los liposomas) y K, (constante de

difusion a través de la membrana hidrofila). A dicho modelo cinético se le puede aplicar la
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teoria de las reacciones consecutivas en el caso mds simple donde en una serie de

reacciones en cadena de primer orden, una sustancia 4 produce otra B, que a su vez

produce una C, como se detalla a continuacion:

ki k>
A » B pC

siendo en el presente estudio A = A, (principio activo en el interior del liposoma), B =
Agon (principio activo cedido al compartimento donador), y C = A, (principio activo

cedido al compartimento receptor) como se observa en la Fig. 26.

Lipsomas

Fig. 26. Fundamento de la utilizacion de celdas de difusion in vitro en estudios
de permeabilidad de bicapas liposomicas.

El objetivo del estudio es aplicar un ajuste matemadtico al modelo cinético previamente

descrito, que permita a partir de los datos experimentales obtenidos (cantidad acumulada

de principio activo en el compartimento receptor) calcular la K, Para ello, se recurre a las
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ecuaciones de velocidad (Pefia, M.D., et al., 1975), a través de las cuales se muestra como
varia la concentracion de una especie molecular con respecto al tiempo como funcioén
matematica de una constante de velocidad (K) y de las concentraciones de cada especie
molecular que interviene en la reaccion. El signo negativo indica que la concentracion

disminuye con el tiempo. Las ecuaciones diferenciales de velocidad ligadas a Aj,, Agon ¥

A se describen a continuacion:

dal,
- T = Kl [A]n (EC. 15)
d[Alion _
- KI[A]n - Kz[A]don (Ec. 16)
dlA
% - KZ[A]don (Ec. 17)

En la Fig. 27 se representan graficamente las variaciones de [Alin, [Aldon, ¥ [Alrec con el
tiempo. La concentracion de Aj, disminuye exponencialmente con el tiempo de acuerdo a
la Ec. 18. La concentracion de Ago, €mpieza en cero, pasa por un maximo y vuelve a cero,
ya que al final solo hay principio activo en el receptor (A..). La velocidad de formacion de
A depende en todo momento de la concentracién que haya de Ayon por eso, al principio
es cero, y alcanza su valor maximo (punto de inflexiéon de la curva) cuando la

concentracion de Ay, €S maxima.

Arec

Concentracion

Tiempo

Fig. 27. Representacion grafica de las variaciones de [Al];,,
[Aldon> [Alrec con el tiempo (Pefia, M.D., et al., 1975).

133



Estudios de difusion in vitro

La Ec. 15 se integra obteniéndose:

[A], -[A], < (ke. 19

donde [A:ﬁ1 es la concentracion inicial en el interior del liposoma a t = (. Sustituyendo este

valor de [A]n en la Ec. 16 resulta:

d[A]don kAL e K —K,[A L, (Ec. 19)

que integrada (si [Al1011 = () origina la siguiente expresion:

_ K, Kt _ L -Kot
[ALon =[AB e

(Ec. 20)
En el balance total del proceso se cumple la siguiente igualdad:
]l dal.
dt dt dt (Ec. 21)
por lo tanto,
[A], +[AL,, +[A],. = cte.=[A], (Ec. 22)

entonces,

[4].. =[4], -[4], -[4].. (Ec. 23)

(Al -[AT, [1 '

1 —Kyt “Kot
-K 2
% 6(26 1€ (Ec. 24)
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Se puede simplificar mas los calculos de estimacién de las constantes de velocidad,
mediante la aplicacion, en el estudio de las reacciones en cadena, de la aproximacion del
estado estacionario. En ella se supone que la concentracion de los productos intermedios,
en nuestro caso [Agy,]|, s€ mantiene constante durante el curso de la reaccion. De este

modo, suponiendo que:

d[A Lo,
T =0=K,; [A]n - Kz[Allon (Ec. 25)
resulta,
[A]jon _ &

y, por tanto, siendo [A]n = [A])n -e”" obtenemos,

(AL =[A], SLeXi
K2

(Ec. 27)

Y,

K
1+—-

2

—Kt
e

(AL =[AL -[A] -[ALe, =[aT3 |1-

(Ec. 28)

Las ecuaciones (Ec. 27 y la Ec. 28) se comparan con las ecuaciones exactas (Ec. 20 y Ec.

24), siendo equivalentes si K, ))K; y t)) /K, . La primera condicién nos dice que la

velocidad de paso del principio activo a través de la membrana hidroéfila es mayor que la
velocidad de salida del principio activo, mientras la segunda condicidon nos asegura que se
ha pasado el periodo de induccién y que la concentracion del principio activo en el

donador estd en estado estacionario. Por otra parte la aproximacion d[A],{m /dt=0 no

quiere decir que la concentracion de Ay, sea constante durante la reaccion (la Ec. 27,
indica que disminuye con el tiempo), sino que debido al bajo valor de Ay, dicha

aproximacion es buena.
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Experimentalmente, so6lo podemos acceder a los datos de concentracion en el
compartimento receptor ([A]..) a cada tiempo. Calculando en cada punto la cantidad
acumulada cedida al compartimento receptor (Qrc) y a partir de la Ec. 28 llegamos a la

siguiente expresion de trabajo:

Qrec = Q(, [1 - (1 + E_;) e_K]t:I
(Ec. 29)

siendo Qo la cantidad inicial de principio activo encapsulada. Esta ecuacion nos permite

trabajar directamente con los datos experimentales de Q... con respecto a t segiin el modelo

matematico de crecimiento monomolecular que presenta la siguiente forma:

QI’ ec

y=A(1-Be™

Fig. 28. Modelo cinético de crecimiento monomolecular.

La estimacion mediante regresion no lineal por minimos cuadrados ajustando este modelo
a nuestros datos experimentales nos permite calcular los parametros A, B y K. Trasladando

estas constantes a la Ec. 29, podemos calcular directamente el valor de los parametros K;,

K2 y Q().

111.4.1.6. Planteamiento general de los estudios de difusion in vivo/in vitro

Los ensayos clinicos en humanos confieren datos fidedignos sobre el estudio de una
formulacion tdpica, pero su alto coste lleva al planteamiento de una alternativa mediante
experimentos in vitro 'y / o in vivo a través de un modelo animal que presente unos limites

razonables como alternativa a los estudios humanos.
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Diversos autores desarrollaron un método in vivo con ratones sin pelo, que relacionaba
cuantitativamente aspectos farmacocinéticos (flujo) y farmacodindmicos (eficacia), en la
terapia antiviral de la infeccion cutanea por VHS-1. Para ello se emplearon sistemas de
liberacion (trans)dérmica con ACV (cinética de liberacion de orden cero) sobre piel
pretratada con Azona y se evaluo el patroén de lesion producido en la infeccion por VHS-1
(tras inoculacion del virus) en el modelo animal seleccionado (piel de raton sin pelo) segin
un protocolo de tratamiento, determindndose los niveles de eficacia topica (0-100%) de
dicha formulacion para valores de flujo determinados (Gonsho, A., et al., 1990), (Lee,
P.H.,, et al., 1992). Tras dichos estudios, se introdujo el concepto de C*, concentracion del
principio activo libre en el lugar de accion (capa basal de la epidermis), como medida de la

eficacia de las formulaciones dermatologicas estudiadas (Imanidis, G. et al., 1994).

Con el objetivo de valorar la C* a partir de los datos de flujo obtenidos en experimentos de
difusioén in vitro (con un modelo de piel de raton sin pelo) y predecir la eficacia topica del
ACYV en el tratamiento de infecciones cutaneas por VHS-1, Higuchi y colaboradores (Lee,
P.H, et al., 1993), (Patel, P.J., et al., 1996), (Mehta, S.C., et al., 1997), (Afouna, M.L., et
al., 1999) emplearon un modelo in vivo/in vitro donde se utilizd un régimen multiple de
dosis finitas (simulando la situacion clinica) siguiendo un protocolo de tratamiento para

determinar C* a partir de la siguiente ecuacion:

(Ec. 30)

donde J es el flujo de ACV a través de la piel y Pp es el coeficiente de permeabilidad de la
dermis ( 1,4 x 10 ® cm/s). La piel de ratén sin pelo no es estable mas alla de 24 horas en las
celdas de difusion de un experimento in vitro y, no se conocen métodos in vivo que
determinen flujos en piel que proporcionen datos con suficientes precision. De este modo
se introdujo la combinacidén de un experimento in vivo — in vitro para obtener flujos in vitro
relevantes. Se establecio la relacion C*-eficacia (Lee, P.H, et al., 1993), (Patel, P.J., et al.,
1996), (Mehta, S.C., et al., 1997) a partir de los datos que relacionaban flujo- eficacia,
calculados en estudios previos (Gonsho, A., et al., 1990), (Lee, P.H., et al., 1992).
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111.4.2.1. Equipo de difusion

Se ha utilizado un equipo automatico de difusién PermeGear® ILC- 07 (PermeGear”
Riegelsville, PA) (Fig. 29), que incluye siete celdas de flujo continuo fabricadas de Kel-
F® y colocadas en linea sobre un soporte, el cual, se conecta a un bafio termostatizado de
circulacién Haake®- DC10 (Gebriide Haake, Karlsruhe, Alemania) que mantiene la
temperatura experimental de trabajo. El disefio de las celdas, desmontable, se describe en

la Fig. 30. Esté constituida por los siguientes componentes:

- Un compartimento donador (1) ( Vol =1,10 cm?).

- Un soporte (2) con un orificio de 1ecm de didmetro sobre el que se coloca la membrana
(4rea de difusion efectiva 0,785 cm?).

- Un compartimento receptor (3) (Vol = 0,85 c¢m’) que presenta conexiones de entrada y

salida para el fluido receptor y se cierra por la parte inferior con una tapa de cristal (4),

ajustada mediante una contratuerca (5), que permite ver el contenido del interior.
- Todo el sistema se cierra herméticamente mediante una ldmina de acero inoxidable (6),
adaptada al compartimento donador, que se coloca sobre ¢l encajandose a través de unas

tuercas de cierre ajustable.

Fig.
29.

Equipo de difusion de flujo continuo (PermeGear” ILC-07).
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Fig. 30. Esquema de la celda de difusion de flujo continuo.

El medio receptor fluye a través del compartimento receptor mediante la incorporacion de
una bomba peristaltica programable de 16 canales Ismatec® IPC-16 (Ismatec, Ziirich,
Suiza) utilizando conductos de Tygon™ conectados inicialmente al moddulo de
distribucion, el cual se conecta a su vez a la botella reservorio de vidrio (Figs. 29 y 31 ). El
fluido sale del compartimento receptor a través de un conducto de Tygon™ hasta los tubos
o viales dispuestos en un colector de fracciones Isco® Retriever IV (Isco, Lincoln, NE,
USA). En los puntos de union de los conductos de Tygon™ al mddulo de distribucion y a
las puertas de entrada y salida del compartimento receptor, se aplican conexiones 1/4-28

HPLC. El colector de fracciones se puede manejar de forma manual o mediante un

controlador de muestreo programable (disponible por PermeGear®) (Fig. 29).

Celda de difusion

—

Colector de fracciones

Bomba peristaltica

Médulo de distribucion
(7 canales)

Reservorio
fluido receptor

Fig. 31. Detalle funcionamiento aparato de difusion de flujo continuo.
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Se realizd una validacion previa de los elementos mecanicos del equipo de difusion
automatico de flujo continuo PermeGear “ILC-07 en nuestro laboratorio (Dpto Quimica-

Fisica II, Facultad de Farmacia, UCM ) (Cérdoba-Diaz, M, ef al., 2000).

111.4.2.2. Preparacion de membranas utilizadas

En el presente trabajo se han empleado distintos tipos de membranas de difusion de origen
sintético o natural en funcidn del diseno de cada experimento. Como membranas de origen

sintético se utilizaron membranas hidréfilas, de colodién y de acetato de celulosa. Cabe

destacar la utilidad del material derivado de la celulosa como membrana semipermeable en

procesos de didlisis (Stamatialis, D.F. ef al, 2008). Y un modelo de Piel artificial, que

constituia una membrana hidréfoba y no porosas denominada comercialmente Prolastic™™
(Pillar Surgical Inc.USA) de polidimetilsiloxano con caracteristicas de lipofilia similares al

estrato corneo que presentan un grosor de 127 um.

Como membranas de origen natural se utilizaron piel de ratén sin pelo o piel humana. La

piel de ratén sin pelo se obtuvo a partir de la piel dorsal de ratones albinos

inmunocompetentes, hembras de edad comprendida entre 5 a 8 semanas, CLR: SKH1-
HRBR (Charles River/Criffa). Los ratones fueron sacrificados con CO,, extrayéndoles
inmediatamente después mediante diseccion el trozo de piel dorsal. La piel humana, cuyo

origen fue piel de cadaver de la zona abdominal, se almacend hasta un maximo de 8 dias a

4°C en una solucion de conservacion (Medio Minimo Esencial de Eagles isotonizado con
Sal de Earle (MEM-BSS) y con gentamicina), manteniéndose en estas condiciones la
viabilidad de la piel (Wester, R.C., et al., 1998). Antes de utilizar tanto la piel humana
como la piel de raton se lavo con agua Milli-Q y se retird por diseccion el tejido

subcutaneo.

Se obtuvieron trozos cuadrados de aproximadamente lcm de lado se montaron en las
celdas de difusion como se observa en Fig. 32, orientando en el caso de piel natural
siempre el estrato corneo hacia el compartimento donador y la dermis hacia el

compartimento receptor.
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.

Fig. 32. Detalle del montaje de membrana o piel en las celdas de difusion.

111.4.2.3. Descripcion de los estudios de difusion in vitro realizados

Una vez montadas las celdas con la membrana de difusion correspondiente, se llenaron los
compartimentos receptores con una solucion receptora asegurandose de que no quedaban
burbujas de aire debajo de la membrana. En el caso de ensayos donde se utilizo piel de
origen natural, tras un periodo de acondicionamiento de 30 minutos se recogian muestras
de medio receptor a modo de blanco. El ensayo de difusion propiamente dicho comenzaba
con la disposicion de la muestra correspondiente en el compartimento donador y con la
puesta en marcha de la bomba y el programador, ajustando asi, el flujo de trabajo del

medio receptor (F..) y los intervalos de muestreo.

111.4.2.3.1. Estudios de permeabilidad de bicapas

Se llevaron a cabo una serie de ensayos de difusion in vitro a través de una membrana de
difusion hidréfila con el objeto de conocer la permeabilidad de diversas bicapas lipidicas,
frente a la molécula atrapada en liposomas. En estos ensayos se utilizaron dosis finitas y
condiciones oclusivas (se taparon las celdas con una lamina de cierre). Con el fin de
seleccionar una membrana hidrofila que ofreciera baja resistencia a la difusion del
principio activo e impermeabilidad al paso de las vesiculas, inicialmente, se realizaron
estudios a partir de una membrana de colodion y de acetato de celulosa. En dichos estudios
se determinaron las cantidades cedidas acumuladas de principio activo en el
compartimento receptor en funcidén del tiempo (perfiles de cesion), y el coeficiente de

permeabilidad (Kp). Tras seleccionar la membrana de difusion adecuada, se realizaron los
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ensayos con vesiculas donde se encapsuld6 una sonda fluorescente (5(6)
carboxifluoresceina, suministrada por Eastman-Kodak) en liposomas de composicion
POPC y DOPC, y posteriormente el ACV en liposomas de composicion POPC, DOPC y
H-SPC/COL (60/40)(mol/mol). Como parametros de estudio se calcularon la constante de
la velocidad de salida del principio activo del liposoma (K;) y el coeficiente de

permeabilidad (Kp).

El parametro K, se determin6 a partir de la Eec. 29, una vez conocida la cantidad cedida
acumulada de principio activo en el compartimento receptor (Qr.) en funcidon del tiempo.
Para ello, tras cuantificar las concentraciones de la molécula cedida al compartimento
receptor (Cc) @ un tiempo determinado, se calculd la Q.. mediante una acumulacion
matematica de los datos, ya que no existe, en este tipo de celdas una acumulacién real de

principio activo en el receptor.

En los sistemas de difusion de dosis infinita puede calcularse Kp (cm/h) segtin la primera
ley de difusion de Fick (Ec. 8), a partir del valor del flujo del principio activo en el estado
estacionario. Sin embargo, los experimentos llevados a cabo en el presente trabajo se
realizaron en condiciones de dosis finitas, en los cuales no llega a alcanzarse de forma
clara el estado estacionario. En estos casos se determina el Kp mediante el flujo maximo
aparente (Jmax) equivalente al flujo intrinseco en el estado estacionario. Para ello, el valor
de flujo aparente (J,) para cada intervalo de tiempo, se obtuvo mediante la Ec. 13,
calculandose el término de acumulacion (dC,/dt) numéricamente a partir de los datos de
Ciec frente al tiempo (Harrison, D.J., et al., 1995). Como se observa en la Fig. 25, en
condiciones de dosis finitas, el flujo experimental aumenta hasta llegar a un maximo y
decrece a partir de este valor. Dicho comportamiento permitié ajustar el perfil del flujo
obtenido experimentalmente a una funcidon bi-exponencial como la expresada a

continuacion (Cérdoba-Diaz, M., et al., 2000):

J=BEt —e hc (Ec. 31)

donde B es una constante relacionada con la cantidad de principio activo que ha penetrado
desde cero a infinito y v; y v, son las constantes aparentes de velocidad crecientes y

decrecientes del flujo. A partir de la primera derivada de la Ec. 31 se obtuvo el valor del
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tiempo en alcanzar el fluyjo maximo (tjmax) y flujo maximo aparente (Jmax). Se aplico la

primera ley de Fick (Ec. 8) lo que did lugar a la siguiente expresion:

C (Ec. 32)

donde Cy es la concentracion de principio activo de partida en el vehiculo.
El ajuste de los modelos cinéticos a los datos experimentales se llevd a cabo por regresion
no lineal mediante ajuste estadisticos por minimos cuadrados ponderados utilizando un

programa estadistico adecuado SIMFIT.

Hay que resefiar que en estos ensayos de difusion la solucion receptora era la misma que la

solucion amortiguadora utilizada en la formulacion a estudiar.

111.4.2.3.2. Difusion de geles a a través de membranas hidrofilas

Con el fin de preparar una formulacion liposomica de consistencia adecuada en la
administracion topica, se estudi6 la difusion del principio activo ACV en un gel liposémico
a través de membranas hidroéfilas, utilizando dosis finitas y condiciones oclusivas (se
taparon las celdas con una lamina de cierre). Inicialmente, se investigd en geles de ACV
con diferente concentracion de agente gelificante (Carbopol®-980) (0,5%, 1%, 1,5 %) la
influencia de la viscosidad del gel en la difusion del ACV al comparar las cantidades
cedidas acumuladas de principio activo en el compartimento receptor en funcion del
tiempo (perfiles de cesion), y el coeficiente de permeabilidad (Kp) determinado. Tras
seleccionar aquella concentracion de agente gelificante que ofrecia una menor resistencia a
la difusion del principio activo, se prepararon geles liposomicos formados por vesiculas
con ACV encapsulado y disuelto en el medio de dispersion a partir de las bicapas lipidicas

POPC y DOPC.

El comportamiento del principio activo ACV en este sistema liposdmico se rige por dos
constantes Kuayoritaria ¥ 18 Kminoritaria- L@ Kmayoritaria 1nterviene en mayor medida en el proceso
siendo por tanto el factor limitante del sistema y engloba la difusion del principio activo a

través de la bicapa lipidica y la estructura de gel. Por otra parte la Kyinoritaria S€ refiere a la
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difusion del ACV a través de la membrana hidréfila. Se ajustaron los datos de Qe

obtenidos experimentalmente a la siguiente funcion biexponencial:

%Cedido = B1(1- ™" )+ B2( - e (Ec. 33)

El ajuste matematico de los datos experimentales y la determinacion del Kp, se realizaron
siguiendo las mismas pautas de estudio que en los ensayos previos de permeabilidad de
bicapas. Igualmente, en estos ensayos de difusion la solucidon receptora era la misma que la

solucion amortiguadora utilizada en la formulacion a estudiar.

111.4.2.3.3. Estudios de difusion a través de membranas lipofilas

Se realizaron una serie de estudios de difusion in vitro a través de membranas Prolastic'™
de polidimetilxiloxano, utilizando dosis finitas y condiciones no oclusivas. Frente a la piel
natural, la piel artificial es un sistema que presenta menor variabilidad y requiere unas
condiciones de manejo menos estrictas. El objetivo de la realizacion de estos ensayos fue
la de conseguir datos iniciales de acumulacion de ACV en piel a partir de una suspension
liposdmica, seleccionando en este estudio la bicapa lipidica de composicion POPC. Los
datos cuantificados de ACV en piel Prolastic™ a partir de las vesiculas, se compararon con
los obtenidos en los ensayos de difusion realizados con este tipo de membrana con la
formulacion comercial de referencia y con una solucidn del principio activo. Se obtuvieron
datos de 6 pieles, para ello, en cada ensayo se aplico la formulacién a evaluar en 3 celdas

(n =3), realizandose con cada formulacion el ensayo por duplicado.

111.4.2.3.4. Estudios in vitro con piel de raton sin pelo

Debido a los problemas de disponibilidad, manejo y variabilidad interindividual, que
conlleva la utilizacion de piel humana se llevaron a cabo una serie de ensayos de difusion a
partir de distintas suspensiones liposdmicas utilizando como modelo animal piel de ratén
sin pelo (SKH1-HRBR). En este tipo de estudios se utilizaron dosis finitas y condiciones
no oclusivas. Tras finalizar los ensayos, se estudio la acumulacion de ACV en piel y
difundido a receptor con las distintas formulaciones en estudio. Se compararon los

resultados cuantificados de ACV a partir de vesiculas con los obtenidos con sistemas
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convencionales de aplicacion topica en ensayos realizados, utilizando los mismos
parametros de trabajo, con una formulacion de ACV crema y de ACV en solucion,
aplicando la misma concentracion de principio activo que en las formulaciones
liposomicas con el fin de que el pardmetro concentracion no fuera una variable
experimental en estos ensayos. En todos los estudios donde se estudi6 la acumulacion de
ACYV en piel viable (donde se localiza la capa basal de la epidermis, zona de accion del
ACYV), la cuantificacion del principio activo se llevo a cabo una vez finalizado el ensayo al
retirar el estrato corneo mediante 12 “stripping” y detectar de este modo el ACV que ha
atravesado la capa cornea . Debido a los bajos parametros de encapsulacion por
atrapamiento pasivo obtenidos con el aciclovir (ACV), se empled la sal sddica del aciclovir

(ACVNa) en todos los ensayos en los que aparece encapsulado en liposomas.

Con cada formulacién se obtuvieron resultados, minimo de 6 pieles procedentes de seis
animales diferentes. Para ello, en cada ensayo se aplico la formulacion evaluada en tres
celdas con piel, realizdndose con cada formulacion el ensayo al menos por duplicado (en
dias diferentes). Se realiz6é un estudio comparativo de los resultados obtenidos. En estas
experiencias, se ha utilizado el andlisis de varianza ANOVA de dos factores (tipo de
formulacion y ensayo) con varias muestras (celdas) por grupo en la comparacion de los
datos. De este modo, se tuvo en cuenta la variabilidad inter-animal (en cada celda se utiliza
una piel procedente de un animal distinto) e inter-dia ( se obtuvieron datos de dias

diferentes pareados de tres en tres).

e Estudios con ACV libre

Con el fin de conocer la capacidad promotora de los liposomas, se realizdé una bateria de

ensayos de difusion in vitro a partir de vesiculas vacias con el principio activo ACV
disuelto en el medio de dispersion Se prepararon suspensiones de liposomas OLV y LUV a
partir de diferentes composiciones y se estudi6 como influyen las caracteristicas

fisicoquimicas de las vesiculas, como la composicion de la bicapa lipidica, tamafio y

lamelaridad de la vesicula, sobre la acumulacion cutdnea del ACV. Se seleccionaron para
estos ensayos las siguientes formulaciones que incluyen bicapas lipidicas puras o mixtas,
cargadas o neutras, que presentan diferente caracteristicas de fluidez en la bicapa segiin su
composicion: DOPC, POPC, DPPC/COL (60/40) (mol/mol), DPPC/COL/SA (60/40/10)
(mol/mol/mol), DPPC/COL/DPPG (60/40/10) (mol/mol/mol).
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e Estudios con ACV encapsulado

En esta bateria de ensayos se estudi6 el reparto a piel del ACV encapsulado en vesiculas.
Para ello, se prepararon suspensiones de liposomas OLV y LUV, con el principio activo
encapsulado, de diferentes composiciones y se estudio como influyen las caracteristicas

fisicoquimicas de las vesiculas, como la composicion de la bicapa lipidica, tamafio y

lamelaridad de la vesicula, carga superficial y eficiencia de encapsulacién en la

acumulacion cutanea del principio activo. Ademads en estos ensayos se estudié la influencia

de la encapsulaciéon del principio activo en el reparto a piel al comparar los resultados

obtenidos de ACV en piel entre liposomas con ACV encapsulado y liposomas vacios con
ACYV disuelto en el medio de dispersion. Se seleccionaron para estos ensayos las siguientes
formulaciones que incluyen bicapas lipidicas puras o mixtas, cargadas o neutras, que
presentan diferente caracteristicas de fluidez en la bicapa segiin su composicion: DOPC,
DOPC/DPPG (90/10)(mol/mol), POPC, POPC/DPPG (90/10) (mol/mol), DPPC/COL
(60/40) (mol/mol), DPPC/COL/SA (60/40/10) (mol/mol/mol), DPPC/COL/DPPG
(60/40/10) (mol/mol/mol).

e Acumulacidén en piel viable con formulaciones seleccionadas

En la siguiente bateria de ensayos se investigd, a partir de suspensiones de liposomas LUV

con ACV encapsulado, liposomas con ACV encapsulado y libre en el medio de dispersion,

y liposomas vacios LUV con ACV libre, la influencia de la encapsulaciéon del principio
activo en el reparto a piel viable y difusion a receptor del ACV. Las bicapas seleccionadas
fueron la DPPC/DPPG/COL (60/40/10) (mol/mol/mol) y POPC, siendo esta tltima bicapa

la que presenta mayores caracteristicas de fluidez.

e Acumulacién en piel viable: Influencia de la concentracién de principio activo en
compartimento donador con DPPC/COL/DPPG

El objetivo de los siguientes ensayos de difusion fue conocer la influencia de la

concentracion de principio activo encapsulado en la formulacion donadora, en el reparto a
piel viable y difusion a receptor del ACV. Para ello se prepararon suspensiones de
liposomas LUV con diferente concentracion de principio activo encapsulado. En funcion
de los datos obtenidos en ensayos anteriores, la bicapa lipidica seleccionada para este

estudio fue DPPC/DPPG/COL (60/40/10) (mol/mol/mol).
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e Acumulacién en piel viable: Influencia del tamafio v lamelaridad de vesicula en

DPPC/COL/DPPG

Con el objeto de estudiar la influencia del tamafo y lamelaridad de la vesicula en el reparto

a piel viable y difusion a receptor del ACV, se realizaron los siguientes ensayos de difusion
a partir de suspensiones de liposomas tipo OLV y LUV con el principio activo
encapsulado. La bicapa lipidica seleccionada para este estudio fue, al igual que en los

estudios anteriores, la composicion DPPC/DPPG/COL (60/40/10) (mol/mol/mol).

e Acumulacion en piel viable: estudios de difusion in vivo/ex vivo

La realizacion de ensayos in vivo — ex vivo en el presente trabajo experimental tiene como
fundamento la estimacion de la concentracion efectiva de principio activo ACV que se
alcanza en el lugar de accion, la capa basal de la epidermis segin la Eec. 27, y de este
modo, segun los niveles de eficacia establecidos por Higuchi y colaboradores (Lee P.H., et
al., 1993) en un modelo de piel de raton sin pelo, predecir la eficacia antiviral de la

suspension liposémica caso de estudio (DPPC/DPPG/COL).

Cada ensayo de difusion se compone de dos fases: fase in vivo y fase ex vivo. En el

siguiente esquema se representa de manera simplificada la metodologia global del estudio:

Sacrificio de los animales

12 FASE: Ensayos in vivo ¢ 2° FASE: Ensayos ex vivo
0 8 16 24 32 40 48 t (h)
1* aplicacion 2% aplicacién 3*aplicacion  4* aplicacion

Experimento de difusion

1* Fase (ensayo in vivo): se realizaron tres aplicaciones, de las formulaciones objeto de
estudio, espaciadas en intervalos de tiempo previamente determinados (0, 8 y 24h) y en un
area definida (1,96 cm?) de la piel dorsal de los ratones sin pelo. Previo a cada aplicacion
in vivo, lo animales se anestesiaron con Halotano por via inhalatoria. La anestesia se
prolongo6 durante 15 minutos desde el momento de la aplicacion para facilitar la absorcion

de la muestra.
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2% Fase (fase in ex vivo): Finalizada la fase in vivo a las 32h, los animales se sacrificaron
con CO; y la piel extraida se coloco en la celda de difusién y se procedid a la cuarta
aplicacion de la misma manera que en los ensayos de difusion in vitro (detallado
previamente). Cabe destacar que en la fase in vitro las pieles presentan ACV absorbido
durante la fase in vivo, por ello, durante el acondicionamiento de las pieles en la 2% fase se

recogio la solucion receptora para la posterior cuantificacion del ACV.

I11.4.2.3.5. Estudios con piel humana

Una vez finalizados los ensayos de difusion a través de piel de raton sin pelo, se realizo la
ultima bateria de ensayos de difusion de la memoria de tesis actual a través de piel
humana, que presentaba la ventaja de evitar extrapolar datos desde un modelo animal. Los
ensayos se llevaron a cabo utilizando dosis finitas y condiciones no oclusivas. Basdndonos
en resultados obtenidos en ensayos anteriores, se seleccionaron en este estudio,
suspensiones liposomicas y geles liposémicos (0,5% de Carbopol 9080) con ACV
encapsulado y libre en el medio de dispersion, preparadas a partir de las bicapas lipidicas
fluidas POPC y DOPC. Con el objetivo de conocer la profundidad a la que ha llegado el
ACYV en piel, una vez finalizado el ensayo de difusion se corto la piel en laminas de 20 um
con un criotomo hasta 160 um, espesor que nos asegura que englobamos el estrato cérneo
y la epidermis completa. Los resultados cuantificados de ACV acumulado en ldminas de
piel, se compararon con los obtenidos a partir de la formulacion comercial de referencia en

ensayos de difusion realizados utilizando piel humana.

Para cada dia de ensayo se dispusieron en las celdas de difusion los fragmentos de piel
abdominal obtenidos a partir de un mismo individuo. Debido a la baja disponibilidad que
presenta este tipo de piel, estos estudios se disenaron de tal modo que al menos cada

formulacion se probara en tres celdas de difusion.

111.4.2.4. Procesamiento v analisis de las muestras

La denominacién de los distintos tipos de muestra a los que se hace referencia en los

diferentes ensayos es la siguiente:
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Remanentes en el compartimento donador: se refieren a los restos de formulacion que

quedan en el compartimento donador una vez finalizado el ensayo.

Membrana: cualquiera de las barreras, artificiales o naturales, colocadas entre el

compartimento donador y receptor.

Muestras fluido receptor: atribuido al liquido receptor recogido en los viales del colector

de fracciones durante la realizacion del ensayo en intervalos de tiempo determinados.

111.4.2.4. 1. Estudios de permeabilidad de bicapas

- Muestras remanentes en compartimento donador: se recogieron sobre la superficie de la

membrana una vez finalizado el ensayo para su posterior analisis por espectrofluorimetria
en los ensayos realizados con 5(6)CFNa o por HPLC en los ensayos realizados con ACV .
En el caso de la 5(6)CFNa la muestras se recogieron en solucién amortiguadora PBS pH
7,4 y se utilizé una solucion de DOC 10% para la rotura de las vesiculas previo a su
analisis por espectrofluorimetria cuyo procedimiento esta descrito en II1.3.2.4.2. Para los
ensayos realizados con ACV la muestras se recogieron en solucion amortiguadora HEPES-
salino (300 mOsm Kg', pH 6) y las vesiculas se rompieron con metanol siguiendo el

procedimiento descrito en I11.3.2.4.2 de cuantificacion de ACV por HPLC.

- Muestras de fluido receptor: se analizaron por espectrofluorimetria en los ensayos

realizados con 5(6)CFNa siguiendo el procedimiento descrito en II1.3.2.4.2. En los
ensayos con ACV estas muestras se analizaron por espectrofotometria de absorcion
UV/Vis. Para ello, se utiliz6 el espectrofotometro Varian-Cary 300 a una longitud de onda
de 254 nm. Se empled un método analitico previamente desarrollado y validado para el
ACV (Bravo, A., 2001). Como patrones se utilizaron soluciones de ACV en solucién

amortiguadora HEPES (pH="7,4)de 1 a 15 ug mL".

111.4.2.4.2. Difusion de geles a a través de membranas hidrofilas

- Muestras remanentes en compartimento donador: se recogieron sobre la superficie de la

membrana con metanol una vez finalizado el ensayo para su posterior analisis siguiendo el

procedimiento descrito en I11.3.2.4.2. para cuantificacion de ACV por HPLC.
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- Muestras de fluido receptor: se analizaron por espectrofotometria de absorcion UV/Vis

cuantificandose el principio activo ACV siguiendo el método descrito previamente en el
analisis de las muestras de fluido receptor obtenidas en los estudios de permeabilidad de

bicapas.

111.4.2.4.3. Estudios de difusion a través de membranas lipofilas

- Muestras de piel: la extraccion de ACV de la piel artificial, una vez cortada el area de

permeacion, se realizd en agua milli-Q a la T* de 60°C . Las muestras resultantes se
filtraban (nylon de 0,20 um) para su posterior analisis siguiendo el procedimiento descrito

en I11.3.2.4.2. para cuantificacion de ACV por HPLC.

111.4.2.4.4. Estudios in vitro con piel de raton sin pelo

- Muestras de piel: Una vez desmontadas las celdas, se estiraba la piel sobre una tabla de

diseccion, se secaban los fragmentos de piel y se realizaban dos “strippings” con una cinta
adhesiva Scotch Maggic "™ de 19 mm de ancho para eliminar posibles restos de lavado. En
aquellos ensayos donde se cuantifico s6lo el ACV en piel viable se realizaron “10
strippings” adicionales para asegurarnos que retiramos el estrato corneo completamente.

Extraccién de ACV en piel: Tras realizar los “stripping”, se procedi6 al cortado del area

permeada (circulo central) con un sacabocados de diametro 1,3 cm (Fig. 33). El
procesamiento de la membrana se realizd basdndose en el método descrito por diversos
autores (Parry, G.E., et al., 1992). Brevemente, los discos de piel correspondientes se
digerian y se extraia el ACV con solucion de NaOH 0,5N a 50°C . En las muestras
resultantes se realizaba una precipitacion de proteinas con HCLOs; 5N mediante

centrifugacion y filtrado final (filtros nylon 0,2 um ) previo a su andlisis por HPLC.
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Fig. 33. Detalle de la obtencion por cortado del disco de piel (A) correpondiente al area de
difusion.

El método de andlisis y cuantificacion de ACV mediante separacion cromatografica por
HPLC se basoé en el desarrollado por varios autores (Volpato, N.M., et al., 1997), al que se
introdujeron ciertas mejoras para mejorar su resolucion. Brevemente, se utilizd un
Cromatografo Alliance Waters'™ 2690 Separations Module equipado con una Columna
Discovery” Amide C16 de 250 x 4,6 mm y 5 um de diametro de particulas (SUPELCO),
una Guardacolumna Supelguard™ Discovery® Amide C16 de 20 x 4.0 mm y 5 pum de
diametro de particulas (SUPELCO), y un Detector Fotodiodo Array (PDA) Waters 996.
Las condiciones instrumentales establecidas fueron: agua destilada como fase moévil a un
flujo isocratico de 1,5 mL /min, una longitud de onda de analisis de 254nm realizando un
barrido entre 200 y 300 nm, un volumen de inyeccion de muestra de 50 pL y una
temperatura del sistema de 27 °C. Como patrones se utilizan soluciones de ACV en HCLO,4
de 0,5 a 0,05 pg mL"'. Cada muestra se inyectd por duplicado registrandose el
cromatograma y tomando el drea como el pardmetro de cuantificacion. El pico

correspondiente al ACV eluy6 aproximadamente a los 10 minutos.

- Muestras de fluido receptor : tras su evaporacion hasta sequedad con un concentrador a

vacio a 70°C (Speedvac®), las muestras se reconstituian en solucion de HCLO4 0,5N que
precipitaba las proteinas, y posteriormente se filtraban (filtros de nylon 0,2um) para su
posterior analisis por HPLC siguiendo el método descrito previamente en el analisis de las

muestras obtenidas de piel de raton sin pelo.
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111.4.2.4.5. Estudios con piel humana

- Muestras de piel: tras desmontar las celdas, se estiraba la piel sobre una tabla de

diseccion, y se procedia al cortado del area permeacion (circulo central) con un
sacabocados de diametro 1,3 cm (Fig. 33). El disco de piel resultante se incluia en un
medio de inclusion de tejidos Tissue-Tek® O.C.T. (Sakura Finetek Europe B.V. The
Netherlands), y se congelaba inmediatamente con nitrogeno liquido conservandose a -
20°C. Posteriormente, se realizaban cortes histologicos sobre el disco de la piel, utilizando
un criotomo, (Slee Mainz MC) con el que se obtenian laminas de 20 pm de grosor hasta

una profundidad de 160 um. Extraccion de ACV en piel: En los cortes histologicos se

realizd una extraccion individual con agua a 60°C (Volpato, N.M., et al., 1997) y posterior
precipitacion de proteinas con HCLO4 1N. Las muestras resultantes se centrifugaban y
filtraban (nylon de 0,20 um) para su posterior analisis por HPLC siguiendo el método

descrito previamente en el andlisis de las muestras obtenidas de piel de raton sin pelo.
En este apartado se encuentran detalladas las condiciones de preparacion de las

formulaciones empledas en los diferentes estudios llevados a cabo en la memoria de tesis

actual.
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111.4.3.1. Estudios de permeabilidad de bicapas

Durante los estudios de permeabilidad de bicapas lipidicas a partir de ensayos de difusion a
través de una membrana hidrofila se emplearon como formulaciones en estudio soluciones
de principio activo y suspensiones de liposomas con el principio activo encapsulado. Como

principios activos se utilizaron la sonda fluorescente 5(6)CFNay el ACV.

111.4.3.1.1. Estudios preliminares con carboxifluoresceina

- Seleccion de la membrana hidrofila

Suspension de liposomas vacios: preparadas segun se detalla en apartados I11.3.2.1.1 y

I11.3.2.1.2 a partir de las siguientes condiciones de preparacion:

- Composicion bicapa lipidica: DOPC

- Concentracion tedrica de lipido MLV: 0,040 M

- Solucién de hidratacién: solucion amortiguadora fosfato salina PBS (290 mOsmKg™
pH 7,4)

- Extrusion ciclica en cascada a través filtros de 0,8 pm y 0,2 um para obtener liposomas
LUV

Solucién de 5(6) CFNa: 5(6)CF en solucion amortiguadora fosfato salina PBS

(290mOsmKg™" pH 7,4) a una concentracion de 6 pg/mL.

- Evaluacion permeabilidad bicapas lipidicas

Suspensiones liposdémicas con 5(6)CFNa encapsulada: preparadas segun se detalla en

apartado I11.3.2.1 a partir de las siguientes condiciones de preparacion:

- Composicion bicapa lipidica: DOPC, POPC

- Concentracion lipidica: 0,040 M

- Solucion de hidratacion: 5(6)CF 0,050M en agua milliQ (titulada con NaOH 2N para
formar la sal CFNa hasta alcanzar pH 7,4)

- Encapsulacion pasiva

- Extrusion ciclica en cascada través filtros de 0,8 um y 0,2 um para obtener liposomas
LUV

- Separacion de la molécula no encapsulada mediante centrifugacion por minicolumnas
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(gel sephadex G-50F). Se utilizdé como eluyente una soluciéon amortiguadora fosfato

salina PBS (290 mOsng'l, pH 7,4)

111.4.3.1.2. Ensavos con ACV encapsulado

Suspensiones liposémicas con ACV encapsulado: preparadas segun se detalla en

apartado II1.3.2.1 a partir de las siguientes condiciones de preparacion:

- Composicion bicapa lipidica: DOPC, POPC, H-SPC/COL (60/40)(mol/mol)

- Concentracion lipido MLV: 0,060 M

- Solucién de hidratacién: solucion amortiguadora HEPES-salino (300 mOsm Kg™', pH
6)

- Extrusion ciclica en cascada a través filtros de 0,8 um y 0,2 um para obtener liposomas
LUV

- Encapsulacion activa por gradiente de concentracion. Se utilizé una T* de 30°C y una
concentracion de principio activo en el medio de dispersion de los liposomas de 1,5
mg/mL

- Separacion de la molécula no encapsulada mediante centrifugacion por minicolumnas
(gel sephadex G-25F). Se utilizd como eluyente una solucion amortiguadora HEPES-
salino (300 mOsm Kg™"" pH 6)

ACV en solucién: ACV en solucion amortiguadora HEPES-salino (300 mOsm Kg™" pH

6) preparada a T* 25°C a una concentracion de 1,7 mg/mL.

111.4.3.2. Difusion de geles a través de membranas hidrofila

En estos estudios de difusion de geles a través de una membrana hidrofila se utilizaron
como formulaciones de estudio, Geles de ACV no liposdmicos, Geles liposomicos con

ACYV encapsulado y libre en el medio de dispersion y, soluciéon de ACV.

111.4.3.2.1. Influencia de la viscosidad del gel

Geles de ACV (no liposdmicos): se utilizd, al igual que para la preparacion de geles

liposdmicos (I11.3.2.3), equipo compuesto de reactor y agitador de varilla. El proceso se

realiz6 a temperatura controlada (30°C) con la ayuda de un termostato Siempre bajo
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condiciones de agitacion, una vez mezclado el conservante (Kathon® CG al 0,05 %) y
la solucion amortiguadora HEPES (20 mOsm Kg™ pH 5, 2) se afiadi6 el ACV solido en
una concentracion de 2 mg/mL. Tras disolverse la molécula se afiadi6 poco a poco
cantidades de Carbopol® en tres proporciones de agente gelificante, 0,5%, 1%, y 1,5 %
p:p con repecto a la formulacion total. Posteriormente, se incorpord el agente
neutralizante trietanolamina llevando el pH hasta 6-7 forméandose el gel viscoso.

ACV en solucion: ACV en solucion amortiguadora HEPES (20 mOsm Kg ™" pH 6)

preparada a T* 32°C a una concentracion de 2,0 mg/mL.

111.4.3.2.2. Difusion de geles liposomicos con ACV encapsulado v libre en el medio de

dispersion

Geles liposémicos con ACV encapsulado y libre en el medio de dispersion: preparados

segin método descrito en apartado II1.3.2.3 Con el fin de disminuir la fluidez de las
bicapas lipidicas durante todo el proceso de formacion del gel liposémico y ralentizar de
este modo, la salida del ACV encapsulado, la elaboracion del gel se realizd en una
camara de refrigeracion a la temperatura de 4°C. Previo a la formacion de gel, se
prepararon las vesiculas segiin se detalla en apartado I11.3.2.1 a partir de las siguientes
condiciones de preparacion:

- Composicion bicapa lipidica: DOPC, POPC

- Concentracion lipido MLV: 0,060 M

- Solucién de hidratacién: solucion amortiguadora HEPES (20 mOsm Kg ™ pH 5,2)

- Extrusidn ciclica en cascada a través filtros de 0,8 um y 0,2 um para obtener liposomas
LUV

- Encapsulacion activa por gradiente de concentracion: Se utilizd una T* de 70°C y una
concentracion de principio activo en el medio de dispersion de los liposomas de 18
mg/mL. Una vez completada la encapsulacion del principio activo, se retird el ACV
precipitado en el medio de dispersion de los liposomas a la temperatura de 4°C. Dicha
separacion se realizé mediante un sistema de filtracion a vacio Millipore a través de una

placa filtrante en una camara refrigerada a 4°C
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11.4.3.3. Estudios de difusion a través de membranas lipofilas

En la realizacion de los ensayos de difusion in vitro a través de una membrana lipofila, se
utilizaron suspensiones de liposomas con ACV encapsulado y libre en el medio de

dispersion, una solucion de ACV y la formulacion comercial.

Suspensiones liposémicas con ACV encapsulado vy libre en el medio de dispersion:

preparadas segiin se detalla en apartado II1.3.2.1 a partir de las siguientes condiciones
de preparacion:

- Composicion bicapa lipidica: POPC

- Concentracion lipido MLV: 0,060 M

- Solucién de hidratacion: solucion amortiguadora HEPES-salino (300 mOsm Kg™', pH
6)

- Extrusion ciclica en cascada a través filtros de 0,8 um y 0,2 um para obtener liposomas
LUV

- Encapsulacion activa por gradiente de concentracion. Se utilizé una T* de 70°C y una
concentracion de principio activo en el medio de dispersion de los liposomas de 18
mg/mL . Una vez completada la encapsulacion del principio activo, se centrifugaron las
vesiculas (1000 rpm, 2min) a la temperatura de 4°C y se retird el principio activo

precipitado en forma de cristales en el medio de dispersion a dicha temperatura

ACV en solucién: ACV en solucién amortiguadora HEPES-salino (300 mOsm Kg " pH

6) preparada a T* 25°C a una concentracion de 1,7 mg/mL.

Formulacién comercial: (ver apartado I11.1.3)

111.4.3.4. Estudios de difusion a través de piel de raton sin pelo

Durante los estudios de difusion realizados a través de piel de raton sin pelo, se emplearon
como formulaciones en estudio suspensiones de liposomas vacios con ACV libre en el
medio de dispersion, suspensiones de liposomas con ACV encapsulado, soluciones de

principio activo, y formulaciones de ACV crema.
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111.4.3.4.1. Estudios con ACYV libre en el medio de dispersion

Suspensiones de liposomas vacios con ACV libre en el medio de dispersion: preparadas

segun se detalla en apartado III.3.2.2 a partir de las siguientes condiciones de
preparacion:

- Composiciéon bicapa lipidica: DOPC, POPC, DPPC/COL, DPPC/COL/SA,
DPPC/COL/DPPG

- Concentracion lipido MLV: 0,060 M, y 0,066 M en caso de bicapas con carga.

- Solucién de hidratacion: solucion amortiguadora HEPES (22 mOsm Kg™', pH 6)

- Extrusion ciclica a través filtros de 0,8 um para obtener liposomas OLV y extrusion
ciclica en cascada a través de filtros de 0,8 y 0,2 um para obtener liposomas LUV

- Adicion de ACV al medio dispersion de la suspension hasta una concentracion de 1

mg/mL

ACV en crema: Formulaciéon comercial (ver apartado III.1.3) diluida en solucion

amortiguadora HEPES (300 mOsm Kg ™ pH 6) hasta una concentracién de 1 mg/mL.

ACV en solucién: ACV en solucion amortiguadora HEPES (22 mOsm Kg ™" pH 6) a una

concentracion de 1 mg/mL.

111.4.3.4.2. Estudios con ACV encapsulado

Suspensiones de liposomas con ACVNa encapsulado: preparadas segin se detalla en

apartado II1.3.2.1 a partir de las siguientes condiciones de preparacion:

- Composicion bicapa lipidica: DOPC, DOPC/DPPG, POPC, POPC/DPPG,
DPPC/COL, DPPC/COL/SA, DPPC/COL/DPPG

- Concentracion lipido MLV: 0,060 M, y 0,066 M en caso de bicapas con carga.

- Solucion de hidratacion: ACVNa (50 mg/mL) en agua MilliQ® (325 mOsmol/kg, pH
11,5)

- Encapsulacion pasiva

- Extrusion ciclica a través filtros de 0,8 um para obtener liposomas OLV y extrusion
ciclica en cascada a través de filtros de 0,8 y 0,2 um para obtener liposomas LUV

- Separacion de la molécula no encapsulada mediante diafiltracion. Una vez eliminado el
principio activo no encapsulado, se incorporé como medio de dispersion final de la

suspension una solucion amortiguadora HEPES-salino (300 mOsm Kg™', pH 6,0)
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- Dilucién de suspension de liposomas en solucion amortiguadora HEPES-salino (300

mOsm Kg™', pH 6,0) hasta concentracion en estudio

ACV en crema: Formulacion comercial (ver apartado III.1.3) diluida en solucion

amortiguadora HEPES (300 mOsm Kg'* pH 6) hasta una concentracion de ACV 1
mg/mL.
Solucién de ACVNa: ACVNa en solucion amortiguadora HEPES (300 mOsm Kg ™ pH

6) a una concentracion de 1 mg/mL.

111.4.3.4.3. Acumulacion en piel viable con formulaciones seleccionadas

Suspensiones de liposomas con ACVNa encapsulado: preparadas segun se detalla en

apartado I11.3.2.1 a partir de las siguientes condiciones de preparacion:

- Composicion bicapa lipidica: POPC, DPPC/COL/DPPG

- Concentracion lipido MLV: 0,060 M, y 0,066 M en caso de bicapas con carga.

- Solucién de hidratacion: ACVNa (50 mg/mL) en agua MilliQ® (325 mOsmol/kg, pH
11,5)

- Encapsulacion pasiva

- Extrusion ciclica en cascada a través filtros de 0,8 um y 0,2 um para obtener liposomas
LUV

- Separacion de la molécula no encapsulada mediante diafiltracion. Una vez eliminado el
principio activo no encapsulado, se incorporé6 como medio de dispersion final de la
suspension una solucion amortiguadora HEPES-salino (300 mOsm Kg™', pH 6,0)

- Dilucién de suspension de liposomas en solucion amortiguadora HEPES-salino (300

mOsm Kg™', pH 6,0) hasta una concentracion de ACVNa de 1 mg/mL

Suspensiones de liposomas vacios con ACV libre en el medio de dispersion: preparadas

segin se detalla en apartado IIl.3.2.2 a partir de las siguientes condiciones de
preparacion:

- Composicion bicapa lipidica: POPC

- Concentracion lipido MLV: 0,060 M

- Solucién de hidratacién: solucion amortiguadora HEPES (22 mOsm Kg™', pH 6).

- Extrusion ciclica en cascada a través filtros de 0,8 um y 0,2 um para obtener liposomas
LUV

- Adicion de ACV al medio dispersion de la suspension hasta una concentracion de 1
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mg/mL

ACV en crema: Formulaciéon comercial (ver apartado III.1.3) diluida en solucion

amortiguadora HEPES (300 mOsm Kg ™ pH 6) hasta una concentracién de ACV 1 mg/mL

111.4.3.4.4. Acumulacion en piel viable: Influencia de la concentracion de principio

activo en el compartimento donador con DPPC/COL/DPPG

Suspensiones de liposomas con ACVNa encapsulado: preparadas segin se detalla en

apartado I11.3.2.1 a partir de las siguientes condiciones de preparacion:
- Composicion bicapa lipidica: DPPC/COL/DPPG

- Concentracion lipido MLV: 0,066 M
- Solucién de hidratacion: ACVNa (50 mg/mL) en agua MilliQ® (325 mOsmol/kg, pH
11,5) y ACVNa (100 mg/mL) en agua MilliQ® (600 mOsmol/kg, pH 11,5).

- Encapsulacion pasiva

- Extrusion ciclica en cascada a través de filtros de 0,8 y 0,2 um para obtener liposomas
LUV
- Separacion de la molécula no encapsulada mediante diafiltracion. Una vez eliminado el
principio activo no encapsulado, se incorporé como medio de dispersion final de la
suspension una solucion amortiguadora HEPES-salino (300 mOsm Kg™' ¢ 600 mOsm
Kg'', pH 6,0)
- Segln la preparacion dilucion de suspension de liposomas en solucidon amortiguadora
HEPES-salino (300 mOsm Kg', pH 6,0) hasta una concentraciéon de ACVNa de 5
mg/mL, o concentracion de suspension de liposomas mediante el diafiltrador hasta una

concentracion de ACVNa de 30 mg/mL

ACYV en crema: segun preparacion, formulacion comercial (ver apartado II1.1.3) diluida

en solucion amortiguadora HEPES (300 mOsm Kg ™ pH 6) hasta concentracién de ACV

5 mg/mL, o hasta concentracion de 30 mg/mL.

111.4.3.4.5. Acumulacion en piel viable: Influencia del tamano v lamelaridad de

vesicula

Suspensiones de liposomas con ACVNa encapsulado

Suspensiones de liposomas con ACVNa encapsulado: preparadas segun se detalla en
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apartado I11.3.2.1 a partir de las siguientes condiciones de preparacion:

- Composicién bicapa lipidica: DPPC/COL/DPPG

- Concentracion lipido MLV: 0.066 M

- Solucién de hidratacion: ACVNa (50 mg/mL) en agua MilliQ® (325 mOsmol/kg, pH
11,5).

- Encapsulacion pasiva

- Extrusion ciclica a través filtros de 0,8 um para obtener liposomas OLV y extrusion
ciclica en cascada a través de filtros de 0,8 y 0,2 um para obtener liposomas LUV

- Separacion de la molécula no encapsulada mediante diafiltracion. Una vez eliminado el
principio activo no encapsulado, se incorporé como medio de dispersion final de la
suspension una solucion amortiguadora HEPES-salino (300 mOsm Kg™', pH 6,0)

- Diluciéon de suspension de liposomas en soluciéon amortiguadora HEPES-salino (300

mOsm Kg™', pH 6,0) hasta una concentracion de ACVNa de 5 mg/mL

ACV en crema: Formulaciéon comercial (ver apartado III.1.3) diluida en solucion

amortiguadora HEPES (300 mOsm Kg ™" pH 6) hasta concentracion de ACV de 5 mg/mL.

111.4.3.4.6. Acumulacion en piel viable: estudios de difusion in vivo/ex vivo

Suspensiones de liposomas con ACVNa encapsulado: preparadas segiin se detalla en

apartado a II1.3.2.1 partir de las siguientes condiciones de preparacion:

- Composicion bicapa lipidica: DPPC/COL/DPPG

- Concentracion lipido MLV: 0,066 M

- Solucidn de hidratacion: ACVNa (100 mg/mL) en agua MilliQ® (600 mOsmol/kg, pH
11,5)

- Encapsulacion pasiva

- Extrusion ciclica en cascada a través de filtros de 0,8 y 0,2 um para obtener liposomas
LUV

- Separacion de la molécula no encapsulada mediante diafiltracion. Una vez eliminado el
principio activo no encapsulado, se incorpor6 como medio de dispersion final de la
suspension una solucion amortiguadora HEPES-salino (600 mOsm Kg™', pH 6,0)

- Concentracion de suspension de liposomas hasta una concentracion de ACVNa de 20

mg/mL mediante el diafiltrador
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111.4.3.5. Estudios de difusion a través de piel humana

En la bateria de ensayos de difusion in vitro a través de piel humana se utilizaron
suspensiones y geles liposémicos con ACV encapsulado y libre en el medio de dispersion,

y la formulaciéon comercial.

Suspensiones de liposomas con ACV encapsulado vy libre en el medio de dispersion:

Preparadas segtin se detalla en apartado I11.3.2.1 a partir de las siguientes condiciones de
preparacion:

- Composicion bicapa lipidica: POPC y DOPC

- Concentracion lipido MLV: 0,060 M

- Solucién de hidratacién: solucion amortiguadora HEPES-salino (20 mOsm Kg™* pH
5,2)

- Extrusion ciclica en cascada a través de filtros de 0,8 y 0,2 um para obtener liposomas
LUV

- Encapsulacion activa por gradiente de concentracion. Se utilizo una T* de 70°C y una
concentracion de principio activo en el medio de dispersion de los liposomas de 18
mg/mL. Una vez completada la encapsulacion del principio activo, se centrifugaron las
vesiculas (1000 rpm, 2min) a la temperatura de 4°C y se retird el principio activo

precipitado en forma de cristales en el medio de dispersion a dicha temperatura

Geles liposémicos con ACV encapsulado y libre: se siguen las mismas pautas de

preparacion que las indicadas en el apartado (II1.4.3.2.2) y se incorporan los liposomas
con ACV encapsulado y libre en el medio de dispersion, preparados como se indica en el

punto anterior en estos estudios de difusion a través de piel humana.

Formulacién comercial: (ver apartado I11.1.3)
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Analisis estadistico de los resultados

Generalmente se pueden distinguir dos fases en la realizacion de cualquier experimento.
Una primera que consiste en la observacion y andlisis de los hechos que acontecen, y otra
segunda, de interpretacion y obtencion de conclusiones. La poblacion estadistica es el
conjunto de referencia sobre el cual van a recaer las observaciones. Las poblaciones podran
ser finitas o infinitas dependiendo del niimero de elementos que las forman. Cuando el
estadistico o investigador toma informacion de todos y cada uno de los elementos de la
poblacion estadistica se dice que esta realizando un censo. Sin embargo, esto muchas veces
no es posible. Este problema lleva al investigador a tomar la informacion de unos cuantos
elementos de la poblacion estadistica, denomindndose muestra al conjunto de elementos de
los que se toma informacién y tamafio de la muestra al niimero de elementos que la
componen. A veces es conveniente reducir la informacion obtenida a un solo valor o a un
numero pequefio de valores para facilitar la comparacion entre distintas muestras o
poblaciones. Estos valores, que de alguna manera centralizan la informacién, reciben el

nombre de medidas de tendencia central (Quesada, V., et al., 1982).

Promedio o media es una de las medidas de tendencia central mas usual. Supongamos que

de una poblacion o de un universo se toma una muestra de n observaciones en la forma
acostumbrada con el fin de determinar algunas de las caracteristicas de esa poblacion. La
muestra de n determinaciones puede designarse por Xi, Xz, X3, ....., Xp. La media de la

muestra, X puede calcularse por:

L] (Ec. 34)

donde i va de 1 a n. Esta media de muestra es una estimacion de p, la media real de la
poblacion. Las medidas de tendencia central reducen la informacién de una muestra a un
solo valor, pero, en algunos casos, este estara mas proximo a la realidad de las
observaciones que otros. Las medidas de dispersion o concentracion, como por ejemplo la
desviacion estandar y la varianza, nos van a cuantificar esa representatividad de los valores

centrales (Quesada, V., et al., 1982), (Randolph, L.K. et al, 1987).

La desviacidén estandar es la medida de variaciéon de uso mas comun. La desviacidon

estandar de una poblaciéon normalmente se designa por c. La desviacion estandar de la

muestra por s, que es una estimacion o calculo aproximado de c. La desviacion estandar de
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una muestra se calcula averiguando las diferencias de cada observacion con respecto a la

media y formando con ellas la siguiente formula:

\/EQi—f)z ) 3xf-6x fm (Ec. 35)
n-1 n-1

La expresion n-1 del denominador de la formula de desviacion estandar representa los
grados de libertad, y para la desviacion estandar es el nimero de observaciones menos uno.

La varianza es el cuadrado de la desviacion estandar (Randolph, L.K. et al, 1987).

Hay muchos tipos de cuadros de variacion en la naturaleza. La mas comun es la
distribucion normal en la cual casi todas las observaciones se acercan al promedio, y
cuanto mayor es la distancia del promedio en cualquier direccion menos son las
observaciones. Muchas férmulas e interpretaciones estadisticas se basan en la suposicion
de una distribucion de datos de curva de frecuencia normal. Otros tipos de curvas de
distribucion son las de Poisson, binomial, t de Student, Ji cuadrado, etcétera (Quesada, V.,

et al., 1982), (Randolph, L.K. ef al, 1987).

La Probabilidad (P) generalmente se usa en estadistica para indicar las posibilidades de que
un resultado dado aparezca por muestreo al azar de una poblacién especifica. Si se
encuentra pocas veces (generalmente P = 0,05) se considera improbable que la muestra se
haya tomado de esa poblacion, y se dice que es significativamente diferente. Los limites de

confianza se utilizan para indicar los limites alrededor de un promedio de muestras, x , que
abarcarian el promedio real de la poblacion, u. Los limites de confianza se obtienen

usando el error estandar del promedio de muestras sy (s, = sv/n ), un valor t (t de

student) que corresponde a los grados de libertad, n-1, y la probabilidad que se desea
asociar a los limites de confianza. El estado de confianza puede escribirse como
X-ts. < u<X+ts. siendo el limite superior de confianza X + ts; y el limite inferior de
confianza X —tsg. Si t corresponde a P = 0,05, el promedio de poblacion p esta entre estos

limites de confianza el 95% de las veces (Randolph, L.K. et a/, 1987).
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En el estudio actual se ha aplicado el andlisis de varianza ANOVA en la comparacion de
las muestras para la interpretacion de analisis. El andlisis de varianza es una técnica de
analisis estadistico que se utiliza para corroborar si la significaciéon de diferencias entre
medias de dos o mas grupos, son o no debidas al azar. La cifra estadistica obtenida con el
ANOVA es la razon F. Los test estadisticos a realizar se basan en comparar F contra un
valor critico de las tablas Fa (Funcion F tabulada por Snedecor). Se distingue entre analisis
de varianza con un solo factor (ANOVA 1) y andlisis de varianza con dos factores de

variacion (ANOVA II) (Quesada, V., et al., 1982), (Randolph, L.K. et al/, 1987).

Ajuste de modelos cinéticos a los datos experimentales

El ajuste de curvas surge cuando el investigador trata de interpretar los datos de un
experimento. El objetivo de la modelizacion matematica es obtener ecuaciones que
describan el comportamiento de los sistemas. Para ello tras predecir una ecuacién que
concuerde con el comportamiento cualitativo de los datos, se encuentran los valores de los
parametros que mejor ajustan la ecuacion a los datos. Como definicion de ajuste se utiliza
normalmente el criterio de los minimos cuadrados, que consiste en obtener aquellos
valores de los pardmetros que minimizan el sumatorio de los residuales al cuadrado, siendo
los residuales las distancias verticales de los puntos a la curva de ajuste. Se denomina
regresion al proceso general de ajustar una ecuacidon a unos datos, y cuando esto se hace
mediante el criterio de los minimos cuadrados se habla de regresion lineal y no lineal por
minimos cuadrados segiin que la ecuacion a ajustar sea lineal o no lineal en los pardmetros.
En ambos casos el objetivo es el mismo, encontrar las mejores estimas de los pardmetros y
cuantificar la precision de los mismos. En el caso de la regresion lineal la solucion es tinica
y el método es exacto, mientras que en la regresion no lineal la solucion es aproximada y el

método es iterativo (de busqueda, de gradiente,...).

Para discernir acerca de la bondad de un ajuste se utilizan diferentes criterios en la
regresion lineal. Unos se refieren a los residuales como son el valor del sumatorio de
residuales al cuadrado (SSQ), varianza (s*) y desviacion estandar del ajuste (s), el
coeficiente de correlacion al cuadrado (R?), la distribucion grafica de los residuales (al
azar, con rachas,), el test estadistico de las rachas, etc. Y otros criterios se refieren a los
parametros como son las varianzas de los pardmetros (dadas por la matriz de varianza-

covarianza) y las correlaciones de los parametros (matriz de correlacion), los limites de
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confianza, los coeficientes de variacion, el test de redundancia de un pardmetro etc. En la
regresion no lineal la estadistica asociada no es exacta y, por defecto, se acepta como
aproximada la estadistica de la regresion lineal. En este sentido se suele se mas flexible a la
hora de interpretar los indicadores acerca de la bondad del ajuste. Asi, por ejemplo, en
regresion no lineal se suelen admitir coeficientes de variacion de los parametros de hasta
un 50%. El criterio de minimos cuadrados asume que el error al medir la variable
dependiente es aditivo, que son independientes unos errores de otros y que en conjunto
siguen una distribucion de media cero y varianza constante. A este tipo de regresion se la
denomina regresion sin pesos estadisticos. Cuando esta suposicion no es cierta (la mayoria
de las veces) se hace necesario dar mas importancia (mas peso) a los datos de menor error,
frente a los de mayor error (mas peso). Para ello, se corrigen los residuales con un factor
llamado peso estadistico (W;) que se define como el inverso de la varianza y que viene a
ser un factor de normalizacién de residuales muy dispares. Cabe destacar que la mejor
confirmacion de que el ajuste no es bueno es representar los puntos experimentales junto a

la funcion ajustada (Burguillo, F.J., 2004).

El ajuste de curvas realizado en el trabajo actual se llevo a cabo por regresion no lineal
mediante ajustes estadisticos por minimos cuadrados ponderados (considerando sus pesos)
utilizando un programa estadistico adecuado (SIMFIT). A continuacion se muestra un
ejemplo obtenido al ajustar los valores de flujo experimental a una funcidon biexponencial.
Realizado el ajuste el programa presenta en pantalla los siguientes datos en relacion a los

parametros y el andlisis de residuales.

Parameter value std. error .. 95% Con. Lim. .. p
ACD) 1.124e+01 4.17e-01 1.02E+01 1.23e+01 0.000
A(2) -1.124e+01 (fixed)

k(1) 8.416E-02 1.43E-02 4.91E-02 1.19e-01 0.001
k(2) 1.287E+00 1.44e-01 9.35E-01 1.64E+00 0.000
C -3.232E+00 5.37E-01 -4.55E+00 -1.92E+00 0.001

Analysis of residuals: WSSQ = 1.704E+00

P(chi-sq. >= WSSQ) = 0.945

R-squared, cc(theory,data)A2 = 0.956

Largest Abs.rel.res. = 20.55 %

Smallest Abs.rel.res. = 0.74 %

Average Abs.rel.res. = 4.93 %

Abs.rel.res. in range 10-20 % = 10.00 %

Abs.rel.res. in range 20-40 % = 10.00 %

Abs.rel.res. in range 40-80 % = 0.00 %

Abs.rel.res. > 80 % = 0.00 %

No. res. < 0 (m) = 5

No. res. > 0 (n) = 5
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No. runs observed (r) = 6
PCruns =< r : given m and n) = 0.643
5% lower tail point = 3
1% Tower tail point = 2
PCruns =< r : given m plus n) = 0.746
P(signs =<least no. observed) = 1.000

Durbin-watson test statistic
correlation? ) )
Verdict on goodness of fit fantastic

1.320 <1.5, +ve serial

En relacion al andlisis de los parametros, se indica el valor de cada parametro, el error

estandar asociado a ese parametro, los limites de confianza al 95% para dicho pardmetro y
el valor de “p” de redundancia de cada parametro. Este ultimo valor nos da la probabilidad
de que el parametro sea redundante, es decir que sea tan proximo a cero que no esté
justificada su inclusion en la ecuacion. Cuando p< 0,05 se considera que el pardmetro es
significativamente distinto de cero. En este caso ninguno de los parametros es redundante.
(Burguillo, F.J., 2004), (Bardsley, W.G., http://www.simfit.man.ac.uk), (Randolph, L.K., et

al., 1987).

Referente al andlisis de los residuales, el WSSQ es la llamada suma de residuales al

cuadrado con pesos estadisticos (weighted sum of squares) y viene determinado por:

WSSQ =W, (yi - f(xiag))z (EC. 36)

siendo W; el peso estadistico calculado como el inverso de la varianza de la medida. Estos
valores de varianza se suelen obtener a partir de réplicas de cada dato experimental. El
método general de los minimos cuadrados para estimar 6, consiste en calcular el valor de 0

que minimize la suma de los cuadrados de los residuales.

A menudo los resultados obtenidos por muestreo no coinciden exactamente con los
esperados tedricamente de acuerdo a las leyes de probabilidad. Supongamos que al tomar
una muestra los sucesos posibles E;, E,....Ex se presentan con frecuencias o;, 0a,....0x
llamadas frecuencias observadas y que segun las leyes de probabilidad se espera que
aparezcan con frecuencias ei,e,....ex llamadas frecuencias teodricas o esperadas. Una
medida de la discrepancia entre las frecuencias esperadas y observadas viene

proporcionada por el estadistico % definido por:
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) (%78
x 'Z( e, ) (Ec. 37)

) . , . . . . .
Si x” = 0, las frecuencias observadas y teoricas coinciden completamente, mientras que si

¥*> 0, no coinciden exactamente. Cuanto mayor sea la diferencia entre lo esperado y lo
observado, mayor es el valor de y°. A través de la prueba del test ji cuadrado con v grados
de libertad se trata de determinar si la hipotesis sobre qué tipo de distribucion teorica rige
el experimento es consitente con los datos obtenidos. En el ajuste mostrado las “p” del test
ji-cuadrado para WSSQ vale 0,945 (p> 0,05) lo que indica un buen ajuste. (Burguillo, F.J.,
2004), (Bardsley, W.G., http://www.simfit.man.ac.uk), (Randolph, L.K., et al., 1987).

El valor de R” es el cuadrado del coeficiente de correlacion entre los datos y el mejor ajuste
de los puntos. Este parametro debe ser interpretado con prudencia en modelos no lineales.
También se obtiene el nimero de residuales positivos y negativos, el numero de rachas y la
p del test de rachas. La prueba de las rachas es una prueba de independencia que se utiliza
para contrastar la hipotesis nula de que la secuencia de apariciones de uno a otro valor en
el orden observado es aleatoria, o equivalentemente que las observaciones son
independientes entre si. En este caso la p del test de rachas vale 0,643 (p > 0,05) lo que
indica un  buen ajuste (Burguillo, F.J., 2004), (Bardsley, W.G.,

http://www.simfit.man.ac.uk).

El test durbin watson es 1til para detectar si existe una correlacion serial de residuales, lo
cual podria indicar datos correlacionados o modelo inapropiado. El valor esperado es de
2,0, sugiriendo valores menores a este dato una correlacion positiva, mientras que valores
mas grandes de 2,5 sugieren una correlacion serial. (Burguillo, F.J., 2004), (Bardsley,

W.G., http://www.simfit.man.ac.uk).
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IV.2.1.

Estudios con Carboxi-fluoresceina







Estudios de permeabilidad de bicapas

IvV.2.1.1. SELECCION DE LA MEMBRANA HIDROFILA

En el desarrollo de una formulacion liposomica de ACV en la memoria de tesis actual, la
determinacion de la permeabilidad que presentan diferentes bicapas lipidicas frente al ACV
encapsulado en liposomas, se llevd a cabo utilizando celdas de difusion de flujo continuo a
través de membranas de difusion hidrofilas. Como paso previo a estos estudios, se realizaron

una serie de ensayos de difusion con el objetivo de seleccionar la membrana hidroéfila

apropiada. Dicha membrana debia presentar una baja resistencia a la difusion del principio
activo y un elevado coeficiente de permeabilidad asi como, una total impermeabilidad al paso
de liposomas. Se realizaron ensayos de difusion a partir de una solucion de 5(6)
carboxifluoresceina sodica (5(6) CFNa), molécula hidrofilica de bajo peso molecular utilizada
como marcador hidrofilico en este estudio, a través de dos membranas hidrofilas: colodiéon y
acetato de celulosa. Los datos resultantes del perfil de cesion de de la 5(6)CFNa a través de las
membranas hidrofilas y del coeficiente de permeabilidad permitieron seleccionar la membrana
adecuada. Al no disponer del dato del corte molecular de la membrana de acetato de celulosa se
realizd un ensayo de difusion de liposomas vacios a través de la misma para estudiar la

impermeabilidad al paso de los liposomas en dicha membrana.

Descripcion de ensayos

- Difusion de 5(6)CFNa en solucion a través de una membrana de colodion.
- Difusion de 5(6)CFNa en solucion a través de una membrana de acetato de celulosa.
- Difusion de liposomas vacios LUV-DOPC formulados como suspension a través de una

membrana de acetato de celulosa.

187



Estudios de permeabilidad de bicapas

DIFUSION 5(6)CFNa EN SOLUCION A TRAVES DE UNA MEMBRANA DE
COLODION

Variables experimentales

- Membrana de difusiéon: membrana hidroéfila de colodion

- Condiciones de oclusion

- Formulacion donadora: solucion 5(6)CFNa en solucion amortiguadora fosfato salina PBS
(290 mOsmKg™' pH 7,4)

- Concentracion de partida del principio activo (Cy): 6 pg/mL

- Cantidad muestra aplicada en el compartimento donador (Qp,): 0,5ml

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qp): 3ug

- Temperatura en el compartimento donador y superficie de la membrana: 37°C

- Solucién receptora: solucion amortiguadora fosfato salina PBS (290 mOsmKg™' pH 7,4)

- Flujo del liquido receptor (Fiec): 5,6 mL/h

- Duracidn del ensayo: 6h

- Tiempo recogida receptores (t): cada media hora (hasta 2 h) y cada hora ( de 2h a 6h)

- Numero de celdas por ensayo (n):7

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 7 celdas)

En estudios de difusion previos (no publicados), realizados en celdas de difusion de flujo
continuo a través de membranas de acetato de celulosa, se estudio la influencia del Fie.
empleado (1,1 mL/h, 5,5 mL/h y 10, 8mL/h), a partir de una solucidon de ketoprofeno (Co de 2
mg/mL), en los valores obtenidos de flujo (J) y de coeficiente de permeabilidad (Kp) del
principio activo a través de la membrana. Los resultados para los tres valores de F,.. ensayados
fueron similares. Dicha discusion, extendida también a la membrana de colodion, permitid
escoger un F, determinado (5,6 mL/h) que se ajustara a las caracteristicas del experimento en

un intervalo comprendido entre los valores de F. estudiados.

Los resultados obtenidos de la concentracion y cantidad acumulada de la 5(6)CFNa difundida a
través de la membrana de colodién a compartimento receptor en cada tiempo de muestreo se

recogen en la Tabla 2.
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t(h) Coee (ng/mL) Que (1) s
0 0,000 + 0,000 0,000 £ 0,000 0,067+ 0,006
0,5 0,029 + 0,002 0,080 + 0,007 0,049+ 0,006
1 0,049 + 0,005 0,217+ 0,018 0,019 + 0,007
1,5 0,048 + 0,005 0,351 +£0,031 -0,002+ 0,004
2 0,047 + 0,002 0,481 +£0,034 -0,003+ 0,004
3 0,043 + 0,003 0,721 £0,052 -0,005+ 0,002
4 0,037 + 0,000 0,930 +0,052 -0,003+ 0,002
5 0,037 + 0,000 1,139 £0,052 -0,002+ 0,003
6 0,034 + 0,002 1,328 +0,064 -0,005+ 0,007

Tabla 2. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. El término dC,../dt
se refiere a la acumulacion del principio activo en la celda del receptor . Valores medios + desv. est.

Los datos resultantes de flujo aparante (J,,) se calcularon mediante la Ec.13, y se realizé un

ajuste matemadtico no lineal de un modelo biexponencial (Ec. 31) al perfil experimental

obtenido de flujo aparante (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados al estimar el mejor
ajuste no lineal se indican en la Tabla 3. Se obtuvo un perfil de flujo adecuado seglin el empleo

de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 34.

Parametro Valor Error estandar
B (ng) 0,4094 0,0568
Vi (h) 0,0965 0,0124
Vy(h™ 2,5050 1,0230

Tabla 3. Parametros estimados en el ajuste matematico no
lineal realizado en el calculo del flujo aparente.

J ap (ng/cm?h)
0,45

04 4 A Jap

035 1 —Jap ajustado
0,3 1
0,25 1
0,2 1
0,15 1
0,1 1
0,05

t(h)

Fig. 34. Evolucion del flujo aparente frente al tiempo de la 5(6)CFNa a través de una membrana de
acetato de colodion obtenido a partir de una solucion del principio activo.
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Al tener en este ensayo un sistema de cesion en dosis finitas, se observa que los valores de flujo
aumentan rapidamente en los primeros momentos hasta alcanzar un maximo de velocidad a
través de la membrana (Jay ), tras lo cual, comienzan a descender de nuevo como se detalla en
la representacion de la Fig. 34. Por otra parte, se puede observar en la Tabla 2, como el
término (dC,../dt), una vez que el valor de flujo comienza a descender, toma un valor negativo.
Dicho comportamiento indica que es durante los primeros tiempos del experimento donde se
considera, principalmente, que la acumulacion del principio activo en la cdmara receptora no es

despreciable, al igual que comprobaron otros autores (Harrison, D.J., ef al., 1995).

Una vez estimada la ecuacion de Jyp ajusiado S€ determiné el tiempo necesario para alcanzar el
fluyjo Mmaximo (timax), y €l valor del fluyjo maximo (Jmax), @ partir del cual se calculo el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Eec. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla 4.

tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
1,352 0,3455 5,76 10~
Tabla 4. Parametros calculados en la determinacion del coeficiente de
permeabilidad.
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DIFUSION DE 5(6)CFNa EN SOLUCION A TRAVES DE UNA MEMBRANA DE
ACETATO DE CELULOSA

Variables experimentales

- Membrana de difusion: membrana hidréfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusion

- Formulacion donadora: solucion 5(6)CFNa en solucion amortiguadora fosfato salina PBS
(290 mOsmKg™' pH 7,4)

- Concentracion de partida del principio activo (Cy): 6 pg/mL

- Cantidad muestra aplicada en el compartimento donador (Qp,): 0,5ml

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qp): 3ug

- Temperatura en el compartimento donador y superficie de la membrana: 37°C

- Solucién receptora: solucion amortiguadora fosfato salina PBS (290 mOsmKg™' pH 7,4)

- Flujo del liquido receptor (Fiec): 5,6 mL/h

- Duracidn del ensayo: 6h

- Tiempo recogida receptores (t): cada media hora (hasta 2 h) y cada hora ( de 2h a 6h)

- Numero de celdas por ensayo (n):7

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 7 celdas)

Los resultados obtenidos de la concentracion y cantidad acumulada de la 5(6)CFNa difundida a
través de la membrana de colodion a compartimento receptor en cada tiempo de muestreo se

recogen en la Tabla S.

Crec Qrec (12) dC,../dt

t (h) (ug/mL) (ug/mL h)
0 0.000 + 0,000 0,000 £ 0,000 0,191 + 0,005
0,5 0,069 + 0,002 0,192 + 0,007 0,084 + 0,005
1 0,084 + 0,003 0,427+ 0,011 0,014 + 0,005
1,5 0,082 + 0,004 0,657+ 0,013 -0,011 £+ 0,005
2 0,074 £ 0,002 0,863 + 0,020 -0,011 + 0,004
3 0,068 + 0,002 1,242 + 0,027 -0,008 £+ 0,002
4 0,058 £ 0,002 1,566 + 0,037 -0,010 + 0,002
5 0,047 £ 0,003 1,830 + 0,050 -0,010 + 0,002
6 0,039 + 0,003 2,047+ 0,060 -0,007 + 0,008

Tabla 5. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. El término dC,../dt se

refiere a la acumulacion del principio activo en la celda del receptor . Valores medios + desv. est.
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Los datos resultantes de flujo aparante (J,,) se calcularon mediante la Ec.13, y se realizé un

ajuste matemadtico no lineal de un modelo biexponencial (Ec. 31) al perfil experimental

obtenido de flujo aparante (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados al estimar el mejor
ajuste no lineal se indican en la Tabla 6. Se obtuvo un perfil de flujo adecuado seglin el empleo

de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 35.

Parametro Valor Error estandar
B (ng) 0,7312 0,2541
vV, (h™h 0,1590 0,3212
V,y(h?) 4,0990 1,2341

Tabla 6. Parametros estimados en el ajuste matematico no
lineal realizado en el calculo del flujo aparente.

Jap (ng/cm?h)
0,7

>

+ Jap
—Jap ajustado

()

Fig. 35. Evolucioén del flujo aparente frente al tiempo de la 5(6)CFNa a través de una membrana de

acetato de celulosa obtenido a partir de una solucion del principio activo.
El comportamiento del flujo obtenido en el ensayo a través de membrana de acetato de
celulosa, coincidid con el observado en el ensayo realizado con membrana de colodion, ya que
ambos experimentos se realizaron en condiciones de dosis finitas. Asimismo, el término
(dCie/dt) tom6 un valor negativo cuando el valor del fluyjo comenzé a descender igual que

sucedi6 en el ensayo 1.

Una vez estimada la ecuacion de Jyp ajusiado S€ determinod el tiempo necesario para alcanzar el
fluyjo Mmaximo (timax), y €l valor del fluyjo maximo (Jmax), @ partir del cual se calculo el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Ee. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla 7.
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tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
0,825 0,6165 1,03-10

Tabla 7. Parametros calculados en la determinacién del coeficiente de
permeabilidad.
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DIFUSION DE LIPOSOMAS VACIOS LUV-DOPC FORMULADOS COMO
SUSPENSION A TRAVES DE UNA MEMBRANA DE ACETATO DE CELULOSA

Variables experimentales

- Membrana de difusion: membrana hidroéfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusion

- Formulacién donadora: suspension de liposomas (LUV) sin principio activo constituidos por
DOPC

- Cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Qy,): 0,5ml

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana): 37°C

- Solucién receptora: solucién amortiguadora fosfato salina PBS (290 mOsmKg ™' pH 7.,4)

- Flujo del liquido receptor (Fre): 0,5 mL/h

- Duracion del ensayo: 12h

- Tiempo recogida receptores (t): cada tres horas

- Numero de celdas por ensayo (n):3

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 3 celdas)

Este tipo de experimentos se disefid con el objetivo de obtener un volumen de muestras de
fluido receptor pequefios. Debido a esto, y teniendo en cuenta que no existia una difusion del
principio activo (liposomas vacios), se utilizé un F,.. de 0,5mL y se recogié muestra (t) cada

tres horas.

Caracterizacion fisicoquimica de los liposomas

Composicion . .. Z-ave
(mol/mol) Tipo [Lipido] (M) (nm) LP. (©) (mv)
DOPC LUV 0,040 152,5+3 0,234 + 0,050 -35+14

Tabla 8. Parametros fisicoquimicos determinados a partir de la suspension de liposomas vacios
de composicion DOPC. Valores medios + desv. est. de tres determinaciones.

Las condiciones de preparacion de las formulaciones de estudio se detallan en el apartado

111.4.3.1.1.

Una vez finalizado el experimento se comprobd, tras la cuantificacion del fosfolipido, que la

concentracion de la fosfatidilcolina (PC) de los liposomas remanentes en el compartimento
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donador al finalizar el ensayo coincidia con la aplicada inicialmente. Por otra parte, se midieron
las muestras de fluido receptor por la técnica de espectroscopia de correlacion fotonica (PCS)
con el fin de detectar la presencia de liposomas midiendo el tamafio de vesiculas que hubieran
podido atravesar la membrana siendo el resultado negativo en todos los casos. Estos resultados

demuestran que este tipo de membrana es impermeable a la difusion de liposomas LUV.
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ANALISIS COMPARATIVO DE DATOS

La recuperacion en cada ensayo, expresado como porcentaje de recuperacion total de marcador
en las diferentes muestras obtenidas (muestras de fluido receptor, y remanente en

compartimento donador) en funcién de la cantidad dispuesta inicialmente se recoge en la Tabla

9.
Membranas hidréfilas Formulacién Recuperacion (%)
Acetato de celulosa 5(6)CFNa en solucion 95,41+ 4,95
Colodién 5(6)CFNa en solucién 100,61 + 3,50

Tabla 9. % de la 5(6)CFNa, respecto a la cantidad dispuesta en el compartimento donador,

en los ensayos realizados a través de membranas hidrofilas.

Las elevadas recuperaciones obtenidas en ambos ensayos indican un tratamiento y analisis de

las muestras adecuados, asi como, la obtenciéon de resultados fidedignos.

Qrec (Y0 en masa)

80

70

60 —&— Colodion /
50 +— Acetato de celulosa

40
30 /

20 / /

N //

th)

Fig. 36. Perfiles de cesion en porcentaje frente al tiempo de la 5(6)CFNa difundida a través de
las membranas hidrofilas obtenidos a partir de una solucion del principio activo.
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0.12 X (cm/h)

1,03-10%

0,10 -

0,08

5,76 102
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1

Caolodion Acetato de celulosa

Fig. 37. Dato calculado del coeficiente de permeabilidad de la 5(6)CFNa a través de
membranas hidréfilas obtenido a partir de una solucion de principio activo.

Se observaron unos porcentajes de cesion inferiores de la 5(6)CFNa al compartimento receptor
cuando se utiliz6 la membrana de colodidon respecto a los encontrados con la membrana de
acetato de celulosa a los mismos tiempos, siendo dichos porcentajes a las 6 h del ensayo del
44% y 68% respectivamente. Asimismo, el valor del Kp fue de un orden de magnitud superior
en la membrana de acetato de celulosa (1,03-10" cm/h) frente al calculado en la membrana de

colodién (5,80 10 cm/h).

A modo de resumen:

- La membrana de acetato de celulosa present6 frente a la membrana de colodidén, una menor

resistencia a la difusion de la 5(6)CFNa.

- El caracter impermeable de la membrana de acetato de celulosa frente a la difusion de
liposomas LUV (descrito en paginas 194-195), permiti6 seleccionar dicha membrana para los
estudios de permeabilidad del principio activo encapsulado en vesiculas a través de las

bicapas lipidicas.
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Iv.2.1.2. EVALUACION DE LA PERMEABILIDAD DE BICAPAS LIPIDICAS

Una vez seleccionada la membrana hidréfila de acetato de celulosa, el objetivo del siguiente
grupo de ensayos de difusion fue estudiar la permeabilidad de las diferentes bicapas lipidicas
cuando se encapsula una sustancia hidréfila. Como pardmetros de estudio se calcularon la
velocidad de salida del principio activo del liposoma (K;) y el coeficiente de permeabilidad
(Kp), que refleja el proceso total de salida del principio activo del liposoma y de paso por la
membrana de difusion. Como datos previos a los experimentos con el principio activo ACV, se
llevaron a cabo ensayos de difusion con la 5(6)CFNa, marcador hidrofilico. Para ello se
prepararon mediante dispersion mecanica suspensiones de liposomas LUV de composicion
DOPC y POPC con la 5(6)CFNa encapsulada segin descrito en apartado II1.3.2.1. Dichas
bicapas lipidicas, con una baja temperatura critica de transiciéon, son bicapas fluidas a la

temperatura en la que se realizaron los ensayos.

Descripcion de ensayos

- Difusion de 5(6) CFNa encapsulada en liposomas LUV- DOPC formulados como suspension

- Difusion de 5(6) CFNa encapsulada en liposomas LUV- POPC formulados como suspension

Caracterizacion fisicoquimica de los liposomas

Composicién Tipo [Lipido] (M) | Z-ave (nm) LP. € (mv)
DOPC LUV 0,039 168,7+2 0,113 + 0,020 -42+1,6
POPC LUV 0,041 204,5+3 0,141 £0,012 -3,4+0,7

Tabla 10. Parametros fisicoquimicos determinados a partir de las suspensiones de liposomas LUV con
5(6)CFNa encapsulada. Valores medios + desv. est. de tres deterrminaciones.

Las condiciones de preparacion de las formulaciones de estudio se detallan en el apartado
I11.4.3.1.1. Se seleccionaron bicapas lipidicas fluidas, DOPC y POPC con unas Tc de -4 °C y -

19 °C respectivamente, a la temperatura experimental de trabajo (37°C).

198



Estudios de permeabilidad de bicapas

DIFUSION DE 5(6)CFNa ENCAPASULADA EN LIPOSOMAS LUV- DOPC
FORMULADOS COMO SUSPENSION.

Variables experimentales

- Membrana de difusion: membrana hidréfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusion

- Formulacion donadora: suspension de liposomas LUV de DOPC con la 5(6)CFNa
encapsulada

- Concentracion de partida del principio activo (Co): 88,03 pg/mL

- Volumen aplicado de muestra en el compartimento donador (Qy,): 0,5ml

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qp): 44,02 ng

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana): 37°C

- Solucidn receptora: solucién amortiguadora fosfato salina PBS (290 mOsmKg™ pH 7,4)

- Flujo del liquido receptor (Fec): 5,6 mL/h

- Duracion del ensayo: 12h

- Tiempo recogida receptores (t): Cada media hora (hasta 2 h), cada hora (de 2h a 6h), y cada
2h (de 6 a 12h)

- Numero de celdas por ensayo (n):3

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 3 celdas)

Los resultados obtenidos de la concentracion (Cy..) y cantidad acumulada (Qy..) de la 5(6)CFNa
difundida a través de la membrana de acetato de celulosa a compartimento receptor en cada

tiempo de muestreo se recogen en la Tabla 11.

t (h) Crec (ng/mL) Qrec (1g)
0 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
0,5 0,018 + 0,000 0,049 + 0,000
1 0,057 + 0,000 0,209+ 0,000
1,5 0,097 £ 0,010 0,480 + 0,028
2 0,107 £ 0,010 0,779 + 0,000
3 0,097 £ 0,010 1,322 + 0,056
4 0,101+ 0,015 1,883 + 0,140
5 0,091 + 0,010 2,388+ 0,170
6 0,087 £ 0,010 2,875+ 0,225
8 0,077 + 0,000 3,738 + 0,225
10 0,067 £ 0,000 4,489+ 0,225
12 0,054 + 0,006 5,092 + 0,243

Tabla 11. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. Valores
medios + desv. est.
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La constante de velocidad de salida (K;) de la 5(6)CFNa del liposoma, se calculd una vez

determinados los datos de Q. en funcion del tiempo (Tabla 11) mediante ajuste no lineal
seguin modelo descrito en la Ec 29. En la Tabla 12 se resumen los parametros estimados en el
ajuste, el parametro A se corresponde con la cantidad inicial de principio activo encapsulada en

liposomas (Qy). El valor resultante fue K; = (0,1125 + 0,005) h™.

Parametro Valor Error estandar
A (ng) 6,7730 0,0950
B 1,0950 0,0160
K; (h™) 0,1125 0,0050

Tabla 12. Parametros estimados en el ajuste no lineal reali-
zado en el calculo de K.

Los datos obtenidos de flujo aparante (J,p) se calcularon mediante la Ec.13, y se realiz6 un

ajuste matematico no lineal de un modelo biexponencial (Ec. 31) al perfil experimental

obtenido de flujo aparante (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados al estimar el mejor

ajuste no lineal se indican en la Tabla 13. Se obtuvo un perfil de flujo adecuado segun el

empleo de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 38.

Parametro Valor Error estandar
B (ng) 1,4810 0,1180
V,(h™") 0,0357 0,0069
Vy(h?) 1,5310 0,2270

C (ng/cm’h) -0,5802 0,1420

Tabla 13. Parametros estimados en el ajuste matematico no
lineal realizado en el calculo del flujo aparente .

Jap(ng/cm?h)

0,8 4
0,7 4

>

0,6 1
0,5 1

>

0,4 1

>
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>

02 1

0,1 {

0% '

0 2 4 6 8 10 12
t(h)

® Jap

Jap ajustado

Fig. 38. Evolucion del flujo aparente frente al tiempo de la 5(6)CFNa a través de una membrana de
acetato de celulosa obtenido a partir de una suspension de liposomas LUV de composicion DOPC.
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Una vez estimada la ecuacion de Jg, aiusiado S€ determinéd el tiempo necesario para alcanzar el
p aj
flujo maximo (tjmax), y €l valor del fluyjo maximo (Jmax), @ partir del cual se calcul6 el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Eec. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla 14.

tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
2,513 0,7421 8,40-10~
Tabla 14. Parametros calculados en la determinacion del coeficiente de
permeabilidad.
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DIFUSION DE 5(6)CFNa ENCAPASULADA EN LIPOSOMAS LUV- POPC
FORMULADOS COMO SUSPENSION

Variables experimentales

- Membrana de difusion: membrana hidréfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusion

- Formulacion donadora: suspension de liposomas LUV de POPC con la 5(6)CFNa
encapsulada

- Concentracion de partida del principio activo (Co): 455,83 ng/mL

- Volumen aplicado de muestra en el compartimento donador (Qy,): 0,5ml

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qo): 227,9 g

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):37°C

- Solucidn receptora: solucién amortiguadora fosfato salina PBS (290 mOsmKg™' pH 7,4)

- Flujo del liquido receptor (Fiec): 5,579 mL/h

- Duracion del ensayo: 12h

- Tiempo recogida receptores (t): Cada media hora (hasta 2 h), cada hora ( de 2h a 6h), y cada
2h (de 6 a 12h)

- Numero de celdas por ensayo (n):3

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 3 celdas)

Los resultados obtenidos de la concentracion (Cy..) y cantidad acumulada (Qy..) de la 5(6)CFNa
difundida a través de la membrana de acetato de celulosa a compartimento receptor en cada

tiempo de muestreo se recogen en la Tabla 15.

t (h) Cree (ng/mL) Qrec (12)
0 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
0,5 0,310+ 0,012 0,865 + 0,032
1 0,516 +£ 0,156 2,305 £ 0,403
1,5 0,812 + 0,029 4,570 £ 0,483
2 0,872+ 0,076 7,002 + 0,684
3 0,782 + 0,042 11,366 + 0,869
4 0,799 + 0,038 15,823 + 1,042
5 0,792 + 0,051 20,242 + 1,311
6 0,776 + 0,030 24,569 + 1,478
8 0,722 + 0,050 32,629 + 2,038
10 0,633 £ 0,068 39,687 + 2,755
12 0,563 + 0,170 45,966 + 4,037

Tabla 15. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. Valores
medios + desv. est.
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La constante de velocidad de salida (K;) de la 5(6)CFNa del liposoma, se calculd una vez

determinados los datos de Q.. en funcion del tiempo (Tabla 15) mediante ajuste no lineal
segiin modelo descrito en la Ec 29. En la Tabla 16 se resumen los parametros estimados en el
ajuste, el parametro A se corresponde con la cantidad inicial de principio activo encapsulada en

liposomas (Q). El valor resultante fue K; = (0,0520 + 0,0007) h™".

Parametro Valor Error estandar
A (ng) 102,5 0,3850
B 1,0320 0,0031
K (h™ 0,0520 0,0007

Tabla 16. Parametros estimados en el ajuste no lineal reali-
zado en el calculo de K.

Los datos obtenidos de flujo aparante (J,,) se calcularon mediante la Ec.13, y se realiz6 un

ajuste matemadtico no lineal de un modelo biexponencial (Ec. 31) al perfil experimental

obtenido de flujo aparante (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados al estimar el mejor
ajuste no lineal se indican en la Tabla 17. Se obtuvo un perfil de flujo adecuado segun el

empleo de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 39.

Parametro Valor Error estandar
B (ng) 9,0550 1,9400
vV, (hh 0,0308 0,0139
V,y(h?) 1,5860 0,4620

C (ng/cm’h) -2,1760 2,1900

Tabla 17. Parametros estimados en el ajuste matematico no
lineal realizado en el calculo del flujo aparente

Jap (ng/cm?h)
8 |
7 o Jap
s a —Jap ajustado

o

6 10 12
t(h)

o
o

Fig. 39. Evolucion del flujo aparente frente al tiempo de la 5(6)CFNa a través de una membrana de
acetato de celulosa obtenido a partir de una suspension de liposomas LUV de composicion POPC.
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Una vez estimada la ecuacion de Jg, aiusiado S€ determinéd el tiempo necesario para alcanzar el
p aj
flujo maximo (tjmax), y €l valor del fluyjo maximo (Jmax), @ partir del cual se calcul6 el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Eec. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla 18.

tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
2,534 6,0356 1,32:10°
Tabla 18. Parametros calculados en la determinacion del coeficiente de
permeabilidad.
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ANALISIS COMPARATIVO DE DATOS

La recuperacion en cada ensayo expresado como porcentaje de recuperacion total de principio
activo en las diferentes muestras obtenidas (muestras de fluido receptor, y remanente en

compartimento donador) en funcioén de la cantidad dispuesta inicialmente se recoge en la Tabla

19.

Formulacion Recuperacion %
DOPC LUV 5(6) CFNa encapsulada 83,46 + 5,25
POPC LUV 5(6) CFNa encapsulada 95,76 £ 3,13

Tabla 19. % de recuperacion de la 5(6) CFNa, respecto a la cantidad dispuesta en el
el compartimento donador, en los ensayos realizados a través de una membranas de
acetato de celulosa.

Los elevadas recuperaciones obtenidas en los ensayos realizados a partir de liposomas LUV de
DOPC y POPC indican un tratamiento y andlisis de las muestras adecuado, asi como, la

obtencion de resultados fidedignos.

Qrec(Y0 en masa)
25

—e—DOPC

20
—a—POPC /.

0 — T Tt r

0 2 4 6 8 10 12
t()

Fig. 40. Perfiles de cesion en porcentaje frente al tiempo de la 5(6)CFNa difundida a través de una
membrana de acetato de celulosa obtenidos a partir de liposomas LUV en funcion de la composicion
de la bicapa lipidica.
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Ky (h)

[ —————
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Fig. 41. Constante de velocidad de salida (K;) de la 5(6) CFNa encapsulada en liposomas
LUV.

0,12 1 Kp (cm/h)

1,03-10

0,10 A
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840-10° 1:92:40°
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Solucién CFNa DOPC POPC

Fig. 42. Dato calculado del coeficiente de permeabilidad de la S(6)CFNa a través de una

membrana de acetato de celulosa a partir de una solucion de principio activo y liposomas
LUV.

La constante de velocidad de salida del liposoma K fue mayor para el marcado hidrofilico en
vesiculas de DOPC (0,1125 h™"), frente a la POPC (0,0520 h™), siendo por tanto la bicapa
lipidica de menor Tc, la mas permeable al paso de la 5(6)CFNa.

El menor valor de Qg estimado respecto al Q, experimental tanto en la POPC (Qq s de 102,5
ng, Qo exp de 227,9 pg) como en la DOPC (Qq o5t de 6,8 nug, Qo exp de 44,02 ng) indicé que a

tiempo cero del ensayo de difusion se habia producido una salida del principio activo al medio
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externo. Las diferencias encontradas entre la Qo estimada y Qg experimental fueron mayores
para los liposomas POPC lo que significo una mayor cantidad de 5(6) CFNa en el medio
externo para esta composicion al comienzo del ensayo. Estos resultados influyeron en el mayor
porcentaje de cesion y valor del coeficiente de permeabilidad (Kp) obtenido para la POPC

frente a la DOPC.

Cabe destacar que el dato de coeficiente de permeabilidad (Kp) obtenido para la 5(6)CFNa fue
menor en las formulaciones liposdmicas estudiadas que con la solucion de 5(6)CFNa (Fig. 42)
confirméandose, que la difusion de la molécula a través de la bicapa lipidica es la etapa limitante

del proceso.

A modo de resumen:

- Los ensayos de difusion realizados a través de una membrana de acetato de celulosa con un
marcador hidrofilico como 5(6)CFNa, demostraron como este tipo de ensayos nos permite
obtener datos de la permeabilidad que presentan las bicapas lipidicas a la difusiéon de un
principio activo hidrofilo encapsulado en vesiculas mediante los pardmetros de velocidad de

salida del principio activo del liposoma (K,) y el coeficiente de permeabilidad (Kp).

- La bicapa lipidica de DOPC presenta una permeabilidad mayor frente al marcador

fluorescente encapsulado (5(6)CFNa) que la de POPC.
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Tras finalizar los ensayos de difusion con el marcador hidrofilico 5(6)CFNa, se iniciaron
los estudios con suspensiones de liposomas constituidas por las bicapas lipidicas de
composicion DOPC, POPC y H-SPC/COL (60/40) (mol/mol), con el fin de conocer
mediante ensayos con membranas de acetato de celulosa, la permeabilidad que presentan
estas bicapas lipidicas a la difusion al ACV, principio activo objeto de estudio en la
memoria de tesis actual. Para ello se prepararon mediante dispersion mecanica
suspensiones de liposomas de tamafio LUVcon el ACV encapsulado segun descrito en
apartado III.3.2.1. Dichas bicapas se encuentran en estado de cristal liquido a la
temperatura del ensayo, siendo la bicapa lipidica H-SPC/COL (60/40) (mol/mol), la
menos fluida. Al igual que en los estudios anteriores como parametros indicativos de la
permeabilidad de las bicapas se calculo la velocidad de salida del principio activo del
liposoma (K) y el coeficiente de permeabilidad (Kp) que refleja el proceso total de salida
del ACV del liposoma y de su paso por la membrana de difusién. Los datos obtenidos se
compararon con los datos resultantes del estudio de difusion de ACV en solucion

realizado con el mismo tipo de membrana de difusion.

Descripcion de ensayos

- Difusion de ACV en solucion.

- Difusion de ACV encapsulado en liposomas LUV-DOPC formulados como suspension.
- Difusion de ACV encapsulado en liposomas LUV- POPC formulados como suspension.
- Difusion de ACV encapsulado en liposomas LUV-H-SPC/COL (60/40)(mol/mol)

formulados como suspension.
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Caracterizacion fisicoquimica de los liposomas

Composicion . [Lipido] Z-ave ¢ (mv)
(mol/mol) Tipo (M) (nm) 1P EE
DOPC LUV | 0013 | 1545+2 | 01550035 | -46+19 | 056
POPC LUV | 0024 | 169.6%4 | 0143+0012 | -51+23 | 040
H-SPC/COL (60/40) LUV 0.042 235 £3 0,159+ 0,024 -32+0,6 0,43

Tabla 20. Pardmetros fisicoquimicos determinados a partir de las suspensiones de liposomas LUV
con ACV encapsulado de composicion DOPC, POPC y H-SPC-COL. Valores medios + desv.est. de
tres determinaciones.

Las condiciones de preparacion de las formulaciones de estudio se detallan en el apartado

111.4.3.1.2.

Las fosfatidilcolinas DOPC y POPC, con unas Tc de -19 °C y 4°C respectivamente, se
presentan como bicapas fluidas a la temperatura de 32°C (temperatura en el
compartimento donador y superficie de la membrana). Respecto a la bicapa mixta H-
SPC/COL, aunque la fosfatidilcolina H-SPC presenta una Tc alrededor de 54,5 °C, la
incorporacion del colesterol en una relacion molar (60/40) aumenta la fluidez de dicha
membrana por debajo de la Tc, disminuyendo la rigidez de esta membrana a la

temperatura del ensayo.
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DIFUSION DE ACV EN SOLUCION

Variables experimentales

- Membrana de difusion: membrana hidréfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusion

- Formulacién donadora: solucion de ACV en tampon HEPES salino (300 mOsm Kg™',
pH 6)

- Concentracion de principio activo en formulacion donadora (Cp): 1500 pg/mL

- Volumen aplicado de muestra en el compartimento donador (Qy,): 0,5ml

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qy): 750 ng

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C

- Solucidn receptora: solucion amortiguadora HEPES- Salino

- Flujo de liquido receptor (Fie): 2,5 mL/h

- Duracién del ensayo: 8h

- Tiempo recogida receptores (t): Cada media hora (hasta 2 h), cada hora ( de 2h a 8h),

- Numero de celdas por ensayo (n):3

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 3 celdas)
Los resultados obtenidos de la concentracion (Cye) y cantidad acumulada (Q..) del ACV

difundido a través de la membrana de acetato de celulosa a compartimento receptor en

cada tiempo de muestreo se recogen en la Tabla 21.
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t (h) Crec (ng/mL) Qrec (1)
0 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
0,5 61,134 + 0,003 76,417+ 0,004
1 89,577+ 1,117 188,389 + 1,399
1,5 75,103 £ 0,184 282,267+ 1,307
2 63,036 + 0,227 361,062 + 1,240
3 47,810 + 3,262 480,588 + 8,397
4 30,339 + 1,434 556,435+ 11,971
5 21,450 + 1,774 610,060 + 14,383
6 13,100 + 1,460 642,811 + 17,994
7 8,639 + 1,006 664,408 + 20,466
8 5,237+ 0,671 677,500 + 21,992

Tabla 21. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. Valores
medios + desv. est.

Los datos resultantes de flujo aparante (J,,) se calcularon mediante la Ec.13, y se realizo

un ajuste matematico no lineal de un modelo biexponencial (Eec. 31) al perfil

experimental obtenido de flujo aparante (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados
al estimar el mejor ajuste no lineal se indican en la Tabla 22 . Se obtuvo un perfil de flujo

adecuado segun el empleo de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 43.

Parametro Valor Error estandar
B (ug) 417,0 8,6
V,(h™) 0,4232 0,0328
Vy(h™) 4,4730 1,3510

Tabla 22. Parametros estimados en el ajuste matematico
no lineal realizado en el célculo del flujo aparente.

Jap (ng/cm? h)

350

A Jap
Jap ajustado

300 1 &

250 1
200 1
150 1
100 1
50 1

t@)

Fig. 43. Evolucion del flujo aparente frente al tiempo del ACV a través de la membrana de
acetato de celulosa obtenido a partir de una solucién del principio activo.
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Una vez estimada la ecuacion de Jup ajustado S€ determind el tiempo necesario para alcanzar

el flujo maximo (tjmax), y €l valor del flujo maximo (Jmax), @ partir del cual se calculd el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Ec. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla

23.

tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
0,582 295,093 1,97-10"
Tabla 23. Parametros calculados en la determinacion del coeficiente de
permeabilidad.
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DIFUSION DE ACV ENCAPSULADO EN LIPOSOMAS LUV-DOPC
FORMULADOS COMO SUSPENSION.

Variables experimentales

- Membrana de difusion: membrana hidréfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusion

- Formulacion donadora: suspension de liposomas LUV de DOPC con el ACV
encapsulado

- Concentracion de principio activo en formulacién donadora (Cop): 58,59 ng/mL

- Volumen aplicado de muestra en el compartimento donador (Qy,): 0,5ml

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qp): 29,30 ng

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C

- Solucidn receptora: solucién amortiguadora HEPES- Salino (300 mOsm Kg™', pH 6)

- Flujo de liquido receptor (Fe): 2,5 mL/h

- Duracién del ensayo: 8h

- Tiempo recogida receptores (t): Cada media hora (hasta 2 h), cada hora ( de 2h a 8h),

- Numero de celdas por ensayo (n):3

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 3 celdas)

Los resultados obtenidos de la concentracion (Cye) y cantidad acumulada (Qy..) del ACV
difundido a través de la membrana de acetato de celulosa a compartimento receptor en

cada tiempo de muestreo se recogen en la Tabla 24.

t (h) Crec (ng/mL) Qrec (1g)
0 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
0,5 0,671 + 0,004 0,839 + 0,004
1 1,364 + 0,105 2,543+ 0,130
1,5 1,787 + 0,070 4,777 + 0,210
2 2,069 +0,115 7,364 + 0,069
3 1,669 + 0,085 11,537+ 0,212
4 1,393 + 0,074 15,018 + 0,396
5 1,145 £ 0,009 17,881 + 0,396
6 0,955 + 0,004 20,269 + 0,394
7 0,802 + 0,038 22,272 + 0,481
8 0,662 + 0,031 23,926 + 0,551

Tabla 24. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. Valores
medios + desv. est.
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La constante de velocidad de salida (K;) del ACV del liposoma, se calculé una vez

determinados los datos de Q. en funcion del tiempo (Tabla 24) mediante ajuste no
lineal segiin modelo descrito en la Ec 29. En la Tabla 25 se resumen los parametros
estimados en el ajuste, el parametro A se corresponde con la cantidad inicial de principio

activo encapsulada en liposomas (Qy). El valor resultante fue K; = (0,2152 + 0,0087) h™".

Parametro Valor Error estandar
A (ng) 29,21 0,38
B 1,125 0,018
K, (b 0,2152 0,0087

Tabla 25. Parametros estimados en el ajuste no lineal reali-
zado en el calculo de K

Los datos resultantes de flujo aparante (J,,) se calcularon mediante la Ec.13, y se realizo

un ajuste matemdtico no lineal de un modelo biexponencial (Ec. 31) al perfil

experimental obtenido de flujo aparante (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados

al estimar el mejor ajuste no lineal se indican en la Tabla 26. Se obtuvo un perfil de flujo

adecuado segun el empleo de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 44.

Parametro Valor Error estandar
B (ng) 11,46 3,05
V,(h™") 0,2337 0,0537
Vy(h?) 1,2090 0,3560

Tabla 26. Parametros estimados en el ajuste matematico
no lineal realizado en el calculo de J,,.

Jap (ng/cm?h)

® Jap
Jap ajustado

4
t()

Fig. 44. Evolucion del flujo aparente frente al tiempo del ACV a través de una membrana de ace-
tato de celulosa obtenido a partir de una suspension de liposomas LUV de composicion DOPC.

217



Estudios de permeabilidad de bicapas

Una vez estimada la ecuacion de Jup ajustado S€ determing el tiempo necesario para alcanzar
el flujo maximo (tjmax), y €l valor del flujo maximo (Jmax), @ partir del cual se calculd el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Ec. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla
27.

tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
1,685 6,2354 1,06:10"
Tabla 27. Parametros calculados en la determinacion del coeficiente de
permeabilidad.
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DIFUSION DE ACV ENCAPSULADO EN LIPOSOMAS LUV-POPC
FORMULADOS COMO SUSPENSION

Variables experimentales

- Membrana de difusion: membrana hidréfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusion

- Formulacion donadora: suspension de liposomas LUV de POPC con el ACV
encapsulado

- Concentracion de principio activo en formulacién donadora (Cy): 73,88 ng/mL

- Volumen aplicado de muestra en el compartimento donador (Qy,): 0,5ml

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qp): 36,94 ng

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C

- Solucidn receptora: solucion amortiguadora HEPES- Salino (300 mOsm Kg™', pH 6)

- Flujo de liquido receptor (Fe): 2,5 mL/h

- Duracién del ensayo: 8h

- Tiempo recogida receptores (t): Cada media hora (hasta 2 h), cada hora ( de 2h a 8h),

- Numero de celdas por ensayo (n):3

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 3 celdas)

Los resultados obtenidos de la concentracion (Cye.) y cantidad acumulada (Qy..) del ACV
difundido a través de la membrana de acetato de celulosa a compartimento receptor en

cada tiempo de muestreo se recogen en la Tabla 28.

t (h) Crec (ng/mL) Qrec (1g)
0 0,000 = 0,000 0,000 = 0,000
0,5 0,204 = 0,029 0,255 + 0,036
1 0,898 = 0,056 1,377 + 0,096
1,5 1,350 + 0,042 3,065 + 0,141
2 1,456 £ 0,216 4,884+ 0,211
3 1,664 + 0,087 9,044 + 0,395
4 1,561 + 0,051 12,948 + 0,439
5 1,340 + 0,140 16,298 + 0,721
6 1,141 + 0,076 19,152 + 0,900
7 1,010 + 0,150 21,677 + 1,209
8 0,966 + 0,298 24,091 + 1,710

Tabla 28. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. Valores
medios + desv. est.
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La constante de velocidad de salida (K;) del ACV del liposoma, se calculé una vez

determinados los datos de Q. en funcion del tiempo (Tabla 28) mediante ajuste no
lineal segiin modelo descrito en la Ec 29. En la Tabla 29 se resumen los parametros
estimados en el ajuste, el parametro A se corresponde con la cantidad inicial de principio

activo encapsulada en liposomas (Qo). El valor resultante fue K; = (0,1348 + 0,007) h™".

Parametro Valor Error estandar
A (ng) 38,7 0,7
B 1,113 0,019
K (h™") 0,1348 0,0070

Tabla 29. Parametros estimados en el ajuste no lineal reali-
zado en el calculo de K.

Los datos resultantes de flujo aparante (J,,) se calcularon mediante la Ec.13, y se realizo

un ajuste matematico no lineal de un modelo biexponencial (Eec. 31) al perfil

experimental obtenido de flujo aparante (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados
al estimar el mejor ajuste no lineal se indican en la Tabla 30. Se obtuvo un perfil de flujo

adecuado segun el empleo de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 45.

Parametro Valor Error estandar
B (ng) 105,1 6.4
V,(h™") 0,3368 0,1480
V,o(h?) 0,3859 0,1650

Tabla 30. Parametros estimados en el ajuste matematico
no lineal realizado en el calculo de J,.

p Jap (ng/cm?Zh)
1
a Jap
5 4 E Jap ajustado
4] ]
3 4
2
a
1 4
0 1 2 3 4 5 6 7 8
t(h)

Fig. 45. Evolucion del flujo aparente frente al tiempo del ACV a través de una membrana de aceta-
to de celulosa obtenido a partir de una suspension de liposomas LUV de composiciéon POPC.
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Una vez estimada la ecuacion de Jup ajustado S€ determind el tiempo necesario para alcanzar
el flujo maximo (tjmax), y €l valor del flujo maximo (Jmax), @ partir del cual se calculd el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Ec. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla
31.

tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
2,772 52577 7,12:107
Tabla 31. Parametros calculados en la determinacion del coeficiente de
permeabilidad.

221



Estudios de permeabilidad de bicapas

DIFUSION DE ACV ENCAPSULADO EN LIPOSOMAS LUV- H-SPC/COL
FORMULADOS COMO SUSPENSION.

Variables experimentales

- Membrana de difusion: membrana hidréfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusion

- Formulacion donadora: suspension de liposomas LUV de H-SPC/COL
(60/40)(mol/mol) con el ACV encapsulado

- Concentracion de principio activo en formulacién donadora (Co): 113,73 pg/mL

- Volumen aplicado de muestra en el compartimento donador (Qy,):0,5ml

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qp): 56,87 ng

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C

- Solucidn receptora: solucién amortiguadora HEPES- Salino (300 mOsm Kg™', pH 6)

- Flujo de liquido receptor (Fe): 2,5 mL/h

- Duracién del ensayo: 8h

- Tiempo recogida receptores (t): Cada media hora (hasta 2 h), cada hora ( de 2h a 8h),

- Numero de celdas por ensayo (n):3

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 3 celdas)

Los resultados obtenidos de la concentracion (Cy) y cantidad acumulada (Qy..) del ACV
difundido a través de la membrana de acetato de celulosa a compartimento receptor en

cada tiempo de muestreo se recogen en la Tabla 32.

t (h) Crec (ng/mL) Qrec (1)
0 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
0,5 0,540 + 0,031 0,675 + 0,038
1 0,597 + 0,069 1,422 +0,123
1,5 0,583 + 0,073 2,151+0214
2 0,532+ 0,072 2,816+ 0,293
3 0,372 + 0,029 3,746 + 0,363
4 0,327 + 0,011 4,563 + 0,391
5 0,304 + 0,017 5,324 + 0,349
6 0,285+ 0,012 6,035 + 0,325
7 0,267 £ 0,015 6,703 + 0,289
8 0,264 + 0,020 7,363 + 0,241

Tabla 32. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. Valores
medios + desv. est.
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La constante de velocidad de salida (K;) del ACV del liposoma, se calculé una vez

determinados los datos de Q. en funcion del tiempo (Tabla 32) mediante ajuste no
lineal segiin modelo descrito en la Ec 29. En la Tabla 33 se resumen los parametros
estimados en el ajuste, el parametro A se corresponde con la cantidad inicial de principio

activo encapsulada en liposomas (Qy). El valor resultante fue K; = (0,0170 + 0,0023)h™".

Parametro Valor Error estandar
A (ng) 56,9 1,62
B 1,011 0,042
K (h™ 0,0170 0,0023

Tabla 33. Parametros estimados en el ajuste no lineal reali-
zado en el calculo de K.

Los datos resultantes de flujo aparante (J,,) se calcularon mediante la Ec.13, y se realizo

un ajuste matematico no lineal de un modelo biexponencial (Eec. 31) al perfil

experimental obtenido de flujo aparante (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados
al estimar el mejor ajuste no lineal se indican en la Tabla 34. Se obtuvo un perfil de flujo

adecuado segun el empleo de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 46.

Parametro Valor Error estandar
B (ng) 2,32 0,15
V,(h™") 0,1730 0,0233
V,o(h?) 147,0 0,0

Tabla 34. Pardmetros estimados en el ajuste matematico no
lineal realizado en el calculo de J,,.

Jup (mg/em?h)

= Jap
Jap ajustado

0 1 2 3 4 5 6 7 8
th)

Fig. 46. Evolucion del flujo aparente frente al tiempo del ACV a través de una membrana de acetato
de celulosa obtenido a partir de una suspension de liposomas LUV de composicion H-SPC/COL.
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Una vez estimada la ecuacion de Jup ajustado S€ determing el tiempo necesario para alcanzar
el flujo maximo (tjmax), y €l valor del flujo maximo (Jmax), @ partir del cual se calculd el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Ec. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla
35.

tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
0,046 2,3029 2,02:107
Tabla 35. Parametros calculados en la determinacion del coeficiente de
permeabilidad.
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ANALISIS COMPARATIVO DE DATOS

La recuperacion obtenida en cada ensayo expresado como porcentaje de recuperacion
total de principio activo en las diferentes muestras obtenidas (muestras de fluido receptor,
y remanente en compartimento donador) en funcién de la cantidad dispuesta inicialmente

se recoge en la Tabla 36.

Formulacion Recuperacion %
ACYV en solucion 90,74 + 3,05
DOPC LUV ACV encapsulado 91,34 +1,73
POPC LUV ACV encapsulado 88,56 +4,94
H-SPC/COL LUV ACV encapsulado 98,30 + 3,65

Tabla 36. % de recuperacion del ACV respecto a la cantidad dispuesta en el compartimen-
to donador, en los ensayos realizados a través de membranas de acetato de celulosa.

Los elevadas recuperaciones obtenidas en los ensayos descritos reflejaron un adecuado

tratamiento y analisis de las muestras, asi como, la obtencion de resultados fidedignos.

Qrec (%0 en masa)

90

30 —e—DOPC 4.4
70 —8—POPC /

60 H-SPC/COL / G

50

0 o
0 o

t(h)

Fig. 47. Perfiles de cesion en porcentaje frente al tiempo del ACV difundido a través de una mem-
brana de acetato de celulosa obtenidos a partir de liposomas LUV en funcién de la composicion de
la bicapa lipidica.
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Fig. 48. Constante de velocidad de salida del ACV encapsulado en liposomas LUV.
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Fig. 49. Dato calculado del coeficiente de permeabilidad del ACV a través de una membrana de
acetato de celulosa partir de una solucion de principio activo y liposomas LUV.

Se observd en los ensayos realizados, que los porcentajes de cesion del ACV a un
determinado tiempo (8h) fueron mayores para la DOPC (81,7%) seguido de la POPC
(65,2%), en relacion con la H-SPC/COL (12,95%). Los datos obtenidos de K; indicaron
una mayor velocidad de salida del ACV de la bicapa lipidica de DOPC (0,2152 h™") frente
a la POPC (0,1348 h™"), siendo ambas bicapas fluidas a la temperatura experimental de

trabajo (32°C). Dicho comportamiento coincidié con el observado en los ensayos previos
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realizados con el principio activo 5(6)CFNa. Por otra parte, el menor valor obtenido de
K, para el principio activo ACV a través de la bicapa constituida por H-SPC/COL (0,017
h™") reflejé el caracter rigido de dicha bicapa lipidica a 32°C.

Asimismo, al comparar los valores de Kp estimados para la DOPC (1,06-10" cm/h ),
POPC (7,12:10% cm/h ), y H-SPC/COL (2,02:10” cmv/h ), se corrobord que entre las
bicapas lipidicas estudiadas, las mas permeables al ACV fueron aquellas fluidas a 32°C,
siendo la Kp resultante para la DOPC de un orden de magnitud superior respecto a la
POPC. El valor obtenido de Kp para el ACV fue menor en las formulaciones liposdémicas
que con la solucion de ACV (Fig. 49). De este modo, se confirmé que la difusion de la

molécula a través de la bicapa lipidica es la etapa limitante del proceso.

A modo de resumen:

- Las bicapas lipidicas fluidas DOPC y POPC presentan una permeabilidad mayor a la
difusion del ACV encapsulado que la bicapa lipidica H-SPC/COL, de menor fluidez a la
temperatura experimental de 32 °C, siendo dicha permeabilidad superior para la DOPC

respecto a la POPC.
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TRAVES DE MEMBRANAS HIDROFILAS







IV.3.1.

Influencia de la viscosidad del gel







Difusion de ACV en geles

Con objeto de preparar una formulacion liposomica de ACV para administracion topica de
consistencia adecuada, en el desarrollo de esta memoria de tesis se utilizé el gel Carbopo®-
980 como agente gelificante. Previo a la incorporacion del gel a la suspension liposdmica, se
realizaron ensayos de difusion a partir de geles de ACV preparados con proporciones
crecientes de agente gelificante (Carbopol®-980) (0,5%, 1%, 1,5%), segun se detalla en
aparatado I11.4.3.2.1, con el fin de investigar la influencia de la viscosidad del gel frente a la
difusion del ACV, y seleccionar aquella concentracion de agente gelificante que ofreciera
menor resistencia a la difusion del principio activo en la posterior preparacion de un gel
liposomico. Para dicha seleccion se evaluaron los perfiles de cesion del ACV obtenidos a
través de la membrana de acetato de celulosa para cada concentracion de agente gelificante
ensayada y el coeficiente de permeabilidad (Kp) calculado engloba en el presente estudio la
difusion del ACV a través del gel, y a través de la membrana hidrofila. Los resultados a partir
de los geles se compararon con los datos obtenidos en un ensayo de difusion de ACV en

solucion realizado con el mismo tipo de membrana de difusion.

Descripcion de ensayos

- Difusion de ACV en solucion

- Difusion de ACV en gel con 0,5% de Carbopol®-980
- Difusion de ACV en gel con 1% de Carbopol®-980

- Difusion de ACV en gel con 1,5% de Carbopol®-980

233



Difusion de ACV en geles

DIFUSION DE ACV EN SOLUCION

Variables experimentales

- Membrana de difusion: membrana hidréfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusion

- Formulacion donadora: solucion de ACV en solucion amortiguadora HEPES (20 mOsm
Kg " pH 7, 4)

- Concentracion de principio activo en formulacion donadora (Cyp): 2.153 pg/mL

- Cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Qy,): 0,970 £ 0,025 g

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qo): 2.089,4 + 54,15ug

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C

- Solucion receptora: solucion amortiguadora HEPES (20 mOsm Kg™' pH 7,4)

- Flujo de liquido receptor (Fc): 2 mL/h

- Duracion del ensayo: 24h

- Tiempo recogida receptores (t): Cada media hora (hasta 2 h), cada hora ( de 2h a 6h), cada 2
horas (de 6 a 14h), cada 4h (de 14 a 22h), finalizando el ensayo a las 24h.

- Numero de celdas por ensayo (n): 3

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 3 celdas)

Los resultados obtenidos de la concentracion (C,..) y cantidad acumulada (Q..) del ACV
difundido a través de la membrana de acetato de celulosa a compartimento receptor en cada

tiempo de muestreo se recogen en la Tabla 37.
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t (h) Crec (ng/mL) Qrec (1g)
0 0,000 + 0,000 0,000+ 0,000
0,5 92,739 £ 3,779 92,740 £ 3,779
1 172,142 + 21,948 264,881+ 25,727
1,5 154,133 + 1,460 419,014 + 24,267
2 140,027 + 23,126 559,041 + 47,392
3 125,566 + 10,011 810,173 + 67,414
4 116,091 + 15,407 1042,355 + 98,229
5 79,866 + 6,870 1202,087 + 84,488
6 71,382 £13,986 1344,850 £ 56,516
8 54,169 + 0,662 1561,524 + 53,866
10 36,550 + 2,343 1707,723+ 63,239
12 22,414+ 0,926 1797,378 + 66,944
14 14,077 £ 1,172 1853,686 + 71,631
18 7,107 £ 2,638 1910,540 + 92,734
22 4,070 + 0,370 1943,101+ 89,776
24 2,475 + 0,499 1953,001 + 87,781

Tabla 37. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. Valores
medios + desv. est.

Los datos resultantes de flujo aparante (J,,) se calcularon mediante la Ec.13, y se realizé un

ajuste matematico no lineal de un modelo biexponencial (Eec. 31) al perfil experimental

obtenido de flujo aparante (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados al estimar el
mejor ajuste no lineal se indican en la Tabla 38. Se obtuvo un perfil de flujo adecuado seglin

el empleo de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 50.

Parametro Valor Error estandar
B (ng) 538,2 30,5
VvV, (h'l) 0,1937 0,0171
V,(h™) 4,64 1,37

Tabla 38. Parametros estimados en el ajuste matematico
no lineal realizado en el célculo de J,.
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Fig. 50. Evolucioén del flujo aparente frente al tiempo del ACV a través de una membrana de ace-
tato de celulosa obtenido a partir de una solucion del principio activo.

Una vez estimada la ecuacion de Jup ajusiado S€ determiné el tiempo necesario para alcanzar el
fluyjo Maximo (tjmax), y €l valor del flujo maximo (Jmax), @ partir del cual se calculo el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Eec. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla 39.

Notese que a pesar de las diferencias de concentracion, etc, nos da un Kp similar que en

tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
0,715 449,03 2,09-10™"

Tabla 39. Parametros calculados en la determinacion del coeficiente de

permeabilidad.

ensayo anterior de ACV en solucion (Tabla 23).
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DIFUSION DE ACV EN GEL CON 0.5 % DE CARBOPOL® 980

Variables experimentales

- Membrana de difusion: membrana hidréfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusioén

- Formulacion donadora: Gel de ACV con una concentraciéon de agente gelificante
(Carbopol®-980) del 0,5%

- Concentracion de principio activo en formulacion donadora (Cy): 1820 pg/mL

- Cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Qp,): 1,042 £ 0,068 g

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qp): 1896,08 +124,32 ng

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C

- Solucion receptora: solucion amortiguadora HEPES (20 mOsm Kg™' pH 7,4)

- Flujo de liquido receptor (Fiec): 2 mL/h

- Duracion del ensayo: 24h

- Tiempo recogida receptores (t): Cada media hora (hasta 2 h), cada hora ( de 2h a 6h), cada 2
horas (de 6 a 14h), cada 4h (de 14 a 22h), finalizando el ensayo a las 24h.

- Numero de celdas por ensayo (n): 3

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 3 celdas)
Los resultados obtenidos de la concentracion (Cy.) y cantidad acumulada (Q) del ACV

difundido a través de la membrana de acetato de celulosa a compartimento receptor en cada

tiempo de muestreo se recogen en la Tabla 40.
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t (h) Crec (ng/mL) Qrec (12)
0 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
0,5 72,599 + 4,198 72,599 + 4,198
1 98,953 + 9,696 171,551 + 13,894
1,5 74,842 + 7,063 246,393 + 20,957
2 69,050 + 0,992 315,443 + 21,949
3 70,857 + 1,086 457,157+ 24,120
4 42,909 + 2,893 542,975 + 29,906
5 35,428 + 2,796 613,831 + 35,498
6 31,879 + 1,488 677,590 + 38,474
8 27,283 +2,393 786,724 + 48,046
10 24,848 + 2,369 886,115 + 57,521
12 23,327 +2.218 979,422 + 66,395
14 21,242 + 3,066 1064,390 + 78,659
18 18,672 + 3,622 1213,768 + 107,634
22 16,288 + 4,576 1344,069 + 144,241
24 14,547 + 5,278 1402,258 + 165,354

Tabla 40. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. Valores
medios + desv. est

Los datos resultantes de flujo aparante (J,,) se calcularon mediante la Ec.13, y se realizé un

ajuste matematico no lineal de un modelo biexponencial (Ec. 31) al perfil experimental

obtenido de flujo aparante (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados al estimar el
mejor ajuste no lineal se indican en la Tabla 41. Se obtuvo un perfil de flujo adecuado segun

el empleo de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 51.

Parametro Valor Error estandar
B (ng) 275,2 52,7
vV, (hh) 0,1896 0,0693
V,(h?) 2837,0 0,0

Tabla 41. Parametros estimados en el ajuste matematico
no lineal realizado en el célculo de I, .
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Fig. 51. Evolucion del flujo aparente frente al tiempo del ACV a través de una membrana de

acetato de celulosa obtenido a partir de un Gel de ACV con 0,5% de Carbopol® 980.
Una vez estimada la ecuacion de Jup ajusiado S€ determiné el tiempo necesario para alcanzar el
fluyjo Maximo (tjmax), y €l valor del flujo maximo (Jmax), @ partir del cual se calculo el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Eec. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla 42.

tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
0,0034 275,01 1,51-10™
Tabla 42. Parametros calculados en la determinacion del coeficiente de
permeabilidad.
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DIFUSION DE ACV EN GEL CON 1 % DE CARBOPOL® 980

Variables experimentales

- Membrana de difusion: membrana hidréfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusion

- Formulacion donadora: Gel de ACV con una concentraciéon de agente gelificante
(Carbopol®-980) del 1 %

- Concentracion de partida del principio activo (Cop): 1680ug/mL

- Cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Qp,): 1,050 £ 0,025¢g

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qo): 1763,16 £ 42,29 ug

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C

- Solucion receptora: solucion amortiguadora HEPES (20 mOsm Kg™' pH 7,4)

- Flujo de liquido receptor (Fiec): 2 mL/h

- Duracion del ensayo: 24h

- Tiempo recogida receptores (t): Cada media hora (hasta 2 h), cada hora ( de 2h a 6h), cada 2
horas (de 6 a 14h), cada 4h (de 14 a 22h), finalizando el ensayo a las 24h.

- Numero de celdas por ensayo (n): 3

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 3 celdas)

Los resultados obtenidos de la concentracion (C.) y cantidad acumulada (Q..) del ACV
difundido a través de la membrana de acetato de celulosa a compartimento receptor en cada

tiempo de muestreo se recogen en la Tabla 43.
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t(h) Crec (ng/mL) Qrec (1)
0 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
0,5 62,073 + 2,296 62,073 + 2,296
1 87,198 + 0,965 149,271 + 1,331
15 69,242 + 2,907 218,513 + 1,576
2 55,923 + 7,817 274,436 + 9,393
3 43,296 + 2,199 361,028 13,790
4 33,571 + 1,246 428,169 + 16,282
5 28,172 + 0,647 484,514 + 17,577
6 24,769 + 0,867 534,053 + 19,311
8 25,396 + 0,879 635,638 + 22,829
10 21,708 + 0,415 722,472 + 24,490
12 19,277 + 0,299 799,580 + 25,687
14 17,835 + 0,373 870,919 + 27,178
18 15,917 + 1,105 998,257+ 36,021
22 13,944 + 0,342 1109,807+ 38,757
24 12,074 + 0,763 1158,102 + 41,811

Tabla 43. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. Valores
medios + desv. est.

Los datos resultantes de flujo aparante (J,,) se calcularon mediante la Ec.13, y se realizé un

ajuste matematico no lineal de un modelo biexponencial (Eec. 31) al perfil experimental

obtenido de flujo aparente (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados al estimar el

mejor ajuste no lineal se indican en la Tabla 44. Se obtuvo un perfil de flujo adecuado seglin

el empleo de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 52.

Parametro Valor Error estandar
B (ng) 2458 50,2
V,(h™") 0,2290 0,0854
V,y(h?) 1253,0 0,00

Tabla 44. Parametros estimados en el ajuste matematico

no lineal realizado en el célculo de J,.
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Fig. 52. Evolucion del flujo aparente frente al tiempo del ACV a través de una membrana de ace-
tato de celulosa, obtenido a partir de un Gel de ACV con 1 % de Carbopol® 980.

Una vez estimada la ecuacion de Jup ajusiado S€ determiné el tiempo necesario para alcanzar el
fluyjo Maximo (timax), y €l valor del flujo maximo (Jmax), @ partir del cual se calculo el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Eec. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla 45.

tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
0,0069 24537 1,46 -10™
Tabla 45. Parametros calculados en la determinacion del coeficiente de
permeabilidad.
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DIFUSION DE ACV EN GEL CON 1.5 % DE DE CARBOPOL® 980

Variables experimentales

- Membrana de difusion: membrana hidréfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusion

- Formulacion donadora: Gel de ACV con una concentraciéon de agente gelificante
(Carbopol®-980) del 1,5 %

- Concentracion de partida del principio activo (Cop): 1860 png/mL

- Cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Qp,): 1,0360 +0,0313 g

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qo): 1926,87 £+ 58,26 ug

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C

- Solucion receptora: solucion amortiguadora HEPES (20 mOsm Kg™' pH 7,4)

- Flujo de liquido receptor (Fiec): 2 mL/h

- Duracion del ensayo: 24h

- Tiempo recogida receptores (t): Cada media hora (hasta 2 h), cada hora ( de 2h a 6h), cada 2
horas (de 6 a 14h), cada 4h (de 14 a 22h), finalizando el ensayo a las 24h.

- Numero de celdas por ensayo (n): 3

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 3 celdas)

Los resultados obtenidos de la concentracion (C.) y cantidad acumulada (Q..) del ACV
difundido a través de la membrana de acetato de celulosa a compartimento receptor en cada

tiempo de muestreo se recogen en la Tabla 46.
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t (h) Crec (ng/mL) Qrec (1)
0 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
0,5 51,207 + 0,269 51,207 £ 0,269
1 82,802 + 7,866 134,009 + 8,135
1,5 60,933 + 5,741 194,942 + 13,876
2 50,940 + 2,797 245,882 + 16,673
3 39,254 + 3,249 324,389 + 23,171
4 31,990 + 3,554 388,369 + 30,280
5 26,998 + 0,672 442,365 + 31,624
6 22,930 + 1,075 488,224 + 33,774
8 23,272+ 1,417 581,311 + 39,441
10 19,165 + 0,910 657,970 + 43,081
12 17,040 + 0,824 726,131 + 46,379
14 15,809 + 0,037 789,368 + 46,526
18 14,129 + 1,704 902,403 + 60,157
22 12,311 + 1,808 1000,893 + 74,619
24 11,180 + 1,600 1045,612 + 81,020

Tabla 46. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. Valores
medios + desv. est.

Los datos resultantes de flujo aparante (J,p) se calcularon mediante la Ec.13, y se realizé un

ajuste matematico no lineal de un modelo biexponencial (Eec. 31) al perfil experimental

obtenido de flujo aparante (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados al estimar el
mejor ajuste no lineal se indican en la Tabla 47. Se obtuvo un perfil de flujo adecuado seglin

el empleo de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 53.

Parametro Valor Error estandar
B (ng) 218,5 39,6
V,(h™") 0,2170 0,0730
V,y(h?) 57,0 0,0

Tabla 47. Parametros estimados en el ajuste matematico no
lineal realizado en el célculo de J,,.
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Fig. 53. Evolucion del flujo aparente frente al tiempo del ACV a través de la membrana de ace-
tato de celulosa obtenido a partir de un Gel de ACV con 1,5% de Carbopol® 980.

Una vez estimada la ecuacion de Jup ajustado S€ determind el tiempo necesario para alcanzar el
flujo maximo (tjmax), y €l valor del flujo maximo (Jmax), a partir del cual se calculo el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Eec. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla 48.

tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
0,0980 213,08 1,15-10"
Tabla 48. Parametros calculados en la determinacion del coeficiente de
permeabilidad.
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ANALISIS COMPARATIVO DE DATOS

La recuperacion obtenida en cada ensayo expresado como porcentaje de recuperacion total de
principio activo en las diferentes muestras obtenidas (muestras de fluido receptor, y

remanente en compartimento donador) en funciéon de la cantidad dispuesta inicialmente se

recoge en la Tabla 49.
Formulacién Recuperacion %
Soluciéon ACV 93,52 + 1,85
Gel ACV 0,5% 101,93 + 3,69
Gel ACV 1% 101,38+ 0,01
Gel ACV 1,5% 90,47 £ 5,02

Tabla 49. % de recuperacion del ACV respecto a la cantidad dispuesta en el
compartimento donador, en los ensayos realizados a través de membranas de
acetato de celulosa.

Los elevadas recuperaciones obtenidas en los ensayos realizados reflejaron un adecuado

tratamiento y analisis de las muestras, asi como, la obtencion de unos resultados fidedignos.

Qrec(Y0en masa)
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40
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Fig. 54. Perfiles de cesion en porcentaje frente al tiempo del ACV difundido a través de una mem-
brana de acetato de celulosa obtenidos a partir una solucion de principio activo y de geles de ACV
con diferente proporcion de agente gelificante.
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Fig. 55. Dato calculado del coeficiente de permeabilidad del ACV a través de una membrana
de acetato de celulosa a partir de una solucion de principio activo y de geles de ACV con dife-
rente proporcion de agente gelificante.

Los datos obtenidos de los perfiles de cesion de principio activo (Qrec (%) (Fig. 54) a través
de la membrana hidroéfila, significativamente superiores para una solucion de ACV frente a
geles de ACV, demuestran la barrera que ejerce la incorporacion del gel carbopol a la difusion
del ACV. Por otra parte, entre geles de ACV (0,5%, 1%, 1,5%) se observé una disminucion
significativa de la cantidad de ACV difundida al aumentar la proporcion de agente gelificante
desde los primeros tiempos del ensayo. Asi como, el coeficiente de permeabilidad (Kp)
estimado (Fig. 55) en geles de ACV disminuyo6 frente a la solucion de ACV y al aumentar el

la proporcion de agente gelificante.

No obstante, cabe destacar que los valores determinados del coeficiente de permeabilidad
(Kp) a partir de geles de ACV, fueron del mismo orden de magnitud que el observado con la
solucion de ACV. Dichos resultados indicarian, al igual que otros autores (Mourtas, S., et al.,
2007), una facil difusion de principios activos a través de este tipo de gel. Esta caracteristica
beneficia el desarrollo de la formulacion liposomica topica de ACV donde se busca dar una
consitencia adecuada a través de la incorporacion de un gel que no dificulte la difusion del

principio activo.
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A modo de resumen:

- El gel Carbopol®- (980) a las concentraciones de 0,5, 1 y 1,5% (p/p), constituye una barrera
significativa a la difusion del ACV. El aumento de la viscosidad en el gel propiciado por el
aumento de la proporcion de polimero gelificante ralentiza la difusion del ACV a través de

dicha estructura polimérica.

- Se selecciona en el desarrollo de una formulacion liposdmica de aplicacion topica entre las
concentraciones de agente gelificante estudiadas 0,5, 1y 1,5% (p/p), la menor concentracion
de gel Carbopol®- (980) (0,5%), que confiere una consistencia adecuada a la formulacion y

permite la difusion de principio activo ACV a través de su estructura.
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IV.3.2.

Estudios de difusion de aciclovir en
geles liposomicos con ACV
encapsulado vy libre







Difusion de ACV en geles

La siguiente bateria de ensayos de difusion in vitro a través de una membrana de acetato de
celulosa se realiz6 utilizando geles liposémicos, con el objeto de conocer el comportamiento
de la difusion del principio activo ACV en este tipo de sistema cuya consistencia facilita la
aplicacion cutanea. Para la preparacion de dicho gel, se seleccionaron bicapas lipidicas fluidas
(DOPC y POPC) en las que se ha determinado la permeabilidad que presentan a la difusion
del ACV (ver IV.2.2.), y aquella concentraciéon de agente gelificante (0,5%) que menor
dificultad ofrecia a la difusion del principio activo en estudio (ver IV.3.1). Se prepararon
mediante dispersion mecanica suspensiones de liposomas de tamano LUV con ACV
encapsulado y libre en el medio de dispersion, y se incorporaron al gel de Carbopol® segtiin
descrito en apartado II1.3.2.3. Los parametros calculados en este estudio fueron la constante
que engloba la difusion del principio activo a través de la bicapa lipidica y la estructura de
gel, y el coeficiente de permeabilidad (Kp) del ACV que refleja el proceso total de salida del

ACYV de liposoma, y su difusion a través del gel y membrana hidrofila.

Descripcion de ensayos

- Difusion de ACV encapsulado y libre en liposomas LUV- DOPC formulados como gel.
- Difusion de ACV encapsulado y libre en liposomas LUV- POPC formulados como gel.

Caracterizacion fisicoquimica de los liposomas

. . Lipido Z-ave ¢ (mv)
Composicion Tipo L.P
P P (M) (nm)
POPC LUV | 0,022 141242 0,220 + 0,023 -35+1.4
DOPC LUV | 0,058 128,64 0,169 + 0,034 -43+19

Tabla 50. Parametros fisicoquimicos determinados a partir de las suspensiones de liposomas LUV con
ACYV encapsulado y libre en el medio de dispersion para incorporar en geles. Valores medios + desv.est.
de tres deterrminaciones.

Las condiciones de preparacion de las formulaciones de estudio se detallan en el apartado

111.4.3.2.2.
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DIFUSION DE_ACV_ENCAPSULADO Y LIBRE EN LIPOSOMAS LUV-DOPC
FORMULADOS COMO GEL

Variables experimentales

- Membrana de difusion: membrana hidréfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusion

- Formulacion donadora: Gel liposdémico LUV de DOPC con ACV encapsulado y libre en el
medio de dispersion con una concentracion de agente gelificante (Carbopol®-980) del 0,5%

- Concentracion de principio activo en formulacién donadora (Cy): 4.100 pg/mL

- Cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Qp,): 0,903 £ 0,029 g

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qo): 3.703,45 + 117,76 ng

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C

- Soluciodn receptora: solucién amortiguadora HEPES (20 mOsm Kg™' pH 7,4)

- Flujo de liquido receptor (Fiec): 2 mL/h

- Duracion del ensayo: 24h

- Tiempo recogida receptores (t): Cada media hora (hasta 2 h), cada hora ( de 2h a 6h), cada 2
horas (de 6 a 14h), cada 4h (de 14 a 22h), finalizando el ensayo a las 24h.

- Numero de celdas por ensayo (n): 3

- N° de ensayos por formulacion: 1 (Total: n= 3 celdas)

El criterio de seleccion de Q, (1g aprox) y el F. fue el mismo que en los ensayos realizados

con geles de ACV.
Los resultados obtenidos de la concentracion (C,..) y cantidad acumulada (Q..) del ACV

difundido a través de la membrana de acetato de celulosa a compartimento receptor en cada

tiempo de muestreo se recogen en la Tabla 51.
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t (h) Crec (ng/mL) Qrec (1g)
0 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
0,5 72,319 + 5,398 72,319 + 5,398
1 111,807+ 12,857 184,126 + 7,459
1,5 84,958 + 2,221 269,084 + 5,239
2 64,181+ 0,589 333,265 +5,827
3 64,164 + 11,287 461,593 + 16,746
4 43,769 + 7,987 549,131 + 0,773
5 41,193+ 0,221 631,516 0,331
6 41,470 + 6,330 714,457+ 12,992
8 30,696 + 0,564 837,240 + 15,250
10 26,280 + 1,239 942,361+ 10,293
12 22,125 + 1,006 1030,860 + 6,269
14 19,063 + 0,626 1107,111+ 8,772
18 15,445 + 1,227 1230,672 + 18,587
22 15,700 + 3,256 1356,273 + 7,461
24 11,966 + 5,115 1404,135 + 27,920

Tabla 51. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. Valores
medios + desv. est.

En el estudio actual el principio activo se encuentra tanto dentro como fuera de los liposomas,
por lo que el primer paso del proceso no lo constituye solo la salida del aciclovir del
liposoma, sino que engloba su migracion a través del gel hasta la membrana de difusion. Por
ello, en el estudio actual el pefil experimental obtenido de los datos de porcentaje (en masa)
del ACV acumulado frente al tiempo se ajustd a un modelo biexponencial (Ec. 33). En la
Tabla 52 se indican las constantes resultantes siendo la constante Kpayoritaria que engloba la
difusion del principio activo a través de la bicapa lipidica y la estructura de gel, la constante

limitante del proceso de difusion.

-1 2
Kmayoritaria (h )

0,0472 £ 0,0090

-1
Kminoritaria (h ) r

0,3329 + 0,0502 0,999

Tabla 52. Constantes de difusion obtenidas en el ajuste matematico a un modelo biex-
ponencial del perfil de porcentaje acumulado de ACV frente al tiempo. Valores medios
+ int. Conf. 95%.

Los datos resultantes de flujo aparante (J,,) se calcularon mediante la Ec.13, y se realiz6 un

ajuste matematico no lineal de un modelo biexponencial (Eec. 31) al perfil experimental

obtenido de flujo aparante (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados al estimar el
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mejor ajuste no lineal se indican en la Tabla 53. Se obtuvo un perfil de flujo adecuado segun

el empleo de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 56.

Parametro Valor Error estandar
B (ng) 290,2 29,3
V. (h™") 0,1926 0,0370
Vy(h?) 1791000,0 0,0

Tabla 53. Parametros estimados en el ajuste matematico no
lineal realizado en el calculo de J,,.

Jap (ng/cm?h)
400

350 -1
300
250 1
200
150 4
100
50

0 r v v e ——
10 15 20
t(h)

Fig. 56. Evolucion del flujo aparente frente al tiempo del ACV a través de una membrana de acetato
de celulosa obtenido a partir de un gel liposémico LUV de composicion DOPC con ACV encapsulado
y libre en el medio de dispersion.

Una vez estimada la ecuacion de Jup ajustado S€ determind el tiempo necesario para alcanzar el
fluyjo Maximo (timax), y €l valor del flujo maximo (Jmax), a partir del cual se calculo el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Eec. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla 54.

tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
0,00001 290,20 7,08-107
Tabla 54. Parametros calculados en la determinacion del coeficiente de
permeabilidad.
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DIFUSION DE ACV ENCAPSULADO Y LIBRE EN LIPOSOMAS LUV-POPC
FORMULADOS COMO GEL

Variables experimentales

- Membrana de difusiéon: membrana hidroéfila de acetato de celulosa

- Condiciones de oclusion

- Formulacion donadora: Gel liposomico LUV de POPC con ACV encapsulado y libre en el
medio de dispersion con una concentracion de agente gelificante (Carbopol®-980) del 0,5%

- Concentracion de principio activo en formulacién donadora (Cy): 1730 pg/mL

- Cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Qp,): 0,964 £0,042 g

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qp): 1668,23 + 72,09ug

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C

- Solucion receptora: solucion amortiguadora HEPES (20 mOsm Kg™' pH 7,4)

- Flujo de liquido receptor (Fiec): 2 mL/h

- Duracion del ensayo: 24h

- Tiempo recogida receptores (t): Cada media hora (hasta 2 h), cada hora ( de 2h a 6h), cada 2
horas (de 6 a 14h), cada 4h (de 14 a 22h), finalizando el ensayo a las 24h.

- Numero de celdas por ensayo (n): 3

- N° de ensayos por formulacion: 3 (Total: n= 3 celdas)
Los resultados obtenidos de la concentracion (C,.) y cantidad acumulada (Q..) del ACV

difundido a través de la membrana de acetato de celulosa a compartimento receptor en cada

tiempo de muestreo se recogen en la Tabla 55.
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t (h) Cree (ng/mL) Qrec (n2)
0 0,000 + 0,000 0,000 = 0,000
0,5 25,087+ 9,194 25,087 £9,194
1 45,713 + 0,327 70,800 + 8,867
1,5 31,553 + 1,411 102,353 £10,278
2 31,583 + 6,251 133,936 + 4,027
3 24,487 + 0,988 182,910 + 6,003
4 19,347 + 2,699 221,604 + 0,604
5 21,217+0,117 264,038 = 0,838
6 20,497 + 2,656 305,031 £ 6,150
8 15,335 + 1,061 366,370 + 10,395
10 15,438 + 2,102 428,120 + 18,803
12 13,626 + 2,657 482,625 + 29,429
14 14,552 + 0,302 540,834 + 28,222
18 11,762 + 1,004 634,933 + 36,250
22 10,451 % 0,140 718,538 + 35,131
24 9,587+ 0,455 756,887 + 36,951

Tabla 55. Valores resultantes en el ensayo realizado a cada tiempo de muestreo. Valores

medios + desv. est

En el estudio actual el principio activo se encuentra tanto dentro como fuera de los liposomas,
por lo que el primer paso del proceso no lo constituye solo la salida del aciclovir del
liposoma, sino que engloba su migracion a través del gel hasta la membrana de difusion. El
perfil experimental obtenido de los datos de porcentaje (en masa) del ACV acumulado frente
al tiempo se ajustd a un modelo biexponencial (Ec. 33), en la Tabla 56 se indican las
constantes resultantes siendo la constante Kpayoriuria que engloba la difusion del principio

activo a través de la bicapa lipidica y la estructura de gel, la constante limitante del proceso de

difusion.

Kmayoritaria (h-l)

Kminoritaria (h—l)

1'2

0,0350 £ 0,0015

0,5670 + 0,0252

0,999

Tabla 56. Constantes de difusion obtenidas en el ajuste matematico a un modelo biex-
ponencial del perfil de porcentaje acumulado de ACV frente al tiempo. Valores medios

+ int. Conf. 95%.

Los datos resultantes de flujo aparante (J,,) se calcularon mediante la Ec.13, y se realizé un

ajuste matematico no lineal de un modelo biexponencial (Eec. 31) al perfil experimental

obtenido de flujo aparante (J,,) frente al tiempo. Los parametros calculados al estimar el
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mejor ajuste no lineal se indican en la Tabla 57. Se obtuvo un perfil de flujo adecuado segun

el empleo de dosis finitas, tal y como puede observarse en la Fig. 57.

Parametro Valor Error estandar
B (ng) 98,40 13,8
V,(h™") 0,08249 0,0273
V,(h?) 742200 0,0000

Tabla 57. Pardmetros estimados en el ajuste matematico no
lineal realizado en el célculo de J,,.

J /cmZh
160 ap (g )

a Jap
140 -

120 %

100

Jap ajustado

10 15 20
t(h)

Fig. 57. Evolucion del flujo aparente frente al tiempo del ACV a través de una membrana de ace-
tato de celulosa obtenido a partir de un gel liposémico LUV de composicion POPC con ACV en-
capsulado y libre en el medio de dispersion.

Una vez estimada la ecuacion de Jup ajustado S€ determind el tiempo necesario para alcanzar el

flujo maximo (tjmax), y €l valor del flujo maximo (Jmax), a partir del cual se calculo el

coeficiente de permeabilidad (Kp) (Eec. 32). Los valores obtenidos se indican en la Tabla 58.

tjmax Jmax Kp
(h) (ng/cm’h) (cm/h)
0,000022 98.40 5,69:107
Tabla 58. Parametros calculados en la determinacion del coeficiente de
permeabilidad.
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ANALISIS COMPARATIVO DE DATOS

La recuperacion en cada ensayo expresado como porcentaje de recuperacion total de principio
activo en las diferentes muestras obtenidas (muestras de fluido receptor, y remanente en
compartimento donador) en funciéon de la cantidad dispuesta inicialmente se recoge en la

Tabla 59.

Formulacion Recuperacion %
Gel DOPC LUV ACV encap. + libre 93,15+ 1,50
Gel POPC LUV ACV encap. + libre 96,11 £0,29

Tabla 59. % de recuperacion del ACV respecto a la cantidad dispuesta en el
compartimento donador, en los ensayos realizados a través de una membrana
de acetato de celulosa.

Las elevedas recuperaciones obtenidas en los ensayos realizados reflejaron un adecuado

tratamiento y analisis de las muestras, asi como, la obtencion de unos resultados fidedignos.

rec (% en masa
50 Qrec ( )

30

10 —e— Gel POPC {
50 ——GelACV 0,5%

—o—GelDOPC

15 20

10t(h)

Fig. 58. Perfiles de cesion en porcentaje frente al tiempo del ACV difundido a través de una membrana
de acetato de celulosa obtenido a partir de un gel de ACV con 0,5% de agente gelificante y geles liposo-
micos LUV con ACV encapsulado y libre en el medio de dispesion de composicion DOPC y POPC.
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K-1 mayoritaria (h)
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Gel DOPC Gel POPC

Fig. 59. Dato calculado de la constante de difusién mayoritaria obtenida por ajuste a un
modelo biexponencial del perfil de porcentaje acumulado de ACV frente al tiempo. Barras
de error: intervalo de confianza (p=0,05).
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Fig. 60. Dato calculado del coeficiente de permeabilidad del ACV a través de una membra-
na de acetato de celulosa a partir de geles liposomicos LUV con ACV encapsulado y libre en
el medio de dispersion de composicion DOPC y POPC.

Gel DOPC Gel POPC

En la Fig. 58 se comparan los perfiles de cesion obtenidos a partir de geles liposomicos frente
al gel de ACV. Los resultados obtenidos reflejan de una manera clara que la encapsulacion
del ACV en liposomas resulta en una reduccion significativa de la cantidad de principio

activo difundida en todos los tiempos de ensayo estudiados. Dichos resultados, al igual que
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los obtenidos por otros autores (Mourtas, S., et al., 2007), demostraron la integridad de la
membrana del liposoma en formulaciones constituidas por gel Carbopol y la relevancia de la

estabilidad del liposoma en la liberacion de principios activos encapsulados.

La Kayoritaria €stimada segin (Ec. 33) engloba la difusion del principio activo a través de la
bicapa lipidica y la estructura de gel, siendo dicho parametro la constante limitante en el
proceso de difusion. El mayor valor obtenido de este parametro partir de las vesiculas de
DOPC frente a las de POPC reflejo una mayor difusion del ACV a través de la bicapa lipidica
mas eléstica. Igualmente, el coeficiente de permeabilidad (Kp) determinado fue mayor para el
gel liposomico DOPC. Estos datos coincidirian con otros autores que observaron en geles
liposdmicos un retardo en la la salida del principio activo de la vesicula en caso de principios
activos hidréfilos al aumentar la rigidez de la membrana del liposoma (Mourtas, S., ef al.,
2007). Sin embargo, se obtuvo un perfil de cesion en porcentaje (Qr.c (%) (Fig. 58) en los
intervalos de tiempo estudiados con ligeras diferencias entre ambos geles liposdmicos, siendo
los datos mayores para el gel DOPC en los primeros tiempos del ensayo y mayores para el gel
POPC en el periodo final del estudio. De los resultados obtenidos se dedujo la complejidad

del proceso de difusion del principio activo en los sistemas estudiados.

0,14 - Kp (¢cm/h)

el 1,0610"

0,10 A

0,08 1 |7.08-102 7,12:102

5,69-102
0,06 4

0,04 4

002 -
0,00 = —~

T 1 L] | 1

Gel DOPC LUV DOPC Gel POPC LUV POPC

Fig. 61. Dato calculado del coeficiente de permeabilidad del ACV a través de una membrana
de acetato de celulosa a partir de liposomas LUV y geles liposémicos LUV con 0,5% de agente
gelificante.

Si comparamos el valor de Kp obtenido entre los geles liposémicos con ACV encapsulado y

libre, respecto a suspensiones liposomicas constituidos por la misma bicapa lipidica
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(obtenidos en estudios anteriores), observamos una cierta barrera a la difusion del principio
activo al incorporar la estructura polimérica de modo que, Kp Gel DOPC < Kp LUV DOPC y
Kp Gel POPC < Kp LUV POPC, si bien se debe considerar que se han cuantificado

cantidades similares o que presentan el mismo orden de magnitud.

A modo de resumen:

- La incorporacion de liposomas DOPC y POPC en geles Carbopol 0,5%, conlleva un retardo
en la difusiéon del ACV, lo que demuestra que existen dos barrreras a la difusion del

principio activo en este tipo de sistema, la bicapa lipidica y la estructura gel.
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IV.4.

ESTUDIOS DE DIFUSION A TRAVES DE
MEMBRANAS LIPOFILAS







Difusion a través de membranas lipdfilas

En la memoria de tesis actual, se utilizaron celdas de difusion de flujo continuo, dosis finitas y
condiciones no oclusivas en la evaluacion de la acumulacion de ACV en piel a partir de una
formulacion. Previo a los estudios de difusion con piel natural, que presentan gran
variabilidad, se obtuvieron datos iniciales de acumulacion cutdnea de ACV en piel a partir de
una formulacién liposdmica utilizando una membrana artificial Prolastic’™ de
Polidimetilsiloxano, con unas propiedades de lipofilia similares al estrato corneo y unas
caracteristicas definidas, lo que se traduce en un sistema reproducible. Para ello, se prepararon
suspensiones de liposomas de tamafio LUV con ACV encapsulado y libre en el medio de
dispersion mediante dispersion mecanica segun descrito en apartado I11.3.2.1. Se selecciond
para estos estudios la bicapa lipidica de POPC, en estado cristal liquido a la temperatura
experimental de trabajo (32°C), cuya permeabilidad al principio activo ACV fue estudiada en
ensayos anteriores (IV.2.2). Una vez cortada el area de permeacion, el ACV en piel se
cuantificé tras su extraccion en agua milli-Q a la T* de 60°C, detallada en apartado 111.4.2.4.
3. Los datos cuantificados de ACV en piel a partir de vesiculas, se compararon con los
resultados obtenidos con la formulacién comercial y la solucion de principio activo, en

ensayos de difusion realizados con el mismo tipo de membrana de difusion.

Descripcion de ensayos

- Difusion de liposomas LUV- POPC con ACV encapsulado y libre formulados en
suspension.
- Difusion de ACV en solucion.

- Difusion de la formulacidén comercial.

Caracterizacion fisicoquimica de los liposomas

 or . [Lipido] Z-ave £ (mV)
Composicion Tipo 1P
P P (M) (nm)
POPC LUV 0.049 162+5 0,119 + 0,007 23+1,7

Tabla 60. Pardmetros fisicoquimicos obtenidos a partir de liposomas LUV con ACV encapsulado y ACV
libre de composicion POPC. Valores medios + desv. est. de tres determinaciones.

Las condiciones de preparacion de las formulaciones de estudio se detallan en el apartado

111.4.3.3.
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Variables experimentales comunes

Los parametros de trabajo seleccionados en la realizacion de todos los estudios de difusion

fueron las siguientes:

- Membrana de difusion: membrana lipofila Prolastic™

- Condiciones no oclusivas

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana): 32 °C
- Soluciodn receptora: solucion amortiguadora fosfato salina PBS

- Flujo del liquido receptor (Fye.): 2 mL/h

- Duracion del ensayo: 24 h

- Ntmero de celdas por ensayo (n):3

- N° de ensayos por formulacion: 2 (Total: n= 6 celdas)

or CO Qm QO
Formulacion
(mg/mL) (g) (ng)
LUV POPC ACV encap. + ACV libre 2,45 0,125 + 0,000 306,25 + 0,00
ACYV en solucién 1,87 0,200 + 0,000 374,00 + 0,00
Comercial 53,7 0,0086 + 0,0010 461,82 + 47,69

Tabla 61. Datos resultantes (media = desv.std) de concentracion de principio activo en la formulacion do-
nadora (C,), cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Q,,), y cantidad aplicada inicial-

mente de principio activo (Qy).

RESULTADOS

La cantidad de ACV acumulado en piel artificial (Prolastic'™) se recoge en la Fig. 62.
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ACV acumulado en piel artificial (Prolastic™)
(% en masa)
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Fig. 62. ACV acumulado en piel artificial (Prolastic'™) a partir de las diferentes formulaciones
en estudio. Barras de error: intervalo de confianza (p=0,05) n = 6 equivalente a dos ensayos.

ANALISIS COMPARATIVO DE LOS DATOS

Los resultados medios obtenidos en el estudio indican una menor acumulacion de ACV en
piel artificial con la formulacién de ACV en solucion. Por otra parte, respecto a la
penetracion cutdnea de principio activo, no se encuentran diferencias significativas con un
95% de probabilidad entre la formulacion comercial y la suspension liposomica de POPC.
Dichos valores reflejan unos resultados prometedores en cuanto al empleo de un sistema
liposomico por via topica en el tratamiento del VHS, teniendo en cuenta que la crema
comercial incluye en su composicion, promotores de absorciéon en concentraciones muy
elevadas. Sin embargo, para los siguientes estudios en el desarrollo de la memoria de tesis
actual se utiliza piel natural ya que la diferente disposicion de los canales de paso de las

moléculas en la piel artificial podria no corresponder con el de la piel natural.
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Difusion a través de piel de raton sin pelo

Una vez finalizados los ensayos con piel artificial, se iniciaron los estudios de difusion
utilizando como membrana la piel de ratén sin pelo (SKH1-HRBR), la cual constituye un
modelo de piel adecuado como alternativa al uso de piel humana. El objetivo de la siguiente
bateria de ensayos de difusion fue conocer el efecto promotor de los liposomas mediante la
cuantificacion del ACV acumulado en piel a partir del estudio de liposomas vacios, LUV y
OLV, con el principio activo libre en el medio de dispersion, preparados mediante dispersion
mecdnica segin se describe en apartado II1.3.2.2. Se utilizaron las siguientes bicapas
lipidicas, puras o mixtas, cargadas o neutras, que presentan diferente caracteristicas de fluidez
en la bicapa segin su composicion: DOPC, POPC, DPPC/COL (60/40)(mol/mol),
DPPC/COL/SA (60/40/10)(mol/mol/mol) y DPPC/COL/DPPG (60/40/10) (mol/mol/mol). La
extraccion del ACV del area de piel permeada se realiz6 con NaOH 0,5N a 50°C, siguiendo el
método descrito en apartado 111.4.2.4.4. Los datos cuantificados de ACV en piel a partir de
vesiculas, se compararon con los resultados obtenidos con la formulacion crema y la solucion
de principio activo (preparadas segun apartado 111.4.3.4.1) en ensayos de difusion realizados

con las mismos parameros de trabajo.

Descripcion de ensayos

- Difusion de liposomas vacios OLV- DOPC con ACV libre formulados en suspension.

- Difusion de liposomas vacios LUV- DOPC con ACV libre formulados en suspension.

- Difusion de liposomas vacios OLV- POPC con ACV libre formulados en suspension.

- Difusion de liposomas vacios LUV- POPC con ACV libre formulados en suspension.

- Difusion de liposomas vacios OLV- DPPC/COL con ACV libre formulados en suspension.

- Difusion de liposomas vacios LUV- DPPC/COL con ACV libre formulados en suspension.

- Difusion de liposomas vacios OLV- DPPC/COL/SA con ACV libre formulados en
suspension.

- Difusion de liposomas vacios LUV- DPPC/COL/SA con ACV libre formulados en
suspension.

- Difusion de liposomas vacios OLV- DPPC/COL/DPPG con ACV libre formulados en
suspension.

- Difusion de liposomas vacios LUV- DPPC/COL/DPPG con ACV libre formulados en
suspension

- Difusion de ACV en crema

- Difusion de ACV en solucidn.
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Caracterizacion fisico quimica de los liposomas

Cfmp. . Lip total Z-ave ¢
(relacion molar) Tipo (M) (nm) L.P. (mV)

DOPC OLV 0,067 469,3+ 6 0,298 £ 0,014 -19+ 0,8

DOPC LUV 0,057 127,7+1 0,161 +£0,010 -0,7+0,4

POPC OLV 0,053 463,3+9 0,273 + 0,062 3,1+ 1,5

POPC LUV 0,049 158,7+1 0,138 +0,016 -1,0+ 0,4
DPPC/COL(60/40) OLV 0,055 833,0+94 0,240+ 0, 033 -3,2+0,1
DPPC/COL (60/40) LUV 0,057 138,4+0,5 0,152 +0,011 -83+04
DPPC/COL/SA (60/40/10) OLV 0,052 352,0+7 0,250 + 0,027 +34,6 £3,1
DPPC/COL/SA (60/40/10) LUV 0,051 1759+3 0,039 + 0,011 +27,7£2.2
DPPC/COL/DPPG (60/40/10) OLV 0.059 406,6 + 69 0,313 + 0,030 -29,2+2,5
DPPC/COL/DPPG (60/40/10) LUV 0,064 179,5+ 7,2 0,110+ 0,007 -31,4+3,0

Tabla 62. Parametros fisicoquimicos obtenidos a partir de liposomas OLV/ LUV de diferente composiciones
con ACV libre en el medio de dispersion. Valores medios = desv. est. de tres determinaciones.

Las condiciones de preparacion de las formulaciones de estudio se detallan en el apartado

111.4.3.4.1.

Las fosfatidilcolinas DOPC y POPC, a la temperatura experimental de 32°C originan bicapas
fluidas (temperaturas de transicion de fase (Tc) de -19 °C y - 4°C respectivamente). Por otra
parte, la bicapa lipidica DPPC con una Tc de 41,5 °C, es una membrana rigida a la
temperatura de 32°C, a la cual, se incorpord colesterol en una relacion molar 60:40. Dicho
esteroide, aumenta la fluidez de la membrana lipidica por debajo de la Tc del fosfolipido
DPPC, llegando a anular esta fase de transicion cuando se encuentra en proporcion de 1:1. La
incorporacion de fosfolipido DPPG y el lipido SA en la membrana lipidica tiene como objeto

la incorporacion de carga negativa y positiva respectivamente.

Una reduccion del tamafio y polidispersidad se consigue en la extrusion de vesiculas, siendo
el diametro promedio obtenido en los liposomas LUV cercano al didmetro de poro utilizado
en la membrana de policarbonato (0,2um) (Olson, F., et al., 1979). En cambio, al utilizar
filtros de 0,8 pm se obtuvieron liposomas con un valor de Z-ave mucho mas pequefio que el
tamafio del poro. Este comportamiento ya ha sido observado por otros autores a partir de
filtros con un didmetro de poro grande (> 0,4um) (Berger, N., et al., 2001), (Torre-Enciso,
M., 2004). Segun los estudios de lamelaridad realizados en liposomas por diversos autores
mediante la técnica de Resonancia Magnética Nuclear de impulsos (Mayer, L.D. et al., 1986),

(Torre-Enciso, M., 2004), se considera que existe un equilibrio entre vesiculas unilamelares y
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oligolamelares, en ambas suspensiones de liposomas (OLV Y LUV), aumentando el caracter
multilamelar en versiculas extrudidas a través de filtros con un didmetro de poro de 0,8 pm.
El indice de polidispersidad se utiliza como una medida de distribucion unimodal. Un valor
menor de IP (<0,1) indica una poblacion homogénea, mientras que un IP >0,3 indica una alta
heterogeneidad (Verma, D.D., et al., 2003a). Los liposomas extrudidos a través de un
diametro de poro de 0,8um o 0,2um presentaron valores de IP préximos a 0,3 y 0,1
respectivamente. Al igual que observaron otros autores (Olson, F., et al., 1979), (Torre-
Enciso, M., 2004), una disminucion en el tamafio de poro de la membrana va acompanado de

una distribucion de tamafios mas homogénea.

En un rango aproximado de pH entre 4-10, la cabeza polar de las fosfatidilcolinas son
zwiteriones, por lo tanto no presentan carga neta (Jones, M.N., 1995). Sin embargo, en el
estudio actual los liposomas POPC, DOPC, DPPC/COL constituidos por fosfatidilcolinas
neutras a un pH de 6 presentan cierta movilidad cuando son sometidas a un campo eléctrico,
obteniéndose valores de potencial { distintos de cero (Tabla 62) al igual que observaron otros
autores en liposomas con carga neutra (Tatulian, S.A., 1983), (Makino, K., et al., 1991),
(Torre-Enciso, M., 2004). Tatulian demostr6 una dependencia entre la magnitud del potencial
€ y la concentracion de aniones presentes en el medio. Tales resultados indicaron un enlace
especifico de aniones a la superficie del liposoma, obteniendo el mencionado autor una

secuencia de afinidades de aniones a la superficie de liposoma DMPC en el orden siguiente:

trinitrofenol > C10;> 1~ > SCN™ > Br~ > NO3~ > CL™= S0>" (Tatulian, S.A., 1983). Torre

Enciso (Torre-Enciso, M., 2004) consideré en su estudio que la existencia de NaCl a una
concentracion de 150mM en el medio de dispersion a pH 7,4 de los liposomas DOPC y POPC
podia ser la causa de la aparicion de una pequeila carga negativa en la superficie de las
vesiculas. Por otra parte, Makino (Makino, K., et al., 1991) demostré en sus estudios con
liposomas que variaciones en la fuerza ionica y temperatura del medio conllevan cambios en
la orientacion de las cabezas polares de los fosfolipidos y por lo tanto cambios en el potencial
€ de las vesiculas. La incorporacion de carga en la bicapa lipidica evita de una manera sencilla
fenomenos de agregacion y fusion entre liposomas debido a la repulsion electrostatica. A-
parte de influir en la estabilidad, la carga superficial puede conducir a cambios en las
interacciones de los liposomas con membranas, principios activos u otras vesiculas (Jones,
M.N., 1995), (Roy, M.T. et al., 1998). En el presente trabajo se introdujo carga negativa y

positiva a la superficie del liposoma mediante la inclusion en la bicapa lipidica de los lipidos
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DPPG y SA respectivamente. Los valores obtenidos de potencial { para estas composiciones
se observan en la Tabla 62. En un estudio publicado por divesos autores (Gaspar., M.M., et
al., 2008) se observa como el grupo PG, determina el valor de potencial { de una suspension
liposdmica ya que a partir de formulaciones liposdmicas que incluyen en la bicapa lipdica el
grupo PG, como PC:PG, DMPC:DMPG y DPPC:DPPG en un prorporcion molar de 7:3, el
valor obtenido de potencial { es similar. Un aumento de la cantidad del grupo PG en la

membra lipidica dismimuye el de potencial . (Foged, C., et al., 2007).

Variables experimentales comunes

Los parametros de trabajo seleccionados que se mantuvieron constantes en la realizacion de

todos los estudios de difusion fueron las siguientes:

- Membrana de difusion: piel dorsal raton sin pelo

- Condiciones no oclusivas

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C
- Concentracion de principio activo en formulacion donadora (Cy): 1000 pg/mL
- Cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Qy,): 0,2ml

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qyp): 200 ng

- Soluciodn receptora: solucion amortiguadora fosfato salina PBS

- Flujo de liquido receptor (Fiec): 2,5 mL/h

- Duracion del ensayo: 16h

- Numero de celdas por ensayo (n): 3

- N° de ensayos por formulacion: 2 (Total: n= 6 celdas)

RESULTADOS

La cantidad de ACV acumulado en piel de ratdn sin pelo se recoge en la Fig. 63.
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Fig. 63. ACV acumulado en piel de raton sin pelo a partir de las diferentes formulaciones en
estudio. Barras de error: intervalo de confianza (p=0,05). n = 6 equivalente a dos ensayos.

ANALISIS COMPARATIVO DE DATOS

Se realizd un estudio comparativo de los resultados de ACV cuantificados en piel total de

raton sin pelo. Para ello se llevd a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) de dos factores

(tipo de formulacién y ensayo), con varias muestras por grupo (celdas), usando un nivel de

significacion de p = 0,05.

Los resultados obtenidos a través de dicho analisis fueron los siguientes:

Diferencias entre ensayos:

No significativa en ningun caso salvo en DPPC-COL-SA
Diferencias entre liposomas OLV y LUV:

Significativa solo en DPPC/COL/SA: menor acumulacion con liposomas LUV

Diferencias entre composiciones lipidicas:

No hay diferencias significativas

Diferencias entre ACV crema v ACV solucién

Significativa. Mayor acumulacion con formulacion crema

Diferencias entre liposomas v ACV solucioén
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Significativa en DOPC, POPC, DPPC/COL/SA: mayor acumulacién de ACV a partir de
las suspensiones de liposomas
* Diferencias entre liposomas y ACV crema

Significativa en DOPC, POPC, DPPC/COL/SA (OLV): mayor acumulacion de ACV a

partir de las suspensiones de liposomas

Diversos autores han demostrado el efecto promotor de las vesiculas en estudios donde se ha
pretratado la piel con vesiculas vacias. Si bien, se han realizado estudios donde se obtuvieron
mejores resultados al administrar conjuntamente principios activos y vesiculas que al pretratar
la piel con liposomas vacios (Du Plessis, J., et al, 1994b), (El Maghraby, G.M.M., et al.,
1999). No se conoce a ciencia cierta el mecanismo de interaccion entre los liposomas y la
piel, y por lo tanto como se transporta a través de la piel el principio activo. En el estudio
actual, para todas las bicapas lipidicas ensayadas, la cantidad media de ACV acumulado en
piel respecto al ACV en solucién y ACV en crema fue superior, siendo ademas esta diferencia
significativa en DOPC, POPC, DPPC/COL/SA (s6lo OLV respecto a ACV crema). Se
considera, que los lipidos intercelulares que constituyen el estrato corneo son una barrera
principal para la absorcion de compuestos, y el efecto promotor de las vesiculas podria
deberse a los cambios producidos en dichos lipidos intercelulares al interaccionar con los
componentes de los liposomas (Hofland, H.E.J., et al., 1995), (Kirjavainen, M., et al., 1996),
(Kim, C., et al. 2002). Coincidento con otros autores, se resalta este estudio la importancia del
efecto promotor en el reparto a piel de principios activos de naturaleza hidrofilica (Gupta, M.,

etal., 2010).

A modo de resumen:

- En esta primera bateria de ensayos de difusion realizados con piel de raton sin pelo, cabe
destacar que la mayor acumulaciéon de ACV en piel de raton sin pelo a partir de liposomas
vacios (LUV/OLV) con principio activo libre en el medio de dispersion de composicion
DOPC, POPC, DPPC/COL/SA, respecto a la solucion de ACV y formulacion de ACV en
crema (que incorpora promotores de la penetracion), indica un posible efecto promotor de la

penetracion de las diferentes bicapas lipidicas ensayadas.
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En los siguientes ensayos de difusion in vitro de ACV a través de piel de raton se utilizaron
distintas composiciones liposdmicas en las que el principio activo se encontraba encapsulado.
Para ello, se prepararon mediante dispersion mecéanica suspensiones de liposomas LUV y
OLYV con ACV encapsulado segtin se describe en apartado IIL1.3.2.1, seleccionando para este
estudio las siguientes bicapas lipidicas, puras o mixtas, cargadas o neutras, que presentan
diferente caracteristicas de fluidez en la bicapa segun su composicion: DOPC, POPC,
DOPC/DPPG (90/10) (mol/mol), POPC/DPPG (90/10) (mol/mol) DPPC/COL (60/40)
(mol/mol), DPPC/COL/SA (60/40/10) (mol/mol/mol)), DPPC/COL/DPPG (60/40/10)
(mol/mol/mol). La extraccion del ACV del area de piel permeada se realizo con NaOH 0,5N a
50°C, siguiendo el método descrito en apartado 111.4.2.4.4. Los datos cuantificados de ACV
en piel a partir de vesiculas, se compararon con los resultados obtenidos con la formulacién
crema y la solucién de principio activo (preparadas segin apartado 111.4.3.4.2) en ensayos de

difusion realizados con las mismos parameros de trabajo.

Descripcion de ensayos

- Difusion de liposomas OLV- DOPC con ACVNa encapsulado formulados en suspension.

- Difusion de liposomas LUV- DOPC con ACVNa encapsulado formulados en suspension.

- Difusion de liposomas OLV- DOPC/DPPG con ACVNa encapsulado formulados en
suspension.

- Difusion de liposomas LUV- DOPC/DPPG con ACVNa encapsulado formulados en
suspension.

- Difusion de liposomas OLV- POPC con ACVNa encapsulado formulados en suspension.

- Difusion de liposomas LUV- POPC con ACVNa encapsulado formulados en suspension.

- Difusion de liposomas OLV- POPC/DPPG con ACVNa encapsulado formulados en
suspension.

- Difusion de liposomas LUV- POPC/DPPG con ACVNa encapsulado formulados en
suspension.

- Difusién de liposomas OLV- DPPC/COL con ACVNa encapsulado formulados en
suspension.

- Difusion de liposomas LUV- DPPC/COL con ACVNa encapsulado formulados en

suspension.

281



Difusion a través de piel de raton sin pelo

- Difusion de liposomas OLV- DPPC/COL/SA con ACVNa encapsulado formulados en
suspension.

- Difusion de liposomas LUV- DPPC/COL/SA con ACVNa encapsulado formulados en
suspension.

- Difusion de liposomas OLV-DPPC/COL/DPPG con ACVNa encapsulado formulados en
suspension.

- Difusion de liposomas LUV-DPPC/COL/DPPG con ACVNa encapsulado formulados en
suspension.

- Difusion de ACV en crema.

- Difusion de ACVNa en solucion.

Caracterizacion fisico quimica de los liposomas

Comp. Tipo t[;;;l;] Z-ave ¢ (mV) EE
(relacion molar) M) (nm) LP. :
DOPC OLV | 0012 | 423524 | 02920028 | -2251,5 | 109
DOPC LUV | 0,023 | 1999+3 | 0,133+0,030 | -475+13 | 6,05
DOPC/DPPG (90/10) OLV | 0010 | 4141210 | 0289+0031 | -245+12 | 127
DOPC/DPPG (90/10) LUV | 0016 | 1714=3 | 0,112£0011 | -241+1,6 | 8,05
POPC OLV | 0012 | 2210 1 | 02920014 | -13=12 | 115
POPC LUV | 0013 | 16962 | 0,107£0,038 | -6,05+1,7 | 10,0
POPC/DPPG (90/10) OLV | 0,008 | 2248=4 | 0271£0006 | -224=14 | 158
POPC/DPPG(90/10) LUV | 0012 | 1697=1 | 00900019 | -21,7+23 | 11,0
DPPC/COL (60/40) OLV | 0012 | 604,624 | 02860070 | -19+1 | 144
DPPC/COL(60/40) LUV | 0,014 | 211,6=2 0,024 £ 11 6,025 | 120

DPPC/COL/SA (60/40/10)
DPPC/COL/SA (60/40/10)
DPPC/COL/DPPG (60/40/10)
DPPC/COL/DPPG (60/40/10)

OLV | 0,013 | 653,8+6 0,260 + 0,047 | +44,8 £3,7 13,3
LUV | 0,019 |2109+2 0,033 +0,029 | +36,8 £3,7 9,2
OLV | 0,007 | 582,7+12 0,292 +£ 0,011 -24,7+£13 24,8

LUV | 0,011 | 213,0+2 0,031 £0,016 -23,7+£1,9 14,5

Tabla 63. Pardmetros fisicoquimicos obtenidos a partir de liposomas OLV/ LUV de diferentes composiciones
con ACVNa encapsulado. Valores medios + desv. est. de tres determinaciones.

Las condiciones de preparacion de las formulaciones de estudio se detallan en el apartado
111.4.3.4.2.

Respecto a las composiciones preparadas en los ensayos realizados a partir de liposomas con

ACYV libre (ver pagina 274), se evaluaron también las bicapas lipidicas mixtas DOPC/DPPG y
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POPC/DPPG, en una relacion molar 90/10, en las cuales la incorporacion del fosfolipido
DPPG (Tc de 41,5 °C) aumenta la Tc de las fosfatidilcolinas puras DOPC y POPC. Las
cadenas saturadas de 4acido palmitico (C16:0) que incorpora el DPPG, disminuye los
movimientos de las cadenas hidrocarbonadas en la bicapa y aumenta la rigidez de la

membrana y su Tc.

Los resultados obtenidos de eficiencia de encapsulacion (EE), dato referido a la cantidad de
soluto atrapado respecto a la cantidad de lipido que lo contiene en forma de vesicula, fueron
mayores en liposomas OLV que en liposomas LUV. Se observa una disminucion en la EE al
disminuir el tamafio del liposoma al igual que observaron otros autores (Jousma, H., et al,
1987), (Berger, N., et al, 2001). Entre las formulaciones liposémicas ensayadas, se obtuvo
una eficiencia de encapsulacion mayor en los liposomas constituidos por la bicapa lipidica de

DPPC-COL-DPPQG, tanto en OLV como en LUV.

Variables experimentales comunes

Los parametros de trabajo seleccionados que se mantuvieron constantes en la realizacion de

todos los estudios de difusion fueron las siguientes:

- Membrana de difusion: piel dorsal raton sin pelo

- Condiciones no oclusivas

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C
- Concentracion de principio activo en formulacién donadora (Cy): 1000 pg/mL
- Cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Qy,): 0,2ml

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qyp): 200 ng

- Soluciodn receptora: solucion amortiguadora fosfato salina PBS

- Flujo de liquido receptor (Frec): 0,5 mL/h

- Duracion del ensayo: 16h

- Numero de celdas por ensayo (n):3

- N° de ensayos por formulacion: 2 (Total: n= 6 celdas)
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RESULTADOS

La cantidad de ACV acumulado en piel de raton sin pelo se recoge en la Fig. 64.
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Fig. 64. ACV acumulado en piel de raton sin pelo a partir de las diferentes formulaciones en estudio.

Barras de error: intervalo de confianza (p=0,05). n = 6 equivalente a dos ensayos.

ANALISIS COMPARATIVO DE DATOS

Se realiz6 un estudio comparativo de los resultados de ACV cuantificados en piel total de
raton sin pelo. Para ello se llevd a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) de dos factores
(tipo de formulacion y ensayo), con varias muestras por grupo (celdas), usando un nivel de

significacion de p=0,05.

Los resultados obtenidos a través de dicho analisis fueron los siguientes:

e Diferencias entre ensayos

No significativa en ningln caso.

e Diferencias entre liposomas OLV y LUV

No significativa en ningtn caso.

e Diferencias entre composiciones lipidicas:
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Significativa entre DOPC-DPPG vy el resto de composiciones, excepto con DPPG-COL-
SA.
Significativa entre DPPC-COL-SA y composiciones DOPC y POPC.

e Diferencias entre ACV crema y ACV solucion

Significativa. Mayor acumulacién con formulacion crema

¢ Diferencias entre liposomas y ACV solucion:

Significativa para todas las composiciones salvo para DPPC-COL-SA. Mayor
acumulacién con liposomas.
* Diferencias entre liposomas y ACV crema:

Significativa en todas formulaciones, salvo para DPPC-COL-SA y DOPC-DPPG. Mayor

acumulacién con liposomas.

Las diferencias significativas encontradas en este estudio demostraron un aumento del ACV
cuantificado en piel a partir de las formulaciones liposémicas estudiadas respecto al ACVNa
en solucion (excepto para DPPC-COL-SA) y respecto al ACV en crema (excepto para DPPC-
COL-SA y DOPC-DPPG). Unicamente, la cantidad media acumulada de principio activo
respecto a la formulacién crema fue menor con DOPC-DPPG (LUV). Los datos obtenidos, al
igual que en los estudios realizados por otros autores (Egbaria, K., et al., 1990a), (Touitou, E.,
et al., 1994a), (El Maghraby, G.M., et al., 2001a), (Verma, D.D. ef al., 2003b), confirmaron el
uso potencial de los liposomas para el reparto en piel de principios activos hidrofilicos y su
mejora respecto a sistemas convencionales que incorporan promotores de la penetracion en su

formulacion.

Si tenemos en cuenta el estado termodindmico de la bicapa a la temperatura de la piel, los
resultados obtenidos indican un aumento de la acumulacion de ACV en piel a partir de las
bicapas lipidicas mas fluidas. Asi, la cantidad media cuantificada de ACV acumulado en piel
fue mayor a partir de las bicapas lipidicas puras DOPC y POPC respecto a las bicapas
lipidicas mixtas DOPC/DPPG y POPC/DPPG donde la incorporacion del fosfolipido DPPG
en la bicapa lipidica disminuy6 la fluidez de la misma, siendo la diferencia observada
significativa en el caso de DOPC/DPPG. Dichos resultados coincidieron con los obtenidos
por otros autores los cuales documentaron una correlacion entre la la fluidez de las vesiculas a
la temperatura cutanea y la penetracion en piel de principios activos hidrofilicos (Coderch, L.,

et al., 2000), (Pérez-Cullell, N., et al., 2000), (E1 Maghraby, G.M., ef al., 2001a). Estos datos
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demuestran el empleo favorable de vesiculas en estado cristal liquido (fluido) frente a

vesiculas en estado de gel (rigido) en el reparto cutaneo de principios activos hidrofilicos.

La carga superficial en los liposomas podria modificar la interaccion de dichas vesiculas con
la piel modificando la absorcion cutdnea del principio activo incorporado en la formulacion.
Ogiso y col. (Ogiso, T., et al., 2001), publicaron que la penetracion de diversos principios
activos en piel era superior a partir de liposomas con carga negativa frente a liposomas con
carga positiva. Esposito y col., (Esposito, E., et al., 1998) observaron que la presencia de
carga (anionica y catidnica) en la bicapa, influia solo ligeramente en la absorcion del principio
activo hidrofilico (metil nicotinato) en piel artificial. En cambio, Kirjavainen y col.
(Kirjavainen, M., et al., 1996) publicaron que la carga negativa en la superficie del liposoma
no afectaba en la penetracion en el estrato corneo del marcador fluorescente lipidico en
estudio. En el presente estudio no se ha observado una influencia clara de la carga en la
bicapa. Las cantidades medias acumuladas de ACV en piel en nuestro estudio, indicaron
repecto a los liposomas DPPC/COL, una disminucion de ACV cuantificado en piel a partir de
vesiculas (DPPC/COL/SA) con carga positiva incorporada en la bicapa y un ligero aumento
de ACV cuantificado en piel a partir de vesiculas con carga negativa en la bicapa

(DPPC/COL/DPPQG).

Se ha investigado la influencia del tamafo del liposoma y la lamelaridad en el transporte del
ACV a la piel. La relativa contribucion del tamafio del liposoma en el transporte de un
principio activo a piel es un tema de controversia. Du Plessis y col., sugirieron que existia un
tamafio Optimo de particula en el transporte de principios activos a piel (Du Plessis, J., ef al.,
1994a). Verma y col, indicaron que la penetracion en piel de la carboxifluoresceina estaba
inversamente relacionada al tamafio de los liposomas (Verma, D.D., ef al., 2003a). Sentjurc,
M. y col, observaron que el transporte de sustancias hidrofilicas en la piel disminuia
significativamente en vesiculas de tamafio < 200nm (gentjurc, M., et al., 1999). Asi como, los
estudios de diversos autores no revelaron diferencias significativas entre diferentes tamafos
de vesiculas en los estudios realizados en piel con la moléculas oestradiol (Magharaby,
G.M.M,, et al., 1999), y cafeina (Kim, C., et al. 2002). Teniendo en cuenta la gran variedad
de datos documentados, diversos autores demostraron que la influencia del tamafio del
liposoma en la penetracion depende de la composicion lipidica de la vesicula, naturaleza
lipofilica del principio activo y también de la naturaleza de la piel (Sentjurc, M., ef al., 1999).

No se observaron diferencias significativas entre liposomas OLV (extrudidos didmetro poro
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0,8um) y LUV (extrudidos didmetro poro 0,2um) a partir de los valores de ACV
cuantificados en piel. Se asume la posibilidad de que vesiculas intactas penetren la piel si a
partir de una disminucion en el tamafio de particulas se aumentara la cantidad de principio
activo absorbido en piel. Los datos resultantes en el trabajo actual sugirieron, al igual que los
datos obtenidos por otros autores (Du Plessis, J., ef al., 1994a), (Magharaby, GM.M., et al.,
1999) que el mecanismo de accion de liposomas en piel no implica el paso intacto de las

vesiculas.

Por otra parte, se observé una mayor eficiciencia de encapsulacion en los liposomas
constituidos por la bicapa lipidica DPPC-COL-DPPG (Tabla 63). Sin embargo, no se obtuvo
una correlacion entre la acumulacion de ACV en piel y la eficiencia de encapsulacion en las
vesiculas, al igual que en los estudios realizados por diversos autores (Coderch., L., et al.,

2000).

Los resultados obtenidos en el estudio actual coincidieron con otros autores, que demostraron
que las vesiculas constituidas por fosfolipidos no solo transportan a la piel la molécula
encapsulada, sino también la no encapsulada (Kim, C., et al. 2002), (Verma, D.D. et al.,
2003b). En todas las formulaciones liposomicas ensayadas, la cantidad media de ACV
acumulado en piel fue menor a partir de liposomas con principio activo libre frente a
liposomas con ACV encapsulado. Tales resultados coincidirian con los estudios de Verma y
col. (Verma, D.D. et al., 2003b), que obtuvieron diferentes perfiles de absorcion en piel entre
liposomas con carboxifluoresceina encapsulada y liposomas con carboxifluoresceina libre,
siendo la cantidad de principio activo absorbida en piel mayor a partir de aquellas

formulaciones que presentaban la molécula atrapada.

A modo de resumen:

- La mayor acumulacion en piel de ACV encapsulado en liposomas (LUV/OLV) de
composicion DOPC, POPC, POPC-DPPG, DPPC-COL y DPPC-COL-DPPG frente a la
solucion de ACVNa y a la formulacion de ACV en crema demuestra la utilidad de dichas
vesiculas para incidir favorablemente sobre el proceso de reparto formulacion/piel de

principios activos hidrofilicos, y su mejora respecto a sistemas convencionales.
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- El estado termodindmico de la bicapa lipidica que constituye el liposoma influye en el
reparto de ACV en piel, siendo dicho penetracion mayor a partir de aquellas bicapas
lipidicas mas fluidas como demuestran la diferencias significativamente superiores
observadas en la bicapa lipidica fluida DOPC respecto a la bicapa lipidica mixta
DOPC/DPPG, con una fluidez en la bicapa inferior debido a la incorporacion de DPPG.

- El tamafio de las vesiculas, la presencia de carga en la superficie, y la eficiencia de
encapsulacion, no son parametros criticos en la penetracion de ACV en piel de raton sin

pelo, ya que no proporcionan variaciones estadisticamente significativas.

- Una disminucion en el tamano de las vesiculas no implica un aumento de la cantidad de
principio activo acumulado en piel, hecho que sugiere que el mecanismo de interaccion
entre liposomas y piel, no conlleva un simple paso intacto de vesiculas, debiendo explicarse

dicha interaccion a través de mecanismos mas complejos.

- La acumulacion de ACV en piel a partir de liposomas con principio activo libre y de
liposomas con principio activo encapsulado, justifican la conveniencia de elaborar
formulaciones liposomicas de ACV en el que dicho principio activo se encuentre, tanto
encapsulado, como libre en disolucién, no debiendo retirarse el ACV no encapsulado una

vez elaborados los liposomas.
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Diversos autores publicaron que la acumulacion de un principio activo en la epidermis viable
y /o dermis no se podia predecir por la determinacion de la cantidad de principio activo en
piel total (Touitou E., et al., 1994b). Con el fin de obtener datos mas precisos de la cantidad
de principio activo que alcanza la zona de accién del ACV (capa basal de la epidermis), se
realizaron los siguientes ensayos de difusion a través de piel de raton sin pelo donde se
estudio, a partir de liposomas con ACV libre en el medio de dispersion, y liposomas con ACV
encapsulado, ambos preparados mediante dispersion mecanica segun se describe en apartados
I11.3.2.1 y IIL.3.2.2 respectivamente, el reparto del ACV tnicamente a piel viable. En esta
bateria de ensayos también se estudié el ACV que difunde a compartimento receptor.
Basandonos en estudios anteriores, se selecciono entre las composiciones estudiadas, la POPC
bicapa lipidica fluida con una Tc de - 4°C, y la DPPC/COL/DPPG (60/40/10)(mol/mol/mol),
que presenta una mayor rigidez en su membrana. Tras finalizar los ensayos de difusion, y
antes de iniciar la extraccion cutanea del principio activo, se retir6 el estrato corneo de la piel
mediante 12 “stripping” obteniendo asi, la piel viable. La extraccion del ACV del area de piel
permeada se realizd con NaOH 0,5N a 50°C, siguiendo el método descrito en apartado
I11.4.2.4.4. Los datos cuantificados de ACV en piel viable y difundidos a compartimento
receptor a partir de vesiculas, se compararon con los resultados obtenidos con la formulacién
crema y la solucidn de principio activo (preparadas segin apartado 111.4.3.4.3) en ensayos de

difusion realizados con las mismos parametros de trabajo.

Descripcion de ensayos

- Difusion de liposomas LUV-DPPC/COL/DPPG con ACVNa encapsulado formulados en
suspension.

- Difusion de liposomas LUV- POPC con ACVNa encapsulado formulados en suspension.

- Difusiéon de liposomas vacios LUV- POPC con ACV libre en el medio de dispersion
formulados en suspension.

- Difusion de ACV en crema.
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Caracterizacion fisico quimica de los liposomas

Comp . Lip total Z-ave < E.E
(relacién molar) ACV Tipo ™M) (nm) LP. (mV)
DPPC/COL/DPPG 14.8
(60/40/10) encap. LUV 0,011 209,6 £2,3 0,041+ 0,039 -23,8+£0,6
POPC encap. LUV 0,015 164,6+1,0 | 0,138£0,010 | 24+1,7 8.8
POPC Libre LUV 0,013 2158+ 0,6 | 0,127£0,015 | -1,2+09

Tabla 64. Parametros fisicoquimicos obtenidos a partir de liposomas LUV de diferentes composiciones con
ACYV encapsulado o libre. Valores medios + desv. est. de tres determinaciones.

Las condiciones de preparacion de las formulaciones de estudio se detallan en el apartado

111.4.3.4.3.

Variables experimentales comunes

Los parametros de trabajo seleccionados que se mantuvieron constantes en la realizacion de

todos los estudios de difusion fueron las siguientes:

- Membrana de difusion: piel dorsal raton sin pelo

- Condiciones no oclusivas

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C
- Concentracion de principio activo en formulacién donadora (Cyp): 1000 pg/mL
- Cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Qy,): 0,2ml

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qyp): 200 ng

- Soluciodn receptora: solucion amortiguadora fosfato salina PBS

- Flujo de liquido receptor (Frc): 0,5 mL/h

- Duracion del ensayo: 16h

- Ntmero de celdas por ensayo (n):3

- N° de ensayos por formulacion: 2 (Total: n= 6 celdas)

- Tiempo recogida receptores (t): 16h

RESULTADOS

La cantidad de ACV acumulado en piel viable (12 stripping) de ratén sin pelo y en receptor se

recoge en la Fig 65.
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ACV acumulado en piel viable y difundido a compartimento receptor
(% en masa)
1,40 .
BPielViable
1,20 1 T OReceptor
1,00 4
0,80 1 0,656
060 1 0,548
0,40 To’m 0,226
' 0,190
1 0,135 T T 0,128
020 0,071 I T L I
) J_ . | J_
0,00 r r r
DPPC/COLIDPPG POPC (ACVNaencap) POPC (ACV libre) ACV crema
(ACVNaencap)

Fig. 65. ACV acumulado en piel viable (12 stripping) de ratén sin pelo y difundido a compartimento receptor
a partir de las diferentes formulaciones en estudio. Barras de error: intervalo de confianza (p= 0,05). n=6
equivalente a dos ensayos.

Resultados datos de acumulacion de ACV en piel viable

e Diferencias entre ensayos:

No significativa

¢ Diferencias entre composiciones lipidicas:

No significativa
e Diferencias entre liposomas y ACV crema

Significativa para DPPC/COL/DPPG. Mayor acumulaciéon de ACV a partir de esta

formulacidn.

Resultados datos de acumulacion de ACV en receptor

e Diferencias entre ensayos:

No significativa
¢ Diferencias entre composiciones lipidicas:

Significativa para DPPC/COL/DPPG. Menor difusion de ACV a receptor a partir de esta

formulacién.
e Diferencias entre liposomas y ACV crema

Significativa para DPPC/COL/DPPG. Menor difusion de ACV a receptor a partir de esta

formulacién.
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ANALISIS COMPARATIVO DE DATOS

En el estudio actual, no se observaron diferencias significativas respecto a la acumulacion de
ACV en piel viable entre las diferentes formulaciones liposomicas estudiadas, si bien se
cuantificé un valor medio mayor para la composicion DPPC/COL/DPPG, significativamente
superior respecto a la formulacion de ACV en crema. Cabe destacar en este estudio, el
diferente comportamiento observado en relacion a la difusion del principio activo a receptor
entre las formulaciones ensayadas. Se cuantificaron mayores cantidades (considerando los
valores medios) de ACV en receptor a partir del ACV en crema y los liposomas POPC vacios
con ACYV libre en el medio de dispersion, frente a los liposomas DPPC/COL/DPPG y POPC,
ambos con ACVNa encapsulado, siendo el valor obtenido significativamente inferior a partir
de las vesiculas de DPPC/COL/DPPG. Estos resultados demuestran un retardo en la difusion
del ACV a receptor a partir de los liposomas con principio activo encapsulado, que indicaria
una retencion en piel del ACV, y una difusion rapida del principio activo a receptor a partir de

formulaciones con ACV libre.

A modo de resumen:

- El comportamiento de difusion del ACV a receptor es diferente cuando se comparan
formulaciones con ACVNa encapsulado frente a formulaciones con ACV libre. El retardo
observado en la difusiébn del principio activo a receptor a partir de liposomas
DPPC/COL/DPPG y POPC con ACV encapsulado, respecto a liposomas POPC con ACV
libre y a la formulacion de ACV en crema, indica una retencioén en piel del principio activo.
Dicha retencion podria significar la formacidon de un reservorio cutaneo que favorece una
prolongada cesion del ACV a su zona de diana de actuacion, la capa basal de la epidermis.
Por otro lado, se demuestra una difusion rapida de principio activo a receptor a partir de
formulaciones con ACV libre, que podria significar una difusion rapida del ACV a la zona

de actuacion.
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En la siguiente bateria de ensayos, se investigé como influye de la concentracion de ACV en
la formulacidon donadora en el reparto a piel viable, y difusion a receptor del principio activo.
Para ello, se prepararon mediante dispersion mecanica segun se describe en apartado
I11.3.2.1, suspensiones liposomicas con diferente concentracion de principio activo
encapsulado. Basandonos en los valores medios cuantificados en piel viable en ensayos
previos (IV.5.3), la bicapa lipidica seleccionada en estos ensayos fue la DPPC/COL/DPPG
(60/40/10)(mol/mol/mol). Tras finalizar los ensayos de difusion, y antes de iniciar la
extraccion cutdnea del principio activo, se retird el estrato coérneo de la piel mediante 12
“stripping” obteniendo asi, la piel viable. La extraccion del ACV del area de piel permeada se
realiz6 con NaOH 0,5N a 50°C, siguiendo el método descrito en apartado I111.4.2.4.4. Los
datos cuantificados de ACV en piel viable y difundido a compartimento receptor a partir de
vesiculas, se compararon con los resultados obtenidos con la formulacién crema (preparada
segun apartado I11.4.3.4.4) en ensayos de difusion realizados con las mismos pardmeros de

trabajo.

Descripcion de ensayos

- Difusion de liposomas LUV-DPPC/COL/DPPG (5 mg/ml) con ACVNa encapsulado
formulados en suspension.

- Difusion de ACV en crema (5 mg/mL).

- Difusion de liposomas LUV-DPPC/COL/DPPG (30 mg/mL) con ACVNa encapsulado
formulados en suspension.

- Difusion de ACV en crema (30 mg/mL).

Caracterizacion Fisico quimica de los liposomas

Lip
Comp ACV . Z-ave ¢ EE
(relacién molar) (mg/mL) Tipo t((l)\t;)l (nm) LP. (mV)
DPPC/COL/DPPG(60/40/10) 5 LUV | 0,055 210,5+1,2 | 0,030+0,011 | -268+2,6 | 150
DPPC/COL/DPPG(60/40/10) 30 LUV | 0,205 218,4+3,0 | 0,021+0,010 | -205+1,8 | 23.9

Tabla 65. Parametros fisicoquimicos obtenidos a partir de liposomas LUV de composicion DPPC/COL/DPPG
(6040/10) (mol/mol/mol) con diferente concentracion de principio activo encapsulado. Valores medios + desv.
est. de tres determinaciones.

Las condiciones de preparacion de las formulaciones de estudio se detallan en el apartado

111.4.3.4.4.
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Variables experimentales comunes

Los parametros de trabajo seleccionados que se mantuvieron constantes en la realizacion de

todos los estudios de difusion fueron las siguientes:

- Membrana de difusion: piel dorsal raton sin pelo

- Condiciones no oclusivas

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C

- Concentracion de principio activo en formulacion donadora (Cp): 5000 pg/mL/ 30000
ng/mL

- Cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Qp,): 0,2 mL/ 0,05 g

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qo): 1000 ng/ 1500 ng

- Solucién receptora: solucion amortiguadora fosfato salina PBS

- Flujo de liquido receptor (Fyec): 0,5 mL/h

- Duracion del ensayo: 16h

- Numero de celdas por ensayo (n):3

- N° de ensayos por formulacion: 2 (Total: n= 6 celdas)

- Tiempo recogida receptores (t): 16h

RESULTADOS

La cantidad de ACV acumulado en piel viable (12 stripping) de raton sin pelo y difundido a

compartimento receptor se recoge en la Fig. 66. y Fig. 67.
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ACV acumulado en piel viable
(% en masa)
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Fig. 66. ACV acumulado en piel viable (12 stripping) de raton sin pelo a partir de formu-
laciones con diferente concentracion de principio activo (1 mg/mL, 5 mg/mL y 30 mg/ml).
Barras de error: intervalo de confianza (p=0,05). n =6 equivalente a dos ensayos.

ACV difundido a compartimento receptor
(% en masa)
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Fig. 67. ACV difundido a compartimento receptor a partir de formulaciones con diferen-
te concentracion de principio activo (1 mg/mL, 5 mg/mL y 30 mg/ml). Barras de error: in-
tervalo de confianza (p=0,05). n = 6 equivalente a dos ensayos.
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ANALISIS COMPARATIVO DE DATOS

Los resultados obtenidos en este estudio no demostraron de uma forma clara una relacion
directa entre la acumulacion cutdnea de ACV y la concentracion de principio activo en la
formulacion aplicada. Si bien, el valor medio resultante de principio activo acumulado en piel
viable, a la concentracion de 30 mg/ml, respecto a las concentraciones de 1 y 5 mg/ml, fue
aproximadamente 1,5 veces mayor en el caso de la formulacion liposémica y 2 veces mayor

en el caso de la formulacion de ACV en crema.

Los datos cuantificados de ACV en piel viable, fueron significativamente superiores con un
95% de probabilidad para la suspension liposomica DPPC/COL/DPPG en todas las
concentraciones ensayadas (1, 5, 30 mg/mL) respecto al ACV en crema. Cabe destacar que
estas diferencias se acentuaron tanto mas cuanto mayores fueron las concentraciones de
aciclovir. Respecto a los datos de ACV difundidos a receptor, fueron significativamente
inferiores con un 95% de probabilidad para la suspension de liposomas DPPC/COL/DPPG
con el principio activo encapsulado frente a la formulacion crema en todas las
concentraciones de ACV ensayadas. Al igual que en los estudios anteriores (ver apartado

IV.5.3.) los datos obtenidos podrian indicar una retencion del principio activo en piel.

A modo de resumen:

- Entre las formulaciones estudiadas con diferente concentracién de principio activo (1, 5, 30
mg/mL), se ha obtenido los mayores valores medios de ACV acumulado en piel viable a
partir de la suspension liposomica DPPC/COL/DPPG vy la formulacion de ACV crema a la
concentracion de 30 mg/mL. Sin embargo, teniendo en cuenta la variabilidad de los datos
que acompaiia siempre a este tipo de estudios, no ha quedado demostrada de forma clara una

relacion directa entre la concentraciéon de ACV en la formulacion y su acumulacion en piel.
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En ensayos de difusién previos no se observaron diferencias significativas respecto a la
acumulacion de ACV en piel (estrato corneo + piel viable) entre liposomas OLV y LUV en
las diversas composiciones lipidicas ensayadas. Con el objetivo de conocer, si podria existir
tal diferencia en el reparto de ACV a piel viable (donde se ecuentra la zona de accioén del
ACV) y su posterior difusion a receptor, se realizaron la siguiente bateria de ensayos de
difusion a partir de liposomas OLV y LUV con el principio activo encapsulado, preparados
mediante dispersion mecanica segin se describe en apartado II1.3.2.1. Basandonos en los
valores medios cuantificados en piel viable en ensayos anteriores (IV.5.3), la bicapa lipidica
seleccionada en estos ensayos fue la DPPC/COL/DPPG (60/40/10)(mol/mol/mol). Tras
finalizar los ensayos de difusion, y antes de iniciar la extraccion cutanea del principio activo,
se retird el estrato corneo de la piel mediante 12 “stripping” obteniendo asi, la piel viable. La
extraccion del ACV del area de piel permeada se realiz6 con NaOH 0,5N a 50°C, siguiendo el
método descrito en apartado 111.4.2.4.4. Los datos cuantificados de ACV en piel viable y
difundido a compartimento receptor a partir de vesiculas, se compararon con los resultados
obtenidos con la formulacion crema (preparada segin apartado I111.4.3.4.5) en ensayos de

difusion realizados con las mismos parameros de trabajo.

Descripcion de ensayos

- Difusion de liposomas OLV-DPPC/COL/DPPG con ACVNa encapsulado formulados en
suspension.

- Difusion de liposomas LUV-DPPC/COL/DPPG con ACVNa encapsulado formulados en
suspension.

- Difusion de ACV en crema.

Caracterizacion fisico quimica de los liposomas

Comp . Lip total Z-ave LP. ¢ EE
(relacion molar) Tipo M) (nm) (mV)
DPPC/COL/DPPG | oLV | 0,043 | 568,1+3,1 | 0285+0,012 | -24,6+1,1 | 19,3
(60/40/10)
DPPC/COL/DPPG | Lyy | 0,060 |207,4+22 | 0,045+0,029 | -285+12 | 13,8
(60/40/10)

Tabla 66. Parametros fisicoquimicos obtenidos a partir de liposomas OLV/ LUV de composicion
DPPC/COL/DPPG (6040/10) (mol/mol/mol) con ACV encapsulado. Valores medios & desv. est. de
tres determinaciones.
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Las condiciones de preparacion de las formulaciones de estudio se detallan en el apartado

111.4.3.4.5.

Variables experimentales comunes

Los parametros de trabajo seleccionados que se mantuvieron constantes en la realizacion de

todos los estudios de difusion fueron las siguientes:

- Membrana de difusion: piel dorsal raton sin pelo

- Condiciones no oclusivas

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C
- Concentracion de principio activo en formulacién donadora (Cyp): 5000 pg/mL
- Cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Qy,): 0,2ml

- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qo): 1000 ng

- Soluciodn receptora: solucion amortiguadora fosfato salina PBS

- Flujo de liquido receptor (Fr.c): 0,5 mL/h

- Duracion del ensayo: 16h

- Ntmero de celdas por ensayo (n):3

- N° de ensayos por formulacion: 2 (Total: n= 6 celdas).

- Tiempo recogida receptores (t): 16h

RESULTADOS

La cantidad de ACV acumulado en piel viable (12 stripping) de ratén sin pelo y difundido a

compartimento receptor se recoge en la Fig. 68.
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ACV acumulado en piel viable y difundido a compartimento receptor
07 (% en masa)

06 0,380 0,509 BPielviable

I ’ -[ BReceptores
05 3 [ J_
0,4

; 0,209

03 E
02
0.1 3 0,032 0,055

00 1

DPPV-COL-DPPG LUV DPPC-COL-DPPG OLV ACVcrema

Fig. 68. ACV acumulado en piel viable (12 stripping) de raton sin pelo y difundido a compartimento recep-
tor expresado en % con respecto a Q. Barras de error: intervalo de confianza (p= 0,05). n = 6 equivalente a
dos ensayos.

ANALISIS COMPARATIVO DE DATOS

La influencia del tamafio de vesicula en la acumulacion de principios activos en piel es un
tema de controversia (ver capitulo IV.5.2). Los resultados obtenidos no demostraron
diferencias significativas con un 95% de probabilidad entre liposomas OLV y LUV, respecto
a la cantidad de principio activo acumulado en piel viable y difundido a receptor. Al igual que
en estudios previos (IV.5.3), se observo respecto a la formulacion de ACV en crema una
acumulacién cutdnea de principio activo significativamente superior a partir de vesiculas
DPPC/DPPG/COL, y una menor cesion de ACV al compartimento receptor con dicha

formulacion liposomica.

A modo de resumen:

- El tamafio de las vesiculas no es un parametro critico en la acumulacion de ACV en piel

viable de raton sin pelo y su difusion al compartimento receptor.
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La aplicacién de ensayos in vivo - ex vivo en el presente trabajo experimental tiene como
fundamento la estimacion de la concentracion efectiva de principio activo en la capa basal de
la epidermis, zona de accion del ACV, y la prediccion de la eficacia antiviral de la
formulacion en estudio siguiendo los modelos matematicos descritos por Higuchi y
colaboradores (Lee P.H., et al., 1993) segun se detalla en el apartado correspondiente
I11.4.1.6. Cada ensayo consta de una fase in vivo en la que se aplica la formulacion siguiendo
un régimen multiple de dosis finitas seguido de una fase ex vivo, empleando las celdas de
difusion in vitro, donde se realiza la Gltima aplicacidon cutdnea y se recoge el principio activo
difundido a receptor en intervalos de tiempo determinados (método detallado en paginas 150-
151). Se prepararon para estos ensayos suspensiones de liposomas LUV, con el principio
activo encapsulado en vesiculas mediante dispersion mecéanica segun descrito en apartado
I11.3.2.1, La bicapa lipidica seleccionada fue DPPC/COL/DPPG (60/40/10) (mol/mol/mol)
basandonos en los valores medios cuantificados en piel viable en ensayos anteriores (IV.5.3).
Tras finalizar los ensayos de difusion ex vivo, y antes de iniciar la extraccion cutanea del
principio activo, se retird el estrato corneo de la piel mediante 12 “stripping” obteniendo asi,
la piel viable. La extraccion del ACV del area de piel permeada se realizé con NaOH 0,5N a
50°C, siguiendo el método descrito en apartado 111.4.2.4.4. Los datos cuantificados de ACV
en piel viable y difundidos a compartimento receptor a partir de vesiculas, se compararon con
los resultados obtenidos con la formulacién crema (preparadas segin apartado 111.4.3.4.6) en

ensayos de difusion in vivo-ex vivo realizados con las mismos parameros de trabajo.

Descripcion de ensayos

- Difusion in vivo/ex vivo de liposomas LUV- DPPC/COL/DPPG con ACVNa encapsulado
formulados en suspension.

- Difusioén in vivo/ex vivo de ACV en crema.
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Caracterizacion fisico quimica de los liposomas

Comp. Tipo Lip total Z-ave L.P. s E.E
(relacién molar) ™) (nm) (mV)
DPPg(():/“OOLA%PPG LUV | 0180 | 2245406 | 00150009 | -182+15 | 182
DPP(%S(/:E)I/“{]O))PPG LUV 0,220 226,0 £1,2 0,078 0,069 | -12,2+2,1 18,6
DPP(%S(/:E)I/“{]O))PPG LUV 0,188 210,4 £2,0 0,034 + 0,021 -17,5+1,1 19,9

Tabla 67. Pardmetros fisicoquimicos obtenidos a partir de liposomas LUV de composicion DPPC/COL/DPPG
(6040/10) (mol/mol/mol). Valores medios + desv. est. de tres determinaciones.

Las condiciones de preparacion de las formulaciones de estudio se detallan en el apartado
111.4.3.4.6.

Variables experimentales comunes

Los parametros de trabajo seleccionados que se mantuvieron constantes en la realizacion de

todos los estudios de difusion fueron los siguientes:

e Ensayo in vivo:

- N° de aplicaciones: 3,alas 0,8 y 24 h
- Cantidad aplicada de muestra sobre piel dorsal (Qy,): 0,03mL/aplicacion

- Sacrificio de animales: 32 h

* Ensayo ex vivo

- Membrana de difusion: piel dorsal raton sin pelo

- Condiciones no oclusivas

- Aplicacion de la dosis: 32 h

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32°C
- Concentracion de principio activo en formulacion donadora (Cy): 20000 ng/mL
- Cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Qp,): 0,05 (mL/ 0 g)
- Cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qo): 1000 pg

- Solucién receptora: solucion amortiguadora fosfato salina PBS

- Flujo de liquido receptor (Fiec): 0,5 mL/h

- Duracion del ensayo: 16h

- Numero de celdas por ensayo (n):3

- N° de ensayos por formulacion: 3 (total: n=9 celdas).
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- Tiempo recogida receptores (t): Cada cuatro horas

Durante la realizacion de este tipo de ensayos, antes de colocar la suspension de liposomas en
el compartimento donador, se cuantificé la muestra recogida en el compartimento receptor

durante el periodo de acondicionamiento de las pieles en las celdas de difusion.

RESULTADOS

La cantidad de ACV acumulado en piel viable (12 stripping) de raton sin pelo y difundido a
compartimento receptor por cada tiempo de muestreo se recoge se recoge en la Fig. 69. y Fig.

70.

ACV acumulado en piel viable
(% en masa)

0,700

0,600 1

0,500 1 0,4149

0,400 - o,¥1
0,300 1 l
0,200 1
0,100 -
0,000
DPPC-COL-DPPG ACV crema

Fig. 69. ACV acumulado en piel viable (12 stripping) de ratdn sin pelo tras finalizar ensayo in
vivo/ex vivo. Barras de error: intervalo de confianza (p= 0,05). n = 9 equivalente a tres ensayos.
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ACV acumulado difundido a receptor
(% en masa)
3,00 -
—&— DPPC-COL-DPPG LUV
2,50 - ==& ACVcrema
1,9359

2,00

1,50 -

1,00 -

0,50 -

0,0597
0,00 T
32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
t(h)

Fig. 70. ACV difundido a compartimento receptor por cada tiempo de muestreo tras finali-
zar ensayo in vivo/ex vivo. Barras de error: intervalo de confianza (p=0,05). n =9 equiva-
lente a tres ensayos.

ANALISIS COMPARATIVO DE LOS DATOS

Tras la finalizacion del ensayo in vitro/ex vivo, el retardo observado en la difusion de
principio activo a receptor a partir de la formulacion liposomica DPPC-COL-DPPG
empleando un régimen multiple de dosis finitas, respecto a la formulacion de ACV crema
sugiere, al igual que en estudios previos, que las vesiculas DPPC-COL-DPPG o sus

componentes pueden actuar como reservorio del ACV en la piel viable.

En el estudio actual, la estimacidon de concentraciones eficaces de ACV en la capa basal de la
epidermis (C*), de acuerdo a las C* establecidas por Higuchi y colaboradores (Lee, P.H, et
al., 1993), (Patel, P.J., et al., 1996), (Mehta, S.C., et al., 1997), para la la formulacién

liposomica DPPC-COL-DPPG no se considera valida, ya que la retencion observada del

principio activo ACV en piel a partir dicha formulacion, modifica el coeficiente de
permeabilidad (Kp) del principio activo respecto a la solucion de ACV libre. Altas
concentraciones de ACV en la capa basal de la epidermis son necesarias si se quiere conseguir

una maxima inhibicion de la replicacion viral (Spruance, S., et al., 1990), debido al

312



Difusion a través de piel de raton sin pelo

mecanismo de accion del ACV. Por ello, una cesion mantenida del principio activo al tejido

diana podria ser relevante en el tratamiento antiviral.

A modo de resumen:

- La estimacion de concentraciones eficaces de ACV en la capa basal de la epidermis (C*)
basandonos en el método in vivo/ ex vivo desarrollado por Higuchi y colaboradores no es
valida para la formulacion liposémica DPPC-COL-DPPG con ACV encapsulado. La
retencion observada en piel viable del ACV a partir de dicha formulacion modifica el

coeficiente de permeabilidad (Kp) del principio activo respecto a la solucion de ACV libre.

313






IV.6.

ESTUDIOS DE DIFUSION A
TRAVES DE PIEL HUMANA







Difusion a través de piel humana

La ultima bateria de ensayos de difusion in vitro en la memoria de tesis actual se ha realizado
utilizando piel humana, y evitando, de este modo, la extrapolacion de datos de un modelo
animal. En ensayos anteriores se ha demostrado con el empleo de formulaciones liposémicas,
el transporte a la piel del ACV tanto encapsulado en vesiculas como libre en el medio de
dispersion. Asi, con el principio activo no encapsulado, se quiere conseguir que el ACV
difunda rapidamente a la capa basal de la epidermis, mientras que con el principio activo
encapsulado se busca un efecto acumulativo del ACV en piel (ver estudio IV.5.3). Se
prepararon mediante dispersion mecdnica suspensiones de liposomas LUV y geles
liposomicos (concentracion de agente gelificante del 0,5%) ambos con el principio activo
encapsulado en las vesiculas y libre en el medio de dispersion segiin descrito en apartados
I11.3.2.1. y II1.3.2.3 respectivamente. Considerando que el estado fluido de las vesiculas
favorece el reparto cutaneo del ACV (ver estudio IV.5.2.), las bicapas lipidicas seleccionadas
en estos ensayos fueron de composicion POPC y DOPC, con una baja temperatura critica de
transicion. Debido a la importancia de conocer la penetracion cutdnea del ACV a diferentes
profundidades de la piel, una vez finalizados los ensayos, se corto la piel en laminas mediante
un criotomo segun se describe en apartado 111.4.2.4.5 y se cuantifico la cantidad de principio
acumulada en laminas de piel desde 20 um a 160 pm englobando estrato cérneo y epidermis.
Los datos cuantificados de ACV en piel se compararon con los resultados obtenidos con la
formulacion comercial en ensayos de difusion realizados utilizando con el mismo tipo de

membrana de difusion, piel humana.

Descripcion de ensayos

- Difusion de liposomas LUV- POPC con ACV encapsulado y ACV libre formulados en
suspension.

- Difusion de una suspension de liposomas LUV-DOPC con ACV encapsulado y ACV libre
formulados en suspension.

- Difusion de liposomas LUV-POPC con ACV encapsulado y ACV libre formulados en gel.

- Difusion de liposomas LUV- DOPC con ACV encapsulado y ACV libre formulados en gel.

- Difusion de la formulacidon comercial.
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Caracterizacion Fisico Quimica de los liposomas

. I . [Lipido] Z-ave
Formulacion | Composicion Tipo (mM) (nm) L.P.
Suspension POPC LUV 34,12 176 £3 0,223 £ 0,011
Suspension DOPC LUV 33,00 140 £ 11 0,119 +£0,023

Tabla 68. Parametros fisicoquimicos obtenidos a partir de liposomas LUV de diferentes compo-
siciones con ACV encapsulado o libre. Valores medios + desv. est. de tres determinaciones.

Las condiciones de preparacion de las formulaciones de estudio se detallan en el apartado

I11.4.3.5.

Variables experimentales comunes

Los pardmetros de trabajo seleccionados en la realizacion de todos los estudios de difusion

fueron las siguientes:

- Membrana de difusion: piel humana abdominal

- Condiciones no oclusivas

- Temperatura (en el compartimento donador y superficie de la membrana):32° C

- Solucidn receptora: solucion amortiguadora fosfato salina PBS

- Flujo de liquido receptor (Frc): 2 mL/h
- Duracion del ensayo: 24h

- Numero de celdas por ensayo (n): 3

- N° de ensayos por formulacion: 1 (total: n= 3 celdas).

- Tiempo recogida receptores (t): 16h

.r CO Qm QO
Formulacion (mg/mL) (g0 mL) (ug)
LUV POPC ACV encap. + libre 2,92 0,200 £+ 0,000 584 +0,000
LUV DOPC ACV encap. + libre 3 0,200 £ 0,000 600 + 0,000
Gel LUV POPC ACV encap. + libre 2,92 0,089 + 0,005 325,6+ 8,610
Gel LUV DOPC ACYV encap. + libre 3 0,091 + 0,003 327,7+ 11,20
Comercial 53,7 0,019+0,011 1010,8 +576,7

Tabla 69. Datos resultantes (media + desv.std) de concentracion de principio activo en la formulacion
donadora (C,), cantidad aplicada de muestra en el compartimento donador (Q,,), y cantidad aplicada

inicialmente de principio activo (Qp).

318




Difusion a través de piel humana

RESULTADOS

La cantidad de ACV acumulado en laminas de piel humana, de 20 um de espesor, hasta una

profundidad de 160 pm se recoge en la Fig. 71.

pg de ACV acumulado en laminas piel humana
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Fig. 71. Cantidades de ACV detectadas en cortes histologicos de la piel humana de 20 pm de espesor, has-
ta una profundidad de 160 um. Valores medios, n = 3 equivalente a 1 ensayo.

ANALISIS COMPARATIVO DE LOS DATOS

La eficacia terapeutica de un principio activo en piel a menudo depende de crear una
concentracion suficiente de dicho agente en la epidermis viable y/o dermis (Touitou, E., et al.,
1994b). Por otra parte, el estrato corneo funciona como reservorio de principios activos. De
este modo, a partir de principios activos acumulados en la capa cornea se puede mantener un
reparto de los mismos a capas mas profundas de la piel en tiempos posteriores a la aplicacion
inicial (Rougier, A., et al., 1987), (Sheth, N.V., et al., 1987). La importancia de la
acumulacion de una molécula en una determinada capa cutanea ha llevado a diversos autores
a estudiar la absorcién de principios activos en diferentes profundidades de la piel (Du
Plessis, J., et al., 1994a), (Touitou, E ef al., 1994a), (Verma, D.D., et al., 2003b), (Puglia, C.,
et al., 2010). En el estudio actual, la gran variabilidad obtenida en los datos de los ensayos

llevados a cabo, debido a las caracteristicas del ensayo y el tipo de piel utilizada , no permitio
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conocer si existia una mayor acumulaciéon del principio activo en el estrato cérneo o
epidermis viable, sin embargo si consideramos los valores medios cuantificados en ldminas de
piel (Fig. 71) se observa que con la formulacion POPC se acumula, dentro del rango

estudiado, mayor cantidad de ACV en las laminas cutdneas de mayor profundidad.

pg totales de ACV acumulado en piel hasta 160 pm
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Fig. 72. ACV acumulado en piel humana hasta una profundidad de 160 um. Barras de error: inter-
valo de confianza (p= 0,05). n = 3 equivalente a 1 ensayo.

Cabe destacar también en este estudio los mayores valores medios cuantificados de ACV en
el total de laminas de piel (hasta una profundidad de 160 um), a partir de las suspensiones de
liposomas respecto a la formulacion comercial (Fig.72). Dichos valores fueron ademas
significativamente superiores para las vesiculas constituidas por la bicapa lipidica de POPC.
Estos datos indicarian una mejora en el reparto topico de ACV al comparar las suspensiones
liposomicas en estudio frente a sistemas convencionales, teniendo en cuenta el alto contenido
en la formulacion comercial de propilenglicol (40%), promotor de la penetracion utilizado en
formulaciones topicas de ACV (Trottet, L., ef al., 2005). Igualmente hay que destacar que si
comparamos los resultados de principio activo en piel segin los pg inicialmente dispuestos
(Tabla 70), se aprecia también una mayor acumulacion cutanea de ACV en Gel DOPC frente

a la formulacion comercial.
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N Q Hg en piel % Qo
Formulacién (ug) 160 um en piel
Gel LUV POPC ACV encap. + libre 325,6+ 8,610 0,336 + 0,240 0,103 +0,073
Gel LUV DOPC ACV encap. + libre 327,7+ 11,20 0,780 + 0,481 0,238 £0,147
Comercial 1010,8 + 576,7 1,060 + 0,663 0,105 + 0,066

Tabla 70. Datos resultantes de ACV acumulado en piel humana hasta una profundidad de 160 pm y en
porcentaje respecto a la cantidad aplicada inicialmente de principio activo (Qg)
Por otra parte, la menor acumulacion de ACV en el total de laminas de piel a partir de geles
liposomicos frente a suspensiones liposomicas, considerando los valores medios
cuantificados, pudiera estar relacionada con la capacidad de retencion de la estructura

constatada en estudios anteriores (ver apartado 1V.3).

A modo de resumen:

- Los resultados obtenidos demuestran un reparto topico mas favorable del principio activo
ACYV a partir de las suspensiones de liposomas en estudio, especialmente POPC, con la que
se alcanzan niveles de ACV acumulados en piel humana (a una profundidad de 160 pum)
hasta 3 veces superiores que los alcanzados con la formulacion comercial de referencia.
Dichos resultados justificarian continuar con el estudio del desarrollo de una formulacion
topica de ACV a partir de un sistema liposomico. También hay que destacar, considerando
los datos de ACV en porcentaje, la mayor acumulacion en piel en gel DOPC frente a la

formulacion comercial.

- La mayor acumulacion de principio activo en piel a partir vesiculas LUV de DOPC y POPC
formuladas como suspension frente a las mismas vesiculas formuladas como gel, indican el
empleo favorable de suspensiones liposdmicas en la aplicacion tdpica de principios activos
frente a geles liposomicos. Este hecho se relaciona con la capacidad de retencion del gel

constatada en estudios anteriores.
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1-

Las bicapas lipidicas fluidas DOPC y POPC presentan una mayor permeabilidad a la
difusion del ACV encapsulado que la observada con la bicapa lipidica rigida H-SPC/COL
a la temperatura experimental de 32 °C. La difusion de ACV result6 ser mas rapida con la
DOPC, que presenta menor temperatura de transicion de fase (Tc), siendo por tanto mas

fluida.

Se ha demostrado que el polimero Carbopol®- 980 a las concentraciones de 0,5, 1 y 1,5%
(p/p) constituye una barrera significativa a la difusion del ACV. El aumento de la
viscosidad en el gel propiciado por el aumento de la proporcion de polimero gelificante
ralentiza la difusion del ACV a través de dicha estructura polimérica. Por consiguiente, se
selecciona la concentracion mas baja (0,5 %) para el desarrollo de una formulacion
liposomica de aplicacion tdpica, ya que confiere una consistencia adecuada a la
formulacion y permite la difusion de principio activo ACV a través de su estructura. La
incorporacion de liposomas DOPC y POPC en geles de Carbopol®, conlleva un retardo en
la difusion del principio activo. Se demuestra la existencia de dos barrreras a dicha

difusion en este tipo de sistema, la bicapa lipidica y la estructura gel.

3- El empleo de la membrana de PDMS como modelo de piel artificial en ensayos de difusion

in vitro proporciona valores de ACV acumulado en piel favorables al desarrollo de una
formulacion liposomica de ACV, al no obtenerse diferencias significativas entre la
suspension de liposomas POPC en estudio y la formulacion comercial de referencia, que

incluye promotores de la penetracion y dosis de ACV muy superiores.

La mayor acumulacion de ACV en piel de ratén sin pelo hallada a partir de liposomas
vacios con principio activo libre, respecto a la disolucion de ACV y a la formulacién en
crema con las composiciones DOPC, POPC y DPPC/COL/SA (s6lo OLV) nos indica un
posible efecto promotor de la penetracion de dichos sistemas vesiculares. Este efecto fue
encontrado tambien en los ensayos realizados a partir de liposomas con ACV encapsulado
de composicion DOPC, POPC, POPC/DPPG, DPPC/COL y DPPC/COL/DPPG. Estos
datos nos permiten demostrar la capacidad de dichas vesiculas para incidir favorablemente
sobre el proceso de reparto formulacion/piel de principios activos hidrofilicos, y su mejora
respecto a sistemas convencionales. Los datos de acumulacion en piel de ACV tanto a
partir de liposomas con principio activo libre como encapsulado, justifican la conveniencia

de elaborar formulaciones liposomicas en las que dicho principio activo se encuentre, tanto
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encapsulado, como libre en el medio de dispersion no debiendo retirarse el ACV no

encapsulado una vez elaborados los liposomas.

El estado termodinamico de la bicapa lipidica que constituye el liposoma influye en el
reparto de ACV en piel de ratén sin pelo, siendo dicho reparto mas favorable a la piel con
aquellas bicapas mas fluidas a la temperatura fisiologica. Asi lo demuestran la diferencias
observadas respecto al ACV acumulado en piel en bicapas DOPC frente a las de menor
fluidez DOPC/DPPG. Por otra parte, se ha demostrado que el tamaiio de las vesiculas, la
presencia de carga en la superficie, y la eficiencia de encapsulacion, no son parametros
criticos en la acumulacion cutanea de dicho principio activo. Cabe destacar, que una
disminucién en el tamafio de las vesiculas no implica un aumento de la cantidad de ACV
acumulado en piel, hecho que sugiere que el mecanismo de interaccion entre liposomas y
piel, no conlleva un simple paso intacto de vesiculas, debiendo explicar dicha interaccion a

través de mecanismos mas complejos.

6- El analisis de los datos de difusion de ACV al compartimento receptor en los ensayos con

piel de raton sin pelo nos permitié hallar diferencias significativas entre formulaciones
lipsosdmicas con ACV encapsulado y en forma libre. El retardo observado en la difusion
del principio activo con liposomas DPPC/COL/DPPG y POPC con ACV encapsulado,
respecto a liposomas POPC con ACV libre y a la formulaciéon en crema, nos indica un
efecto de retencion en piel del principio activo, lo que podria suponer la formacion de un
reservorio cutdneo que favorece una cesion prolongada del ACV a su zona de diana de
actuacion, la capa basal de la epidermis. Por otro lado, se demuestra una difusion répida de
principio activo al compartimento receptor a partir de formulaciones con ACV libre. Este
hecho demuestra que las formulaciones liposomicas con ACV libre y encapsulado
presentan una difusion inicial en virtud de la cual el principio activo alcanza el 6rgano
diana a gran velocidad, y una segunda fase en la que se forma un reservorio de principio

activo en dicha zona gracias a las vesiculas formuladas.

El tamafio y lamelaridad de las vesiculas (OLV o LUV) no es un parametro critico en la
acumulacién de ACV en piel viable y su difusion al compartimento receptor, como indican
los resultados obtenidos en piel de ratdon sin pelo a partir de la suspension de liposomas

DPPC/COL/DPPG con ACV encapsulado.
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8- A partir de los resultados obtenidos se ha demostrado que la estimacion de concentraciones

eficaces de ACV en la capa basal de la epidermis (C*) basandonos en el método in vivo /
ex vivo de Higuchi a partir de los datos de principio activo difundido al compartimento
receptor no es un planteamiento valido en el estudio de la penetracion en piel con las
formulaciones liposémicas propuestas. Este hecho nos induce a pensar que los
componenetes de la bicapa son capaces de atravesar la barrera del estrato corneo y
propiciar la acumulacion del ACV en piel. La retencion observada en piel viable del ACV
a partir de dicha formulacién modifica el coeficiente de permeabilidad (Kp) del principio

activo respecto a la solucién de ACV libre.

Los resultados obtenidos en ensayos de difusion con piel humana nos han permitido
detectar un mayor fendmeno de acumulacion de principio activo en piel a partir vesiculas
de DOPC y POPC con ACV encapsulado y libre, formuladas como suspension frente a las
mismas vesiculas formuladas como gel. Este hecho se relaciona con la capacidad de

retencion del sistema gel previamente estudiado.

10- Se han observado caracteristicas de reparto de ACV entre formulacion y piel humana mas

favorables hacia la piel a partir de las suspensiones de liposomas POPC y DOPC con
ACV encapsulado y libre. Cabe destacar la composicion POPC, bicapa lipidica mas
fluida, con la que se alcanzan niveles de ACV acumulados en piel a una profundidad de
160 pum (que engloba el estrato corneo y epidemis viable) hasta 3 veces superiores que
los alcanzados con la formulacién comercial de referencia. Los resultados obtenidos nos
permiten demostrar la utilidad de los sistemas vesiculares disefiados, en cuanto a su
capacidad de promocién de la penetracion del antiviral aciclovir a través de piel. Este
efecto se traduce en la capacidad de incrementar de manera eficaz su concentracion en el
organo diana de accion, la capa basal de la epidermis. Estos datos justifican continuar con
el estudio del desarrollo de una formulacion topica de ACV a partir de una suspension
liposdmica constituida por una bicapa lipidica fluida, que presente el ACV encapsulado y

libre en el medio de dispersion.
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