VNIVERSITATG D VALENCIA

Doctorado en Biomedicina y Farmacia

Desarrollo de formulaciones de liberacidn
controlada para enfermedades inflamatorias

Tesis doctoral presentada por

Juan José Carreras Martinez

Dirigida por:

Dra.Teresa M2 Garrigues Pelufo

Dra. Ana Melero Zaera

Valencia, 2022






NIVERSITAT
GVALENCIA

V
®

Doctorado en Biomedicina y Farmacia

Teresa M2 Garrigues Pelufo, Doctora en Farmacia, Catedratica de
Universidad del Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica y
Parasitologia de la Universitat de Valéncia y Ana Melero Zaera, Doctora en
Farmacia, Profesora Titular de Universidad del Departamento de Farmacia

y Tecnologia Farmacéutica y Parasitologia de la Universitat de Valéncia,

CERTIFICAN:

Que el trabajo presentado por el Gdo. en Farmacia Juan José
Carreras Martinez, titulado “Desarrollo de formulaciones de liberacion
controlada para enfermedades inflamatorias”, para obtener el grado de
Doctor, ha sido realizado bajo nuestra direccién y asesoramiento.

Concluido el trabajo experimental y bibliografico, autorizamos la
presentacion de la Tesis, para que sea juzgado por el tribunal

correspondiente. Para que conste, firman el presente documento.

Valencia, diciembre 2022

TERESA ziigmi::::eme por AN AI z:_;?t:dlt:’\ente por

MARIAL  camcurs MELERO "™

GARRIGUE eeLuro Fecha: 2022.12.20
|ZAERA 17:48:03 +01°00

SPELUFO [s2i272127

Diia. M2 Teresa Garrigues Pelufo Dfia. Ana Melero Zaera












Indice

1 = |
Y 2 ) 2 X N 11
INDICE DE FIGURAS ......covevieirreriniesesesesssssssessssessessssessessesessssesessssesessesessesssessanens \'
INDICE DE TABLAS ......cueiuetiireeisnnnesssessissssessssessessssessssssessssessessesessesssessesessansses Xl
INTRODUGCCION .....ceeeneueuensassseeescesessssssesesetasssssssasssssesessssssssssssesesnsasssnsassssseanes 1

1. ADMINISTRACION TOPICA DE FARMACOS ...ceviruriieiiirneeiiriiessiirieessireeesireeesssnee e s 1

1.2 Enfermedades inflamatorias de la piel, como la psoriasis y la dermatitis
o) (oo [OOSR 4
1.3 Tratamientos potenciales e inconvenientes de administracion asociados....6
1.4 Administracion tépica de farmacos: Retos y posibles soluciones.................. 7
2. ADMINISTRACION DE FARMACOS POR VIA ORAL ..cevruvriiirniiesiinieessineeessneeesssreee s 10

2.1 Enfermedad inflamatoria intestinal. Tratamiento y vias de administracion

2.2 Via oral y tratamiento local: inconvenientes y retos para el tratamiento de

enfermedades iNfIAMGLOLIAS ...........c.ccccuveecueeeiiieesieesieesieesie e steeseessieesssea s 11

OBIJETIVOS GENERALES ........cceiiiiiiiiiiiinicneenininiiiinnnnnsssssssssssssssssssssesssssssssnes 15

CAPITULO 1. DESARROLLO DE LIPOSOMAS ULTRAFLEXIBLES DE CICLOSPORINA A

PARA ADMINISTRACION TOPICA ......coeveirrereinneniseesesssessssssesssssssessesessssssesseseses 19
RESUIMEN......oitteeiiiiteeeiieetenneeeseesnneessseesnssssssesnsssssssesssssssssssssssssssnnssssssesnsssssssennns 21
.- ANTECEDENTES ....cceeuuiiiirrmeeierieeneeecsreenneseesresnssssseeesnssssssssssssssssssnssssssesnsssssssennns 25
1. LA PIEL COMO ViA DE ABSORCION DE FARMAGCOS ..c.vvvunieeererrrnniieeeeeressrnseeeeesessnnneeesesensnns 25
1.1, EStructura de 1Q Piel..........cc.ueeeeeeeiiesiieeiieeieesiie e esieeseesaesieesiaasiea s 26

F ) I = o1 T LT3 o1 SRS 27

D) DBIIMNIS ...ttt e et e et e e et e e e ete e e e et e e e ebe e e eabaeeesaeeeeareeeanteeeanraeas 31

o) I [T o Yo 1= o 4 3PS 32



1.2. ANEJOS CULGNEOS ...e.vveeieeiiiesiieesitesieesiteesieassttesssteessssessssessteasssessseasseas 32

1.3. Rutas cutdneas de penetracion de farmacos ............cccceeevesvveecvesiveninenn. 33
1.4. Difusidn transdérmica de fArmacos.............cceeeueeeveeesiivesiieesiiieeiiesivesinenn 36
2. NANOTECNOLOGIA APLICADA A LA ADMINISTRACION TOPICA DE FARMACOS ......uvveeriiurerennnns 39
2.1. Liposomas como sistemas promotores de liberacion transdérmica........... 39

2.2. Mecanismos de accidn de los liposomas como sistemas de administracion

o (=3 o 40 1 1o Tole X YRS 43
2.3. Nuevos Sistemas lipoSOMQAIEs............cccuvecuveecvesciieeiiesiieesisesiieesisesieenans 45
2.3.1. Liposomas ultraflexibles o transfersomas..........ccceceeveereencieeneesceeeceeseeeeee 45

2.3.2, EEOSOMAS...ciiiiiiiiiiiic ittt s 47

2.4. Preparacion de liPOSOMQS ...........cccueeeueesivesiiesiieeeiiiessieesisssiieessssesseesases 49

3. HIDROGELES COMO SISTEMAS FARMACEUTICOS ... uvveeiiirreeiiiiieeinrinessinneessnneesssnenesenns 52
4. METODOS IN VITRO PARA EL ESTUDIO DE LA PERMEACION TRANSDERMICA......cccvvureerrnneenn. 57
5. ESTUDIO DE BIOCOMPATIBILIDAD DE FORMULACIONES LIPOSOMALES.......eeveeueerueenneenueaneens 60
6. ENFERMEDADES INFLAMATORIAS DE LA PIEL w.evveiiiirieiiiiieeeniiiesssreeessnneessnaeesssneseseans 61
6.1 PSONIQSIS . ....vveviieiiisiiiiiiiiii ettt sttt s e e 61
6.2 Dermatitis QtOPICA. .......ccveeeeereeieesiiesiieesciteeseeestteesteesteesteestaesseessaessees 64

7. TRATAMIENTOS DE LAS ENFERMEDADES INFLAMATORIAS DE LA PIEL...vveeiiurrieinnreesininenenans 66
7.1 CICIOSPOIINA A ...ttt e e e et a e e eaaaaeeeanas 66
- OBJETIVOS ...ocuiieiiiiiinneeiiiiinsessisssssssssssssansesssssssssssssssssssessessssansessssssssssssssssns 71
lIL.- MATERIALES Y METODOS .....cceueeeueueeeeeaeeesessssessesessssssssssssssessessssnsssessnsssenes 73
L IMIATERIALES .eevieiiitiieiiitet ettt sttt st e st e e s eaa e e s s mne e e s snr e e e s earne e e snnnes 73
1.1. Formulacidn de sistemas lip0SOMQIES ............cccveeeeeesivesiresiiiaeiieesiieessennn 73
1.2. Otros materiales quUIMIcos y diSOIVENTES ..........ccoeeevueesviveeiieesiiaeiieesiiiesaenn 75
1.3. Ensayos con piel RUMQGNG ..........ccccueeecueeeiiieeiieesiiiesieesieesieesiaasieessiaessea s 76
1.4. Ensayos €CON Pi€l POICING ...........cccvuveecueeeiiieeiiesiiisesieesisesisesisesiseessssasssees 76

2. MIETODOLOGIA ..vvtiiiiriteiiitee sttt ettt e st be e e s s a s e s s ra e e s sna e e s ssnbaseseans 78
2.1. Desarrollo y validacion del método analitico por HPLC.............cccvevveane.. 78
2.1.1 Analisis de 1as MUESTIAS ..c...evuerieieriieierenie ettt 82

2.2. SiStemas liPOSOMQUIES. ........ccc.ueecueeesiresiiesieesiieescieeeseessteeseassteestsesseesases 83

2.2.1 Formulacion de los sistemas liposomales..........ccceeveveieeneeeieeiensieeceeseesieee 83



2.2.1.1 Preparacion de 1as MILVS.......cccceceeriercieeree e e ste s see st e e e 84

2.2.1.2. Reduccion de tamafio de [as MLVS .......cccoerieneneenenieiereneeeeieeeeieee 85

2.2.2. Caracterizacion de los sistemas [ipoSomales .........ccecceereeeceeereeseeeceeseenieene 87
2.2.2.1. Tamafio de particula, indice de polidispersion y potencial Z................... 88
2.2.2.2. Morfologia de las vesiculas con CyA........coooveceereeriieeeeesee e see e 88
2.2.2.3. Evaluacidn de la eficacia de encapsulacion (EE%) .......ccceeevevvvveseesvennnnne 89
2.2.2.4. Cuantificacion de fosfolipidos........ccuecvereeriiiiciesie e 90
2.2.2.5. Morfologia (IMAgeNes-TEM) .......ccccueeeueereerieeieeseeeeeeeeesee e e e e eeeens 91
2.2.2.6. Evaluacion de la flexibilidad.........ccooereeiiniriieeeeeceeeeiee 92
2.2.2.7. Estabilidad durante almacenamiento.........cccevereerienenienieneeieseeeeiee 92

2.3. Efecto de la liofilizacion sobre las formulaciones...............cccccoveevvevuvannne. 93
2.3.1. Determinacion de CriopProtECtOreS......ccvuereerciereieeeeeeeereeseeeeeeseeeeeeneeeseneenes 93
2.3.2. Liofilizacién de 1as formulaciones ..........coccecuereeiereneniieneeeeseeee e 94
2.3.3. Morfologia de las formulaciones liofilizadas..........cceeeereenceieneesireceereeeiee 94
2.4 Estudio de biocompatibilidad: toxicidad de los sistemas liposomales en
CUIEIVOS COIUIAIES ...ttt 95
2.4.1 CUILIVOS CEIUIATES ...ttt sttt nee e 95
2.4.2 Ensayos de proliferacion y viabilidad celular ..........ccoooveriercieieeeeeeeeeeeee 95
2.5 TAPE-SIIPPING ...ttt e e e 96
2.5.1 Tape-stripping tradiCioNal........ceeeeerieriiesee e 96
2.5.2 Tape-stripping diferencial .......cceeceerieeciecee e 98
2.6. Estudios in vitro de liberacion y permeabilidad transdérmica de CyA........ 99
2.7. Hidrogeles lipOSOMQIES............ccuevcueeciiesieesiiesieesiiesieescieessieessivasseeens 106
2.7.1 Formulacion hidrogeles liposomales ........cccocceveeeieerieeeieecece e 106
2.7.2 Caracterizacion hidrogeles liposomales.........ccccccveeeereerieeneesceeceesee e 106
2.7.2.1 Calculo de la concentracion de ciclosporina A.........ccceecveeeeveerceeeseeenenn. 106
2.7.2.2 CaracterizaCion re0lOZIiCa. .....ccveveereerieeeeseeete et seeste e see e e eneas 107

2.7.3 Estudio de liberacién de CyA a partir de las formulaciones de hidrogel

7o XYoo 4 = PSRRI 108

2.8. ANGIISIS @STAAISTICO ..ottt e s eeae s 108

IV.- RESULTADOS Y DISCUSION.......cocueeereeieseeeeeseiseeeessssessessesssessssssessssssssssssnees 109
1. DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC......ccvvveieeeeeeeeiieeeeeeeee, 109

2. SISTEMAS LIPOSOMALES ...vvvuueeeeeeeresiieseeerresssnaeeeessssssnesesessssssmsmneessssssssieseessesssnnnnns 111

2.2. Concentracidn de Ciclosporina A en las suspensiones liposomales.......... 111



2.3. Caracterizacion de los sistemas lipoSoOMales.............coccvueecveevveesivneninnann, 112

2.3.1. Determinacidn de tamafio de particula (diametro medio) y PDI................... 112
2.3.2. Determinacion del potencCial Z........ccevcvveceereeeceecee e 116
2.3.3. Morfologia de las vesiculas liposomales............cceeeereeriieceesceceeeee e 118
2.3.4. Eficacia de encapsulacidn y cuantificacion de fosfolipido ........ccccevvveveennen. 120
2.3.5. Resumen de CaracterizaCion ........cocceceeeeierenieenienieniesie et 121
D o 131 ] 1o Lo o USRS 122
2.5. Estudio de estabilidad de las formulaciones liposomales......................... 123
2.6. Efecto de la liofilizacion sobre las formulaciones ..............cccccuevivvevnnnnn. 127
2.6.1. Morfologia de las vesiculas liposomales tras de la liofilizacién ..................... 129

2.7. Estudio de biocompatibilidad: toxicidad de los sistemas liposomales en

CUILIVOS CEIUIAIES ...ttt st e ettt steesaa e ssaenass 131
2.8. TAPC-SEIIPDPING ...ttt e e e eee s 134
2.8.1. Tape-stripping diferencial .......cccccveiierieeciese e 134

2.9. Estudio in vitro de permeabilidad, a través de piel separada por calor ...137

3. FORMULACION LIPOSOMAL EN HIDROGELES ....cveviiirieeiiirieeiineessnreesssreeeesinnesssnaeeeas 144
3.1 Formulacion hidrogeles liposomales ...............cccocuevvvesceesiiveesieesiivsesnnans 144
3.2 Caracterizacion reoldgica de los hidrogeles liposomales .......................... 144

3.3 Estudio de liberacidon de CyA a partir de formulaciones hidrogel liposomal

........................................................................................................................ 152
4. RESUMEN E IMPLICACIONES DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN ESTE CAPITULO .....vvunnenenn. 154
V.- CONCLUSIONES. ......c.cteereuerenerenrreceenreeceeserescrasssnscrssssnssesssasssssssnsesasssnsssnsssnssens 159
CAPITULO 2. NANOPARTICULAS Y MICROPARTiICULAS DE PLGA CON
CICLOSPORINA PARA EL TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA
INTESTINAL ...cuieiireiereteeceeereeereessescrassrnscssssenssesssesssasssessrasssnsssasssnsssnssesssnsssanssanes 163
RESUIMEN......cucieirietetteeeereeteesrescrassrnsseasssnssesssesssesssesssasssnsssasssnsssnssssssnsssanssanes 165
l.- ANTECEDENTES .....cooteiieireeireecrenerentrencrescenssenssenssessseserasssnsssasssnsssnssenssasssnnsanes 169
1. ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL 1uuuuneeereerrnneeeeerersnneeeeeeeessnnaeeessesssnnneesessesses 169

SIENOS Y SINTOMAS ..eeeveeiiieieeeieeeeree e et e s ee e e e et e e te e s e e ee e seesnseeseessnesnneenes 170



1.1 Enfermedad de Crohn y colitis Ulcerosa...............ccecouvvveecveiesveessiresireennne, 171

a) COlItiS UICEIOSA .ttt e et e e are e e araeeeataeeen 172

b) Enfermedad de CroNN ........couiiieiie ettt 174

1.2 Fédrmacos utilizados en el tratamiento de 1a Ell ..............cccevveeveeneeneennen. 178
CICLOSPORINA ...t saa e 181

2. NANOPARTICULAS Y MICROPARTICULAS ....coiuviiiiiiiiiiiiii ittt 182
2.1 Nanoparticulas y microparticulas formuladas con CyA y PLGA................. 185

3. ABSORCION INTESTINAL ...eviiutiiiiniiiiiiie it stes s sab s ssa s s aassna s 187
4. INFLUENCIA DEL MUCUS INTESTINAL ....vviiuiiiiiiiisiiis sttt 188
Mucina: la glicoproteina del MOCO..........ccceccuveecvesciieeiisesieesisesieesisesieeeans 189
[0 -3 1 1 0 L P 193
lL.- MATERIALES Y METODOS .......ceeeeeeueueeeeseeesesesesesesessssesssssessssssessnssssssssssenes 195
1. MATERIALES ...ttt e 195
1.1 CYA Y FORMULACIONES DE CYA .....coooeiiiiiiiiiiiisiiieeeiec v 195
1.2 NANOPARTICULAS Y MICROPARTICULAS ......eeeeeeeeereeeereeeiereeeeveraeieras 197
1.2.1 Preparacion de las nanoparticula por nanoprecipitacion .........cccoceevennee 198

1.2.2 Preparacion de las microparticulas por el método nano spray-drying.... 199

1.2.3 Determinacién del tamanio, indice de polidispersién y potencial zeta....200

124 Determinacién de la eficacia de encapsulacidony la carga.......ccceeveeunennns 201

1.2.5 Perfil de liberacion in vitro de las particulas cargadas con CyA................ 202

1.3 OLIrOS MALEIIAICS ...t 204

2. METODOS ...cuiiniiniicieciesii s 205
2.1 Estudios de permeabilidad in vitro con células CaCo-2 ............ccccvvevuunnn. 206

2.2 Desarrollo de un método de extraccion de fdrmaco del moco intestinal .. 209

A. Preparacion de mucus artificial.........ccooceeeceeveeriecceeseece e 209
B. Simulacién de la mucoadhesidn tras la administracion oral ...........ccccccueeeee. 210
C. Métodos de extraccion €NSAYadOS. .......cueeueerueereeriieeneereeeeeseeseesreesreesneas 210
Método (1). Etanol- SONICACION ......cc..eeeeiiieciiieciee e et 211
Método (2). Etanol-Agitacion .........ccceveerciesierie e 211
Método (3). Etanol- AGitacion VOITEX .......cccecceeruerrieeseesieeieeseeseeesee e eeeeeens 211
Método (4). Acetonitrilo-Acido OrtofoSfOriCO. .......oemeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 211

2.3 Estudio de absorcion intestinal in situ en rata Wistar................ccceeuueee.... 212



2.3.1 Soluciones de trabajo.......ccceeeeeeceerieee e 213

2.3.2 Técnica eXPerimental......cccceeceeeieeecre e 215

2.3.3 Tratamiento de 1aS MUESTIAS ....cccuveeieeiieeieeee e e e e 220

234 Tratamiento MateMATICO ....uveiii i 222

2.3.5 Calculo de la constante aparente de velocidad de absorcidn, Ki............. 223

IV.- RESULTADOS Y DISCUSION.......coeueeeieeiresneeeneiseeeessssessessesssssssssesssssssssssssees 225
1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y BIOFARMACEUTICA DE LAS NP Y MP DE PLGA............ 225

2. ESTUDIOS DE ABSORCION IN VITRO CON CELULAS CACO-2 ...ueieeeeiiiiieeeeeeeevitieeeeeeeeevnnn 227

3. METODO DE EXTRACCION .evvuuneeeeeeeruniereeereesrsnaeeeesessssneeesessssssssnseesessssssnneseeesessnnnnnns 229

4., ESTUDIO CINETICO DE ABSORCION INTESTINAL EN RATA WISTAR ..uuvieeiiriiiiieeeeerererieeeeeens 230

5. EFICACIA FARMACOLOGICA DE LA NUEVA FORMULACION IN VIVO .vuvueeeeeeeevinieeeeererennnnnns 236

6. RESUMEN E IMPLICACIONES DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN ESTE CAPITULO ................ 244
V.- CONCLUSIONES. ......c.cteeetenerinerenreeceesreeceeserescrasssnscresssassesssasssssssnsesasssnsssnsssnnsens 247
CONCLUSIONES GENERALES ......cccuttuiteitecrenreetrenerescressrnscressesssesssesssssssasssnsssnses 249
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cocueeeieeieseseeeseiseeesessssesssssesssessssssessssssssssessses 253
ANEXO I. ABREVIATURAS ......ccuereirertereecrenerescressrnscrosseassesssesssesssasesasssnsssasssnssans 299

ANEXO Il. AUTORIZACIONES DE PROTOCOLOS EXPERIMENTALES.........ccceeeeeeeeenn 303



Resumen

Las enfermedades inflamatorias con componente autoinmune
de la piel y del tracto gastrointestinal, como son la psoriasis y la
dermatitis atdépica y la enfermedad inflamatoria intestinal,
respectivamente, son enfermedades prevalentes que necesitan

mejorar su tratamiento.

La ciclosporina A es un farmaco inmunosupresor que ha
demostrado ser efectivo para el tratamiento de enfermedades

autoinmunes, pero también sus efectos adversos a nivel sistémico.

En el caso de las enfermedades cutdneas, la administracién por
via topica de este farmaco aportaria grandes ventajas como Ia
posibilidad de actuar a nivel local y evitar efectos sistémicos. Sin
embargo, la ciclosporina A presenta un tamafio molecular que dificulta
su difusién a través de la piel, impidiendo el tratamiento tépico y

limitando su utilizacion a la administracion oral.

En el caso de la enfermedad inflamatoria intestinal, gran
cantidad de la dosis administrada de ciclosporina A se absorbe a través
de la mucosa intestinal, permaneciendo durante un tiempo limitado
en el tracto gastrointestinal, donde debe ejercer su accién terapéutica.
En estos casos, el tratamiento local supone un gran desafio ya que el
tejido a tratar es absorbente en si mismo. Ademads, esta absorcidn

conlleva efectos sistémicos indeseados.



Por todo ello, se presenta la necesidad de mejorar el disefio de
las formas de administracidn de ciclosporina A para el tratamiento de
estas patologias. Con el fin de superar estos inconvenientes, se ha

formulado la ciclosporina A en distintos sistemas de administracién.

Para la piel, se ha disefiado una serie de sistemas liposomales
ultraflexibles, transfersomas y etosomas, con caracteristicas técnicas
que las hacen estables y aptas para trasportar farmacos, y que han
permitido la administracion ex vivo de ciclosporina A, de manera
efectiva, a través de piel humana, mostrando una distribucion a través

de los diferentes estratos de la piel.

Para la via oral, se han disefiado particulas nano- y
microestructuradas cargadas con ciclosporina A, que han mostrado
caracteristicas optimas de mucoadhesion y de liberacidon controlada
del farmaco en la mucosa grastrointestinal, aumentando asi el tiempo
de contacto con el tejido a tratar y disminuyendo la absorciéon y el

paso a circulacion sistémica.

Por lo tanto, estas diferentes formas de liberacién controlada
se erigen como prometedores tratamientos para enfermedades
inflamatorias, con componente inmunoldgico de la piel vy
gastrointestinales, permitiendo ejercer una accion farmacolégica mas
selectiva, localizada y duradera, al mismo tiempo que se reduce la
cantidad de farmaco que accede a circulacidn sistémica y, por tanto,

sus posibles efectos adversos.



Abstract

Inflammatory diseases with autoimmune component of the
skin and the gastrointestinal tract, such as psoriasis and atopic
dermatitis, and inflammatory bowel disease, respectively, are

prevalent diseases in need of improved treatment.

Cyclosporin A is an immunosuppressive drug that has been
shown to be effective for the treatment of autoimmune diseases but

has adverse effects at the systemic level.

In the case of skin diseases, topical administration could
provide great advantages such as the possibility of acting locally,
avoiding systemic effects. However, this drug’s molecular size, hinders
its diffusion through the skin, hampering topical treatment and

limiting its use to oral administration.

In the case of inflammatory bowel disease, a large amount of
the administered dose of cyclosporin A is absorbed through the
intestinal mucosa, remaining for a limited period in the
gastrointestinal tract, where it should exert its therapeutic action. In
these cases, local treatment can be particularly challenging as the
treated tissue is self-absorbent, leading to undesirable systemic

effects.



For all these reasons, there is a need to find an appropriate
dosage form for cyclosporin A for the treatment of these pathologies.
To overcome these drawbacks, cyclosporin A has been formulated in

advanced delivery systems.

For the skin, a series of ultraflexible liposomal systems,
transfersomes and ethosomes have been designed. The new
formulations have proven to be stable and suitable for drug transport,
and have allowed the effective ex vivo administration of cyclosporin A

through the different layers of the human skin.

For the oral route, nano- and microstructured particles loaded
with cyclosporin A have been designed, which have shown optimal
characteristics of mucoadhesion and controlled release of the drug in
the gastrointestinal mucosa, thus increasing the contact time with the
tissue to be treated and decreasing absorption and passage to

systemic circulation.

In conclusion, the results of this work suggest that these new
forms of controlled release are promising results for skin and intestinal
inflammatory diseases with immunological components, as they would
allow a more selective, localized and long-lasting pharmacological

action, while reducing possible adverse effects.
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1. Administracion topica de farmacos

La administracién de fdrmacos por via tdpica presenta varias
ventajas con respecto a otras vias de administracién, como la
capacidad de administrar el farmaco de forma mas selectiva en la piel
0 mucosas, evitando las fluctuaciones en los niveles del farmaco, las
variaciones inter- e intra-pacientes debidas al metabolismo, la mejora
del cumplimiento del tratamiento y una mayor idoneidad para la
autoadministraciéon. La piel constituye un lugar ideal para la
administracion de sustancias farmacoldgicas con efectos tanto locales
como sistémicos. Sin embargo, también actla como barrera mecanica
para la penetracion de una gran variedad de sustancias quimicas y
microorganismos debido a su baja permeabilidad (1). Para esta
investigacion es de especial interés esta funcion, que protege al
organismo de la difusién de xenobidticos a través de ella y cdmo

superarla.

La piel es el érgano mas grande del cuerpo humano, con una
superficie de aproximadamente 1,5-2 m? y 4 kg de peso. Esta formada
por tres capas: epidermis, dermis e hipodermis y los apéndices
asociados: foliculos pilosos, glandulas sudoriparas y endocrinas y ufias.
El estrato cdrneo (SC) corresponde con la capa superior de la
epidermis. Esta formado por 18-21 capas celulares con un grosor de
10-20 um vy es responsable de la funcidon de barrera de la piel. Los
corneocitos son células delgadas, poligonales, muertas y sin
citoplasma, rodeadas por una matriz lipidica, que forman la llamada

estructura de ladrillo y mortero definida por Michaels et al. (2). Las
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terminaciones nerviosas, los vasos sanguineos y los vasos linfaticos se
sitian en primer lugar por debajo de la epidermis, en la dermis, lo que
puede utilizarse como ventaja para el disefio de sistemas de
administracion de farmacos. Por ultimo, los foliculos pilosos, las
glandulas de secrecidn y sudoracidn atraviesan todas las estructuras

de la piel desde la dermis hasta la superficie.

Un farmaco administrado por via tépica debe difundir a través
de varias capas con diferentes propiedades quimicas. Tras la liberacién
de la formulacién, el farmaco debe distribuirse en el SC y difundir a
través de él. Esta es la capa considerada como limitante para Ila
absorcion cutanea. Después de atravesar esta capa de alta lipofilia, el
farmaco debe difundir desde el SC a la capa inferior de la epidermis
viable, que es una capa hidrofilica. A continuacion, debe permeabilizar

hacia la dermis.

Hay dos objetivos posibles para una formulacién tépica en

funcidn del lugar de destino:

a) Dirigir el farmaco a una o mas capas viables de la piel.
b) Administracion transdérmica del farmaco con una finalidad

sistémica.

A pesar de las ventajas de la administracién cutanea de
farmacos y de su facilidad de acceso, no es un érgano fisioldgico de
intercambio de xenobidticos, sino todo lo contrario. La presencia del

SC, que actia como una barrera muy eficaz, hace que Ila
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administracion de farmacos por via cutanea sea un reto importante en

la mayoria de los casos (3).

La administracion topica de farmacos es posible y se utiliza
ampliamente para muchas aplicaciones terapéuticas, pero no es
factible para todo tipo de farmacos. Los farmacos deben cumplir
varios requisitos para acceder a las capas mas profundas de la piel y/o
a la circulacién sistémica, como un tamafio pequefio (<500 Da), un
coeficiente de reparto adecuado, un grado de ionizacidn bajo, etc.
Salvo algunos ejemplos de farmacos que difunden muy eficazmente a
través de la piel y que dan lugar a una disponibilidad sistémica, como
la tretinoina, los corticoides, la nicotina, la cafeina o el fentanilo, la
mayoria de los farmacos no difunden a través de esta capa para

proporcionar un nivel plasmatico apreciable (4-6).

Esto significa que varios farmacos, con eficacia demostrada
para tratar afecciones cutdneas, como la psoriasis o la dermatitis
atdpica (DA), deben administrarse por via sistémica en lugar de tépica.
La optimizacién de la administracion tépica de los farmacos en este
caso reduciria las dosis aplicadas, el metabolismo de primer paso
hepatico y la toxicidad sistémica asociada, lo que puede limitar su uso
en muchos casos. Todos estos problemas podrian superarse si
consiguiéramos la difusién de estos farmacos a través del SC, lo que
también mejoraria las terapias actualmente disponibles y aumentaria
la adherencia de los pacientes a los tratamientos. Ademads, la
aplicacion de los farmacos por via tdpica, si se evitaran los efectos

sistémicos, seria mas segura para las mujeres embarazadas y en
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periodo de lactancia, mejorando asi la calidad de vida de estos

pacientes.

1.2 Enfermedades inflamatorias de la piel, como la psoriasis y
la dermatitis atopica

Hoy en dia, en el mundo desarrollado y en los paises
industrializados hay un aumento de la incidencia de muchas
enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario. Segun
"ACCION PSORIASIS - Asociacién de pacientes de psoriasis y artritis
psoriasica y familiares", la psoriasis no sélo deteriora la salud fisica,
sino que también afecta a su dimensién emocional y social. La
encuesta mas amplia realizada a estos pacientes revela datos como
que la vida social del 61% se ha visto afectada y el 36% presenta falta
de autoestima. Ademds, tres cuartos de los encuestados aseguran que
su vida diaria se ve afectada por sintomas como dolor, picor,
descamacion o grietas. Dependiendo de la localizacion de las lesiones
cutaneas provocadas por la enfermedad estas pueden ser visibles y
generar rechazo en otras personas, y esto afecta a otros ambitos
importantes para la vida de los pacientes, como las relaciones intimas,
en un 57%, o en su carrera profesional, en un 50%. Como se
comprueba en los resultados de esta encuesta, esta enfermedad
produce un impacto fisico, psicolégico, social y econdmico importante
en las personas afectadas (7). La psoriasis se caracteriza por papulas
eritematosas elevadas y bien delimitadas con escamas brillantes

adheridas. La artritis psoridsica se asocia con dafo articular
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progresivo, y los pacientes tienen una carga importante de deterioro

fisico (8).

Por otro lado, segun los especialistas, la DA se ha convertido en
un problema de salud publica, ya que en los ultimos afios ha
aumentado su prevalencia y es la causa de la "marcha atoépica", que
puede provocar la progresién de la DA a otras enfermedades alérgicas
como el asma o la rinitis alérgica (9). En la actualidad, la DA es una
enfermedad crénica incurable que, debido a sus sintomas, puede
afectar significativamente a la calidad de vida de los pacientes. Las
personas que viven con esta enfermedad ven sus efectos en la piel,
pero también el efecto debilitante que tiene en su vida diaria, como el
picor persistente, la piel agrietada, gruesa y supurante. Ademas, esta
afeccion puede causar efectos psicolégicos negativos, como trastornos
del sueiio, ansiedad, depresidon o aislamiento, que a menudo est3
relacionado con el rechazo y la marginacién. También es muy
relevante la carga econdmica asociada a la enfermedad, que ademas
de ser muy elevada, no podemos obviar por su alto impacto y en

concreto, por los costes de tratamiento.

Por ello, es necesario desarrollar mejores terapias, productos
mas faciles de administrar, menos costosos, menos téxicos y mas
eficaces. La fisiopatologia de la DA incluye la disfuncion de la barrera
cutanea y la desregulacion de la inflamacion y la inmunidad de la piel,
y potencialmente implica a multiples genes (10). Por otra parte, la
psoriasis en la mujer no reduce la fertilidad, pero si la tasa de
embarazos (7). Esto es de gran importancia para nuestro proyecto, ya

qgue nuestro enfoque evitara/disminuird en gran medida los niveles
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plasmaticos de los agentes terapéuticos, facilitando asi su uso en

mujeres embarazadas y lactantes.

1.3 Tratamientos potenciales e inconvenientes de
administracion asociados

Entre las diferentes opciones terapéuticas potenciales para
tratar estas afecciones que no pueden administrarse por via tépica, se
ha seleccionado para este trabajo la Ciclosporina A (CyA), ya que
presenta problemas de tamafio (1200 Da) que no permite la difusidn

pasiva a través de la piel.

La CyA es un polipéptido ciclico lipofilico de 11 aminodcidos
con propiedades inmunosupresoras. Esta disponible comercialmente
en forma de capsulas blandas para administracidn oral, solucién para
administracion oral, preparados intravenosos y colirio en emulsion

para tratamiento oftalmico (11).

La administracidon oral de CyA se utiliza desde 1997 para el
tratamiento de la psoriasis, y se ha indicado también para la DA, los
trastornos bullosos y las enfermedades del tejido conectivo (12). La
eficacia de la CyA para el tratamiento de la psoriasis y la DA esta bien
documentada (13,14), aunque actualmente se utiliza como terapia de
segunda linea debido a sus graves efectos adversos, que en su mayoria

dependen de la dosis y la duracién del tratamiento (12,15).
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En el presente trabajo se postula la administracidén tépica de
CyA como una estrategia prometedora para el tratamiento de las
enfermedades autoinmunes de la piel. Ofreceria ventajas sobre la
administracion oral, como la localizacién de la dosis en el tejido diana,
la reduccidn de la dosis y la evitacion de los efectos adversos
sistémicos. Sin embargo, aunque se han realizado investigaciones
sobre la administracion tépica de CyA, debido al peso molecular (PM)
de este farmaco (1.202,61 Da), las estrategias propuestas son en la
mayoria de los casos ineficaces, debido a la insuficiente penetracion

del farmaco a través de la piel (16).

1.4 Administracion tépica de farmacos: Retos y posibles
soluciones

En las ultimas décadas, muchos grupos de investigacion han
realizado grandes esfuerzos para mejorar la administracion tépica de
farmacos mediante diferentes estrategias, como el uso de
potenciadores quimicos, tratamientos fisioldgicos para reducir la
funcién de barrera de la piel o el uso de diferentes tipos de
nanotransportadores. En esta via de administracién, el vehiculo tiene
una influencia mas pronunciada en las preparaciones cutaneas que en
cualquier otra membrana, ya que puede modular el paso del farmaco

a través de la piel, dependiendo de las propiedades de este (17).

Uno de los problemas mas dificiles de la administracion

transdérmica de moléculas de alto PM, como la CyA, es que la piel es
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una barrera muy eficaz. Por regla general, sélo las moléculas lipofilicas
de tamafio molecular < 500-600 Da pueden difundir pasivamente a
través del SC intacto (18). Por esta razén principal, la administracion
tépica de farmacos de moléculas mas grandes sigue siendo un reto. Se
han explorado varios enfoques para la administracion de
macromoléculas a través de la piel (potenciadores quimicos,
iontoforesis, ablacién con laser, etc.), que en algin momento son
eficaces, pero presentan algunos inconvenientes importantes (17).
Ademas, a menudo provocan irritacion de la piel, son poco aceptados
por los pacientes y deben ser aplicados por personal capacitado. Todas
estas cuestiones desaniman a los pacientes a seguir el tratamiento, lo
que provoca su fracaso. En este contexto, los enfoques para mejorar la
administracion de farmacos a través de la piel han dado lugar al disefio
de diferentes tipos de nanotransportadores, entre los que los sistemas
liposomales han mostrado resultados muy prometedores (19,20). Los
liposomas son vesiculas microscopicas con un nucleo acuoso rodeado
por una o mas capas externas formadas por bicapas lipidicas
compuestas principalmente por fosfolipidos no tdxicos vy
biodegradables (21). Se utilizan ampliamente por su capacidad para
encapsular farmacos tanto hidrofilicos como lipofilicos. Las
investigaciones posteriores han conducido al desarrollo de tipos de
liposomas modificados, que incluyen tensioactivos (transfersomas) o
etanol (etosomas) en su composicién, que proporcionan un doble
efecto potenciador de la administracion de farmacos en la piel (22—
25). En primer lugar, son mas flexibles que los liposomas clasicos (por

lo que también se denominan flexosomas), lo que puede dar lugar a
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diferentes interacciones entre la vesicula y la piel, y, en segundo lugar,
los tensioactivos y el etanol se han sefialado como potenciadores de la
permeabilidad de varios farmacos (25). Estos liposomas modificados,
han aparecido como nanosistemas prometedores; la deformabilidad,
su caracteristica principal, les permite atravesar el microambiente
epidérmico, mejorando la administracién de farmacos en la piel (26).
Ademas, los etosomas son significativamente mas biocompatibles con
los fibroblastos de la piel embrionaria humana en comparacién con las
soluciones de etanol, por lo que son una mejor alternativa a la mejora

guimica clasica (27).

Basandose en estos criterios, este estudio pretende preparar y
caracterizar vesiculas lipidicas estables: liposomas, transferomas vy
etosomas para administrar CyA a través de la piel humana. Se trata de
vesiculas fosfolipidicas ultraflexibles, mucho menos rigidas que los
liposomas tradicionales. Un efecto esencial de los potenciadores de la
flexibilidad presentes en estos sistemas es la alteracién de la
organizacién del SC. Ademas, las vesiculas pueden fusionarse con las
bicapas lipidicas del SC alteradas, generando una via hacia las capas
mas profundas de la piel, a través de la cual su contenido puede
difundirse pasivamente. Varios estudios han demostrado también que
la via folicular es otra via de penetracidon que puede participar en la
administracion de farmacos mediante vesiculas ultraflexibles (5,28—
30). Ademds, numerosos estudios han demostrado que los etosomas
son seguros para la piel y las células dérmicas y estables durante al

menos 2 afos (31).
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2. Administracion de farmacos por via oral

Para el tratamiento de la mayoria de las enfermedades, la via
de administracién de eleccién, al tratarse de la forma fisiolégica de
absorcion y ademas mds cémoda de administracion, es la
administracion oral de medicamentos. La absorcion de los farmacos
administrados por esta via es un proceso complejo, condicionado, por
un lado, por la fisiologia del tracto grastrointestinal, el tiempo de
transito, la interaccién con alimentos u otros farmacos, caracteristicas
propias del paciente, y por otro, por las propiedades del farmaco,
como su disolucién, interaccion con el entorno gastrointestinal, la
permeabilidad a través de la membrana o efectos de primer paso
intestinal y/o hepatico (32). Todos estos factores deben tenerse en

cuenta a la hora de administrar un farmaco por esta via.

Entre los factores a considerar ya mencionados cabe resaltar la
interaccidon con la mucosa y el moco gastrointestinal. EL moco puede
afectar negativamente a la absorcion o a la accién de farmacos
administrados por via oral ya que puede ejercer una retencién del
farmaco disminuyendo o retrasando su absrocién, sin embargo, en
algunos casos, la presencia del mucus y este efecto puede ofrecer

beneficios para el tratamiento (33,34).
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Introduccion

2.1 Enfermedad inflamatoria intestinal. Tratamiento y vias de
administracion

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) es una patologia
prevalente que afecta cada vez a un mayor nimero de personas en la
poblacién mundial (35). Engloba dos enfermedades, la Enfermedad de
Crohn (EC) y la Colitis Ulcerosa (CU). Los tratamientos convencionales
para estas enfermedades no son efectivos en un 80% de los pacientes
afectados, y parte de estos acaban requiriendo cirugia en algun
momento (36). La etiologia de la enfermedad es desconocida (37), lo
que dificulta su tratamiento farmacoldgico, siendo éste muy
inespecifico. Ademas, estos tratamientos conllevan generalmente
efectos adversos importantes, como ocurre con los farmacos de
eleccién para estas patologias, que son los inmunosupresores y
corticoides (38). Su administracion se realiza habitualmente en forma
de comprimidos recubiertos para la via oral o en formas farmacéuticas
de aplicacién rectal, dependiendo de la zona donde se localiza la
inflamacién. Debido a los efectos adversos sistémicos que provocan,
las dosis requeridas de corticosteroides e inmunosupresores no
pueden administrarse durante largos periodos de tiempo (39).

2.2 Via oral y tratamiento local: inconvenientes y retos para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias

Estas vias de administracién presentan un problema grave
cuando la zona a tratar es el propio intestino, ya que la mayor parte de
la dosis administrada es absorbida a través de la mucosa intestinal

hacia la circulacidn sistémica, disminuyendo asi la cantidad de farmaco
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disponible en la zona a tratar (40), obligando a administrar dosis muy
superiores de lo necesario y dando lugar a efectos sistémicos y téxicos

indeseados en un alto indice de pacientes tratados (35).

Para lograr un tratamiento éptimo de la Ell, el medicamento
debe aplicarse idealmente de forma local, para obtener altas
concentraciones de medicamento en el tejido afectado, con la
administracion de una dosis menor, y minimizar el acceso a la
circulacién sistémica y los efectos adversos posteriores (41). Ademas,
este tipo de administracion ofrece un efecto inmediato en la zona a
tratar. Este es un desafio dificil cuando el tejido objetivo es un tejido
absorbente en si mismo, ya que el farmaco se elimina rapidamente de

la luz intestinal hacia el torrente sanguineo.

Por todo ello, se presenta la necesidad de mejorar el disefio de
las formas de administracion disponibles para el tratamiento de estas

patologias.

En este contexto, los sistemas nanoestructurados de tipo polimérico
ofrecen multiples posibilidades (38), por una parte permiten liberar el
farmaco de forma gradual en el lumen intestinal, debido a su perfil de
liberaciéon sostenida. Y gracias también a sus propiedades
mucoadhesivas que aumentan el tiempo de contacto, producen una
accion farmacologica mas selectiva, localizada y duradera, al tiempo
gue reducen la cantidad de fdrmaco que accede a circulacion sistémica

y, por tanto, sus posibles efectos adversos.

12
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El farmaco inmunosupresor CyA se formulé en nanoparticulas
poliméricas (NP) preparadas por el método de nanoprecipitacién y en
microparticulas (MP) fabricadas por nano spray-drying (40). El
polimero utilizado en las formulaciones fue el acido poli(lactico-co-
glicdlico) (PLGA), que es biodegradable y es utilizado en diferentes
productos farmacéuticos (42). La CyA es efectiva para el tratamiento
de la Ell, pero también causa varios efectos adversos graves (43-45)
gue podrian ser minimizados mediante la utilizacion de tecnologia

avanzada de administracion de medicamentos.

A través de estos sistemas de liberacidn se pretende conseguir
una acumulacion de las particulas en el lumen intestinal desde donde
se consiga una liberacion sostenida en el tiempo de dosis bajas. Con
esta estrategia, se pretende concentrar el activo en el lugar de accidn
y reducir su acceso a la circulacién sistémica. De esta forma se espera
reducir en gran medida los efectos secundarios sistémicos asociados al
uso de la CyA. Estos efectos, como se ha explicado anteriormente, son
limitantes a la hora de la utilizacién de la CyA como tratamiento de

primera linea para esta patologia.

13






O bjetivos generales




Desarrollo de formulaciones de liberacién controlada para
enfermedades inflamatorias

16



Objetivos generales

Los objetivos generales de la tesis doctoral que se presenta han

sido los dos siguientes:

1. Desarrollar varios sistemas de vesiculas lipidicas ultraflexibles
con el fin de aumentar la penetracion de CyA a través de la
piel. Para ello, se desarrollaran y caracterizaran las diferentes
formulaciones y se evaluara los parametros de difusion in vitro,
la acumulacién del fdrmaco en las distintas capas de la piel y se
crearan formulaciones tipo hidrogel con las diferentes

vesiculas.

2. Estudiar el perfil de absorcién intestinal de CyA formulada
tanto en MP como en NP de PLGA utilizando métodos in vitro e
in situ y comparar con dos formulaciones comerciales, con el
fin de evaluar si las nuevas formulaciones modifican el perfil de
absorcion minimizando el acceso del farmaco a circulacion

sistémica.
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Desarrollo de liposomas

ultraflexibles de ciclosporina A para
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Capitulo 1 Resumen

Resumen

Las enfermedades inflamatorias de la piel que cursan con un
componente inmunoldgico, como son la psoriasis y la DA, son
patologias muy extendidas que necesitan mejorar su tratamiento. La
administracion tdpica de farmacos presenta grandes ventajas respecto
a otras vias de administracion, como es la posibilidad de actuar de

forma local y evitar efectos sistémicos.

Uno de los tratamientos utilizados para el tratamiento de estas
enfermedades es la CyA. Su efectividad ha sido demostrada, pero
también sus efectos adversos a nivel sistémico. La administracion
tépica de CyA podria utilizarse si se aplicara directamente sobre la piel,
con un objetivo terapéutico local, formulada en el vehiculo adecuado
gue permita evitar niveles sistémicos y, por consiguiente, efectos
adversos. Sin embargo, el PM (>500 Da) y la lipofilia de la CyA impiden

su difusion a través de la piel humana.

Para superar este problema se plantea la utilizacién de
liposomas, vesiculas microscopicas con gran capacidad para
encapsular farmacos, como sistemas promotores de liberacién
transdérmica. En ese punto, nace el “Proyecto Emergente GV2015-
054”, financiado por la Generalitat Valenciana y cuenta también con la
financiacion del Ministerio de Economia y Competitividad — Fondo
Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) (SAF2017-85806-R). Ambos
proyectos llevados a cabo en el departamento de Farmacia y

Tecnologia Farmacéutica de la Universitat de Valéncia.
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Buscando una mayor flexibilidad respecto a los liposomas
convencionales, en el presente trabajo se preparan, mediante
diferentes metodologias, nuevas vesiculas lipidicas: liposomas
ultraflexibles o transfersomas y etosomas. Su composicién incluye
tensioactivos o etanol de forma que proporcionan un doble efecto
potenciador de la administracién de farmacos en la piel: mayor

flexibilidad y efecto potenciador de la permeabilidad.

Las vesiculas se caracterizaron en términos de tamafo de
particula, polidispersién, potencial Z, morfologia, encapsulacién de
farmacos, contenido de fosfolipidos y flexibilidad. También se realizo
un estudio de liofilizacién, en presencia y ausencia de agentes

crioprotectores, para garantizar la estabilidad a largo plazo.

La distribucion CyA en los diferentes estratos de la piel gracias
a los sistemas liposomales, se estudid con la utilizacién de piel porcina.
La capacidad para administrar CyA en la piel se evalud utilizando
epidermis humana en célula estatica vertical de difusidén tipo Franz
(CDF) y se comparé con las soluciones de farmacos con las
proporciones de potenciadores utilizadas en los diferentes liposomas,
para verificar que la promocion la realizan las vesiculas, y no los
componentes sin ensamblar. Posteriormente, los diferentes sistemas
liposomales se formularon en un hidrogel y se estudiaron sus
caracteristicas reoldgicas y la liberacién de CyA a partir de estas

formulaciones.

Las caracteristicas técnicas de las vesiculas liposomales

disefiadas las hacen estables y aptas para transportar farmacos.
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Ademas, estas formulaciones liposomales permitieron administrar CyA
de manera efectiva in vitro a través de piel humana y mostraron una
distribucién a través de los diferentes estratos de la piel. El presente
trabajo presenta un enfoque prometedor para el tratamiento tépico
de patologias cutdneas con componente inmunolégico y como son la

psoriasis y la DA.
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|.- ANTECEDENTES

1. La Piel como via de absorcion de farmacos

La piel es una de las principales vias de absorcién de farmacos.
Sin embargo, la piel forma una excelente barrera que impide la
entrada de sustancias, constituyendo asi un importante obstaculo a la
absorcién de casi todos los farmacos, excepto pequefias moléculas
gue presentan un intervalo de lipofilia adecuado. Por otra parte,
conseguir que se establezca un elevado y constante flujo de difusién
de farmacos a través de la piel es una tarea con una baja probabilidad
de éxito, a menos que se comprometa la funcién de barrera
protectora de la piel. Para mejorar la difusién de farmacos, se han
descrito numerosas estrategias para aquellas moléculas que, debido a
sus caracteristicas fisicoquimicas, no pueden difundir a través de la
piel a la velocidad adecuada y/o a las concentraciones suficientes para
lograr su objetivo terapéutico (46). Por lo tanto, es necesaria la
utilizacion de diferentes técnicas para superar la funcion barrera de la

piel (17,20).
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1.1. Estructura de la piel

La piel es el d6rgano mas complejo y extenso del cuerpo
humano; representa un 10% de la masa corporal total de un individuo
adulto, pudiendo llegar a ocupar una superficie corporal de 2 m? en un
individuo adulto, y pudiendo pesar hasta 4 kg (17). Segun las
diferentes zonas del cuerpo, su espesor puede variar en gran medida,
desde los 0,05 mm de los parpados, hasta los 2 mm de las palmas de

las manos (46).

Las funciones de la piel han sido revisadas ampliamente por
varios autores (47-50). Entre ellas, la principal es constituir una
envoltura de proteccién de las estructuras internas frente a golpes
mecanicos y heridas, y a su vez, actuar como barrera de defensa frente
a factores externos impidiendo la penetracion de sustancias como
microorganismos, agentes quimicos, e incluso radiaciones, que
pueden resultar dafinas para el tejido (46,50). Ademas de
proporcionar una cubierta para la superficie corporal, la piel esta
implicada en la prevencion de la pérdida de liquidos y electrolitos del

medio interno y la regulacion de la temperatura corporal.

La piel es un érgano multicapa, constituido por un epitelio
estratificado compuesto por tres capas histoldgicamente diferentes
junto con los llamados apéndices cutdaneos, que son los foliculos
pilosos y las glandulas sebdceas y sudoriparas. Las tres capas que

forman la piel, del exterior al interior, son la epidermis (tejido epitelial

26



Capitulo 1 l.- Antecedentes

superficial), la dermis (tejido conectivo profundo) y la hipodermis

(tejido subcutdneo graso).

Tallo de cabelio

/ Poro sudoripare
Capilares

sanguineos o . <
Estrato corneo Epidermis
Epidermis viable
Glandula grminaciones
sebacea nerviesas
Conducte sudoripare Dermis
Foliculo i Glandula sudoripara
piloso Tejido adiposo
Hipodermis
Vasos sanguineos Miscule tensor

Figura 1. Diagrama esquematico de la piel humana con sus diferentes capas de células y
apéndices (17).

a) Epidermis.

La epidermis es la capa mads externa de la piel, es avascular y se
subdivide en dos zonas: la epidermis viva (50-100 micras) que se
compone principalmente de queratinocitos (95%) y, en menor medida
de melanocitos células de Langerhans y las células de Merkel (51,52); y
el SC, compuesto por células ricas en queratina y fisioldgicamente
inactivas, dispuestas en una matriz extracelular lipidica, denominadas

corneocitos (51).

La epidermis se encuentra en continua renovacidn, gracias a un
proceso de diferenciacion celular mediante el cual los queratinocitos

sufren una serie de cambios metabdlicos y anatdmicos. Estds células
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se encuentran en continua formacién en el estrato mas profundo, el
estrato basal, aunque solo un 15% de ellas interviene en este proceso,
ya que el resto se encuentra en un estado de reposo, y solo se activan
en condiciones de elevada necesidad proliferativa. Desde el estrato
basal, las células van migrando y ascendiendo hacia el exterior de la
piel, desde donde finalmente serdn desprendidas. La epidermis sana
tarda alrededor de 28 dias en renovarse por completo, siendo este
periodo de renovacién mucho menor en enfermedades descamativas
de la piel como la psoriasis, que se comentardn en mayor profundidad

mas adelante (50).

Estrato Bicapa - ;
. lipidica - - . ;
cérneo = = Barrera de primera linea
Y Ves %) Tight

Estrato junclions - Barrera de segunda linea
granuloso
) Profilagrina
Estrato @ ) 4 y ‘
Ca!:)as dg la < espinoso & *t;){/ﬁfj\
epidermis f—“ = v j’\ Cuerpos lamelares
nucleadas ‘/_\;‘* , \.\7—\/
Estrato W/ 8 | 8 (] A &
\ ' ‘ ‘ W Desmosomas
basal | IR
y

\ \.
T D

Figura 2. Estructura de la epidermis, formada por estrato basal, estrato granuloso, estrato

espinoso y estrato corneo (7).

Como se muestra en la Figura 2, se pueden distinguir cuatro
estratos diferentes dentro de la epidermis. El estrato basal o germinal,

el estrato granuloso y el estrato espinoso, que forman la denominada
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epidermis viva o viable, y el estrato corneo, que compone la epidermis

muerta o no viable (52,53).

Ademads, en algunas zonas del cuerpo, podemos encontrar, entre

el estrato granuloso y el SC, otro estrato denominado lucido (52).
- Epidermis muerta:

La epidermis muerta estd formada por el SC. Es la capa mas
externa de la epidermis y es la principal responsable de la funcién
barrera de la piel gracias a su lipofilia y a la elevada cohesidn existente
entre sus células (54). Es en esta capa donde tiene lugar la ultima
etapa de la diferenciacién de los queratinocitos a corneocitos, células
planas muertas altamente queratinizadas y sin nucleo. En esta capa los
corneocitos quedan incrustados en multiples bicapas lipidicas de
colesterol, ceramidas y acidos grasos en una proporcién equimolar
(46). Esta organizacién del SC se conoce, comunmente, como el
modelo "brick and mortar"”, un sistema descrito originalmente por
Michaels et al. (1975) (2). Los corneocitos se encuentran intimamente
unidos por los corneodesmosomas, los cuales sufren un paulatino
proceso de degradacién, lo que permite la descamaciéon gradual de la

piel (55). Este proceso dura aproximadamente 3 semanas (50,56).

La composicidn del SC y la elevada cohesidn entre sus células son
las responsables de la anteriormente comentada funcion barrera que
impide la penetracidon de sustancias a través de la piel ademas de
contrarrestar la pérdida de agua y sales (50) y por lo tanto es el factor
limitante en la difusion de farmacos a través de la piel (21,53). En

cuanto a su espesor, el SC esta formado por entre 15 y 20 capas de
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queratinocitos y cuando se seca tiene un espesor de 10-15 um. En
cambio, tras su hidratacidn, su espesor puede aumentar hasta 40 um

(55,57).

- Epidermis viva:

La capa mas externa de la epidermis viva es el estrato Iudico. Esta
formada por muchos estratos de queratinocitos muertos con sus
contornos poco definidos. Representa la zona de transicion entre el
estrato granuloso y el SC pero no se encuentra en todo el cuerpo,
principalmente se desarrolla en la gruesa piel de las palmas de las

manos y las plantas de los pies (52).

En el resto de las zonas donde no se presenta el estrato ludico,

inmediatamente debajo del SC se encuentra el estrato granuloso,

formado por queratinocitos planos y poliédricos, parcialmente
desprovistos de sus organulos y nucleos, y por lo tanto, sin capacidad
de divisién (52). Estas células sintetizan granulos de queratohialina,
cuyo componente principal es la profilagrina, la cual se transforma en
filagrina, proteina esencial para la fisiologia y la biogénesis normal del

SC, al facilitar la compresién celular de dicha capa (58).

A continuacién se encuentra el estrato espinoso, cuyo nombre

deriva de la apariencia espinosa que presentan sus células debido a los
desmosomas que poseen (46). En este estrato, los queratinocitos han

perdido casi toda la capacidad de divisién. En esta capa también se
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pueden encontrar las células de Langerhans, que son células derivadas

de la médula dsea con funcién inmunoldgica (52).

El estrato mas interno de la epidermis viva es el estrato basal o

germinativo, constituido por una sola capa de queratinocitos unidos a
través de hemidesmosomas a la membrana basal, la cual limita la
epidermis de la dermis (57). En este estrato se encuentran los
gueratinocitos con capacidad de divisién mediante mitosis. Ademas de
los melanocitos, los encargados de la sintesis de melanina, y las células

de Merkel, responsables de la percepcién de ciertos estimulos (52).

b) Dermis

La dermis es una capa de tejido conectivo que comprende la
mayor parte de la piel. Presenta 3-5 mm de espesor, se encuentra
unida a la cara interna de la membrana basal y separa la dermis de la
hipodermis. Es un tejido resistente y eldstico, con capacidad

protectora frente a golpes mecanicos.

Esta capa estd compuesta principalmente por fibroblastos, las células
responsables de la secrecién de proteinas estructurales, como el

coldgeno, la elastina y los glucosaminoglicanos (59).

Ademas de la asociacién de los fibroblastos con estas fibras
proteicas, la dermis se compone también, aunque en menor medida,

de células inmunitarias y células dendriticas cutdneas. También cabe
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destacar que la dermis esta altamente irrigada por el sistema

sanguineo e inervada por el sistema nervioso (56).

c) Hipodermis

Inmediatamente debajo de la dermis se encuentra la capa mas
interna de la piel, la hipodermis o tejido subcutdneo, la cual estd
compuesta principalmente por tejido graso y fibras de colageno, que
conectan esta estructura flexible con los tejidos adyacentes. Su
funcidén principal se basa en la proteccidon térmica y mecanica y juega
un papel importante en el almacenamiento de energia y en el

metabolismo (46,60).

1.2. Anejos cutaneos

Dentro de los anejos cutaneos se encuentran las glandulas
sebaceas, las glandulas sudoriparas, las ufias, el pelo y los foliculos

pilosos.

Los foliculos pilosos se componen de cinco capas de células
epiteliales y su principal funcién es la de anclar el pelo en la dermis

(59).

Cada foliculo piloso (FP) tiene asociada una glandula sebacea

que segrega sebo, el cual se compone de dacidos grasos libres,
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triglicéridos y ceras, sustancias que protegen y lubrican la piel y

mantiene el pH de la superficie préximo a 5 (61).

Las glandulas sudoriparas son abundantes a lo largo de toda la
superficie cutanea, con una mayor proporcion en las palmas las de las
manos, plantas de los pies y axilas. Su principal funciéon es la
produccién de sudor para facilitar el enfriamiento corporal por

evaporacion.

1.3. Rutas cutaneas de penetracion de farmacos

El grado de permeabilidad de la piel para un compuesto

depende de la ruta de absorcién.

Se ha descrito dos vias principales de difusion de farmacos a
través de la piel: la via transapendicular y la via transepidérmica. La
ruta transapendicular incluye la permeacién a través de las glandulas
sudoriparas y a través de los foliculos pilosos con sus glandulas
sebaceas asociadas. Debido a que los anejos cutdneos apenas ocupan
el 0,1%-1% del area superficial de la piel en algunas zonas del cuerpo,
esta ruta se habia considerado inicialmente insignificante para muchos
autores (28,51,62). Sin embargo, en la ultima década, se ha visto que
la penetracion de compuestos a través de los foliculos pilosos de la
piel representa una ruta muy importante para la absorcion de
farmacos, puesto que las moléculas sdlo tiene que atravesar la capa
basal del foliculo, una Unica capa no queratinizada facil de atravesar

(63,64).
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Por el contrario, la via transepidérmica es la via por la que los
compuestos difunden a través de la epidermis, siendo el SC la principal
barrera. A su vez, esta ruta se divide en dos; en primer lugar, la via
intercelular, que es una manera continua a través de los dominios de
lipidos intercelulares ya que el farmaco tiene que disolverse en la
matriz lipidica que mantiene unidos los corneocitos y asi ir
difundiendo hacia el interior, y en segundo lugar la via transcelular,
por la cual los compuestos atraviesan tanto los queratinocitos como
los lipidos intercelulares (Figura 4). La via transcelular no sélo requiere
el reparto y difusion a través de los queratinocitos, sino que también a
través de los lipidos intercelulares. Por lo tanto, los lipidos
intercelulares desempefian un papel importante en la naturaleza de
barrera del SC (21). Por la ruta intercelular, las moléculas siguen un
camino continuo pero tortuoso entre los corneocitos teniendo que
recorrer una mayor distancia que por la via transcelular. A pesar de
ello, esta es la ruta que recorren la mayoria de las moléculas capaces
de difundir a través de la piel, ya que el farmaco solo sufre un proceso
de reparto en un tipo de medio, a través del cual difunde hacia el

interior del organismo.

Cabe senalar que un compuesto puede penetrar a través de la
piel simultaneamente por las diferentes rutas, dado que éstas no son
consideradas exclusivas unas de otras. Las rutas a las que se hace

referencia se resumen en el siguiente esquema y en la Figura 3.
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Foliculos pilosos y

Glandulas
sebaceas

Transapendicular

Glandulas
sudoriparas

Rutas de

penetracion
Intercelular
Transepidérmica
Transcelular

Figura 3. Esquema de rutas cutaneas de penetracion.
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Figura 4. Esquema del modelo de "ladrillo y cemento" del SC con organizacion
laminar simplificada de dominios intercelulares que muestran los principales
lipidos del SC. También muestra las posibles rutas de permeacion de farmacos a

través del SC; la ruta transcelular y la intercelular (14).
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Por otro lado, la ruta transepidérmica es la que ha sido
considerada como la ruta que siguen la mayoria de los compuestos
para difundir a través del SC. Dicha ruta se subdivide en dos posibles
recorridos de penetracion de farmacos: la ruta transcelular, por la cual
los compuestos atraviesan tanto los queratinocitos como los lipidos
intercelulares, y una segunda ruta, la intercelular, donde el farmaco
tiene que disolverse en la matriz extracelular lipidica y, asi, ir

difundiendo hacia el interior (59).

Con el fin de aumentar las posibilidades de absorcidn
transepidérmica, se han desarrollado numerosas estrategias que se
componen de métodos pasivos y métodos activos. Estos métodos
incluyen el uso de medios fisicos como la iontoforesis o sonoforesis
entre otros, medios quimicos al hacer uso de agentes potenciadores
de la penetracién (tensioactivos y disolventes orgdnicos) u oclusién del
SC, y medios tecnoldgicos mediante la formulacién de liposomas,

transfersomas y etosomas (31).

1.4. Difusion transdérmica de farmacos

La permeacidon en la piel tiene lugar principalmente por
difusidn pasiva. Este proceso de difusidon pasiva depende tanto de la
piel como de las caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas, tales

como su PM, su grado de ionizacion y su coeficiente de reparto (65).

36



Capitulo 1 l.- Antecedentes

Hay que tener en cuenta que el SC es una zona compleja, con
compartimentos lipidicos (bicapa lipidica) y compartimentos acuosos
(corneocitos) intimamente relacionados entre si. Por ello, toda
particula capaz de cruzar el SC ha de seguir un camino tortuoso entre
los diferentes elementos. El PM es inversamente proporcional a la
difusion de moléculas. De hecho, estas deben tener un PM < 500 Da
para difundir de forma pasiva por el SC y un coeficiente de reparto
intermedio, es decir, un valor de logP (octanol-agua) entre 1-3 lo que

maximiza el flujo a través de esta capa (18).

Asi pues, las propiedades idoneas que debe presentar una
molécula para lograr una 6ptima difusion a través del SC son: bajo PM
(PM < 500 Da), buena solubilidad en agua y en lipidos, es decir, un

coeficiente de reparto intermedio, y un bajo punto de fusion (66).

Existe un modelo que caracteriza la permeabilidad de los
farmacos mediante difusion pasiva a través de la piel, el cual se basa
en la aplicacién de la primera ley de Fick, que establece que en medios
isotropicos, la velocidad de transferencia de la sustancia que difunde a
través de una superficie de area igual a 1, es proporcional al
incremento de concentracion (18). La ecuacién representativa de este

tipo de procesos es:

dM _ D.P.C
dt L
Ecuacion 1
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Donde dM/dt es la velocidad de penetracién por unidad de
superficie; D el coeficiente de difusion del farmaco; P el coeficiente de
reparto del farmaco en la piel y el vehiculo; C la concentracion del

farmaco en el vehiculo y L la longitud del camino difusional.

Para estimar la capacidad de la molécula para atravesar los
diferentes estratos que constituyen la piel, se determina su coeficiente
de permeabilidad (Kp). Dicho coeficiente es una constante que

englobaaP,DyL.

D.pP

O~

Kp =

Ecuacion 2

Asi pues, segun este modelo, se puede establecer que las
caracteristicas del farmaco mas relevantes en el proceso de
permeacién son: La concentracidn del farmaco en el vehiculo, el
coeficiente de difusidn, el coeficiente de reparto vehiculo-membrana y

la influencia del pH en casos de farmacos ionizables (61).
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2. Nanotecnologia aplicada a la administracion tépica de

farmacos

Debido a la gran eficiencia de la piel como barrera protectora,
la administracion transdérmica de farmacos es una via bastante
limitada. Para mejorar esta potente via de administracion se ha
desarrollado diversas estrategias, que se pueden dividir en dos grupos:
la utilizacién de promotores quimicos o la utilizacion de medios fisicos
como iontoforesis, electroporacién, magnetoforesis, entre otros
(67,68). No obstante, en las ultimas décadas se ha otorgado una
creciente importancia al desarrollado de vectores de farmacos en
escala nanométrica, y sus aplicaciones en absorciéon transdérmica.
Dentro de este grupo, se engloban los liposomas, como uno de los
vectores con mejores propiedades para este fin, sobre los que se ha

desarrollado este trabajo (53).

2.1. Liposomas como sistemas promotores de liberaciéon
transdérmica

Desde hace mas de 40 anos, cuando en el afio 1960 el equipo
de Alec D. Bangham observd por primera vez la capacidad de los
fosfolipidos para formar estructuras de doble capa cerrada en
sistemas acuosos, los liposomas ha sido un sistema de vectorizacidon
de farmacos muy estudiado y forman, hoy en dia, un campo de intensa

investigacion. Actualmente los liposomas se consideran como el
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sistema portador de farmacos mas exitoso conocido hasta la fecha,

con numerosas aplicaciones terapéuticas (29,69).

— EXTERNAL MEDIUM

INTERNAL AQUEOUS
COMPARTMENT

» MEMBRANE

}—> Hydrophilic region

\g }—* Hydrophobic region

| Hydrophilic region

PHOSPHOLIPID

= Hydrocarbon chains

—»  Polar head group

Figura 5. Diagrama de la estructura basica y composicion de un liposoma.

Los liposomas son pequefias vesiculas microscdpicas de una o
mas bicapas lipidicas formadas por fosfolipidos que encierran en su
interior un nucleo acuoso (70). Estos fosfolipidos son el principal
componente de los liposomas y le otorgan unas determinadas
caracteristicas fisicoquimicas que repercuten en su comportamiento y
en su efectividad como sistemas de liberaciéon (71). Los liposomas
generalmente se pueden clasificar segin su tamafio (particulas
pequefias, medianas o grandes), en base al numero de bicapas
lipidicas (uni, oligo o multi laminar) y en base a los fosfolipidos que las
constituyen (neutros, anidnicos, catidnicos) (70). Las Vesiculas
unilamelares pequefas (SUV) se componen de una sola bicapa lipidica

con un didmetro medio de 25 a 100 nm. Las vesiculas unilaminares
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grandes (LUV), también constan de una bicapa lipidica y son de
tamafio superior a 100 nm, mientras que las vesiculas multilaminares
(MLV) se componen de varias bicapas lipidicas concéntricas y miden

entre 1y 5 micras (Figura 6) (29).

Figura 6. Clasificacion de liposomas de acuerdo con su diametro medio y el nimero de
bicapas.

La composicion de estas particulas influye en sus propiedades
fisico-quimicas (carga superficial, lamelaridad, elasticidad, etc), que
caracterizardn su comportamiento y eficacia como sistemas de

liberacion (71,72).

Los liposomas son transportadores muy versatiles ya que
presentan capacidad para encapsular tanto fadrmacos hidréfilos como
lipofilos. Los farmacos hidrosolubles se incorporaran en el
compartimento acuoso interno, mientras que los farmacos

liposolubles se incorporaran en las bicapas lipidicas (51,71).
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En cuanto a su aplicacion en la administracidn tépica de
medicamentos, las formulaciones de liposomas para administraciéon
tépica actian como una matriz de solubilizacién de farmacos poco
solubles en agua, es decir, como potenciadores de la penetracién vy al
mismo tiempo constituyendo un depdsito local que puede ser mas
eficaz y menos toxico en comparacidon con otras formulaciones

convencionales (69).

Liposoma con
Polietilenglicol
-

Liposoma convencional

Bicapade PEG

fosfolipidos

Tween-21

C

Etosoma

Transfersoma ' Etanol

Figura 7. Esquema comparativo de la estructura de
diferentes liposomas (39).
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2.2. Mecanismos de accion de los liposomas como sistemas de
administracion de farmacos.

Los liposomas pueden actuar como sistemas de administracion
de farmacos en la piel, diferentes mecanismos se han propuesto para
describir este proceso (Figura 8). En la Tabla 1 se comentan los

diferentes mecanismos propuestos (21).

Liposome

Figura 8. Posibles mecanismos de accidn de los liposomas como sistemas de administracion
de farmacos sobre la piel. (A) es el mecanismo de farmaco libre, (B) es el proceso de
potenciar la penetracion de los componentes de liposomas, (C) indica la adsorcion de
vesiculas y/o la fusién con el estrato cérneo (SC), (D) ilustra la penetracién de la vesicula
intacta en y/o a través de la piel intacta y (E) ilustra la penetracién de la vesicula por via
trans-apendicular (73).
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Tabla 1. Mecanismos de accion de liposomas como sistemas de liberacion de farmaco en

Mecanismo

piel — adaptacion- (73).

Descripcion

(A) Farmaco libre

(B) Promocion de
la absorcion de
farmacos

(C) Adsorcion

vesicular y/o
fusion con el SC

(D) Penetracion
vesicular intacta
en piel

(E) Penetracion
trans-apendicular
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El farmaco penetra en la piel de forma independiente después de salir
de las vesiculas (74). Se ha observado que la permeabilidad
transdérmica a través de este mecanismo es insignificante (75).

Kato et al. (1987) descubrié que la lecitina potencia la absorcion
transdérmica reduciendo la funcién barrera de la piel. Observé cambios
en las ultraestructuras de los lipidos intercelulares tras la aplicacién de
las vesiculas, lo que sugiere un efecto promotor de la absorcién (76).
También se han realizado estudios de permeabilidad cutanea con
liposomas sin y con PC. Estos ultimos multiplicaron por 8 la
permeabilidad del farmaco (75). Diferentes estudios muestran que si el
farmaco esta fuera de la vesicula o los componentes del liposoma estan
en solucion, la permeabilidad del farmaco no se ve aumentada (77-79).
Las vesiculas pueden adsorberse a la superficie del SC y transferir el
farmaco directamente a partir de las vesiculas hacia la piel, o las
vesiculas pueden fusionarse y mezclarse con la matriz lipidica del SC,
favoreciendo el proceso de reparto del farmaco en la piel.

La posibilidad de que las vesiculas intactas penetren la piel humana se
sugirié desde el primer momento (Mezei y Gulasekharam, 1980, 1982)
(80,81). Diversos autores proponen que los liposomas que llevan la
carga de farmaco son capaces de difundir de forma intacta a través de
la epidermis. Mediante micrografia electrénica se ha mostrado la
presencia de liposomas intactos en la dermis (82).

Se ha sugerido que las rutas de trans-apendiculares no juegan un papel
importante en la administracion transdérmica de liposomas, ya que no
se han observado diferencias entre animales y humanos de diferente
densidad de foliculos pilosos (22). Sin embargo, la penetracién de la
vesicula en los foliculos pilosos, pero no necesariamente a través de
ellos, se demuestra en numerosos estudios (22,23,30,83).
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2.3. Nuevos Sistemas liposomales

En general, los liposomas convencionales tienen poca utilidad
como portadores de farmacos para la administracion a través de la
piel, al quedar retenidos en las capas superiores del SC y presentar
baja penetracién en las capas mas profundas de la piel. Por ello tras
muchas investigaciones se han desarrollado otras estructuras

liposomales cuya estructura permite cubrir este déficit (84).

2.3.1. Liposomas ultraflexibles o transfersomas

Los transfersomas son un tipo de vesiculas descritas
inicialmente por Cecv G. y Blume en G. 1992 (85) compuestas por
fosfolipidos y un agente activador denominado “edge activator” o
“activador de borde”, que es un tensioactivo de cadena, tales como
colato de sodio, desoxicolato, Span® 80 o Tween 80®. Este
tensioactivo se encarga de desestabilizar la bicapa lipidica que
compone el liposoma, aumentando asi su deformabilidad vy
proporcionando una mayor flexibilidad en comparacién con los

liposomas convencionales (71,85,86).

Segun estos autores, el gradiente osmético causado por la
diferencia de agua entre la superficie de la piel y el interior de la piel
constituye la fuerza impulsora que permite la penetracion de este tipo
de liposomas (87). Pese a que la mayoria de compuestos penetran la

piel de forma mas eficaz bajo condiciones de oclusidn, estas vesiculas
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Unicamente podran penetrar a través de las capas de la piel en
condiciones de no oclusividad, para permitir la evaporacion del exceso
de agua de la formulacion en la que se encuentran y mantener asi el

gradiente osmotico (24).

La penetracién de los transfersomas a través de la piel puede
explicarse mediante dos posibles mecanismos. En primer lugar, la
adherencia a la superficie de la piel y desorganizacién de los
componentes de la bicapa lipidica del SC por la accion del tensioactivo
y los fosfolipidos de la vesicula. En segundo lugar, la penetracion de las
vesiculas intactas a través de los canales intercelulares de menor
resistencia a la penetracidon y fusién con los lipidos de la matriz
(21,60). A pesar de ello, otros autores afirman que estos liposomas

penetran el SC por la via intracelular o transcelular (25).

’ Vesicula \ ‘ J_ Vesicula / GAradlent.(? de
| convencional ' ultradeformable hidratacion
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Movimiento del transfersoma

Figura 9. a) Deformabilidad en la piel de los transfersomas respecto a los liposomas
convencionales; b) Efecto de gradiente de hidratacion (73,88).
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2.3.2. Etosomas

Los etosomas son otra modificacion de los liposomas clasicos.
Estos se componen de fosfolipidos, una elevada proporcién de etanol
(20 - 45%) y agua. El etanol en elevada concentracién actia como
promotor quimico al penetrar en los lipidos de la membrana celular,
desestructurando las bicapas lipidicas del SC, y confiere a los etosomas
las caracteristicas que derivan en una mejor capacidad de penetracion
transdérmica en comparacion con los liposomas convencionales: una
carga neta superficial negativa, un menor tamafo y una mayor
estabilidad, y eficacia de encapsulacién (EE), sobre todo para farmacos
lipéfilos. Gracias a todo ello, los etosomas consiguen llegar a las capas
mas profundas de la piel, donde se fusionan con los lipidos de la piel,

liberando asi el farmaco que se encuentre encapsulado (84,87).

El transporte de los farmacos se puede modular mediante Ila
alteracion de las proporciones de alcohol/agua o alcohol-poliol/agua.
Algunos fosfolipidos preferidos son fosfolipidos de soja tales como
Phospholipon 90 (PL-90). Se emplea normalmente en un intervalo de
0,5-10% w/w. El colesterol en concentraciones que oscilan entre 0,1-
1% también se puede afiadir a la preparacion. Los ejemplos de
alcoholes, que se pueden utilizar, incluyen etanol y alcohol
isopropilico. También glicoles, y tensioactivos no idnicos (éteres de
alquilo-PEG) se pueden combinar con los fosfolipidos en estas

preparaciones (27).
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El mecanismo de absorcion del fdrmaco a partir de etosomas

no esta claro. La absorcidon del farmaco probablemente se produce por

dos efectos (Figura 10):

a)

b)

3?:’9@@@@ Efecto del

SSBGA0 . etanol

Efecto del etanol, que actla como un potenciador de Ia
penetracidon a través de la piel. El mecanismo de su efecto
potenciador de la penetracién es bien conocido. El etanol
penetra entre los lipidos intercelulares y aumenta la fluidez de
los lipidos de la membrana celular, disminuyendo la densidad
de los lipidos de multiples capas de la membrana de la célula y
fluidificando el cemento intercelular (25,27).

Efecto del etosoma, que consiste en el aumento de la fluidez de
los lipidos de la membrana celular causada por el etanol de los
etosomas resultando en un aumento de la permeabilidad de la
piel, favoreciendo que los etosomas penetren muy facilmente
dentro de las capas profundas de la piel, donde se consiguen

fusionar con los lipidos de la piel y liberar los farmacos (25,27).
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Figura 10. Esquema del modelo de penetracidn a través de la piel del sistema liposomal (25).
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Figura 11. Modelo propuesto para la difusion de los etosomas a través de la piel (84).

2.4. Preparacion de liposomas

La eleccién correcta del método de preparacién de liposomas
depende de los siguientes parametros:
1) Las caracteristicas fisicoquimicas del material a encapsular y
las de los ingredientes de los liposomas;
2) La naturaleza del medio en el que se dispersan las vesiculas
lipidicas;
3) La concentraciéon efectiva del farmaco a encapsular y su

toxicidad;
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4) Los procesos adicionales que ello suponga durante la
administracion de las vesiculas;

5) Tamafio éptimo, polidispersién y vida util de las vesiculas de
la aplicacién prevista y

6) La reproducibilidad entre lotes y la posibilidad de produccidn
a gran escala de productos liposomales seguros y eficientes

(89).

Los liposomas se fabrican en su mayoria utilizando diversos
procedimientos en los que los farmacos hidrofilos quedan atrapados
mediante el uso de una solucién acuosa de estos materiales como
fluido hidratante o por la adicién de una solucion de farmaco en algun
momento durante la fabricacién de los liposomas. Generalmente, los
farmacos lipdfilos se solubilizan en la soluciéon organica de los lipidos
constitutivos y después se evaporan a una pelicula de lipido que
contiene el farmaco seco seguido de hidratacidon y agitacién. Las
dispersiones de lipidos obtenidos permiten obtener MLVs con un
numero de bicapas alta y variable, y su distribucién de tamafios es
amplia. Si se suministra a estos sistemas una energia adicional, se
puede desestabilizar las estructuras multilaminares y formar
estructuras de bicapa individuales (por ejemplo, sonicacién por
ultrasonidos, extrusion a través de filtros de policarbonato de tamafio
definido). Si se somete a los MLVs a ultrasonidos de altas frecuencias
durante un determinado periodo de tiempo, se puede obtener
liposomas de tipo SUVs. Por otro lado, las LUVs se obtienen

generalmente por extrusién de MLVs (Figura 12)(90).
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Figura 12. Representacion de los diferentes protocolos de preparacion para la obtencion de
diferentes vesiculas liposomales. LOVs, vesiculas oligolaminares largas; GUVs: vesiculas
unilamelares gigantes (90).

En la preparacion de liposomas es muy importante que la
membrana se mantenga en la fase gel-liquida desordenada (Figura
13). Las membranas de lipidos que existentes en la fase gel-cristalina
ordenada tienen propiedades mecdnicas particulares (alta rigidez, alto
empaquetado lateral) que no favorecen la preparacién de vesiculas
liposomales. Se ha demostrado que cuando las MLV se someten a
sonicacidn o extrusion a temperaturas inferiores a la temperatura de
transicién principal (Tm), la eficiencia de la generaciéon de SUV o LUV

es extremadamente baja (90).
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Figura 13. Fases del lipido en funcion de la temperatura. El cambio de fase se debe a un
desorden de las cadenas hidrocarbonadas que forman parte de los lipidos debido a un
cambio de temperatura.

3. Hidrogeles como sistemas farmacéuticos

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales que se
obtienen a partir de polimeros hidréfilos, bien sean naturales o
sintéticos, los cuales pueden absorber y retener una cantidad
significativa de agua. Esta capacidad de hidratacion es el resultado de

un equilibrio entre hidratacion y fuerzas eldsticas (91).

En su estructura presentan grupos funcionales (-OH, -COOH, -
CONH2, ...) que en ambientes acuosos se hidratan sin que se disuelva
el hidrogel, debido al entrecruzamiento de las cadenas de polimeros

(92).

En el estado deshidratado, el hidrogel (xerogel) tiene una
estructura cristalina y, cuando entra en contacto con un medio
acuoso, tiende a absorber agua. Esta capacidad de hinchamiento
proporciona alta permeabilidad para farmacos y metabolitos de bajo

PM (93-95).
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Debido a su biocompatibilidad y a su naturaleza blanda y
eldstica, que minimiza la irritacién de tejidos, es considerado un
sistema de caracteristicas Optimas para su aplicacién en la
biomedicina, y concretamente para la administracién tépica de

sustancias (96).

Presentan una estructura altamente porosa, constituyendo un
reservorio con elevada capacidad de carga de farmacos,
protegiéndolos de la degradacién ambiental y liberandolos

posteriormente.

Los hidrogeles poseen multiples ventajas como sistemas de
liberacion modificada de farmacos (97). Debido a ello, se pensé que
podrian ser un buen sistema para albergar los sistemas liposomales,
formando una forma farmacéutica éptima para la liberacion sostenida
de CyA ya que, en cualquier otro tipo de formulacion semisélida, los

sistemas liposomales se desestabilizan.

En funcidn del origen de los polimeros, los hidrogeles pueden
ser naturales o sintéticos. Entre los polimeros naturales se encuentran:
gelatina, chitosano, acido hialurdénico, colageno o celulosa. Entre los
sintéticos esta el acido acrilico, el vinil acetato, etc. (98,99). También
existen derivados sintéticos de polimeros naturales, como es el caso
de la hidroxipropilmetilcelulosa, que es el polimero que se ha

seleccionado para este trabajo.

Hidroxipropilmetilcelulosa, HPMC o hipromelosa: es una
metilcelulosa que ha sido modificada por tratamiento alcali y éxido de

propileno, por lo tanto, se considera una modificacidn sintética de un
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polimero natural, la celulosa. Se trata de un polvo blanquecino, con
forma de granulos o finas fibras y que en contacto con agua se hincha
formando soluciones coloidales viscosas. Su viscosidad esta
directamente relacionada con los grupos metoxi que contiene (Figura
14). Se utiliza ampliamente para la preparacion de formas

farmacéuticas orales y topicas (100).
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Figura 14. Estructura quimica de la HPMC o hipromelosa, con formula molecular C3;Hg0019
(101)

Este polimero tiene diversas aplicaciones comerciales, por
ejemplo, se utiliza ampliamente en formulaciones oftalmicas, ya que
presenta propiedades similares a la metilcelulosa, pero sus mucilagos
tienen mayor claridad y menor cantidad de fibras no dispersables. Por
eso se utiliza como agente humectante y espesante en colirios y
lagrimas artificiales y como humectante en lentes de contacto y

lubricante de proétesis oculares (100). Es el caso del Artific®, un colirio
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de HPMC indicado para el alivio sintomatico de la irritacion y la

sequedad ocular.

Ademas de sus aplicaciones en formulaciones oftdlmicas, se
utiliza como agente humectante en suspensiones, estabilizante,
espesante y emulgente de geles y pomadas, y como coloide protector,
ya que previene la coalescencia o aglomeracion de goticulas y
particulas, inhibiendo asi la formacién de sedimentos. También se

utiliza ampliamente en la industria cosmética (94).

Hidrogeles como sistemas de liberacion controlada para

administracion tépica:

Cuando se administra una formulacion sobre la piel, se puede
obtener un efecto local (administracién tdpica) si el farmaco queda
retenido en las capas superficiales de la misma o bien un efecto
sistémico (administracion transdérmica), si el farmaco atraviesa los

diferentes estratos y accede a los vasos sanguineos.

La administracion topica de farmacos mediante el uso de hidrogeles
ha sido ampliamente estudiada. Por ejemplo, se utilizéd un hidrogel de
carbopol con microesponjas con fluconazol para el tratamiento de
infecciones fungicas tdpicas, evitando efectos adversos sistémicos e
interacciones (102). También se han propuesto hidrogeles de alcohol
de polivinilo entrecruzados con glutaldehido para el tratamiento

tépico antibacteriano con nitrofurazona (103). U otros hidrogeles
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también de alcohol de polivinilo y dextrano entrecruzados para el

tratamiento con sulfadiazina argéntica (104).

La liberacién de farmacos a través de liposomas en sistemas
hidrogelificados también se ha estudiado con anterioridad. Por
ejemplo, se han utilizado nanoparticulas de oro carboxiladas con
liposomas estabilizados en su superficie, integrados en un hidrogel de
acrilamida. Estos sistemas demostraron ausencia de irritacion en piel
en un estudio in vivo con ratones, manteniendo la integridad
estructural de los liposomas y permitiendo controlar su velocidad de
liberacién mediante la variacion de la concentracion reticular (105).
También se han incluido liposomas de PC con hidrocortisona en
hidrogeles de carbopol. Estos sistemas, a diferencia de las
formulaciones convencionales, obtuvieron una permeabilidad
percutanea y unos niveles plasmaticos de corticoide significativamente
inferiores, con unas concentraciones en piel mayores y constantes

durante 8 horas (106).

Los hidrogeles son, por tanto, un buen punto de partida para
formular adecuadamente y poder administrar los liposomas de forma
tépica con un objetivo terapéutico local en una forma farmacéutica
semisolida, de facil aplicacién y capaz de retener los liposomas sobre
la superficie de la piel, mediante la formacién de una pelicula

polimérica sobre la misma (107,108).
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4. Métodos in vitro para el estudio de la permeacion

transdérmica

Los modelos experimentales in vitro tienen como finalidad Ila
obtencién de datos que se relacionen con la absorcién obtenida in
vivo. Presentan ventajas importantes frente a los modelos in vivo,
como el control de las condiciones de ensayo, mayor rapidez, la
utilizacion de un menor nimero de muestras de piel, la utilizaciéon de
pequenas cantidades de farmaco y excipientes, y la menor
complejidad en el analisis de las muestras. Sin embargo, la mayor
limitacidn que tienen es que no reproducen la complejidad metabdlica

de un ser vivo ni sus relaciones con el medio ambiente.

Compartimento
donador
Membrana
A
Brazo lateral —»
Compartimento Ly
receptor
Ceomn=)

Figura 15. Diseiio de la célula estatica vertical de difusion tipo Franz.

Para los estudios de absorcion a través de la piel, el método in

vitro mas utilizado y aceptado por la comunidad cientifica son las
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células (o celdas) de difusidn, ya sean de tipo estatico o dindmico. Para
los ensayos de permeabilidad, en el presente trabajo se ha usado la

CDF (Figura 15).

Las CDF representan, desde su desarrollo en 1975, uno de los
principales métodos utilizados para evaluar la penetracion
transepitelial y desde los ultimos afios, también la liberacién de
farmacos. Constituyen un sistema compuesto por dos cdmaras, una
dadora y otra receptora, separadas por una membrana de origen
animal, humano o sintético, que permite evaluar la difusion de
moléculas bioldégicamente activas de una cdmara a otra. En el
compartimento superior se coloca la formulacién que contiene el
compuesto activo y en el inferior se toman las muestras
correspondientes, que posteriormente se cuantifican mediante
técnicas analiticas adecuadas. Entre los parametros que influyen en la
difusion de los farmacos, estan la temperatura, la velocidad de
agitacion, el tipo y naturaleza de la membrana y el medio del

compartimento receptor (109).

Dentro de este método se puede distinguir dos tipos de
ensayo, en funcién de la cantidad de farmaco suministrado al
compartimento dador: método de dosis infinita y de dosis finita. En
este trabajo se ha usado el método de la dosis infinita, que supone la
existencia de una concentracién constante de sustancia penetrante en
el compartimento dador y el mantenimiento de las condiciones
sumidero (condiciones alejadas de la saturacién del farmaco en el

medio de disolucidn) durante todo el ensayo en el compartimento
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receptor. Se admite una disminucién de la concentracién en la fase
dadora, o un incremento de esta en la fase receptora no superior al
10%, ya que ello supone una variacién importante en las condiciones
de flujo de orden cero. Asi, tras un periodo inicial, Ilamado periodo de
latencia, se establece un gradiente de concentracién a través de la
membrana y, por tanto, la velocidad de penetracidn de la sustancia se
mantiene constante. Una variacion de este método consiste en
renovar peridodicamente el compartimento dador, para asegurarse que
la concentracion de farmaco en el dador es siempre mayor que en el
receptor. Esto nos permite calcular el flujo en estado estacionario de
forma sencilla. El método de la dosis finita consiste en afadir una
concentracion de farmaco insuficiente para mantener las condiciones
sumidero, por tanto, con el tiempo llega a equilibrarse a la
concentracion del receptor. Este método, aunque mas proximo a la
situacion real, requiere una distribucion muy homogénea en toda el
area de absorcidn, y calculos mucho mdas complejos, lo que también
dificulta en gran medida la interpretacién de la informacion obtenida

(110).
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5. Estudio de biocompatibilidad de formulaciones

liposomales

Los sistemas liposomales son buenos candidatos para mejorar
la absorcion transdérmica de farmacos debido a su excelente
biocompatibilidad y facilidad para integrarse con los lipidos de la piel
(111). Demostrando, en algunos casos, ser mas biocompatibles que el
farmaco en solucién (112), ya que estdn compuestos principalmente
por sustancias consideradas seguras, como son los fosfolipidos (113).
A pesar de ello, al modificar su estructura y afadir diferentes
componentes, su toxicidad podria verse aumentada. La interaccién de
estas sustancias con proteinas podria desencadenar una respuesta
inmunitaria con  una  consecuente  hipersensibilidad. La
biocompatibilidad o toxicidad final es el resultado de la combinacién
de diferentes propiedades de estos sistemas, como es el tamano,
carga superficial y composicion (114,115). Por todo ello, dentro del
proceso de disefio y desarrollo de sistemas liposomales, es necesario

la evaluar la biocompatibilidad.

La toxicidad puede ser evaluada in vitro mediante ensayos de
viabilidad en lineas celulares como la cepa de fibroblastos diploides
MLD vy la de fibroblastos de ratén 3T3 (116,117), lineas de
gueratinocitos, como la NEB-1 (118), células de melanoma murino
B16F10 (119) y macréfagos murinos RAW 264.7 (120,121). Estos
ensayos incluyen pruebas con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazolio (MTT) o lactato deshidrogenasa (LDH) (122-124).
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Los resultados de viabilidad celular son expresados como porcentaje
de viabilidad, siendo considerados no téxicos con un porcentaje
superior al 80% e inferior al 40% como citotéxicos (125). Como
limitacién de estos ensayos, cabe destacar la capacidad de estos
sistemas liposomales para estimular e inducir el crecimiento celular

debido a la naturaleza de sus componentes lipidicos (126).

6. Enfermedades inflamatorias de la piel

Existen diferentes enfermedades inflamatorias de la piel con
componente inmunolégico o en ocasiones denominadas
enfermedades autoinmunes de la piel. Entre ellas, las mas relevantes
son la psoriasis y la DA. Aunque también se incluyen otras menos
comunes, como la dermatitis herpetiforme, pénfigo vulgar o vitiligo

(127).

6.1 Psoriasis

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica
autoinmune mediada por las células T de la piel, cuyo inicio suele
relacionarse con la alteracién de la respuesta inmune de individuos
genéticamente predispuestos, tras la exposicion a ciertos

desencadenantes ambientales.

Se estima que el 2,3% de los espafioles estan diagnosticados de

psoriasis, siendo mas prevalente la enfermedad en hombres (2,7%)
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gue en mujeres (1,9%) (128). Puede desarrollarse a cualquier edad,

pero es mas probable que aparezca entre los 15 y 30 afios (128,129).

Esta enfermedad se caracteriza por producirse una hiperplasia
de la epidermis debida a una hiperproliferacion y diferenciacién
anormal de los queratinocitos que acaba conduciendo a un
engrosamiento de la epidermis. En piel sana, el proceso de
diferenciacion de los queratinocitos requiere de 28 dias, ya que los
queratinocitos basales van dividiéndose y ascendiendo por la piel
hasta llegar al estrato espinoso, donde cesan su ciclo celular para
iniciar el proceso de diferenciacién terminal, sintetizando proteinas
especificas, liberando lipidos extracelulares y constituyendo Ila
envoltura corneocitica. Sin embargo, en piel psoridsica este proceso
ocurre en 3-5 dias. Este limitado periodo, junto con la mayor
proliferacién y diferenciacién incompleta de los queratinocitos hace
gue las células se vayan acumulando en la superficie cutdnea, dando
lugar a placas gruesas, enrojecidas y con presencia de abundantes

escamas (130,131).

Se considera ésta una enfermedad de causa desconocida, con
base genética e inmunomediada por linfocitos T, en la que influyen
factores ambientales y psicosomdticos como desencadenantes (132).
Estas lesiones se originan por la interaccién entre diversas células y
mediadores del sistema inmune, tanto en su forma innata como

adaptativa, el epitelio y el tejido conectivo (133).

Esquemdticamente, existe una secuencia de pasos en la

activacion de los linfocitos T que da lugar al desarrollo de la psoriasis.
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En individuos predispuestos, la activacion de la respuesta inmune se
inicia por la presencia de un antigeno que causa la maduracidén de las
células epidérmicas presentadoras de antigenos, las células de
Langerhans, y su posterior migracion a los ganglios linfaticos locales.
Es alli donde estas células presentan los antigenos a los linfocitos T
indiferenciados, provocando su activacién y posterior proliferacién, y
constituyéndose asi una colonia de linfocitos T especificos contra ese
antigeno. Estos linfocitos migran a través de la circulacion hacia las
areas de inflamacién cutanea donde, tras entrar en contacto con el
antigeno implicado, liberan citocinas, provocando la proliferacién y
alteracion de la maduracién de los queratinocitos, la inflamacién de
polimorfonucleares y cambios vasculares caracteristicos de las

lesiones de psoriasis (132,133).

Como se muestra en la Figura 16, las células inmunes innatas y
adaptativas contribuyen a la patogénesis de la psoriasis. Actualmente,
se considera una enfermedad autoinmune inflamatoria modulada por
la interleuquina 17 (IL-17), producida por los linfocitos T CD4+ (Th17).
La infiltracion de neutréfilos en la dermis es otra fuente de IL-17 en el
proceso psoridsico. La activacién de células inmunitarias, como células
dendriticas, ademas de los propios queratinocitos, promueve la
secrecidon de otros factores como la IL-23 y el TNF, que aumentan la
respuesta de los Th1l7. Estos Th17 y sus citocinas asociadas tienen
multiples efectos sobre los queratinocitos. Ademas los Thl7
interactlan con otras células inmunes y pueden atraer neutroéfilos al

lugar de la inflamacion (134).
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Figura 16. Patogénesis de la psoriasis. A) La compleja interaccion de células cutaneas,
macroéfagos, células dendriticas, células T y demas células del sistema inmune liberan
citocinas y quimiocinas que producen los primeros cambios en la piel. La diferenciacion de
células Thl y Th1l7 es estimulada por las células dendriticas mediante IL-23. B) Los
mediadores liberados por las células del sistema inmune inducen y mantienen las lesiones
producidas en la piel psoridsica. A su vez, los queratinocitos amplian la respuesta

inflamatoria a través de sus mediadores (135).

6.2 Dermatitis atopica

La DA es otra dermatosis inflamatoria, pruritica, de curso
crénico, caracterizada por el desarrollo de lesiones de eczema con un
patrén de distribucidn caracteristico que afecta a individuos que
presentan una hiperactividad cutanea frente a diversos factores
ambientales (136). La prevalencia de la enfermedad se situa entre el

4%y el 20% de la poblacién (137,138).
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Los pacientes con DA presentan una alteracion de las
subpoblaciones de linfocitos T, ya que las reacciones inflamatorias
propias de la DA estdn determinadas por una proliferacion de
linfocitos T cooperadores de tipo 2 (Th2). Estos individuos, cuando
entran en contacto con un determinado alérgeno, producen una
respuesta con formacién de anticuerpos de clase Igk, desencadenando
una respuesta de células Th2 con produccion de IL-4, IL-5 y IL-13 y una
disminucion de IFN-¥. Estas citocinas estimularan la produccion de Igk
por parte de los linfocitos B, asi bien esta IgE se unira a mastocitos y

basoéfilos desencadenando la respuesta inflamatoria (139).

Ademas de desarrollar anticuerpos de clase IgE frente a
alérgenos alimentarios y aeroalérgenos los pacientes con DA
desarrollan anticuerpos contra proteinas de los queratinocitos y de las
células endoteliales que estan presentes en alrededor del 25% de
afectados. Estos hallazgos sugieren que la DA esta en la frontera entre

una enfermedad alérgica y una enfermedad autoinmune (140).

La filagrina es una proteina que se encuentra en el interior de
la célula y se sintetiza durante el proceso de cornificacion de la piel, a
partir del polipéptido profilagrina, siendo esencial para la biogénesis y
fisiologia del SC normal. Se ha visto que los pacientes con alguna
mutacion de pérdida de funcién en el gen de la filagrina (FLG)
presentan unos niveles menores de filagrina, lo que conlleva una
menor funcién barrera del SC, siendo estas mutaciones el principal
factor genético predisponente para la DA, siendo la deficiencia de Ia
barrera cutdnea un evento temprano importante en la fisiopatologia

del eccemay la alergia. (58,141,142).
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7. Tratamientos de las enfermedades inflamatorias de la

piel

7.1. Ciclosporina A

La CyA es un polipéptido ciclico constituido por 11 aminoacido
y con un PM de 1203 Dalton, aislado en 1970 a partir del hongo
Tolypocladium infatum. Segun la clasificacion anatédmica, terapéutica,
guimica (ATC) se clasifica dentro del grupo de inmunosupresores
inhibidores de la calcineurina (143,144). Actia en las células T
disminuyendo la transcripcién de citocinas (IL-2 e IFN y), quimiocinas y
factores de crecimiento. Inhibe la presentacién antigénica y la funcion

de los mastocitos (degranulacién y produccién de citocinas) (143).

Inicialmente este farmaco se utilizaba como tratamiento
inmunosupresor con el fin de evitar el rechazo en pacientes
trasplantados. Sin embargo, en 1997 la FDA autorizd su uso para
nuevas indicaciones entre las que se encuentra el tratamiento de las
dermatosis inflamatorias como la psoriasis y la DA (145). Ademas,
existe evidencia de que es efectiva en muchas otras enfermedades
inflamatorias de la piel, como es el caso de liquen plano erosivo de las
mucosas, urticaria crénica idiopatica, etc. (146). Pese a los nuevos usos
autorizados, debido a sus grandes efectos secundarios, antes de iniciar
el tratamiento con CyA se tiene que evaluar si el paciente es apto para
el tratamiento, ya que solo se recurre al tratamiento con este farmaco

en pacientes con dermatosis graves, que no pueden ser tratadas con
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los tratamientos convencionales y que no presenten

contraindicaciones (146,147).

En la piel con psoriasis o DA, tras la unidon de una célula
presentadora de antigenos a una célula TCD4+, se produce un
aumento de la concentracion de calcio citoplasmatico, el cual se unira
a la calmodulina formando un complejo que activard la calcineurina
fosfatasa dependiente de calcio. Esta enzima activada es capaz de
desfosforilar el Factor de Activacion Nuclear de las células T (NFAT), el
cual, una vez desfosforilado, migra al nucleo, interacciona con el ADN
y, como consecuencia, activa los genes de transcripcion de citocinas

proinflamatorias como IL-2, IL-4 e INT-¥, entre otras (138,143,144).

La CyA difunde en el citoplasma de las células TCD4+ y forma
un complejo con una proteina citoplasmatica conocida como
ciclofilina. Este complejo CyA-ciclofilina inhibe la calcineurina fosfatasa
dependiente de calcio, lo que se traduce en niveles mas bajos del
NFAT desfosforilado en los linfocitos T. En el caso de la psoriasis, la
disminucion del NFAT implica niveles mds bajos de citocinas
inflamatorias (148), teniendo elevada relevancia esta disminucién de
citosinas al tratarse de factores de activacion de las células T en

numerosos procesos inmunologicos, incluyendo la psoriasis.

En el caso de la DA, la disminucion del NFAT provocada por la
CyA implica niveles mas bajos de citocinas inflamatorias Th2, presente
en los pacientes atdpicos, siendo las mdas importantes la IL-31, citocina

gue provoca picor, y la linfopoyetina estromal timica, la cual activa las
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neuronas sensoriales, conduciendo asi la sensacion de picor al

cerebro, al regular su liberacién desde el timo (138,149).

La utilizacién de CyA como tratamiento de la DA proporciona
unas respuestas rapidas y eficaces, pero su uso se ve limitado debido a
los efectos nefrotéxicos que puede presentar si se alcanzan
concentraciones plasmaticas determinadas, como ocurre con los

tratamientos sistémicos (73).
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Figura 17. Mecanismo de accion de la Ciclosporina (Adaptacion) (150).

Cuando la CyA es administrada por via oral o parenteral, da
lugar pues a efectos sistémicos importantes. Algunos de sus efectos
adversos mas graves son la nefrotoxicidad e hipertension, debidos a

una vasoconstriccidn sistémica, inducida por la CyA. Al tratarse de un
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inmunosupresor, el tratamiento sistémico provoca una disminucion en
la eficacia del sistema inmune. Esta inmunodepresidn aumenta la
probabilidad de contraer enfermedades infecciosas, o de que se
produzca la reactivacion de infecciones latentes. A pesar de su
eficacia, el balance beneficio-riesgo, derivado de estos efectos
adversos graves, justifican las reticencias de los facultativos a la
prescripcion de CyA para el tratamiento de la psoriasis y DA, ya que su
presentacion comercial es uUnicamente sistémica, por via oral o
parenteral (148). La aplicacion tépica de la CyA no ha resultado eficaz
debido principalmente a su incapacidad para difundir de forma pasiva
a través de piel intacta. Sin embargo, si es efectiva en lesiones
ulceradas y en mucosas, donde el SC no supone una limitacién a la

absorcion y la CyA puede acceder libremente hasta la dermis (146).
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Il.- OBJETIVOS

El objetivo principal de este capitulo de la tesis doctoral que se
presenta es desarrollar distintos tipos de sistemas de vesiculas
lipidicas ultraflexibles para conseguir administrar CyA a través de la

piel.

Para ello se ha dividido el presente trabajo en los siguientes

objetivos secundarios:

1. Desarrollar y wvalidar un método analitico para Ia
determinacién de CyA en las muestras experimentales.

2. Fabricar distintas formulaciones de sistemas liposomales
ultraflexibles y convencionales, cargados con CyA vy
caracterizar sus propiedades.

3. Estudiar la estabilidad y el efecto de la liofilizacién sobre las
caracteristicas de las formulaciones liposomales.

4. Evaluar la biocompatibilidad de los diferentes sistemas
liposomales mediante el estudio de la toxicidad en cultivos
celulares.

5. Estudiar la distribucién de CyA en las diferentes capas de la
piel y el FP cuando es administrada mediante los nuevos
sistemas liposomales.

6. Estudiar in vitro la permeabilidad transdérmica de CyA partir

de los sistemas liposomales.
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7. Desarrollar una formulacion tipo hidrogel que contenga las
diferentes vesiculas liposomales, caracterizar su reologia y

estudiar la liberacion de CyA.
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I1l.- MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

1.1. Formulacién de sistemas liposomales

Para la formulacion de los sistemas liposomales se emplearon

los materiales descritos en la siguiente tabla:

Tabla 2. Materiales usados en la formulacion de los sistemas liposomales

Nombre Marca Descripcion Ciudad/Pais origen
Comercial
Ciclosporina A Sigma- Estandar. Porcentaje de Laramie, EEUU
Aldrich pureza: 98,5%
Phospholipon® Lipoid Fosfatidilcolina purificada a Colonia, Alemania
90G partir de lecitina de soja.

Tm<452C. PM: 758,07 g/mol

Colesterol Acofarma Polvo cristalino blanco. PM: Terrasa, Espafia
386,67 g/mol

Tween 20 Scharlau Densidad: 1,11 g/cm3. PM: Sentmenat, Espafia
386,67 g/mol.

Tween 80 Scharlau Densidad: 1,07 g/cm3. PM:  Sentmenat, Espafia

1227.54 g/mol.

D-limoneno Sigma- (R)-(+)-Limoneno al 97% St. Louis, EEUU
Aldrich
NacCl Sigma- Polvo cristalino blanco. PM: Barcelona, Espaiia
Aldrich 58,44 g/mol
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Etanol BDH Densidad: 0,79 g/cm3. PM: Bois, Francia
absoluto Prolabo® 46,07 g/mol
Metanol BDH Grado HPLC. PM: 32,04 Bois, Francia
Prolabo® g/mol.
Cloroformo LiChroosolv® Para cromatografia. PM: Darmstadt,
- Merck 119,38 g/mol. Alemania
Agua - Calidad Milli-Q. Resistencia -
bidestilada > 18 MQ - cm y contenido

organico total (TOC) < 10

ppb.

10 1" 1 2 3
MelLeu—MeVal =—r—MeBmt=———Abu-r—Sar

1 {
9 MelLeu ;
1 $
D-Alge——Al| i Me L@ U Vall ——MeLeu
a8 7 6 5 4

Figura 18. Estructuras quimicas de (a) ciclosporina A y (b) fosfatidilcolina.
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1.2. Otros materiales quimicos y disolventes

En la preparacion de todas las disoluciones empleadas y en
todos los procesos de lavado, centrifugado y diluciones se ha
empleado agua de calidad Milli-Q (modelo Integral 5, Millipore), con
una resistencia superior a 18 MQ:cm y un contenido organico total

(TOC) inferior a 10 ppb.

Tabla 3. Otros materiales utilizados

Nombre Formula Molecular PM (g/mol) Marca
Comercial
Acetonitrilo CoHsN 41,05 BDH
Prolabo®
Acido acético C,H40, 60,05 Panreac
Acido perclérico HCIO4 100,46 Panreac
Molibdato amodnico (NH4)6Mo0704.4H,0 1235,86 Panreac
Sodio dihidrogenofosfato NaH,PO4 120,00 Scharlau
anhidro
Acido L-ascérbico CgHgO6 176,13 Scharlau
R (+)-Glucosa CeH1206 180,16 Panreac
Lactosa monohidrato C12H22011. H20 360,31 Guinama
Sorbitol 70% CeH1406 182,17 Guinama
Acido fosfotungstico H3PW1,040 2880,2 Sigma-
Aldrich
Di-sodio hidrogenofosfato Na;HPO4 141,96 Scharlau
anhidro
Hidroxipropilmetilcelulosa CssH108030 1261.45 Acofarma

75



Desarrollo de formulaciones de liberacion controlada para
enfermedades inflamatorias

1.3. Ensayos con piel humana

La piel utilizada para los ensayos de permeabilidad fue piel
humana, ya que es la mas aceptada por la comunidad cientifica para

este tipo de estudios.

La piel se obtuvo a través de una colaboracién con el Servicio

de Cirugia Pl3astica del Hospital Quirdn Salud Valencia.

Se utilizé piel de abdomen femenino, de una Unica paciente de
39 afios para disminuir la variabilidad interindividual. La piel se limpid
con soluciéon tampon fosfato pH 7.4 y se elimind toda la grasa
subcutdnea, para después envolver en papel de aluminio y congelar a -

209C durante un maximo de 3 meses (151).

1.4. Ensayos con piel porcina

Entre todos los mamiferos, la piel mas similar a la humana,
desde el punto de vista anatémico y fisioldgico es la piel de cerdo ya
gue presenta un grosor similar, siendo entre 30 y 140 um frente a las

50-120 um de la piel humana (57).

Debido a la similitud entre la piel de cerdo y la humana, la oreja
de cerdo se utiliza normalmente como sustituto de la humana en
estudios in vitro, ya que ademas muestra una penetracion de
sustancias aplicadas tépicamente similar a la penetracion de éstas en
la piel humana (152). También se ha comprobado que la absorcion de

diferentes solutos en los FP de la piel porcina coincide
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cuantitativamente con la absorcidn de los mismo en los FP de piel

humana (153).

Ademas, en estudios de penetracidn in vitro en FP la piel
humana no se puede utilizar ya que se contrae instantdneamente tras
la extirpacién, cerrandose asi los FP. En cambio, los FP de la piel de
cerdo permanecen abiertos durante el estudio ya que la piel

permanece unida al cartilago de la oreja (154).

Debido a que los estudios de absorcion percutanea in vivo son
dificiles de llevar a cabo, es necesario desarrollar métodos alternativos
in vitro que sean reproducibles, y debido a la similitud entre la piel
porcina y la humana y la posibilidad de trabajar con el FP sin ocluir, la
piel porcina sera el modelo para los ensayos de tape-stripping,
concretamente piel de oreja de cerdo, obtenida del animalario del
SCSIE (Centro de Soporte a la Investigacién) de la Universitat de

Valéncia.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Universitat
de Valéncia. El protocolo ético del estudio es el numero:

H1381683846659.
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2. Metodologia

2.1. Desarrollo y validaciéon del método analitico por HPLC

Para el desarrollo del método analitico para cuantificar la CyA
se partié de metodologias ya descritas en bibliografia (155), las cuales
se ensayaron a condiciones variables de flujo, volumen de inyeccion,
longitud de onda (1), temperatura de la columna, composicién y pH de

la fase movil.

Se validé el método analitico para la determinacién de CyA
mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Para ello se
utilizé un HPLC Agilent series 1100, con detector UV. Se desarrollé un
método que permite un analisis a corto plazo, con un sistema de
solventes simple y una buena resolucién en el cromatograma, ademas
de una sensibilidad adecuada. Las condiciones finales del método

analitico desarrollado se describen en el siguiente cuadro (Tabla 4).

Tabla 4. Condiciones cromatograficas para determinacion de CyA por HPLC

Condiciones cromatograficas Descripcion

Equipo Agilent series 1100, compuesto por
inyector automatico, bomba isocratica y

detector ultravioleta

Procesado de la seiial Agilent ChemStation®
Flujo 1,2 ml/min
Columna Kromasil C-18 (150 x 4,6 mm I.D.,

tamafio de particula de 5 um)
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Volumen de inyeccion 100 pl

Longitud de onda 210 nm

Tiempo de retencion (tr) 3,2 min

Fase movil Acetonitrilo, metanol y agua
(70:20:10 v/v)

El pH se ajusta a 6,32 + 0,02 con acido
acético glacial al 5%.
Temperatura 652C

Curva de calibracion 5 puntos en el rango: 15,6 — 0,12 pg/ml

Se validd el método analitico para el intervalo de
concentraciones de la curva de calibracién, (Tabla 4) evaluando la
aptitud del sistema y los pardmetros de linealidad, sensibilidad, limites
de deteccion (LD) y de cuantificacién (LQ), precisidon, exactitud vy
reproducibilidad, de acuerdo con los criterios de la Conferencia
Internacional sobre Armonizacién de Requisitos Técnicos para el
Registro de Productos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH). Los
datos se procesaron mediante el programa Excel Microsoft Office

2011®,

Se representaron las dreas de los picos correspondientes a CyA
frente a las concentraciones de los patrones y se ajustaron por

minimos cuadrados, segln la ecuacién 3.

y=bx+a

Ecuacion 3
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Donde y es el drea del pico de CyA; x la concentracién (pg/ml);

b la pendiente de la recta y a es la ordenada en el origen.

El coeficiente de correlacion, r, expresa la linealidad existente
entre las concentraciones y las dreas. La sensibilidad del método es la
capacidad que presenta para discernir entre concentraciones similares
de la misma sustancia, y viene expresado por la pendiente de la recta y

su desviacién estandar (b+DS).

El LD es la minima cantidad de sustancia que puede ser
detectada (Ecuacién 4) y el LQ es la minima concentracién de
sustancia ensayada que puede ser estadisticamente diferenciada del

blanco (Ecuacién 5).

LD = 3.DSo
b
Ecuacion 4
_ 10.DSo

b
Ecuacion 5
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La precision se evalla mediante el coeficiente de variacidon
(CV%) de la media de concentraciones calculadas en los ensayos

intradia e interdia. Para calcular el CV% se utilizé la siguiente formula,

DS
CV% = 7 100

Ecuacion 6

Donde x es la media de las concentraciones y la DS Ia
desviacién estandar de las mismas. La exactitud se determina
mediante el error relativo (Er%) midiendo patrones de diferentes
concentraciones de CyA, analizadas en tres dias diferentes. Para el

calculo se utilizé la siguiente ecuacion,

Cexp — Ct

Er % =
r% Ct

100

Ecuacion 7

Siendo Cexp la concentracidn experimental y C: la concentracién

teodrica.

Para descartar posibles interferencias de los medios y sustancias
utilizadas, se inyectaron muestras de los mismos, a la misma
concentracion y bajo las mismas condiciones, y se verifico que no

presentaban ninguna interferencia con el pico de CyA.
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Se establecieron como limites/criterios de aceptacion los

siguientes:

Tabla 5. Limites/criterios de los parametros de validacién del método analitico.

Parametro Limite/criterio de aceptacion
Aptitud del sistema CV % de las areas < 4,0 %
CV%delost-<4,0%
Linealidad y=mx+b
r>0,995
r2>0,990
Exactitud ER% <10 %
Precision
- Intradia CV%<10%
- Interdia CV%<10%
Limite deteccion (DL) < 0,5 pug/mi
Limite cuantificacién (QL) < 1,0 ug/mi

2.1.1 Andlisis de las muestras

El analisis cuantitativo y cualitativo de la CyA de las diferentes
formulaciones obtenidas en los diferentes estudios realizados en el
presente trabajo se realizd por el sistema HPLC, segun las condiciones
gue se describen en la Tabla 4. Cada muestra fue filtrada a través de
un filtro de nylon 3mm/0,45 um antes de la inyeccién en la columna

HPLC y se inyectd dos veces.
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2.2. Sistemas liposomales

2.2.1 Formulacioén de los sistemas liposomales

Se formularon 4 sistemas liposomales diferentes seglin su

composicion: los convencionales (SLC), con tensioactivos (SLT1 y SLT2)

y con elevado porcentaje de etanol (SLE). Se prepararon con vy sin

farmaco. Las formulaciones cargadas con CyA en su composicidon se

identificaron con la abreviatura “CyA” al final del cédigo.

La composicidn cuantitativa de las formulaciones se describe

en la siguiente tabla:

Tabla 6. Composicion cuantitativa de las formulaciones

Componentes
(% p/v)
~ Phospholipon®0G 3
c.S.p.
100 ml

c.s.p.: cantidad suficiente para.

Formulaciones (cédigos)

0.55

0.06

200 ml

C.s.p.
100 ml

0.8
0.08
1.8
0.9
0.06
100 ml

C.s.p.
100 ml

0.2

45

c.s.p.
100 ml
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2.2.1.1 Preparacion de las MLVs

Tres lotes de cada formulacidén se elaboraron con y sin CyA
usando dos métodos diferentes segin su féormula: método de la
pelicula delgada de lipidos (SLC, SLT1 y SLT2) y el método de Touitou

(SLE), con los cuales se obtiene espontdneamente MLVs.

A. Método de la pelicula delgada de lipidos

Los lotes de la férmula SLC se prepararon de la siguiente forma:
el Phospholipon® 90G, Colesterol y CyA se disolvieron en una solucién
cloroformo/metanol (1:1). Se evaporé completamente en rotavapor
(BUCHI, modelo R-210), bajo agitacion a 50°C y a una presién de 100
mbar hasta formar una pelicula delgada, gracias a la lenta evaporacion
del disolvente. Una vez formada la pelicula se redujo la presidn hasta
50 mbar a 30°C y se dejé 1 hora para terminar de eliminar posibles
trazas de disolvente. La pelicula se hidraté con solucién de NaCl 0,9% y
se agité por 1 h a 50°C en rotavapor para formar una dispersidon
liposomal. Se dejé reposar durante 20 minutos a temperatura

ambiente y se almacend a 4°C (156—158).

La preparacion de los lotes de la formula SLT1 se realizé bajo las
mismas condiciones, pero reemplazando el colesterol por Tween 80, y
se uso etanol absoluto como disolvente de la fase lipidica y etanol 7%

v/v como solucién de hidratacion (86,159).
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La preparacion de los lotes de la formula SLT2 se realizé bajo las
mismas condiciones que para el SLC, y sélo se adiciond el Tween 20 y

D-limoneno al NaCl 0,9% antes de la hidratacion de la pelicula (160).

B. Método de Touitou

Los lotes de la formulacion SLE se prepararon siguiendo el
método TouiTou (31,161) de la siguiente forma: el Phospholipon® 90 y
CyA se disolvieron en etanol. Se afiadid una cantidad apropiada de
agua bidestilada lentamente de forma continua, manteniendo un flujo
de 12 + 0,5 ml/h cuidando que el recipiente se encontrara bien sellado
y bajo agitacion con un Heidolph digital (modelo RZR-2021, Alemania)
a 710 £ 5 rpm en un bafo de agua a 30°C. Una vez incorporada el
agua, la muestra se mantuvo en agitacion durante 10 minutos, se dejé
reposar 20 minutos mas a temperatura ambiente y se almacené a 4°C

(31,156,162).

2.2.1.2. Reduccion de tamafno de las MLVs

Todos los lotes de cada formulacién, con y sin CyA, se
sometieron a tratamientos fisicos para reducir el tamafio de las
vesiculas en dispersion a fin de facilitar su permeacién a través de la

piel. Se usaron las técnicas de sonicacion y extrusion en membrana
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que se utilizan con frecuencia para la conversién de MLVs en SUVs y

LUVs (70).

A. Método de sonicacién por periodos

Una fraccion de las suspensiones obtenidas se dividid en
volumenes de 2 ml en tubos de ensayo. Los lotes de las formulaciones
SLC, SLT1 y SLT2 se colocaron en bafio de ultrasonidos (163)
(Elmasonic S 60H, Alemania) a 50°C y se trataron con ultrasonidos en
15 periodos de 10 minutos con 2 minutos de reposo a temperatura
ambiente entre cada periodo. Luego se enfriaron los tubos a 4°C en
hielo durante 2 minutos. Los lotes de la formulacidn SLE se trataron
con ultrasonidos en 8 periodos de 15 minutos de encendido y 15
minutos de apagado (164) y luego se dejaron reposar por 1 hora a

temperatura ambiente. Todos los lotes se almacenaron a 4°C.

B. Método de extrusion en membrana

La fraccidn restante se dividid en volumenes de 3 ml en tubos de
ensayo. Los lotes de las formulaciones SLC, SLT1 y SLT2 se colocaron
en bafio de ultrasonido a 50°C y se sonicaron por 2 horas para facilitar
la posterior extrusion. Luego se enfriaron los tubos a 4°C en hielo por 2

minutos. Las vesiculas sonicadas se homogenizaron manualmente
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mediante jeringa plastica, 5 veces a través de filtro de nylon de 450
um y 20 veces en filtros de 200 um de policabonato (LiposoFast®) cuyo
tamariio de poro permite la reduccion del tamafio particular a 200 nm,
consiguiendo asi un tamafio de particula 6ptimo para su paso a través
de los canales intercorneociticos del SC (86). Por otro lado, los lotes de
la formulacién SLE se sonicaron durante 1 hora y se dejaron reposar
por 1 hora a temperatura ambiente después de la sonicacion. El
proceso de extrusion fue el mismo que para las formulaciones

anteriores. Se almacend todos los lotes a 4°C.

2.2.2. Caracterizacion de los sistemas liposomales

Con el fin de facilitar la discusién, en la Tabla 7 se da una
descripcién general de las abreviaturas de los nombres de las

muestras, que se van a utilizar en el texto.

Tabla 7. Resumen de las formulaciones

Método de Técnica para reduccion Muestras vacias Muestras cargadas
preparacion de tamafio con CyA
Pelicula Sonicacion SL(*)-SON SL(*)-SON-CyA
delgada Extrusion SL(*)-EXT SL(*)-EXT-CyA
Touitou Sonicacion SLE-SON SLE-SON-CyA
Extrusion SLE-EXT SLE-EXT-CyA

(*) Es reemplazado por C, T1 o T2.
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Las caracteristicas de tamafo de particula y PDI sirvieron como
criterio de eleccion de las formulaciones que serian evaluadas en los

ensayos de permeabilidad en piel.

2.2.2.1. Tamafio de particula, indice de polidispersion y potencial Z

Tras la sintesis, se llevd a cabo la caracterizacion de los
liposomas. El tamaiio, el indice de polidispersién (PDI) y el potencial Z
se midieron mediante un equipo Brookhaven 90 Plus (Brookhaven
Instruments Corp., USA). Se utilizé el modo de dispersion de luz
dinamica (DLS) para medir el tamafio vesicular (didametro medio) y el
PDI a 25 °C. El modo de dispersion de luz de andlisis de fase (PALS) se
utilizdé para determinar el potencial Z (mV) de las vesiculas. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado (165).

2.2.2.2. Morfologia de las vesiculas con CyA

Las muestras se prepararon mediante la aplicacién de una gota
de la dispersién sobre una rejilla de cobre (300 mesh) recubierta de
carbono y se dejaron durante 4 minutos para permitir que algunas de
las vesiculas se adhieran al sustrato de carbono. Después de eliminar
el exceso de dispersién con un trozo de papel de filtro, se aplicéd una
gota de solucidn de dacido fosfotungstico al 2% durante un minuto y

luego se dejé secar al aire. Las muestras se visualizaron con un
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Microscopio de Transmisidon electrénica (TEM) (JEM-1010, JEOL,
100kV) (166).

2.2.2.3. Evaluacién de la eficacia de encapsulaciéon (EE%)

La EE de CyA por los sistemas liposomales se midié por el
método de ultracentrifugacion. Las muestras se mantuvieron durante
la noche a 4°C y se centrifugd en una ultracentrifuga (OPTIMA XL-
100K, Beckman, EE.UU.) equipado con rotor TFT-70 a 4°C y 40 000 rpm
durante 3 horas (167). La cantidad de CyA en el sobrenadante se
determiné por HPLC afadiendo metanol 45% a un volumen pequeno
de sobrenadante hasta cubrir el intervalo de validacién. La presencia

de vesiculas en el sobrenadante se analiz6 mediante DLS.
La EE de los liposomas se determind mediante la siguiente
ecuacion (33):

0

EE%=M.1O

Qi

Ecuacion 8

Donde Q; es la cantidad inicial de CyA usada para la preparacion
de los sistemas liposomales y Qs es la cantidad de CyA determinada en

el sobrenadante.
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2.2.2.4. Cuantificacion de fosfolipidos

Para cuantificar la concentracion del fosfolipido, fosfatidilcolina
(PC), que forma los sistemas liposomales se utilizé una modificacion

del método de Rouser et. al (168).

En primer lugar, se prepard una solucién 0,5 mM de NaH2POa.
Luego se colocé, por triplicado, O ul, 40 ul, 80 pl, 120 pl, 160 ul, 200 ul,
240 pl, 280 pl y 320 ul de esta solucion en tubos de ensayo para la
curva de calibracién. Las muestras fueron los sedimentos de liposomas
obtenidos tras la ultracentrifugacién y resuspendidos con agua milli-Q
a su volumen original. Se hicieron diluciones 1:10 de las muestras y se
tomaron, por triplicado, 100 pl colocandolos en tubos de ensayo.
Todos los tubos se colocaron a 270°C hasta evaporacién completa,
luego a cada tubo se le afadié 450 pl de HCIO4 70% vy se cold sobre un
calefactor a 250 -260°C durante 30 minutos, para que se produjera la
mineralizacion del fésforo. Se dejé enfriar a temperatura ambiente y
se afadié 3,5 ml de agua milli-Q y 500 pl de molibdato aménico 2,5%
p/v, agitando manualmente. Se afadieron 500 pul de acido ascérbico
10 % (p/v) y se agitd rapidamente con el vortex, y seguidamente se
incubd en un bafio de agua a 100°C durante 7 minutos. Después de
ese tiempo las muestras se enfriaron con hielo y se midid la
absorbancia del fésforo a una longitud de onda (A) de 820 nm

(spectrophotometer HITACHI U-2900).

El nimero de moles de fosfato es igual al nUmero de moles de

fosforo y por tanto del fosfolipido que forma parte de la vesicula, por
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lo que para determinar la concentracion del PC en la muestra se

empled la siguiente ecuacion:

mg PC~ umol PC . 758,07 g/mol
ml muestra 100 ul

Ecuacion 9

2.2.2.5. Morfologia (Imagenes-TEM)

También se visualizé la morfologia de las vesiculas con un TEM
JEM-1010, JEOL, 100kV en el Servicio Central de Soporte a la
Investigacion Experimental (SCSIE). Se tomaron cuatro muestras, una
de cada suspension coloidal diluida 1:1000, se aplicaron sobre una
rejilla microscépica de cobre (300 mesh) recubierta de carbono y se
dejaron secar durante 4 minutos, para permitir que algunas vesiculas
guedasen adheridas al carbono. Después, se afadid una gota de
solucion de acido fosfotungstico al 2% durante un minuto para realizar
una tincién negativa y se secaron de nuevo para poder visualizarlas en

el TEM (169).
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2.2.2.6. Evaluacion de la flexibilidad

Se extruyeron 500 pl de cada formulacidon 9 veces, a través de
unas membranas de 100 nm (Whatman®) con ayuda de un sistema de
extrusion manual en jeringa (LiposoFast-Basic, Avestin) y se
compararon sus didmetros medios antes y después de la extrusién. Se
calculé la disminucién relativa del diametro de las vesiculas. Los

ensayos se realizaron a temperatura ambiente (170).

2.2.2.7. Estabilidad durante almacenamiento

Las formulaciones se sellaron y almacenaron a 4°C durante 70
dias en condiciones de oscuridad. El didmetro medio y PDI se
determinaron por DLS en tiempos preestablecidos, de acuerdo con lo
descrito en el apartado 2.2.2.1. Tamafio de particula, indice de
polidispersién y potencial Z: 0, 2, 20, 50 y 70 dias (171). La estabilidad
en condiciones aceleradas se control6 incubando cada formulacidn a
2529C, 309C, 452C y 60°C durante 2 h. Cada formulacién se mantuvo a
259C durante 15 dias (172). Ademads, también se comprobd la
estabilidad quimica de CyA determinando el contenido de farmaco en
cada formulacion almacenada a 352C y 452C cada tres dias durante 21

dias.
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2.3. Efecto de la liofilizacion sobre las formulaciones

2.3.1. Determinacion de crioprotectores

Las suspensiones liposomales recién preparadas se congelaron
rdpidamente en ausencia y en presencia de diferentes crioprotectores.
Se utilizaron los hidratos de carbono: glucosa y lactosa, el polialcohol
de azucar: sorbitol, asi como una combinacién de los tres, en
proporciéon 1:1:1, al cual se le denomind combinacién de
lioprotectores. Se prepararon soluciones de los azlcares a una
relacion molar 1:10 con el fosfolipido usado en las formulaciones. Para
sorbitol, se prepard una solucién al 2.5% (v/v) para las formulaciones
con mayor cantidad de fosfolipido, es decir, SLC y SLT1 y otra a 0,7%
(v/v) para la de menor cantidad, SLT2 (173,174).

En todos los casos, se colocaron 100 pl de muestra junto con 400 ul
del crioprotector en viales de vidrio y se congelaron a -80°C (Ultra Low
Temperature Freezer US70) durante 3 horas. Trascurridas las 3 horas,
las preparaciones se dejaron descongelar a temperatura ambiente
durante 4 horas utilizando un vortex para la agitacion. Luego se midié
el didmetro medio por DLS, de acuerdo con lo descrito en la seccidn
2.2.2.1. Tamaiio de particula, indice de polidispersidn y potencial Z. Se
usé como comparacion, la suspension liposomal inicial a una dilucién
adecuada y se determind diferencias significativas con un nivel de

significancia de 0.05 (p < 0.05) (173).
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2.3.2. Liofilizacion de las formulaciones

Se eligieron dos de los lioprotectores ensayados que no
produjeron cambio significativo en el diametro medio de las vesiculas
liposomales después de la congelacion. De igual modo, 100 ul de
muestra se colocaron junto con 400 ul del lioprotector en viales de
vidrio y se congelaron a -80°C durante toda la noche. Inmediatamente
se liofilizé durante 48 horas utilizando un liofilizador LyoQuest (HT-40,
Telstar) a una temperatura en condensador de — 50°C y una presién de
camara de 0.08 mbar. Las muestras liofilizadas se resuspendieron en
agua bidestilada a las concentraciones iniciales de lipidos. El proceso
de rehidratacién se completé con 5 minutos de agitacién repetida y

calentando hasta aproximadamente 50 °C (173).

2.3.3. Morfologia de las formulaciones liofilizadas

Las formulaciones resuspendidas se analizaron por microscopia
electrdnica, utilizando un TEM (JEM-1010, JEOL, 100kV), de acuerdo
con lo descrito en la seccién 2.2.2.2. Morfologia de las vesiculas con
CyA, para observar cambios en la morfologia de las vesiculas después

de la liofilizacidn con los lioprotectores seleccionados.
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2.4Estudio de biocompatibilidad: toxicidad de los sistemas
liposomales en cultivos celulares

2.4.1 Cultivos celulares

Se utilizé la linea celular RAW 264.7 (ECACC; Salisbury, Reino
Unido) para los estudios de toxicidad. Las células se mantuvieron en
medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con
10% de suero bovino fetal (FBS), penicilina (100 Ul/mL) vy
estreptomicina (100 pg/mL), bajo una atmdésfera humidificada con 5%

de CO; y a una temperatura de 372C.

2.4.2 Ensayos de proliferacion y viabilidad celular

Suspensiones de células a una densidad de 1-10° células/mL se
sembraron en placas de 96 pocillos (200 pl/pocillo) con medio DMEM
suplementado al 10% con FBS, penicilina (100 Ul/mL) y estreptomicina
(100 pg/mL). Tras una incubacién de 2 h, el medio se sustituyd por el
mismo volumen de medio DMEM suplementado con 0,5% de FBS y se
expuso durante 1 hora a 10 ul de cada tipo de formulacién de
vesiculas lipidicas a diferentes concentraciones. A continuacion, se
desechd el medio y se anadieron 100 ul de solucién de MTT (0,5
mg/mL). Después de 1 h el sobrenadante de desechd y los depésitos
azules correspondientes al metabolito coloreado se disolvieron en 100
pL de DMSO. La absorbancia a 510 nm se midié con un lector de placas
VICTOR3 Multilabel (PerkinElmer; Waltham, MA, USA). Como muestra
la siguiente ecuacién, los resultados se presentan como porcentaje de

viabilidad celular en comparacién con células de control no tratadas, o
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células tratadas con sistemas liposomales vacias en caso de observar

proliferacién celular.

Absorbancia de la muestra

Viabilidad celular (%) = ( ) - 100

Absorbancia control

Ecuacion 10

Donde la absorbancia de Ila muestra corresponde a la
absorbancia de las células tratadas con las diferentes formulaciones
liposomales, y la absorbancia control corresponde a la absorbancia de
las células no tratadas o a las células tratadas con sistema liposomal

vacio, a 510 nm.

2.5 Tape-stripping

2.5.1 Tape-stripping tradicional

El tape-stripping tradicional se utiliza para eliminar el SC
mediante la aplicacion sucesiva de cintas adhesivas. Por lo que se trata
de una técnica minimamente invasiva (175,176). De esta forma es
posible obtener informacion sobre la funcién barrera del SC y como
esta capa dificulta el paso del farmaco (177). La cantidad de SC
retirada no es linealmente proporcional al nimero de cintas adhesivas

utilizadas para ello y la variaciéon de los resultados se estandariza
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manteniendo constante una serie de parametros, como el tamaiio de
las cintas adhesivas, la presidn aplicada y el tiempo de aplicacion antes

de retirarlas, entre otros (175).

La piel utilizada para este ensayo es piel de las auriculas
externas de las orejas de cerdo. Estas se encuentran almacenadas
entre -22C y -82C. Antes del ensayo se descongela la oreja, se lava con
agua fria y se seca por completo. Posteriormente, se recorta el vello
con unas tijeras, evitando dafar la superficie de la piel con la que se va

a trabajar (178).

Una vez la piel estd limpia y seca, se cortan porciones del
tamaiio adecuado y se marca con una circunferencia de 14 mm de
didametro en cada una de las porciones. También se corta una porcién
de mascara de cinta de aluminio adhesiva en la que se realiza la
circunferencia con ayuda de un punzdén que permite realizarlos de
forma idéntica, y se recorta. A continuacidn, la piel se coloca sobre un
portaobjetos y sobre ella se pega la mdscara, de forma que solamente
queda al descubierto la zona de piel que se va a utilizar. Una vez fijada
la piel al portaobjetos se afiade la cantidad de farmaco necesaria y se

realiza un masaje de 2 minutos con el dedo.

Una vez el farmaco esta aplicado sobre la piel, se cubre de
parafiim® y se deja incubar. La temperatura de incubacién es de 32°C
ya que es la temperatura fisiolégica de la piel, y el tiempo de
incubacién es de 2 horas. Trascurridas estas 2 horas, el parafilm® se
retira. Para comenzar la técnica se recortan cintas adhesivas de igual

tamafio, 1cmx1cm.
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Se coloca la primera cinta sobre la piel incubada con el farmaco
con la ayuda de unas pinzas, para evitar cualquier contaminacién
externa. Para estandarizar la presién que se aplica sobre cada una de
las cintas, se utiliza un rodillo que se aplica siempre ejerciendo una
presidn constante. Posteriormente se retira la cinta adhesiva con unas
pinzas y se coloca en un vial. El proceso se repite con 10 cintas
adhesivas. Las dos primeras cintas se guardan por separado en viales
individuales rotulados como S1 y S2. Las 8 cintas siguientes se guardan

siguiendo el esquema: S3-S5, S6-S10.

2.5.2 Tape-stripping diferencial

Esta técnica es el resultado de la combinacién del método tape
stripping tradicional con una biopsia de cianocrilato en superficie, y es
un nuevo método minimamente invasivo, selectivo y cuantitativo que
permite determinar la cantidad de farmaco aplicado tépicamente que

ha penetrado en los FP, tanto in vivo, como in vitro (176,178).

En esta técnica, una vez eliminado el SC con las cintas
adhesivas, se coloca sobre la piel una gota de Superglue®, se extiende
por toda la superficie de la piel incubada y se deja secar.
Posteriormente se cubre con una nueva cinta adhesiva, se ejerce la
presidn y se retira la cinta mediante un rdpido movimiento, retirando
un molde de FP formado por el pegamento al polimerizar (178), que
incluira los liposomas con el farmaco si estos se han localizado en el
FP. El proceso se realiza una segunda vez para asegurar la completa

retirada de las particulas acumuladas.
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2.6. Estudios in vitro de liberacion y permeabilidad
transdérmica de CyA

e} || Compartimiento

Célula estatica vertical de difusién de tipo Franz: los ensayos
in vitro de difusion transdérmica se realizaron mediante las
CDF ya que representa el método in vitro mayormente
aceptado por la comunidad cientifica para la evaluacién de la
penetracidon transepitelial y la liberacion de farmacos. Estas
células estaticas verticales de difusion constan de dos camaras:
un compartimento dador y uno receptor, separados entre si
por una membrana.

Cualquier tipo de formulacién que contenga un farmaco puede
depositarse en el compartimento dador y la cantidad de
farmaco que difunde a través de la membrana puede
cuantificarse mediante la toma de muestras a partir del

compartimento receptor y su posterior analisis.

[Mambrana | -

Toma de /

muestras

Agitador
magnético

Compartimiento
receptor I

g

Solucién tampon pH 7.4

Figura 19. Esquema del estudio in vitro de permeabilidad transdérmica con CDF.
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Para los ensayos se utilizaron CDF de cristal con un area de
difusién de 0,745 cm?y 5 ml de volumen en el compartimento
receptor, con 5 ml etanol/PBS al 45% v/vy pH 7,4 (5). Todo ello
colocado en el médulo de calentamiento con agitacidn.

Las muestras analizadas son descritas en la Tabla 7. Resumen
de las formulaciones (n=6). La permeabilidad cutdnea de las
formulaciones liposomales con CyA se compard tanto con la
permeabilidad cutdnea de una solucién de CyA de 5 mg/ml en
etanol/PBS al 45% v/v (solucién receptora) como con la de los
liposomas sin CyA. También se comprobd la difusién de CyA
dispersa en agua sin ningun excipiente, mezclando en vortex
todos los componentes de la wvesicula a la misma
concentracion. Esto permite diferenciar el efecto debido a Ia
presencia de los potenciadores del que surge de las propias

vesiculas estructuradas.

Membranas: En los estudios de permeabilidad se utilizé una
membrana de didlisis Spectra/Por® entre el compartimento
dador y receptor, como soporte de la piel separada por calor.
Esta membrana no ejerce ninguna limitacidn al paso del

farmaco, permitiendo asi la difusion.

Piel separada por calor: Para los estudios de permeabilidad
cutanea se utilizé piel separada por calor. La piel fue obtenida

una Unica paciente caucasicas de edades 39 afios. La muestra
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fue obtenida del Hospital Quiron Salud de Valencia, previa
obtencién del consentimiento informado de la paciente. La
muestra fue anonimizada con el fin de preservar la identidad
de las pacientes. Se realizaron controles sobre la piel de los
diferentes voluntarios mostrando valores muy similares de Kp y

flujos.

Se limpiaron las muestras de piel humana y el exceso de tejido
adiposo y conectivo se elimind para posteriormente
almacenarlas en un congelador a -20 ° C durante un tiempo
maximo de tres meses. Justo antes del inicio de los
experimentos, se descongelaron las muestras de piel y se
procedid a la separacidén de la epidermis para los estudios de
difusiéon transdérmica. Para ello se utilizé la técnica de
separacion por calor descrita por primera vez por Kligman en
1963 (179). Se cortaron discos de piel con un punzén de 25 mm
de didmetro, para posteriormente sumergirlos en un bafio de
agua destilada a 602C durante 45 segundos. Estas condiciones
son 6ptimas para conseguir debilitar las uniones existentes
entre la dermis y la epidermis. Tras los 45 segundos, la piel se
retira del bafio y se sumerge en una placa Petri con NaCl 0.9%
durante 30 segundos para enfriar la piel. La epidermis ya puede
separarse de la dermis subyacente con unas pinzas de punta

roma, para evitar dafarla.

e Condiciones experimentales: Mediante la CDF, puede

realizarse distintos tipos de ensayo de difusion. Pueden
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realizarse estudios en condiciones de “dosis infinita”, es decir,
la concentracion de sustancia penetrante permanece
constante en el compartimento dador y se mantienen las
condiciones sumidero durante todo el ensayo en el
compartimento receptor. Se admite una disminucién de Ia
concentracion en la fase dadora, o un incremento de esta en la
fase receptora no superior al 10%, ya que ello supone una
variacion importante en las condiciones de flujo de orden cero.
En este caso, se espera que, tras un periodo inicial, llamado
periodo de latencia, el gradiente de concentracién a través de
la membrana y, por tanto, la velocidad de penetracién de la

sustancia, se mantengan constantes.

Durante el periodo de latencia se establece el reparto de
farmaco en el tejido y, una vez éste se satura, comienza la
difusién (180). No obstante, estas condiciones no reflejan la
situacion real, ya que, tras la aplicacion de una formulaciéon
tépica convencional, llega un momento en que se termina la
dosis en el dador, dando lugar a una interrupcidon de Ia
difusidn. Por tanto, si se trabaja en condiciones de “dosis
finita”, se espera obtener una asintota cuando se produce la

deplecién del dador.

En este caso, ya que el objetivo no es la obtencidén de niveles
plasmaticos que darian lugar a efectos secundarios, la

formulacion ideal seria aquella capaz de promover el acceso de
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farmaco a capas profundas de la piel, pero no permitiendo un
flujo constante en el tiempo, para evitar dar lugar a niveles

plasmaticos.

En el caso del presente trabajo, los estudios de permeabilidad
in vitro se llevaron a cabo en condiciones de “dosis infinitas”
para facilitar el manejo de los datos y la extraccién de
conclusiones. Las piezas de piel se montaron sobre las células
de difusion con el lado del SC en contacto con el
compartimento dador y el lado dérmico sobre un circulo de
membrana de dialisis situado en el compartimento receptor, el
cual sirve de soporte para la epidermis; se juntaron las dos
camaras de la CDF y se sellaron con una pinza. Se equilibraron
durante 1 h, y luego se eliminaron las burbujas de aire de cada
CDF. La fase del receptor consistid en 12 ml de solucion

hidroalcohdlica de etanol — buffer 7.4 (50:50 v/v) (5).

Aunque es conocido que el etanol es un potencial promotor de
la permeabilidad, en este caso se ha seleccionado como co-
solvente para mantener las condiciones sink en el
compartimento receptor, ya que se necesita la solubilidad del
farmaco en el medio receptor para permitir su difusidn
continua  (4-6,181). Sin embargo, la concentracion de
potenciacidon dptima para el etanol se ha fijado en un 30%, ya
gue concentraciones mas altas como las que se utilizan en este
caso, inducen la deshidratacidon de la piel, dificultando asi la

permeabilidad. Esta concentracién se ha mantenido para todos
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los experimentos, por lo tanto, la influencia potencial del co-
solvente debe ser despreciable en la interpretacion de los

resultados.

En el compartimento dador, se aplicaron 500 pl de las
diferentes formulaciones sin diluir tras su preparacion (dosis
maxima) sobre el SC y se cubrié con parafiim® y papel de
aluminio para evitar la evaporacion. Las CDF se colocaron en
un bafio de agua a 322C bajo agitacidn y se tomaron muestras
del compartimento receptor de 200 ul cada hora y media
durante 30 horas aproximadamente, excepto durante la noche,
seguido de la reposicion del mismo volumen de solucidn
receptora atemperada. Las muestras recogidas se analizaron

por HPLC (182).

Calculo de los pardmetros que describen la difusién
transdérmica: Los estudios se llevaron a cabo en condiciones
de dosis infinita, considerando que la concentracién de la
formulacion en el compartimento dador no cambia
considerablemente (<10%) durante el tiempo experimental.
Las condiciones sumidero se mantienen durante el tiempo
experimental, ya que la concentracidon de farmaco en la fase
del receptor no excede el 10% de la concentracién de

saturacion del disolvente en el compartimento receptor.
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Los datos se expresaron como cantidades acumuladas de
farmaco permeado por unidad de darea (pg/cm?) y se
representaron en funcion del tiempo. El flujo se calculd
mediante regresidon lineal en el estado estacionario como
pendiente e interseccién con el eje del tiempo,
respectivamente. El flujo maximo posible (Jmax) generalmente

se calcula a partir de la siguiente ecuacion (183):
Jmax=JSSSv/ Cv

Ecuacion 11

Siendo Jss el flujo calculado en el estado estacionario, Sy la
solubilidad del farmaco en el vehiculo y Cy la concentracion de
farmaco en el compartimento dador. Como las formulaciones
de CyA aplicadas en el compartimento dador no estaban
diluidas y la cantidad incorporada de CyA era la mas alta
posible en cada sistema, el coeficiente Sv/Cv en nuestro
entorno experimental corresponde a 1, lo que significa que

Jmax = Jss.

Para comparar las vesiculas con diferentes cantidades de CyA,
se calculé el coeficiente Flujo/Dosis, como sustituto de Kp, que
seria inexacto en este caso, ya que se desconoce la fraccidon

biodisponible de CyA.
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2.7. Hidrogeles liposomales

2.7.1 Formulacion hidrogeles liposomales

La formulacion de los hidrogeles se realizé a partir de las
dispersiones coloidales de los liposomas descritos anteriormente. Para
ello, inicialmente se iguald a 450 pg/mL la concentracion de CyA en las
diferentes soluciones liposomales diluyendo con agua bidestilada. A
continuacion, se adiciond hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) en
cantidades determinadas a cada solucién y se mantuvo en agitacién

durante 1 hora.

Se realizaron diferentes lotes con HPMC a 0,5%, 1%, 2% y 2,5%
(p/v).

2.7.2 Caracterizacion hidrogeles liposomales

2.7.2.1 Calculo de la concentracion de ciclosporina A

Se tomaron muestras de los diferentes lotes de hidrogeles
preparados y se disolvié el hidrogel para analizar la concentracion de
CyA y comprobar que se mantenia estable y era homogénea en los
diferentes lotes. Para ello, se tomaron 500 ul de cada lote a los que se

anadié 500 ul de una solucién de acido ortofosférico — acetonitrilo

106



Capitulo 1 [ll.- Materiales y métodos

(50:50) y con ayuda de un vortex se disolvié el hidrogel. Esta solucidn
fue analizada por HPLC y se comprobd la correcta concentracidn en los

diferentes lotes de hidrogel.

2.7.2.2 Caracterizacion reoldgica

Las muestras se caracterizaron reolégicamente utilizando un
reémetro TA Instruments rheometer (AR2000ex). Los ensayos se
realizaron utilizando el sensor de placa de cono de 40 mm (numero de

serie: 993466) y los datos se analizaron mediante TA Data Analysis.
El comportamiento reoldgico de los hidrogeles fue evaluado por:

e Curva de flujo con velocidad de corte de 0-100 s durante un
periodo de 120 segundos para la curva ascendente y 100-0.0 s*
por 120 segundos para la curva descendente;

e Barrido de frecuencia sometiendo las muestras a la tensién de
corte constante de 1 Pa, utilizando frecuencias variables de 0,1
a 50 Hz.

e Arrastre y recuperacidn con esfuerzo cortante de 1 Pa durante
300 segundos y recuperacion durante otros 300 segundos,
cesando la tension aplicada;

e Todas las pruebas se realizaron a 32 £ 1 ° C por triplicado. Los

graficos se trazaron en el software Origin 7.0.
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2.7.3 Estudio de liberacion de CyA a partir de las formulaciones

de hidrogel liposomal

Los estudios de liberacién de CyA a partir de las formulaciones
de hidrogeles con liposomas se realizaron mediante la técnica de las
CDF, tal y como se describe en el apartado 2.6. Estudios in vitro de
liberacion y permeabilidad transdérmica de CyA, con la diferencia de
gue no se empled el uso de piel separada por calor, las formulaciones
se colocaron en el compartimento dador, el cual estaba separado del
receptor mediante una membrana de dialisis Spectra/Por®, la cual no
ejerce ninguna limitacidon al paso del farmaco permitiendo asi la
difusidon del mismo. Se ensayaron 6 replicados de cada una de las 4

formulaciones (n=6).

2.8. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media * desviacion estandar
(DS). La significancia estadistica se determiné mediante la prueba t-
student y One-way ANOVA, utilizando el software estadistico SPSS-
Software. Se aplicé la prueba de Tuckey para comparaciones multiples
(el nivel de significancia se fijo en p <0.05). Las pruebas de estabilidad
se comprobaron mediante regresion lineal de las variables medidas
(tamafio, PDI y contenido de CyA) y tiempo (expresado en dias). La
significancia del valor F se utilizd para probar la existencia de una

relacidon durante el periodo de tiempo considerado (30 dias).
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IV.- RESULTADOS Y DISCUSION

1. Desarrollo y validacion del método analitico por HPLC

El método analitico fue desarrollado y validado mediante HPLC,
siguiendo las condiciones descritas en el apartado 2.1. Desarrollo y
validacién del método analitico por HPLC, para la cuantificacion de CyA
en un intervalo de concentraciones desde 15,6 pg/ml hasta 0,12

ug/ml, con las que se realizé una curva de calibracién (Figura 20).
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Concentracién de CYA (pg/ml)

Figura 20. Curva de calibracion para CyA.
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La Figura 21 muestra un cromatograma de CyA a concentracion 7,8

ug/ml, donde se observa el t; caracteristico del pico.

Figura 21. Cromatograma de Ciclosporina analizado mediante HPLC para una concentracion
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de 7,8 pg/ml.

La relacion area cromatograficas y concentracion se definié con
la ecuacién: Area = 168,7(+1,2).C + 58,2(+9,2), con un R? = 0,99985 y
un LD de 0,16 pg/mly LQ de 0,55 pg/ml. Los coeficientes de variacion
inter- e intradia fueron <10% en todos los casos, demostrando asi su
precision y el error relativo fue <10% en todos los valores,

demostrando su exactitud.

Por lo tanto, y segun las normas de validacion de la ICH, el método
desarrollado para la determinacion de CyA esta validado y es lineal,

preciso, exacto y reproducible.
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2. Sistemas liposomales

2.2. Concentracion de Ciclosporina A en las suspensiones
liposomales

Las concentraciones obtenidas de CyA en el interior de los

liposomas se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 8. Concentracion de CyA en las formulaciones liposomales (ug/ml) (n=6).

Formulaciéon Concentracion CyA (ug/ml)

SLE 1674,0 £ 30,1

SLT1 499,4 + 34,6
SLT2- EXT 444,6 £ 14,1
SLT2-SON 251,0+2,7

Las cuatro formulaciones consiguen aumentar la solubilidad de
CyA en medio acuoso respecto al fdrmaco libre, siendo este aumento
de 84 veces para los SLE, 25 para los SLT1, 22 para los SLT2-EXT y 13
veces para los SLT2-SON.
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2.3. Caracterizacion de los sistemas liposomales

2.3.1. Determinacion de tamaiio de particula (diametro medio)

y PDI

Se prepararon liposomas sin farmaco (n = 3) y se redujo su
tamaino mediante dos métodos diferentes: sonicacién por periodos y
extrusion mediante membrana de 200 nm. Los resultados se muestran

en la siguiente tabla:

Tabla 9. Tamaiio de particula (DM) y PDI determinados a partir de las formulaciones
liposomales sin CyA, segtin método de reduccién de tamaio (media * desviacion estandar).

Sonicacion Extrusion
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El tamafio obtenido se encuentra dentro del intervalo esperado
para vesiculas lipidicas de este tipo. De acuerdo con el trabajo de
Hinna et al. (184), en el presente estudio, las vesiculas extruidas
presentan didmetros inferiores a las particulas sonicadas, a excepcién
de la formulacion SLT2. El tamafio obtenido para los etosomas (SLE)
fue muy superior al de las otras vesiculas, probablemente debido a la
flexibilidad introducida por el etanol y al cambio en la tension
superficial entre los fosfolipidos y el nucleo debido a la incorporacién
del cosolvente en las vesiculas (27). Los tamafos obtenidos para los
lotes SLC y SLE se alejan del didmetro de poro del filtro (200 nm)
utilizado para la extrusidn. Este fendmeno puede deberse a que estas
formulaciones, a diferencia del resto, tienen su bicapa Unicamente
compuesta por PC, y que al ser un fosfolipido insaturado permite
obtener liposomas flexibles (menor interacciones de Van der-Waals en
la cadena hidrocarbonada) que pueden atravesar el poro con un
tamanio vesicular mayor. Asi también, entre ambas se observa que SLC
es menos flexible que SLE, ya que se obtiene menor tamafio, esto
debido a la adicidon de colesterol que esta dando cierta rigidez a la

bicapa del SLC (185).

El proceso por extrusion resulto ser el que aportd los datos mas
reproducibles (menor CV% entre lotes). Este método presenta
ventajas sobre el método de sonicacidén, ya que evita la degradacion
de fosfolipidos y permite duplicar la EE del farmaco (186). Pero
presenta el inconveniente de no permitir reducir el tamafio por debajo
de 100 nm, ya que no se dispone de membranas con menor tamafio

de poro Por otro lado, la sonicacién por periodos es una técnica que
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permite obtener LUVs y SUVs de menor tamafio a partir de MLVs, pero
su reproducibilidad depende de la potencia aplicada y la duracion del

proceso (187,188).

En este caso, la sonicacidon proporciond peores resultados de
tamaiio y homogeneidad de tamafio, excepto para SLT2, que mostré
menor PDI <0.3 y menor tamafo que su formulacion extruida. Por ello,
SLT2 fue la Unica formulacidén sonicada seleccionada para estudios de
permeabilidad. El diferente comportamiento de SLT2 puede explicarse
por la presencia de D-limoneno y Tween 20 en cantidades superiores a
Tween 80 en SLT1 y colesterol en SLC. Estas sustancias tensioactivas se
colocan en la bicapa lipidica de las vesiculas y pueden interactuar en la
interfaz reduciendo la tensidn superficial entre el nucleo acuoso y la
bicapa lipidica. Este efecto debe haber estabilizado las vesiculas mas

pequeias de manera mas eficiente que las otras formulaciones.

Los resultados obtenidos con este método evidencian que no
fue el mds adecuado en el caso de las formulaciones disefiadas,
excepto para la formulacién SLT2, que tuvo un PDI < 0.3 y un tamafio
incluso mas pequefio que las formulaciones extruidas. La capacidad de
las ondas de ultrasonido para reducir el tamaino de los liposomas, se
atribuye a los efectos fisicos de cavitacion acustica e incluso algunos
plantean que también la burbuja de cavitacion fragmenta el liposoma,
lo cual a su vez reduciria la eficiencia de encapsulacion de la fase
acuosa, que junto a la distinta naturaleza de la bicapa liposomal de
SLT2 respecto al resto de formulaciones, producirian una reduccidn

considerable en su tamano (163).
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Al final de los procesos de sonicacion se colocaron las muestras
en un bafo de hielo, ya que, al bajar la temperatura, las vesiculas se
hacen mas estables evitando que las membranas se fusionen debido a

la inestabilidad que se genera en la curvatura de sus bicapas.

En la Tabla 10 se registran los parametros de tamafio y PDI
para los sistemas liposomales con CyA, donde se observan resultados
similares a los obtenidos con los sistemas liposomales sin CyA. Es
decir, se produce una dptima incorporacion del farmaco (CyA) en la
bicapa si se formula bajo las mismas condiciones de fabricacién. Sin
embargo, para las formulaciones SLC y SLE, sus tamafos se reducen y
acercan mas al tamafio del poro del filtro, lo que hace suponer que se
ha disminuido parte de la flexibilidad de la membrana al incorporarse

la CyA en su estructura.

En cuanto a la variabilidad en el tamafio, todas las
formulaciones seleccionadas mostraron una distribucion uniforme, ya
gue los valores de PDI siempre permanecieron por debajo de 0,260,
siendo inferior al limite habitual para este tipo de formulaciones.
Segln Danaei et al. (189), en aplicaciones de administracion de
farmacos que utilizan portadores basados en lipidos, un PDI de 0,3 es
inferior se considera aceptable, e indica una poblacién homogénea de

vesiculas de fosfolipidos (190-192).

Tomando como criterio los resultados de tamafio de particula 'y
PDI obtenidos tras la aplicacién de ambos métodos de reduccion de
tamafio, se seleccionan como viables para su ensayo en piel, las

siguientes 5 formulaciones: sistemas liposomales extruidos “SLC-EXT-
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CyA”, “SLT1-EXT-CyA”, “SLT2-EXT-CyA” y “SLE-EXT-CyA; sistemas
liposomales sonicados “SLT2”-SON-CyA”.

Tabla 10. Tamaiio de particula (DM) y PDI determinados a partir de las formulaciones
liposomales con CyA, segtin método de reduccion de tamafio (media * desviacion estandar).

Sonicacion Extrusion en membrane
DM (nm) PDI DM (nm) PDI

9323 + 15065 0.569 215 + 8 0.214
82437 + 107500 5,111 252 + 4 0.206
10269 + 4858  0.513 229 + 2 0.157
339 5 0.363 178 + 3 0.137
109 ¢ 1 0.246 185 + 6 0.152
326 11 0.368 179 + 2 0.139
50 t 1 0.157 161 + 1 0.139
49 + 1 0.164 131 + 1 0.254
52 t 1 0.177 139 + 3 0.222
- - 279 £ 2 0.091
- - 261 £ 1 0.087
= - 290 = 3 0.134

2.3.2. Determinacion del potencial Z

Los datos obtenidos en las medidas de potencial Z de los distintos

sistemas liposomales se recogen en la Figura 22.
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Formulaciones liposomales
SLC-EXT-CyA SLT1-EXT-CyA  SLT2-EXT-CyA  SLT2-SON-CyA  SLE-EXT-CyA
0,0 T T T T

2,0
-4,0
-6,0
-8,0
-10,0
-12,0
-14,0
-16,0
-18,0
-20,0

Potencial Z (mV)

Figura 22. Potenciales Z (mV) determinados de las formulaciones liposomales seleccionadas
para los ensayos de permeabilidad en piel (media x desviacién estandar).

Como se observa en la Figura 22, todas las formulaciones
presentaron valores de potencial Z negativos. Como se esperaba, SLC-
EXT tuvo el valor negativo mas pequeiio, debido a su alto porcentaje
de PC, que contiene grupos fosfato con una carga negativa débil (193).
SLC-EXT forma floculados compactos durante el almacenamiento,
debido a la reduccién de las fuerzas repulsivas electrostaticas. Estos
floculados se pueden dispersar facilmente agitando suavemente hasta,
al menos, 70 dias después de su preparacion. La formulacién que
contiene Tween 80 (SLT1) presentdé valores de potencial Z
estadisticamente diferentes, probablemente debido a su mayor
tamaiio de particula causado por la incorporacidon del tensioactivo
dentro de las bicapas de fosfolipidos. Su presencia permitié el

establecimiento de fuerzas de atraccion débiles (enlaces de
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hidrégeno) que potenciaron la formacion de floculados, que también
se redispersaban facilmente. La férmula SLT2, que contiene Tween 20
y D-limoneno (que son mas lipofilicos), muestra una diferencia, pero
no estadisticamente significativa. El floculado también podria
redispersarse facilmente. Entre todas las formulaciones preparadas,
los etosomas (SLE) tuvieron el potencial Z negativo mas alto (dentro de
las diferencias estadisticas), lo que provocd una repulsidn
electrostatica mas fuerte entre las vesiculas y la posterior formacién
de agregados menos compactos que también se redispersaron
facilmente mediante agitacion suave. Este resultado era esperable, ya
gue el etanol aporta carga negativa en la superficie de los etosomas
(192). En conclusién, ninguna de las cuatro formulaciones tuvo un
valor de potencial Z inferior a -30 mV, que es un indice predictivo de

estabilidad a largo plazo (194).

2.3.3. Morfologia de las vesiculas liposomales

Las estructuras de las vesiculas se estudiaron mediante
imagenes TEM (Figura 23). Aunque el mejor método para visualizar
vesiculas en su estructura nativa es la microscopia crioelectronica, la
tincién negativa de muestras seguida de visualizacion TEM también es
un método util para obtener imagenes de vesiculas (169). En este
caso, se visualizan estructuras de tipo multilamelar en todas las
vesiculas, como era de esperar. Presentan una forma esférica regular,

aunque algunas parecen ligeramente ovoides, probablemente debido
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al proceso de secado de la muestra. El tamafo de particula estimado
no se puede tener en cuenta porque la muestra debe deshidratarse
antes de la visualizacidn, y esto provoca una modificacién en el
tamaiio de particula cuando se compara con su tamafio en dispersidn

acuosa (medido por DLS).

Figura 23. Visualizacion de las formulaciones liposomales cargadas con CyA, mediante TEM.
(a) SLC, (b) SLE, (c) SLT1, (d) SLT2-SON, (e) SLT2-EXT.
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2.3.4. Eficacia de encapsulacién y cuantificacion de fosfolipido

Como se muestra en la Figura 24, la EE del farmaco fue elevada
en todas las formulaciones (>50%). El porcentaje de EE de CyA varia
desde mas del 95% (SLC) hasta aproximadamente el 90% (SLT1, SLE).
Estos valores son mas altos que los publicados previamente por
Duangjit et al (195). Por otro lado, el porcentaje de EE de CyA para
SLT2 es casi del 60%, valor similar al publicado por Duangjit et al. La
diferencia puede explicarse por la lipofilia de CyA y la composicién de
la bicapa. De hecho, los tensioactivos, el colesterol y el D-limoneno
reducirian el espacio disponible, acondicionando una bicapa lipidica
mas compleja y, por tanto, reduciendo la capacidad de incorporacién

de CyA en el SLT2.

120,00 12,00
100,00 10,00 7
&
80,00 800 =
o
X 60,00 6,00 2
3
40,00 400 3
o]
S~
3
20,00 200 =
0,00 0,00
(,}/

Formulaciones liposomales

Bl EE %  bd PC % inC.  «=@=m PC mg/ml

Figura 24. Eficacia de encapsulacion (EE %), concentracidn y porcentaje de incorporacion de
fosfatidilcolina (PC) en las formulaciones liposomales, (media = DS).
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Como se muestra en la Figura 24, se incorporé PC en un
porcentaje menor (70-80%). Probablemente, esto pueda atribuirse a la
pérdida de material durante el proceso de fabricacién. SLT2-EXT
presentd el menor porcentaje de PC, lo que sugiere que el proceso de
extrusion es responsable de una distribucién particular de fosfolipido-
farmaco dentro de las vesiculas y una mayor pérdida de producto.
Ademads, los liposomas con los valores mas altos y bajos de EE%
presentaron también los valores mds altos y bajos de PC,

respectivamente.

2.3.5. Resumen de caracterizacion

A modo de resumen, los resultados de tamafio, PDI y potencial
Z de las diferentes vesiculas lipidicas cargadas con CyA se presentan en

la Tabla 11. También se muestran los porcentajes de EE y PC.

Tabla 11. Datos de caracterizacion de los sistemas liposomales cargados con CyA 'y
seleccionados para los estudios de permeabilidad cutanea: Tamaiio, PDI, Potencial-Z,
Eficacia de encapsulacion (EE%) y contenido de fosfatidilcolina (PC%).

Formulacion Tamaio Potencial- EE%

(nm) Z (mVol)

229+2 96.0+£0.5 69.8+0.3
179+2 0.142 101 90.8+1.1 77.6+13
139+3 0.238 6+2 583+6.1 37.9+0.7
52+1 0.166 -6+1 63.2+4.8 76.6+0.2
257+1 0.104 -16+1 91.7+0.8  81.1+06
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2.4. Flexibilidad

La flexibilidad se midi6é segun lo descrito por Jain et al. (196).
Los autores presentaron la reduccién de didmetro y el volumen
obtenido tras la extrusidon como indices de rigidez. Los datos obtenidos
para ambos pardmetros se recogen en la Tabla 12. Con esta
informacidn, se puede concluir que las vesiculas SLC se retuvieron de
forma eficaz en la membrana, ya que su tamafio se redujo a 101 + 1
nm, que es el tamafio de poro del filtro. SLT1 y SLT2 pueden
deformarse o cambiar de forma mds facilmente y pueden atravesar los
poros de la membrana, pero su tamano disminuyd notablemente. Por
otro lado, en el caso de los SLE se redujo solo un 14% de su tamano
inicial, y con un didmetro medio final de 196 + 1 nm, resultd ser la mas

flexible de las preparaciones.

Tabla 12. Diametro y volumen de las vesiculas cargadas con CyA después de la extrusion en
frio (Media +- SD). También se enumera el volumen perdido.

Formulation Tamaiio tras la Disminucion
extrusion (nm) de tamafio Volume perdido
(%) (%)

SLC 101 £ 1 44 43+9

SLT1 126 + 3 28 23+4
SLT2-EXT 90 + 1 35 29+7
SLT2-SON 54 + 1 = =

SLE 196 = 1 14 4+1
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El volumen final recogido después de la extrusién en frio estd
inversamente relacionado con la flexibilidad (196). Este fendmeno se
observé para SLC después del tercer pase y para SLT1 y SLT2 después
del 172 pase por el filtro, pero no para SLE, donde el volumen final
recogido fue 92 + 1.8% del volumen inicial. En resumen, llegamos a la
conclusion de que los etosomas (SLE), compuestos de PC, CyA vy
etanol, se encontraban en un estado mas fluido y menos rigido que las
otras vesiculas. Este hallazgo es coherente con resultados previos, ya
gue se considera que el etanol aumenta la fluidez de las bicapas de PC
cuando se encuentra en estado liquido cristalino (31,197). Esto hace
ver que la composicidn lipidica en la bicapa de los liposomas tiene un
gran impacto en propiedades de la membrana como la elasticidad
(198), permeabilidad y propiedades de enlace con principios activos

(19).

2.5. Estudio de estabilidad de las formulaciones liposomales

Para estudiar la estabilidad de las vesiculas se midié el tamafio
y PDI de las vesiculas durante 70 dias a 42C, como se muestra en la
Figura 25. También se compard el tamaiio de las vesiculas (Figura 26) y
el PDI (Figura 27), tanto a 25°C a las 24 horas, como a las 2 horas a
309C, 459C y 602C. Ademas, el contenido de CyA se midié cada 3 dias
durante 30 dias a 352C y 452C. Finalmente, también se probé el efecto

de los crioprotectores durante la congelacion antes de la liofilizacion.
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Figura 25. Estabilidad de las formulaciones liposomales almacenadas a 4°C durante 70 dias,
(a) efecto sobre el tamaiio de particula (diametro medio) y (b) sobre el PDI, (media *
desviacion estandar).

En la Figura 25 se muestra que, en general, no se observaron
cambios significativos en el tamafio de las particulas en funcién del
tiempo cuando las vesiculas se almacenaron a 4°C, aunque es comun
una tendencia de un ligero aumento en el tamafio de las particulas con
el tiempo (195). Solo se observd un cambio significativo dos dias
después de la preparacion de una muestra de SLC. Esta diferencia se
puede atribuir al tiempo que necesita la formulacidn para alcanzar su
conformacion mas estable. Las medidas de tamafio de las alicuotas
almacenadas a 25°C, 30°C, 45°C y 60°C no mostraron diferencias
significativas respecto al tamafio inicial de las vesiculas (a = 0,05), pero
los SLE y SLC almacenados a 60°C, no pudieron analizarse después de 2
horas debido a la degradacion de las vesiculas. Esta degradacién se

puede atribuir a la mayor inestabilidad de las bicapas de estos dos
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tipos de vesiculas, en comparacion con las que contienen tensioactivos
en su composicion. El nucleo etandlico de los etosomas
probablemente se evaporaria a la temperatura seleccionada,
contribuyendo a la inestabilidad de las vesiculas. Finalmente, no se
encontraron cambios en el contenido de CyA después de 21 dias a las
temperaturas mencionadas. Por otro lado, en la Fig. 1b se observé un
ligero aumento de PDI en algunas formulaciones a lo largo del tiempo,
aunque los valores se mantuvieron por debajo de 0,3, lo que significa
gue mantuvieron su homogeneidad. Estos resultados se pueden
atribuir a la estructura tubular del PC que permite una adecuada
disposicidon para formar la bicapa, asi como a la incorporacion de
moléculas lipofilicas, como CyA, que aumenta la rigidez vesicular
evitando la inestabilidad estructural (199). La conformacién
termodinamicamente mas estable es en forma de vesicula bicapa, ya
que pliega los bordes de la bicapa entre si, al proporcionar una
cantidad suficiente de energia a los fosfolipidos agregados (200). Entre
los  productos disponibles comercialmente, seleccionamos
Phospholipon 90G, porque un estudio previo de Kaleh y Bajaj
demostré que las vesiculas preparadas con Phospholipon 90G eran
mas estables que Phospholipon 90H o Lecitina (201). En términos de
estabilidad, estas vesiculas tienen la ventaja adicional de contener
colesterol, D-limoneno, los dos tipos de polisorbato y el farmaco entre
los fosfolipidos (188). El estudio de estabilidad en condiciones
aceleradas demostrd que la presencia de los tensioactivos y D-
limoneno puede aumentar la estabilidad de las vesiculas frente a la

temperatura.
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Figura 27. Efecto sobre el PDI. a) Estudio de estabilidad a 252C durante 1 dia. b) Estudio de
estabilidad a 302C durante 2 horas. c) Estudio de estabilidad a 452C durante 2 horas. d)
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Estudio de estabilidad a 602C durante 2 horas. Circulo negro: SLC; Triangulo negro: SLT2-
EXT; Triangulo blanco: SLT2-SON; Diamante blanco: SLT1; Cuadrado negro: SLE.

2.6. Efecto de la liofilizacion sobre las formulaciones

Teniendo en cuenta que las particulas a base de lipidos se
pueden oxidar facilmente, especialmente después de someterse a
sonicacién (187), se evalud la posibilidad de aumentar la estabilidad
de la vesicula cargada mediante la liofilizacion. Se midio el efecto de
los agentes crioprotectores sobre el DM después de haber sido
expuestos a liofilizacién. Los agentes crioprotectores se seleccionaron
en base al trabajo de Stark y colaboradores (173), quienes obtuvieron
resultados similares a los presentados en este trabajo. En la Figura 28
se observa que la ausencia de un agente crioprotector dio lugar a un
aumento significativo del tamano de particula, como era de esperar.
Se investigaron varios azlcares por su capacidad para proteger las
vesiculas lipidicas contra la fusion durante los procesos de liofilizacion
(202), como resultado del estrés mecanico causado por la
cristalizaciéon de las vesiculas durante la congelacidon. Este efecto
indujo el dafio de las membranas de las vesiculas y la pérdida de la
estructura de las vesiculas (173). Entre los distintos crioprotectores,
los mejores resultados se obtuvieron cuando se incorpord lactosa y
sorbitol para SLC; glucosa y la combinacidn de glucosa, sorbitol y
lactosa (combo) para SLT1 y glucosa-lactosa para SLT2-EXT. Las
moléculas de azucar actuarian en estos casos como estabilizadores de
la membrana, ya que ayudan a mantener el espacio lateral entre los

grupos funcionales de las partes hidrofilicas de los fosfolipidos (203).

127



Desarrollo de formulaciones de liberacién controlada para
enfermedades inflamatorias

Sin embargo, no se encontrd ningln agente crioprotector adecuado
para SLT2-SON entre los cuatro ensayados, resultado que podria
atribuirse a la inestabilidad de sus bicapas debido a la curvatura mas

pronunciada, condicionada por su menor tamafio.
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Figura 28. Efecto de los crioprotectores sobre el tamafio de las vesiculas de las
formulaciones liposomales, tras la congelacion a -80°C durante 3 h; comparado con el
tamaiio inicial, * p < 0.05; n = 6 (Media * DS).
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2.6.1. Morfologia de las vesiculas liposomales tras de la

liofilizacion

Las vesiculas de las formulaciones SLC, SLT, SLT2-EXT y SLE-EXT
se liofilizaron con los crioprotectores seleccionados en el apartado

anterior.

Las imagenes de las formulaciones redispersadas se muestran en
la Figura 29, donde se observa que los crioprotectores que no tuvieron
un efecto significativo sobre la morfologia de las vesiculas fueron:
lactosa para SLC, combo para SLT1, glucosa para SLT2-EXT y lactosa
para SLE-EXT.

Estos crioprotectores actuarian impidiendo tanto la fusién de las
vesiculas como la formacién de cristales durante la congelacion.
Ademads, las moléculas de azlcar actlan como estabilizadores de
membrana, ya que ayudan a preservar la separacioén lateral entre los
grupos de cabeza de fosfolipidos, que se traduce en una disminucidn
de las fuerzas de Van der Waals, que estarian amplificadas entre las

cadenas de acilo (173).
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Figura 29. Vesiculas liposomales con CyA resuspendidas después de la liofilizacidn,
observadas en TEM. SLC con (a.1.) lactosa y (a.2.) sorbitol; SLT1 con (b.1.) glucosa y (b.2.)
combo; SLT2-EXT con (c.1.) glucosa y (c.2.) lactosa; SLE con (d.1.) lactosa y (d.2.) combo.
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2.7. Estudio de biocompatibilidad: toxicidad de los sistemas
liposomales en cultivos celulares

La biocompatibilidad de las formulaciones liposomales ya ha
sido probada anteriormente en la linea celular RAW 264.7 (120,121).
En la Figura 30, la Figura 31 y la Figura 32 se muestra la viabilidad
celular, expresada en porcentaje. Los porcentajes superiores al 80% se
consideraron no téxicos y los inferiores al 40% se consideraron
citotoxicos. Entre 80 y 40% se considera toxicidad leve o moderada

(125).
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Figura 30. Viabilidad de células RAW 267.4 mediante el ensayo MTT tras el tratamiento con
los sistemas liposomales convencionales.
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Figura 31. Viabilidad de células RAW 267.4 mediante el ensayo MTT tras el tratamiento con
los sistemas liposomales transfersomas.
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Figura 32. Viabilidad de células RAW 267.4 mediante el ensayo MTT tras el tratamiento con
los sistemas liposomales etosomas.
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Los resultados obtenidos muestran una relacién directa entre
la viabilidad celular y la dosis de los sistemas liposomales testados. Las
formulaciones sin farmaco (vehiculo) no diluidas mostraron un efecto
proliferativo celular. Este efecto es uno de los principales
inconvenientes de este método para analizar vesiculas lipidicas, ya que
ciertos componentes de las vesiculas pueden estimular el crecimiento
celular (126). Por este motivo, para el cdlculo se utilizdé como
referencia el porcentaje de viabilidad celular de las células tratadas
con sistemas liposomales sin fdrmaco, en lugar del crecimiento de las

células sin tratar.

Los SLC sin diluir mostraron una toxicidad celular leve o
moderada, que disminuye con la primera dilucién (1:10) y desaparece
con una dilucion mayor (1:100). Los transfersomas y etosomas
mostraron una toxicidad débil o moderada con el tratamiento sin
diluir, 57,6% y 48,9% respectivamente. En cambio, si se diluyen las
muestras, las formulaciones no muestran toxicidad celular, con un
porcentaje de viabilidad celular, con dilucion 1:10, del 92% para los

transfersomas y de 84% para los etosomas.

Teniendo en cuenta que las vesiculas liposomales con alta
carga de farmaco podrian provocar efectos citotdxicos en las células
(612,613), y que las formulaciones vacias son completamente
biocompatibles, parece claro que un aumento de la dosis de CyA es la
principal responsable del leve aumento de la muerte celular
observada. Sin embargo, la pérdida de viabilidad celular también

podria verse afectada por el portador lipidico, ya que proporcionan un
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patron y unas propiedades de liberacién del farmaco completamente

diferentes.

Como muestra la Figura 30, las formulaciones menos
biocompatibles fueron los liposomas convencionales, mientras que los
transfersomas y los etosomas fueron altamente biocompatibles
(Figura 31 y Figura 32). Monkkonen et al. (1994) afirmaron que las
vesiculas cargadas negativamente proporcionaban un suministro
eficaz del farmaco a las células, mientras que las neutras eran
incapaces de suministrar su contenido (204). Por ultimo, ademas debe
tenerse en cuenta que las concentraciones cutaneas de CyA serian
presumiblemente inferiores a las estudiadas en este ensayo de
viabilidad celular y, por tanto, no se esperarian problemas de
biocompatibilidad con las formulaciones de sistemas liposomas de CyA

en la practica clinica.

2.8. Tape-stripping

2.8.1. Tape-stripping diferencial

Tras la incubacidn de los diferentes liposomas de CyA en piel
porcina durante 2 horas, se obtienen los resultados de la distribucién
del farmaco en los diferentes estratos de la piel. Los ensayos se
realizacidon a tiempos de incubacidn superiores, pero en estos casos se

producia una hiper-hidratacion de la piel que imposibilitaba la
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posterior realizacidon de la técnica de tape-stripping. Los resultados se
muestran en la Figura 33, donde se representa el fdrmaco que se ha
extraido de las diferentes capas del SC (S1, S2, S 3-5y S 6-10), del FP y

del resto de piel total tras una incubacion de 2 horas.
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S1 S2 S3-5 S6-10 FP Resto de piel

Figura 33. Resultados del tape stripping diferencial.

En este ensayo, el SLT1 no se ha probado, en base a los

estudios preliminares (205).

De las tres formulaciones ensayadas, ha sido SLT2-EXT la Unica
encontrada en FP, es decir, la Unica capaz de acumularse en esta
estructura. Posiblemente debido a que su tamafo y rigidez sean los
mas adecuados para depositarse en el espacio del FP, donde pueden

actuar como reservorio de CyA.
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La formulacién SLE, el etosoma, se ha distribuido hasta las
capas mas profundas de la piel, a pesar de no acumularse en FP. Son
los Unicos liposomas que difunden hasta la dermis tras 2 horas de
incubacién. Probablemente por el efecto promotor del Etanol (206), la
alta concentracion de CyA, que permite absorciones superiores en
cantidad y andlisis por encima del LD, y/o a la mayor flexibilidad de

estas estructuras (207).

La formulacion SLT2-SON, como se observd en los estudios de
permeabilidad, es la que peor difunde a través de la piel, aunque se
detectan muy bajas concentraciones en las muestras de las capas mas
superficiales. También parece que no se distribuye bien por el SC ni
difunden a capas mads profundas, lo que resulta sorprendente, ya que
presenta el menor tamano de todos. El posible efecto promotor del
tensioactivo incorporado deberia observarse en ambas formulaciones,
si este fuera el efecto promotor de la difusién mas importante. Sin
embargo, teniendo en cuenta los trabajos de Dreier et al (208), es
probable que el efecto promotor de las vesiculas no se deba a que
estas se absorban de forma intacta a través del SC, sino que las
vesiculas se fusionan con los lipidos del cemento intercelular
haciéndolos mas fluidos y permeables, gracias a la presencia de los
tensioactivos incorporados en la bicapa. Esta fluidificacion favorece el
paso del farmaco a través de la piel. El menor tamafio de estas
vesiculas implica también que la concentracion de los agentes
promotores y de los fosfolipidos sea menor, y que el efecto no se
pueda observar de forma tan marcada. Por otro lado, la dosis

administrada con esta formulacion es menor, debido al menor tamafio

136



Capitulo 1 IV.- Resultados y discusion

de las vesiculas. Este hecho también puede tener un efecto negativo
en la promocién de la absorcion vy dificultar la deteccién vy
cuantificacién del farmaco, ya que suele estar muy por debajo de la
dosis en este tipo de muestras. Por otro lado, también podria deberse
a la rigidez de la estructura, ya que no se dispone de datos de
flexibilidad, por motivos técnicos, como se ha explicado

anteriormente.

Debido a la gran variabilidad de los resultados y a la limitacion
de 2 horas de incubacidn que solo permite obtener cantidades
recuperadas muy bajas, con una concentracion detectada cercana al
LD, se decidid realizar los estudios de permeabilidad obteniendo

resultados mas representativos y acordes al resultado esperado.

2.9. Estudio in vitro de permeabilidad, a través de piel
separada por calor

Las cantidades acumuladas de CyA difundida por area de
difusién de HSE en funcion del tiempo se presentan en la Figura 34.
Los pardmetros de permeabilidad calculados, asi como la
concentracion inicial de CyA de cada muestra se recogen en la Tabla
13. Ademads, en esta tabla, se ha afiadido de nuevo el tamafio y la
disminucion de tamafio, como indicador de la flexibilidad, con fines

comparativos.
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Figura 34. Perfiles de difusion in vitro de CyA a partir de las diferentes formulaciones
liposomales, a través de epidermis humana en células de difusidn tipo Franz. Los resultados
se representan cantidad acumulada de farmaco por superficie por hora (n 2 4).

Tabla 13. Parametros de difusion a través de la piel In vitro skin de CyA en diferentes
formulaciones de liposomas (Media *+ DS). (*) Diferencias estadisticas P < 0.001.

Disminucién

> Flujo maximo Concentracién de tamaiio
Formulacién Flujo/Dosis*106

(ng/cm?/h) de CyA Tamafio (nm) tras
(cm/s)

(ng/mL) extrusion

(%)

SLC Absorcién no detectable 952+53 229+2 44

SLT1 1.16+0.2 0.38+0.44 498154 179+2 28
SLT2-EXT | 0.70+0.08 0.72+0.12 445+39 13943 35
SLT2-SON 0.37+0.26 0.29+0.20 351+26 52+1 -

SLE 3.78+1.7 0.56+0.23(*) 167572 257+1 14
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La difusion de CyA a través de piel separada por calor durante
24 h no se pudo detectar cuando se formuld como una solucidn
hidroalcohdlica, o disuelta en medio acuoso incorporando las distintas
mezclas de componentes que conforman las diferentes vesiculas, ni
incorporada en los SLC (Figura 34). Sin embargo, todas las vesiculas
flexibles facilitaron la penetracién de CyA a través de la epidermis,
como se muestra en la Tabla 13. El flujo calculado fue el siguiente:
SLE> SLT1> SLT2-EXT> SLT2-SON. La capacidad de difusion aumenta
con el tamafio del vehiculo y la eficiencia de encapsulacién. Cabe
seflalar en este punto, que no se espera que las vesiculas lipidicas
difundan intactas a través de la piel porque su tamafio de particula es
demasiado alto para permitirlo (209). Nuestros resultados estan de
acuerdo con los hallazgos de Dreier et al. (208), quienes estudiaron las
interacciones de diferentes tipos de vesiculas lipidicas con la piel
humana mediante dinamicas de superresolucién y fluorescencia.
Concluyeron que no se puede afirmar que los liposomas actien como
portadores que transportan sus cargas a través del SC de la piel, sino
gue interactuan con los lipidos cutaneos alterando la funcién barrera,
facilitando asi la liberacién del farmaco encapsulado. Tampoco en este
trabajo se ha evaluado si la vesicula difunde a través de la piel, ya que
es el fdrmaco el elemento analizado. Sin embargo, estos resultados si
qgue demuestran su capacidad para permitir la difusion de CyA a través

de la piel.

Kumar y col. (210) probaron liposomas multilaminares de 950
nm cargados con CyA para el tratamiento de placa cronica limitada.

Como sugerimos que hay una mejora dependiente del tamafio, este
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hallazgo esta de acuerdo con nuestros resultados de no difusion de
SLC, ya que nuestras vesiculas eran mas pequefias que las presentadas
por estos autores, que, ademds, no presentan detalles en las
composiciones, EE o estabilidad de los liposomas preparados.
Teniendo en cuenta los flujos maximos obtenidos, las formulaciones
de SLE, SLT1, SLT2-EXT y SLT2-SON merecen ser investigadas mas a
fondo en futuros estudios de eficacia para comparar estos resultados

con los encontrados para la formulacidon de Kumar (210).

Estudios  previos que compararon etosomas con
transferosomas y liposomas convencionales que contienen celecoxib
(211), prosalen (112) y vitamina E (24) mostraron la misma tendencia
encontrada en este estudio. Guo y col. estudiaron la influencia de la
flexibilidad de las vesiculas en la administracién tdpica de CyA
utilizando piel de ratéon. Tampoco encontraron permeabilidad en el
caso de CyA usando liposomas convencionales. Sin embargo, sus
micelas flexibles de colato al 40% tampoco pudieron administrar CyA a
través de la piel intacta y solo pudieron administrar CyA después de la
eliminacion del SC, donde se logré una mejor permeabilidad con las

vesiculas flexibles (212).

El mayor flujo se obtuvo con las vesiculas preparadas con
etanol, como se esperaba, ya que varios autores han demostrado que
la mejora de la permeacién con vesiculas que contienen etanol es
mucho mayor que con etanol en solucién (31), lo que sugiere un
mecanismo sinérgico entre el etanol, las vesiculas y los lipidos de la

piel (212). Los posibles mecanismos para esta mejora de la
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permeacién incluyen: el etanol puede aumentar la solubilidad del
farmaco en la vesicula, también puede alterar la organizacion de las
bicapas lipidicas entre los corneocitos, mejorando asi la fluidez de los
lipidos de la piel, y el etanol podria extraer parcialmente la fraccidn
lipidica del SC, mejorando el flujo de farmacos (213). Estas vesiculas
también contenian la mayor concentracion de farmaco, que era
aproximadamente 3 veces mayor que la de los transfersomas
extruidos y 4,8 veces mayor que la de los sonicados. Se esperaba este
efecto, ya que también se ha observado que el etanol tiene un efecto
significativo en la eficiencia de encapsulacion en vesiculas,

independientemente de la lipofilia (214).

Al correlacionar el flujo logrado con la dosis aplicada, las
vesiculas mas efectivas fueron las SLT2-EXT, seguidas de SLE y SLT1. De
nuevo, la formulacién menos eficaz fue SLT2-SON. La comparacién de
SLT2-EXT con SLT2-SON sugiere que no solo se reduce la carga util del
farmaco, sino probablemente también la cantidad de tensioactivo y
limoneno presentes dentro de las bicapas lipidicas, que son
parametros criticos para definir la flexibilidad de las vesiculas y la
actividad de mejora del farmaco. La flexibilidad de las vesiculas
también puede ser un parametro determinante, ya que el orden es
similar. Sin embargo, la flexibilidad de SLT2-SON no se pudo medir
porque su tamano es inferior al tamafio de poro de los filtros

comercializados disponibles.

En cuanto a los promotores quimicos presentes en las
formulaciones (etanol, Tween 20, Tween 80 y D-limoneno), todos han

demostrado su potencial actividad quimica en la administracidn tépica
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de farmacos. Su actividad depende en gran medida del farmaco
probado y del vehiculo utilizado (3,206). Liu y col. estudiaron el efecto
de diferentes promotores quimicos en la permeabilidad de CyA en piel
de rata. Descubrieron que la eficiencia de los vehiculos probados para
mejorar la administracion tdpica de CyA fue la siguiente: etanol al
40%> oleato de etilo> miristato de isopropilo> propilenglicol>
lauroglicol, lo que confirma que la presencia de etanol juega un papel
importante en la permeabilidad de CyA (215). En este caso, no se pudo
detectar ninguna mejora para ninguna de las mezclas quimicas, por lo
gue no fue posible evaluar el efecto especifico de cada molécula.
Verma y Fahr, demostraron la capacidad de las vesiculas lipidicas que
contienen etanol para aumentar la deposicion de CyA en el SC, asi
como el efecto sinérgico entre el etanol y los fosfolipidos NAT 8539, en
la mejora de la penetracion de CyA, confirmando asi nuestros
resultados, aunque su trabajo se centrd en las cantidades recuperadas

en cada capa de la piel, en lugar de las cantidades impregnadas (216).

La eficiencia obtenida por la formulacién SLT2-EXT
(refiriéndose a la relacion Flujo/Dosis mas alta obtenida) sugiere que la
presencia de Tween 80 y D-limoneno juega un papel importante en el
proceso de absorcion. La relacidon Flujo/dosis correspondiente a los
transferosomas  (SLT1, SLT2-EXT y  SLT2-SON), aumento
significativamente en comparacién con el etosoma. Estos resultados
estan de acuerdo con el trabajo de Benigni et al., quienes demostraron
que CyA es capaz de acumularse en la piel de oreja porcina, cuando se
formula como una microemulsion a base de Tween®80 de baja

viscosidad. Aunque sus resultados son dificiles de comparar
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directamente con los nuestros, porque utilizaron piel porcina en lugar
de humana y estudiaron la acumulacién de CyA en la piel, en lugar de

la permeabilidad (217).

Ademas, el efecto de estos compuestos dispuestos en vesiculas
muestra que la estructura de las vesiculas juega un papel clave en sus
propiedades. Estos potenciadores alteran las propiedades de la bicapa
no solo en términos de elasticidad (198), sino también de su capacidad
para fusionarse dentro de los lipidos del SC y mejorar la permeabilidad
del farmaco a través de la barrera cutanea. Esto también esta de
acuerdo con los hallazgos de Dreier et al. (208), discutido
anteriormente, y con el trabajo de Alvarez-Figueroa et al., quien
diseid una nanoemulsién de cascara de protamina como vehiculo
para la administracién cutdanea de CyA y encontré también un
marcado efecto de mejora cuando CyA se incorpord en particulas
cargadas negativamente, como es el caso aqui, y también que la
disposicidon de protamina en la cascara influyd en la retencion cutanea
de CyA (218). Segun esta hipotesis, las vesiculas preparadas podrian
considerarse potenciadoras quimicas en si mismas, debido a la

combinacidn especifica de sus componentes (210,219,220).

Los efectos observados en los ensayos de permeabilidad se
correlacionan con los resultados de distribucion de farmaco en la piel
obtenidos por la técnica de tape-stripping. Pero ademas parece ser
qgue existe una compleja interaccidon vector-componentes-piel que no
se puede comprender completamente a partir de los ensayos
previstos y es necesario seguir investigando sobre estos factores que

afectan a la permeabilidad/distribucion de farmaco en la piel.
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3. Formulacion liposomal en hidrogeles

3.1 Formulacion hidrogeles liposomales

Se realizaron diferentes lotes con HPMC a 0,5%, 1%, 2% y 2,5%
(p/v), siendo los hidrogeles con HPMC al 2% los que presentaban
mejores caracteristicas fisicoquimicas, por lo que fue la concentracién

escogida para realizar los lotes finales de hidrogeles.

Posteriormente, se disolvieron los diferentes lotes de
hidrogeles preparados y se analizaron las muestras mediante HPLC. Se
comprobd que la concentraciéon de CyA se mantuvo estable y era

homogénea entre los diferentes lotes de hidrogeles.

3.2 Caracterizacion reoldgica de los hidrogeles liposomales

La reologia consiste en el estudio del flujo o deformacién de un
material cuando se somete a una tensién. El método es aplicable a la
caracterizacidn de sistemas semisdlidos, ya que el comportamiento del
fluido esta relacionado con el tipo, organizacion del sistema e
interacciones entre sus componentes, siendo posible verificar signos
de inestabilidad expresados en funcién del tiempo, temperatura y

variacion en el area de histéresis (221,222).

Las propiedades reoldgicas de los semisdlidos son parametros

fisicos importantes en términos técnicos y visuales. La evaluacidon
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estructural y la coherencia son esenciales para determinar, ajustar y
predecir el comportamiento de nuevas formulaciones. También se
pueden utilizar para verificar la calidad durante el proceso de
produccién, ademds de permitir un estudio del efecto de los aditivos

en la formulacion y la estabilidad (223).

Segln Lucero et al. (224), el esfuerzo de cizallamiento, la
velocidad de cizallamiento y el tiempo son parametros que describen
las propiedades reoldgicas y son importantes para evaluar los cambios
fisicos en la formulacion. La viscosidad es un parametro importante
porque su valor puede alterarse en funcién de la presencia o no de
diferentes materiales, por lo que puede considerarse como uno de los
parametros de referencia para evaluar la estabilidad de sistemas

semisolidos (46).

El reograma que se muestra en la Figura 35 demuestra que las
formulaciones estudiadas se comportan como sistemas no
newtonianos, ya que, a diferencia de los newtonianos, los no
newtonianos tienen una relacion no lineal entre el esfuerzo de

cizallamiento y la velocidad de cizallamiento (225).
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Figura 35. Curva de flujo. Representa la fuerza o presion aplicada frente a la deformacion. A)
Hidrogel con SLT1; B) Hidrogel con SLT2-SON; B) Hidrogel con SLT2-EXT; D) Hidrogel con SLE.

Ademas, estos sistemas tienen las caracteristicas de los fluidos
pseudoplasticos. Este comportamiento resulta de la alineacion de las
gotas coloidales en el sistema en la direccion del flujo. Segun
Tokumoto (226), a medida que aumenta la tension o la velocidad de
cizallamiento y se acentua esta preferencia de orientacidn, se reduce
la resistencia interna del sistema y se produce la consiguiente

reduccion de la viscosidad.

Las formulaciones con perfil de flujo pseudoplastico producen
una pelicula protectora que permite cubrir la superficie de la piel,

promoviendo una mejor  proteccién. Las preparaciones
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pseudoplasticas tipicas contienen moléculas entrelazadas o agregadas,
gue se rompen bajo esfuerzo cortante y se alinean bajo la direccidn
del flujo, lo que promueve un deslizamiento facil con una velocidad de
cizallamiento creciente y, en consecuencia, una reduccidon de la
viscosidad (227). La recuperacion de la viscosidad es generalmente
reversible y puede depender del tiempo, cuya reconstruccién

posterior puede deberse al movimiento browniano (228).

Ademas, todas las formulaciones también son no tixotrépicas,
ya que no presentaron un drea entre las curvas ascendente y
descendente del reograma, es decir, después de haber sufrido un
cizallamiento creciente (0-100 s -1), con la reduccidn gradual de este
cizallamiento hasta que cesd, se observd una completa recuperacion

de la estructura.

El cardcter tixotrépico es el resultado de la progresiva
destruccion de la estructura construida por las gotitas de la fase
dispersa, cuya fuerza de unién no resiste la accién impuesta por el
esfuerzo de cizallamiento. El fendmeno se considera reversible, ya
que, tras la retirada del esfuerzo externo, las conexiones rotas se

reconstituyen reorganizando la estructura interna (229,230).

Es interesante obtener productos no tixotrépicos, por lo que el
producto no fluye sobre la piel después de la aplicacidon debido a una

recuperacion muy lenta de su estructura (228).

También se pudo observar que las formulaciones de hidrogel
con los liposomas SLT1 (A) y SLT2-SON (B) son las mas viscosas,

seguidas de los que contienen SLE (D) y la menos viscosa es la que
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contiene SLT2-SON (C) (Figura 36). La viscosidad aparente minima
(valor de viscosidad a la velocidad maxima de cizallamiento) de la
muestra A fue 0,88 + 0,009, B fue 0,88 + 0,043, C fue 0,64 £ 0,057 y D
fue 0,82 £ 0,013. Esto también se observa facilmente por la tangente
del dngulo formado entre el eje x del reograma que se muestra en la

Figura 35 anterior.
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Figura 36. Curva de viscosidad frente a la velocidad de corte. A) Hidrogel con SLT1; B)
Hidrogel con SLT2-SON; B) Hidrogel con SLT2-EXT; D) Hidrogel con SLE.
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La prueba de barrido de frecuencia, que se muestra en la
Figura 37, es util en la caracterizacion de productos con caracteristicas

viscoelasticas. De acuerdo con este resultado, las formulaciones se

pueden caracterizar como viscoeldsticas, teniend

o de pérdida (G”) superior al médulo de almacenamiento o elastico

(G"). Para la muestra de hidrogel con SLE (D) (Figu

G'y G " son mayores que los demas, y para la muestra de hidrogel con

SLT2-EXT (C) son menores, lo que demuestra una

viscoel3astica.
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Figura 37. Prueba de barrido de frecuencia. A) Hidrogel con SLT1;

B) Hidrogel con SLT2-EXT; D) Hidrogel con

B) Hidrogel con SLT2-SON;

SLE.
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Después del ensayo de barrido de frecuencia, las formulaciones
se evaluaron en la prueba de fluencia y recuperacién. Se trata de un
ensayo que permite diferenciar, de forma bastante satisfactoria, las

respuestas elasticas o viscosas (222).
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Figura 38. Prueba de fluencia y recuperacion. A) Hidrogel con SLT1; B) Hidrogel con SLT2-
SON; B) Hidrogel con SLT2-EXT; D) Hidrogel con SLE.

El perfil presentado en fluencia y recuperacién en la Figura 38
confirma lo encontrado en la prueba de barrido de frecuencia, ya que
las formulaciones presentan caracteristicas poco elasticas y mas

viscosas. Se caracterizan por un comportamiento que correlaciona
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linealmente la fuerza aplicada y la tasa de deformacion. Las muestras
sometidas a esfuerzo de cizalla permanente presentan un aumento
lineal de la deformacién con el tiempo y no presentan recuperacién

después de la remocidn de la tension aplicada (222).

Los valores de cumplimiento (1/Pa) obtenidos en este ensayo
fueron para la muestra de hidrogeles con SLT1 = 120,74; SLT2-SON =
118,36; SLT2-EXT = 243,76; SLE = 98,74. El cumplimiento es una
variable que demuestra lo complaciente que es una muestra, es decir,
cuanto mayor es el cumplimiento, mas facil serd deformarse por un
esfuerzo aplicado y menor serd su viscosidad. Los resultados estan de
acuerdo con el ensayo de la curva de flujo ya que la formulacion C

menos viscosa fue, en la presente prueba, la mas compatible (222).

Por todo ello, se concluye que la reologia es una herramienta
importante en el estudio del flujo o deformacién de los materiales
cuando se someten a esfuerzos. Es util en la caracterizacion de
sistemas semisdlidos, ya que el comportamiento del fluido est3
relacionado con el tipo, grado de organizaciéon del sistema e

interacciones entre sus componentes.
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3.3 Estudio de liberacion de CyA a partir de formulaciones
hidrogel liposomal

35

% de Dosis liberada

O T T T
0 10 20 30

Tiempo (h)

Figura 39. Perfil de liberacion de CyA a partir de las diferentes formulaciones liposomales en
hidrogel en células de difusion tipo Franz. Los resultados se presentan por porcentaje de la
dosis liberada (n 2 4).

Los datos demuestran una liberacién controlada del farmaco a
partir de las formulaciones. Los datos se ajustan a una ecuacion de
primer orden (R?>0.993), por lo que se puede decir que la liberacién se
produce de forma pasiva a través de la matriz polimérica, sin efectos
de esponjamiento-ensanchamiento de la matriz (231). No obstante, es
importante destacar que estos datos son una aproximacion, ya que el

uso de etanol, necesario para mantener las condiciones sink, puede
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influir en la estructura de la matriz polimérica, dando lugar a una

liberacion mas rapida de la que tendria lugar en la practica clinica.

El gel que contiene los SLT1 es el que controla la liberacidon en
mayor medida, seguido por SLT2-EXT, SLT2-SON y SLE. Tras 36 horas
de andlisis, ninguno de los geles liberé mas del 30% del farmaco, lo
gue puede atribuirse tanto al control por parte de las vesiculas, del gel
y a la baja solubilidad del farmaco en el medio acuoso. En general, la
incorporacion de liposomas en hidrogeles se presenta como una
estrategia util para prolongar la liberacién del fdrmaco encapsulado en

los sistemas liposomales (107,108).
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4. Resumen e implicaciones de los resultados obtenidos

en este capitulo

Han sido desarrolladas cuatro formulaciones de sistemas
liposomales ultraflexibles cargados con CyA, con unas caracteristicas
O6ptimas para su administracion. Las vesiculas mostraron una
estructura multilamelar con una forma esférica regular y un tamafio
de particula adecuado con distribucidon uniforme de tamaiio.
Mostraron un potencial Z negativo > 30 mV, como indicador de

estabilidad a largo plazo.

El fdrmaco ha sido incorporado a la bicapa con un porcentaje de
encapsulacion entre 90-95%, excepto para SLT2 que fue del 60%.
Todas las formulaciones aumentaron la solubilidad de CyA en medio

acuoso respecto al farmaco libre.

Estos sistemas, resultaron ser estables en el tiempo ya que no se
observd cambios significativos en el tamafio de las particulas en
funcién del tiempo al almacenarse a 4°C, 25°C, 30°C, 45°C y 60°C,
excepto a 60°C para los etosomas y liposomas convencionales que se
degradaron. No se encontraron cambios en el contenido de CyA
después de 21 dias a estas temperaturas. Se probaron diferentes
crioprotectores y se obtuvieron éptimos resultados con alguno de
ellos para cada una de las formulaciones, excepto para SLT2-SON. Las
vesiculas se liofilizaron con el agente crioprotector adecuado y se
observd que estos no tuvieron un efecto significativo sobre la

morfologia de las vesiculas.
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Los diferentes sistemas liposomales demostraron ser
biocompatibles, mostrando resultados de porcentaje de viabilidad
celular correspondientes a una toxicidad leve o moderada con el
tratamiento sin diluir en células in vitro y con resultados de no
toxicidad al diluir las formulaciones antes del tratamiento. Esto
demuestra una relacién directa entre la viabilidad celular y la dosis de

los sistemas liposomales probados.

Se evalud la distribucién de la CyA por las diferentes capas de la
piel y se observé que se producia una distribucion de esta, siendo el
etosoma el que difunde hasta capas mas profundas en tan solo dos
horas. La formulacién liposomal de menor tamafio (SLT2-SON) fue la
Unica que se encontré acumulada en el FP, desde donde puede actuar

como reservorio del farmaco.

Todas las vesiculas flexibles facilitaron la penetracién de CyA a
través de la epidermis. El flujo calculado fue el siguiente: SLE> SLT1>
SLT2-EXT> SLT2-SON. La capacidad de difusién aumenta con la dosis, el
tamafio del vehiculo y la eficiencia de encapsulacién. Al correlacionar
el flujo logrado con la dosis aplicada, las vesiculas mas efectivas fueron
las SLT2-EXT, seguidas de SLE y SLT1. La formulacién menos eficaz fue
SLT2-SON.

Posteriormente, a partir de las dispersiones coloidales de las
diferentes formulaciones liposomales se formularon hidrogeles de
HPMC al 2%. Estos hidrogeles presentaron unas caracteristicas
fisicoquimicas Optimas y mantuvieron una concentracion de CyA

estable. El estudio reoldogico de los mismos mostré un
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comportamiento de sistema no newtoniano, ya que mostraron una
relacion no lineal entre el esfuerzo de cizallamiento y la velocidad de
cizallamiento, con caracteristicas de fluidos pseudopldsticos. Este tipo
de formulaciones produce una pelicula protectora que permite cubrir
la superficie de la piel, promoviendo una mejor proteccion. Se
promueve un deslizamiento facil con una velocidad de cizallamiento
creciente y, en consecuencia, una reduccion de la viscosidad. Todas las
formulaciones son no tixotrdpicas, es decir, después de haber sufrido
un cizallamiento creciente, con la reduccién gradual de este
cizallamiento, se observé una completa recuperacion de la estructura.
Las formulaciones se pueden caracterizar como viscoelasticas, siendo
menos elasticas y mas viscosas. Se caracterizan por un
comportamiento que correlaciona linealmente la fuerza aplicada y la

tasa de deformacion.

Los estudios de liberacién de CyA a partir de los sistemas
liposomales formulados en hidrogel muestran que la liberacidon se
produce de forma controlada mediante difusidon pasiva a través de la
matriz polimérica, sin efectos de esponjamiento-ensanchamiento de la

matriz.

La administracién tépica de CyA es posible utilizando cuatro de
las formulaciones disefiadas para este proyecto, lo que abre la
posibilidad de usar este farmaco por via tépica, como alternativa a las
vias oral o parenteral actuales (19). La administracién tépica evitaria
efectos secundarios sistémicos y, por tanto, podria escogerse como

tratamiento de primera linea para las enfermedades inflamatorias de
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la piel con componente inmunoldégico, como es el caso de la psoriasis
o la DA. El mecanismo de administracién del fdrmaco subrayado debe
investigarse mas a fondo, pero la sola presencia de los promotores
quimicos en medio acuoso con el farmaco puede descartarse como la
causa de estos resultados. Por lo tanto, el ensamblaje fosfolipidos-
promotores quimicos-farmaco es el pardmetro clave para comprender
este mecanismo de mejora. Ademas, el tamafio de particula, la carga
util del farmaco y la flexibilidad de las vesiculas también revelaron ser
parametros relevantes para comprender la eficiencia de |Ia

potenciacion de la permeabilidad.

157






Capitulo 1 V.- Conclusiones

V.- CONCLUSIONES

1. Se ha desarrollado y validado un método analitico para Ila
determinacién de CyA por HPLC. El método desarrollado en

valido, lineal, preciso, exacto, robusto y reproducible.

2. Se ha desarrollado cuatro formulaciones de sistemas
liposomales ultraflexibles cargados con CyA, con unas
caracteristicas Optimas para su administracion. Las
formulaciones consiguen aumentar la solubilidad de CyA en
medio acuoso respecto al farmaco libre. Mostraron una
distribucién del tamafio uniforme, con un tamafio de particula
dentro del intervalo esperado para vesiculas lipidicas de este
tipo y con una éptima incorporacion del farmaco en la bicapa.
Presentaron valores de potencial Z negativos como indice
predictivo de estabilidad a largo plazo. Mostraron una
estructura multilamelar con una forma esférica regular. El
porcentaje de encapsulacién de CyA dentro de las vesiculas
lipidicas fue elevado en todas las formulaciones (90-95%)
excepto para una de ellas. El etosoma resultdé ser el mas
flexible de las preparaciones, seguido de los transfersomas
que presentaron una flexibilidad mayor que los liposomas

convencionales.
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3.

Los sistemas liposomales han resultado ser estables en el
tiempo al almacenarse a diferentes temperaturas (desde 4°C
hasta 60°C). Los etosomas y liposomas convencionales se
degradaron a 60 °C. Se ha seleccionado un crioprotector
Optimo para cada formulacion y se ha conseguido liofilizar sin
mostrar efecto significativo sobre la morfologia de las

vesiculas.

Los sistemas liposomales han mostrado ser biocompatibles,
mostrando resultados de porcentaje de viabilidad celular
correspondientes a una toxicidad leve o moderada con el
tratamiento sin diluir en células in vitro y con resultados de no

toxicidad al diluir las formulaciones antes del tratamiento.

La CyA se distribuye en las diferentes capas de la piel y el
foliculo piloso cuando es administrada mediante los nuevos
sistemas liposomales. Siendo la formulacién SLT2-SON la Unica
capaz de acumularse en el foliculo piloso, pudiendo actuar
como reservorio del farmaco. Los etosomas difunden hasta las

capas mas profundas de la piel en tan solo dos horas.

Todos los sistemas liposomales flexibles facilitaron la difusidon
de CyA a través de la epidermis humana, siendo el acceso
tamafio dependiente: SLE>SLT1>SLT2-EXT>SLT2-SON. Al

correlacionar el flujo logrado con la dosis aplicada, las



Capitulo 1 V.- Conclusiones

vesiculas mas efectivas fueron las SLT2-EXT, seguidas de SLE y

SLT1. La formulacién menos eficaz fue SLT2-SON.

7. Se han formulado hidrogeles de HPMC al 2% a partir de las
dispersiones coloidales de las diferentes formulaciones de
liposomas, presentando unas caracteristicas fisicoquimicas
Optimas y manteniendo una concentracion de ciclosporina
estable. El estudio reoldgico de los hidrogeles muestra que se
comportan como sistemas no newtonianos, con perfil de flujo
pseudoplastico, permitiendo crear una pelicula protectora
cubriendo la piel. Los estudios de liberacion de CyA a partir de
los sistemas liposomales formulados en hidrogel muestran que
la liberacién se produce de forma pasiva a través de la matriz
polimérica, sin efectos de esponjamiento-ensanchamiento de

la matriz.
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Resumen

La Ell es una patologia prevalente que afecta cada vez a un
mayor numero de personas en la poblacidn mundial. Engloba dos
enfermedades, la EC y la CU. La etiologia de la enfermedad es
desconocida, lo que dificulta su tratamiento farmacolégico, siendo
éste muy inespecifico. Los tratamientos de primera linea para estas
enfermedades son los inmunomoduladores y corticoides, que
presentan gran cantidad de efectos adversos en tratamientos
sistémicos. Debido a ello, las dosis requeridas de corticosteroides e
inmunosupresores no pueden administrarse durante largos periodos

de tiempo.

En tratamientos con administraciones por via oral, gran
cantidad de la dosis administrada es absorbida a través de la mucosa
intestinal, llegando a la circulacion sistémica. Esto es un problema si la
finalidad es el tratamiento local en el tubo digestivo, ya que la
cantidad disponible de farmaco en la zona es reducida y obliga a
administrar dosis superiores, dando lugar a efectos sistémicos vy
toxicos indeseados. Para lograr un tratamiento éptimo de la Ell, el
medicamento debe aplicarse idealmente de forma local ofreciendo un
efecto inmediato en la zona a tratar. Este es un desafio dificil cuando
el tejido objetivo es un tejido absorbente en si mismo, ya que el
farmaco se elimina rapidamente de la luz intestinal hacia el torrente

sanguineo.

Por todo ello, se presenta la necesidad de mejorar el disefio de

las formas de administracion disponibles para el tratamiento de estas
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patologias. En este contexto, los sistemas nano- y micro-estructurados
de tipo polimérico permiten liberar el farmaco de forma gradual en el
lumen intestinal, debido a su perfil de liberacidn sostenida y gracias a
sus propiedades mucoadhesivas, que aumentan el tiempo de
contacto, producen una accién farmacoldgica mas selectiva, localizada
y duradera, al tiempo que reducen la cantidad de farmaco que accede

a circulacién sistémica y, por tanto, sus posibles efectos adversos.

En base a esta hipodtesis, surge el Proyecto “Nanoparticulas-
PLGA-ciclosporina en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria
intestinal”, financiado por la Generalitat Valenciana (GV720I3/086),
llevado a cabo en el departamento de Farmacia y Tecnologia
Farmacéutica de la Universidad de Valencia y por el proyecto
precompetitivo de la Universitat de Valéncia UV-INV-PRECOMP12-
80750. Estos proyectos colaborativos, entre la Universitat de Valencia
y la Universidad de Saarland, tienen como objetivo principal el disefio
de particulas de PLGA-CyA (poli(lactico-co-glicélico)-ciclosporina para

el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal.

El farmaco inmunosupresor CyA se formuld en NP preparadas
por el método de nanoprecipitacién y en MP fabricadas por nano
spray-drying. El polimero biodegradable utilizado en las formulaciones
fue el 4acido poli(lactico-co-glicdlico). La CyA es efectiva para el
tratamiento de la enfermedad intestinal, pero también causa varios
efectos adversos graves que podrian ser minimizados mediante la
utilizacion de tecnologia avanzada de administracion de

medicamentos.
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A través de estos sistemas de liberacion se pretende conseguir
una acumulacion de las particulas en el lumen intestinal desde donde
se consiga una liberacidn sostenida en el tiempo de dosis bajas, de
forma que se concentre el activo en el lugar de acciéon y se reduzca el
acceso a la circulacion sistémica, disminuyendo en gran medida los

efectos sistémicos asociados a su uso.

En este trabajo, se estudio el perfil cinético de absorcidn intestinal
de CyA liberada de las NP y MP en un modelo in vitro con células
representativas de la mucosa intestinal, y un modelo in situ en rata
Wistar. De esta forma se evalué si los sistemas de encapsulacion eran
eficaces para liberar la CyA de una forma sostenida y aumentar su
tiempo de permanencia en el lumen intestinal. Los resultados
obtenidos en el marco de este proyecto podrian aportar una mejora
sustancial al tratamiento actual, repercutiendo directamente en la

calidad de vida de las personas afectadas.
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|.- ANTECEDENTES

1. Enfermedad Inflamatoria Intestinal

La Ell es un conjunto de patologias que afectan al tracto
intestinal y se caracterizan por la presencia de un componente
autoinmune, inflamacidn y cronicidad (232). Estas enfermedades, que
causan inflamacién del colon y/o del intestino delgado, cursan con
brotes de actividad, durante los cuales aparecen sintomas
caracteristicos de esta fase, como diarrea, fiebre y fatiga, dolor y
célicos abdominales, disminucién del apetito y/o adelgazamiento no
intencionado (233). Estos sintomas tienen una duracién e intensidad
variable y, aunque generalmente reaparecen a lo largo del tiempo, los
pacientes suelen alternar esta fase con periodos asintomaticos de

mayor o menor duracion (232,234).

La Ell es mas frecuente en paises desarrollados y afecta por
igual a hombres y mujeres (234). También afecta a individuos de todas
las edades, pero en general comienza antes de los 30 afios, con
incidencia pico entre los 14 y los 24 afios. A pesar de ello, puede haber
un segundo pico de incidencia mas pequefio entre los 50 y los 70 afios;
sin embargo, este pico mas tardio puede ser mas grave, incluyendo en

algunos casos, colitis isquémica (232).
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La causa concreta de las variantes de la Ell es desconocida
(35,232). No es una patologia hereditaria, pero aparece en personas
con predisposicion genética. En estos casos, distintos factores como
tener una infeccion o el tabaco pueden provocar una respuesta
alterada del sistema inmune que se mantiene a lo largo del tiempo

(234).

Las investigaciones actuales apuntan a que la enfermedad
puede surgir como resultado de una compleja interaccidon entre la
predisposicién genética (susceptibilidad) de una persona a padecer la
enfermedad, la exposicion a factores ambientales y la microbiota
intestinal, con la posible participacion de agentes infecciosos (35). La
combinaciéon de estos factores puede acabar desencadenando una

respuesta inflamatoria intestinal, que puede terminar cronificandose.

Signos y sintomas

El diagndstico de las Ell es complicado y puede retrasarse,
debido a que sus sintomas son poco especificos, y pueden dar lugar a
confusién con otras enfermedades gastrointestinales, como Ia
celiaquia o el colon irritable. Los sintomas de la Ell suelen ser crénicos,
alternando épocas donde hay actividad inflamatoria, lo que
conocemos como “brotes”, y periodos sin sintomas, denominados
“remisién”. El numero de brotes es distinto en cada persona y puede
oscilar desde uno cada varios afios hasta numerosos brotes anuales

(234).
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Entre los sintomas mas caracteristicos y comunes a ambos
tipos de Ell se pueden citar: diarrea, dolor abdominal, hemorragia
rectal, fiebre, anemia, pérdida de peso, fatiga, alteraciones
psicoldgicas, retraso en el crecimiento y maduracion sexual en nifios vy,
otras manifestaciones extraintestinales (dermatoldgicas,

oftalmoldgicas, reumatoldgicas, etc.) (232,233).

1.1 Enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa

Las dos variantes de la Ell mejor conocidas son la ECy la CU. La
CU afecta de forma exclusiva a la capa mas superficial del colon o
intestino grueso. En cambio, la EC puede afectar a todo el intestino,

alterndndose zonas sanas con tramos inflamados (234).

Enfermedad Colitis
de Crohn ulcerosa

~<

Se alternan
Z0nas sanas
con tramos
inflamados

La extensién y la
gravedad de la
inflamacidn del
colon varia en
cada persona

oY

Figura 40. Afectacion del intestino por la ECy CU (234).

171



Desarrollo de formulaciones de liberacion controlada para
enfermedades inflamatorias

Estas dos wvariantes se describen a continuacion

(35,233,235,236):

a) Colitis ulcerosa

La CU es una enfermedad crénica en la que se produce una
inflamacién difusa en forma de ulceras mas o menos profundas en
funcién de la gravedad de la enfermedad, afectando Unicamente a la
capa mas interna del tracto digestivo, la mucosa. Estas ulceraciones se
localizan preferentemente en el colon. No obstante, hasta en el 95%
de los casos afecta también al recto y con frecuencia se extiende hacia

las zonas proximales del colon (237).

Su prevalencia varia segun dreas geograficas, siendo mas
prevalente en paises desarrollados. En estos paises, la prevalencia se

estima entre 0,49-50,5 casos cada 100.000 habitante (237).

Su etiologia se ha relacionado con factores genéticos,
inmunolégicos y ambientales. Se ha demostrado que existen
polimorfismos en los genes STAT4 (Signal Transduce and Activator of
Transcription) que aumenta el riesgo, en la poblacién caucasica, de

padecer CU (238).

La CU puede ser clasificada en tres tipos, dependiendo de la
extension de las lesiones: proctitis (mucosa del resto afectada), colitis
izquierda (afectacion hasta el dngulo esplénico) o colitis extensa o

pancolitis (afectacion mas alla del angulo esplénico) (239).
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La inflamacién causada por la CU compromete la mucosa y la
submucosa, y hay un limite definido entre el tejido normal y el
afectado. Sdélo en la enfermedad grave compromete la capa muscular
de la mucosa. En estadios tempranos de la enfermedad, se observa
una mucosa eritematosa, finamente granulosa y friable, con pérdida
del patrén vascular normal y, a menudo, con zonas hemorragicas
dispersas. La enfermedad grave se caracteriza por grandes Ulceras
mucosas, con exudado purulento abundante. No hay fistulas ni

abscesos.

Figura 41. Hallazgos colonoscépicos de paciente con CU (235).

Ademas de las manifestaciones intestinales, hasta el 30% de los
pacientes presentan manifestaciones extraintestinales siendo mas
frecuentes en el sexo femenino. Pueden manifestarse en correlacidn
con la inflamacién intestinal o de manera independiente y las mas
frecuentes son: manifestaciones musculoesqueléticas como artralgias,
artritis, espondilitis anquilosante, osteoporosis; manifestaciones
dermatolégicas como pioderma gangrenoso y eritema nodoso;

manifestaciones oculares como uveitis; trastornos psiquiatricos como
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ansiedad o depresion o la colangitis esclerosante primaria, relacionada

con mayor riesgo de colangiocarcinoma y cancer colorrectar (237).

En cuanto al diagndstico, no existe una prueba definitiva pero
puede establecerse mediante la combinacién de una correcta
anamnesis, exploracion fisica y pruebas complementarias que

ayudaran a confirmarlo o a excluir otras causas (237).

El tratamiento se centra en mantener el mayor tiempo de
remision posible, es decir, que exista una remisién completa de los
sintomas y cicatrizacién de la mucosa, evitando asi al maximo el uso

de corticoides y el desarrollo de cancer colorrectal (237).

Las rectorragias profusas por el sangrado de las ulceras son las
complicaciones mas frecuentes, seguido de la perforacidn intestinal y
las estenosis del colon. El megacolon tdxico, aunque es una
complicacién rara, es mas frecuente que en la EC. Se ha observado
mayor riesgo de colectomia y peor prondstico en pacientes ingresados
con enfermedad grave que han tenido una respuesta incompleta al
tratamiento intensivo de corticoides y/o CyA a la semana del ingreso

(237).

b) Enfermedad de Crohn
La EC es un proceso inflamatorio créonico con afectacion
multisistémica que cursa con brotes intermitentes de inflamacién y
remision. Principalmente afecta al ileon distal y colon, pero hasta en

un 10-15% de los casos se asocian lesiones en el tracto digestivo

174



Capitulo 2 l.- Antecedentes

superior (240). No obstante, puede producir inflamacién de cualquier

zona del tubo digestivo desde la boca hasta el ano.

Su prevalencia esta en aumento, aunque varia en funcion de las
zonas geograficas, siendo mas frecuente en paises desarrollados, en
zonas urbanas y en clases sociales altas. En paises occidentales, la
incidencia varia entre 0,5-15,4 casos cada 100.000 personas/afio (241).
Es ligeramente mds frecuente en mujeres y se puede presentar a
cualquier edad, siendo un tercio de los casos diagnosticados antes de
los 21 afios. Aun asi, entre el 10 y el 15% de los casos se diagnostican

pasados los 60 afios (242).

Como en el caso de la CU, su etiologia se ha relacionado con
factores genéticos, inmunoldgicos y ambientales, a pesar de ser

desconocida (242).

La inflamacién es tipicamente transmural y comienza con la
aparicion de llagas, que con el tiempo pueden ulcerarse y evolucionar
a estrecheces de la pared del tubo digestivo o a fistulas. Llegado a este
punto, las lesiones pueden llegar a atravesar todas las capas del tejido
y alcanzar otras estructuras contiguas, como asas intestinales, vejiga o

musculo psoas.

Los sintomas son de inicio insidioso y variados, dependiendo de
la localizacién de la enfermedad, la edad y la gravedad. Los sintomas
son mas graves con lesiones mas extensas, con sintomatologia
inflamatoria sistémica o si existen complicaciones como estenosis,
abscesos o fistulas. El sintoma mas frecuente es la diarrea dolorosa

crénica de mas de 6 semanas con tenesmo o incontinencia y que no
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respeta el suefio. En comparacién con la CU, solo en la mitad de los
casos vendra acompafiada de sangre o moco. Los otros sintomas mas
frecuentes son el dolor abdominal y la pérdida de peso. Mas
frecuentemente que en la CU aparecen nduseas y vomitos. Como
distincidn de la CU estdn las manifestaciones perianales, que estan ya
presentes en el momento del diagndstico en el 10% de los casos. A
pesar de ello, el diagndstico diferencial con la CU es complejo y hasta
un 3% de los pacientes con EC cdlica pueden ser clasificados como CU
erréneamente. La afectacidn parcheada, la inflamacién del ileon y Ia
presencia de granulomas en la anatomia patolégica son sugestivas de

EC (242).

Figura 42. Hallazgos colonoscépicos de paciente con EC (236).

176



Capitulo 2 l.- Antecedentes

Al igual que la CU, la EC afecta principalmente a diferentes
partes del intestino, pero, no obstante, se consideran enfermedades
de cardcter sistémico, ya que pueden afectar en algunos casos a otras
partes del cuerpo. Esto ocurre con mayor frecuencia en la EC que en la
CU y afecta al 35% de los pacientes (232,233). Algunas como la artritis,
eritema nodoso, aftas orales y epiescleritis, estan relacionadas con la
actividad de la enfermedad, pero otras siguen un curso independiente,
como el pioderma gangrenoso, uveitis, sacroileitis, espondilitis v,

menos frecuente que en la CU, colangitis esclerosante primaria (242).

La actividad de la EC se establece en leve a moderada,
moderada a grave o grave, en funcion de diferentes factores como si
hay hospitalizacién, variaciones en la consistencia de la dieta,
respuesta al tratamiento, sintomas, pérdida de peso, niveles de

proteina C reactiva (242).

En cuanto al diagndstico, no existe una prueba Unica y
definitiva, por lo tanto, se basa en la clinica, los hallazgos de la
exploracion fisica y las pruebas de laboratorio y procedimientos

endoscoépicos (242).

El objetivo del tratamiento farmacoldgico consiste en conseguir
la remision del brote de actividad y lograr que se mantenga un estado
asintomatico. El tratamiento se debe realizar empleando dosis
escalonadas de farmacos en funcién de la actividad, la localizacién de
la inflamacidén y el tipo de enfermedad y complicaciones. En ocasiones

es mas complicado de precisar que en la CU (242).
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Las complicaciones intestinales como estenosis, masas
inflamatorias en el abdomen, fistulas, abscesos o perforaciones, con
las complicaciones mas frecuentes ya que las sufre la mitad de los
pacientes en los 20 afios siguientes al diagnodstico y cerca del 20% de
los pacientes presentan Ulceras gastricas o duodenales. En cambio, el
megacolon toxico y las hemorragias con menos frecuentes que en la

CU (242).

Cuando la enfermedad afecta de forma extensa al colon, el
riesgo de cancer colorrectal es similar al de la CU. Este riesgo aumenta
si hay mayor inflamacion o duracion de la enfermedad, en funcién de
la gravedad de esta, inicio en personas jovenes o con antecedentes
familiares. La mortalidad de los pacientes con EC es ligeramente
mayor que en la poblacidn general, en parte, por este tipo de cancer,
ya que estd relacionado con la mayoria de muertes, ademads de con la

malnutricién o las complicaciones quirurgicas (242).

1.2 Farmacos utilizados en el tratamiento de la EII

Hasta el momento no se ha logrado desarrollar un tratamiento
que permita el restablecimiento completo del paciente y la cura
definitiva de la Ell. Debido a ello, se prescriben tratamientos
sintomaticos en las fases agudas de la enfermedad y tratamientos de
mantenimiento que eviten la aparicidon de estos sintomas durante las
fases asintomaticas. El tratamiento es complejo y variable de un
paciente a otro por lo que requiere un enfoque individualizado en
base a los sintomas que presenta el paciente y los resultados de las

pruebas.
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Los tratamientos sintomaticos utilizados para mejorar algunas
de las manifestaciones de la enfermedad son principalmente
analgésicos para el dolor abdominal y astringentes para la diarrea,
acompafiados de vitamina D y calcio en pacientes tratados con

corticoides (232,233,237).

Dentro del segundo grupo, se puede utilizar distintos tipos de
farmacos especificos, entre los que destacan los siguientes

(233,243,244):

e Aminosalicilatos: Mesalazina, Sulfasalazina.
Farmacos antiinflamatorios que actian disminuyendo Ila
inflamacién intestinal al bloquear la produccidon de
prostaglandinas y leucotrienos. Se emplean tanto en el
tratamiento de los brotes leves-moderados como para la

prevencion de recaidas, sobre todo en CU.

e Corticoides: Beclometasona, Budesonida, Deflazacort,
Prednisona.
Farmacos con efecto antiinflamatorio e inmunosupresor que
actuan regulando la respuesta del sistema inmunitario y
disminuyendo la produccion celular de sustancias que
provocan la inflamacién intestinal. Son utiles para disminuir la
inflamacién del intestino durante los brotes moderados vy
graves, en cambio, no son apropiados para el mantenimiento
ya que se evita la utilizacion durante largos periodos de tiempo

por sus efectos adversos.
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Inmunomoduladores: Azatioprina, Mercaptopurina, CyA,
Metotrexato.

Farmacos que modulan la respuesta exacerbada del sistema
inmunitario disminuyendo la inflamacién. Son eficaces para
mantener la enfermedad inactiva, aunque suelen reservarse
para determinadas situaciones de la enfermedad, sobre todo
cuando no responde a otros tratamientos, cuando hay
resistencia o dependencia a los corticoides y en los casos en los
que la enfermedad es de manejo problematico. En algunos

casos, también se combinan con terapia bioldgica.

Terapia bioldgica: Infliximab, adalimumab, certolizumab,
golimumab, vengolizumab o) ustekinumab.
Estos nuevos farmacos actian bloqueando mediadores
inmunoldgicos e inflamatorios, liberados principalmente por
linfocitos T activados, como el factor de necrosis tumoral-alfa
(TNF-alfa). Estos farmacos, denominados anticuerpos anti-
factor de necrosis tumoral (anti-TNF), fueron los primeros
farmacos bioldgicos utilizados en el tratamiento de la Ell.
El infliximab, el certolizumab, el adalimumab y
el golimumab son utiles en la EC para prevenir o retrasar la
recurrencia posoperatoria. Elinfliximab, eladalimumaby
el golimumab son beneficiosos en la CU cuando la enfermedad
es resistente al tratamiento o dependiente de corticosteroides.
Ante brotes moderados-graves, el anticuerpo monoclonal anti-

integrina a1804B7 Vedolizumab ha demostrado ser eficaz en la
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induccion de la remision.181 En pacientes con brote
moderado-grave sin respuesta a anti-TNF podria ser eficaz la
administracion de tofacitinib, un inhibidor de la Jak-quinasa

administrado por via oral.

e Antibidticos: Metronidazol, Ciprofloxacino.
Se usan para tratar las infecciones causadas por agentes
bacterianos o para controlar situaciones de la enfermedad que
condicionen un sobrecrecimiento bacteriano patoldgico. Los
antibidticos pueden ser utiles en la EC, pero son de limitada

utilidad en la CU, excepto en la colitis téxica.

CICLOSPORINA

Para el proyecto desarrollado se selecciond como farmaco la
CyA, formulada en NP y en MP de PLGA de tipo matricial. La CyA,
como ya se ha descrito anteriormente, es un fdrmaco inmunosupresor
que actua reduciendo la actividad del sistema inmunoldgico. Tanto en
la EC como en la CU, se sabe que hay una respuesta inmune
aumentada, por lo que este tipo de farmacos pueden resultar utiles en
el tratamiento al bloquear la activacidon de los linfocitos (232,243).
Ademds, este farmaco produce numerosos y graves efectos
secundarios derivados de la depresién del sistema inmune a nivel
sistémico, como son las infecciones oportunistas u otros efectos

sistémicos como la nefrotoxicidad, hipertensién y neuropatia, por lo
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gue a pesar de los beneficios que presenta para este tipo de pacientes,
no se propone como tratamiento salvo en casos de CU grave que no

responde a corticoesteroides ni a terapia bioldgica.

Por lo tanto, la CyA es efectiva para el tratamiento de la Ell,
pero también causa varios efectos adversos graves (43-45), que
podrian minimizarse utilizando un sistema avanzado que se retenga en
la mucosa donde module la liberacidn del fdrmaco proporcionando
dosis bajas y sostenidas directamente en el tejido diana, de tal forma
gue las cantidades de farmaco que pasen a circulacién sanguinea sean
insuficientes para dar lugar a efectos sistémicos. Es, por tanto, un
candidato ideal para el desarrollo de un sistema de administracién de

farmaco con actividad local a nivel intestinal.

2. Nanoparticulas y microparticulas

Los sistemas nanoestructurados poliméricos de tipo matricial
son los sistemas de liberacidn controlada mds estudiados. Han
demostrado una alta eficacia para encapsular y liberar de forma
controlada diversas moléculas de gran tamafio, incluyendo proteinas,
antimicrobianos, analgésicos y antitumorales (245). Estos sistemas
abren nuevas posibilidades en el tratamiento de enfermedades como
la EIl (38), ya que ofrecen ventajas respecto a las formulaciones
empleadas tradicionalmente, entre ellas, su perfil de liberacidon

sostenida y su acumulacidn selectiva y local en el lumen intestinal (35).
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Estudios anteriores han revelado las ventajas de las NP y las
MP para la terapia de la Ell. Por un lado, NP y MP habian demostrado
ser capaces de acumularse en las areas ulceradas del colon durante
periodos prolongados de tiempo, por lo que pueden proporcionar una
liberacion sostenida del farmaco in situ (246—249). Los mecanismos
subyacentes a esta retencién aln no se conocen completamente, pero
lo mds probable es que estén relacionados con los cambios
morfoldgicos y fisiopatoldgicos del tejido mucoso en estado de
inflamacién, como la relajacién de las uniones intercelulares estrechas,
la activacién de las células inmunes y el aumento de la produccion de
moco (250-252). Este mecanismo fisiopatoldgico de retencidon de
particulas permite dirigir pasivamente el farmaco si se incluye
encapsulado en NP y MP lo cual produce una absorcion mas lenta y
eficiente en la mucosa inflamada (252) y transporta la carga del
farmaco directamente a las células inmunes y mucosas afectadas
(253,254). También se han ensayado con éxito estrategias de
direccionamiento activo, por ejemplo, mediante la insercion en la
superficie de la NP de anticuerpos CD98 de cadena unica (253) y NP-
PLGA insertadas con manosa (254). Sin embargo, tales formulaciones
son mucho mds complicadas de desarrollar y trasladar a la practica

clinica que la focalizacidn pasiva mencionada anteriormente.

Las NP y MP poliméricas se clasifican en funcién de su tamafio.
El didmetro de las MP oscila entre 1 y 250 um, mientras que el tamafio
de las NP oscila entre 10 y 1000 nm (245). Se ha demostrado en varios
estudios que hay una relacidon entre el tamafio de la particula y su

acumulacién en el tejido inflamado (247,255). Los datos sobre el
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tamafio 6ptimo de dicho sistema de administracion de medicamentos
aun no son del todo concluyentes, pero sin duda el tamafio es un
aspecto importante que considerar. Asi, se observa una mayor
acumulacién de particulas en el tejido con la reducciéon del tamafio de
particula, siendo en un principio, las NP mas adecuadas que las MP,
aungue ambos sistemas presentan caracteristicas similares. Las NP
han demostrado su eficacia en modelos de roedores (246,247),
mientras que estudios con particulas en pacientes humanos sugirieron
que MP era mas favorable en comparacién con NP del mismo material
(248). No se puede descartar que, debido a su menor tamafio, las NP
puedan atravesar el tejido ulcerado con mayor facilidad, dando lugar a

los efectos sistémicos que se pretende evitar.

Las MP y NP poliméricas utilizadas en este estudio difieren en
tamafio y en tecnologia de fabricacidn, lo que también influye en Ia
liberaciéon de la CyA encapsulada y muestran una propiedad que
puede jugar un papel importante en el tratamiento de estas
enfermedades, la mucoadhesion (256,257). La presencia de la capa
mucosa en el intestino proporciona la oportunidad de prolongar el
tiempo de contacto del farmaco y localizarlo (258,259) en la zona a

tratar gracias a esta propiedad.

Se ha observado también, que los sistemas nanoestructurados
poliméricos tienden a acumularse de forma pasiva en el tejido
intestinal inflamado formando depdsitos desde los que el farmaco se
libera durante un tiempo mas prolongado, incrementando aiin mas la

concentracion de farmaco disponible en la zona a tratar (260).
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2.1 Nanoparticulas y microparticulas formuladas con CyA y
PLGA

Las formulaciones utilizadas en este estudio consisten en un
sistema transportador nanoestructurado y otro microestructurado,
matricial de PLGA que contiene CyA, cuyo fin es conseguir una
administracion local de CyA en el foco inflamatorio del lumen

intestinal.

El PLGA, 4cido poli(lactico-co-glicélico), es un copolimero
formado por unidades monoméricas de dacido lactico y de acido
glicolico (Figura 43). Se trata de un excipiente muy utilizado en
numerosos sistemas micro y nanoestructurados por ser un polimero
seguro, biocompatible, biodegradable y mucoadhesivo. Tras un
proceso de hidrdlisis de los enlaces tipo éster que unen los
mondmeros, sus productos de degradacién, el acido lactico y el acido
glicdlico, son perfectamente metabolizados por el organismo,
mediante el ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs, dando
como resultado CO; y H,0. Por esa razén, el PLGA tiene la aprobacién
de la EMA y la FDA para su utilizacion en seres humanos

(35,42,259,261).

L Jy y

Figura 43. Estructura quimica del PLGA acido poli(lactico-co-glicdlico) (261)
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Los nano/micro sistemas matriciales de PLGA pueden
degradarse durante dias, semanas o meses, tiempo durante el cual se
estard liberando las sustancia activa de su interior. El mecanismo de

degradacion/liberacion se podria simplificar en tres etapas (262):

1. Administracion y adhesion de los sistemas.
2. Contacto del sistema con el liquido circulante.
3. Degradacién y consecuente liberacion controlada del

farmaco.

Respecto a la liberacién, los sistemas compuestos por PLGA suelen
mostrar un patrén caracteristico de liberacion trifasica de farmacos
gue consiste en un efecto de estallido relativamente alto al inicio, una
fase de retardo y una fase de liberacidn final, dictada por la erosién del

polimero (263).

Los sistemas nano- y micro-transportadores de farmacos
constituidos por PLGA se pueden fabricar mediante diferentes
métodos (261). En este caso, las NP se sintetizaron mediante el
método de nanoprecipitacién y las MP por el método nano spray-

drying.

El método de nanoprecipitacion, o método de desplazamiento
del disolvente, mediante el que se formularon las NP, consigue
particulas de tamafo inferior a 100 nm. Este método consiste en la
disolucion tanto del polimero como del farmaco en un disolvente
organico miscible en agua (generalmente acetona). Con la ayuda de un

autoinyector, esta disolucidon se va anadiendo de forma controlada
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sobre una fase acuosa en la cual el polimero no es soluble. La difusién
de la disolucion del polimero en la fase acuosa provoca su
precipitacién, encapsulando al farmaco y formandose asi las NP. El
disolvente se evapora a temperatura y presion controladas para
facilitar la precipitacién. Las NP se purifican, se lavan y se liofilizan

(35,264).

El método de nano spray-drying, mediante el que se
formularon las MP, es un método de encapsulacién de farmacos
utilizado con el fin de mejorar la formulacién y la administracion de
farmacos. Este método consiste en generar goticulas a pequefia escala
de una mezcla que contiene tanto el fdrmaco como el polimero. Estas
goticulas se ponen en contacto con una corriente de aire a elevada
temperatura de forma que el disolvente se evapora y provoca la
precipitacion de las MP. Este proceso de secado rdpido permite
obtener particulas ultra finas a microescala con un elevado

rendimiento (265).

3. Absorcion intestinal

La administracion oral de medicamentos representa la forma
mas comun y conveniente para el tratamiento de la mayoria de las
enfermedades, ya que es la via fisioldgica de absorcidn. Es, por tanto,
util y necesario estimar la absorcion de los farmacos a nivel intestinal
para poder predecir el perfil farmacocinético del farmaco tras su

administracion oral. Estos estudios son necesarios para decidir o
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proponer mejoras en la formulaciéon farmacéutica o en el régimen de

dosificacién (266).

La absorcién de los farmacos administrados por via oral es un
proceso complejo, que se ve afectado por diversas variables: la
fisiologia del tracto gastrointestinal, el tiempo de transito, la
interaccidn con alimentos u otros farmacos, caracteristicas propias del
paciente, estados patoldgicos, propiedades del fdrmaco, incluyendo la
disolucién del farmaco desde la forma de dosificacidn, la interaccién
del fdrmaco con el entorno, la permeabilidad a través de la membrana
o los efectos de primer paso que sufre en intestino e higado (32).
Todos estos factores deben tenerse en cuenta al estimar la absorcion

intestinal, lo cual dificulta considerablemente su estudio.

La absorcidn de farmacos se puede estimar mediante estudios
in vivo y estudios in situ. La informacion que se puede obtener a partir
de ellos se resume generalmente en una constante de absorcion (Ka)
caracteristica del proceso y que proporciona informacién acerca de la

velocidad de absorcion del farmaco (266).

4. Influencia del mucus intestinal

La mucosa cubre numerosas superficies epiteliales del cuerpo
humano. Sus funciones son diversas, destacando su funcién protectora
de los tejidos subyacentes de diversas agresiones ambientales, de

agentes quimicos y patégenos y de efectos enzimdticos. También
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juega un papel en los mecanismos de sefializacién celular y en las

interacciones célula-célula (267,268).

En el caso del moco gastrointestinal, este actiua también como
lubricante para facilitar el paso de la comida a través del tubo
digestivo (33,34,269). En el desempefio de sus funciones el moco
puede afectar negativamente a la absorcién o a la accion de farmacos
administrados por via oral, pulmonar, vaginal, nasal o por otras rutas,
aunque particularmente en este estudio, la presencia del mucus

puede ofrecer beneficios para el tratamiento (33,34).

La composicién del moco puede variar mucho en funcién del

lugar de secrecién, de su papel fisioldgico y de los estados patoldgicos.

Los componentes principales, independientemente de su
origen son glicoproteinas, lipidos, agua, células epiteliales
descamadas, electrolitos y bacterias (33,258). La proporcidn de estos
elementos que la componen es aproximadamente de: 95% agua, 0,5-
5% glicoproteinas y lipidos, 0,5-1% sales minerales y 1% de proteinas

libres (258).

Mucina: la glicoproteina del moco

La mucina es una macromolécula compuesta por un esqueleto
peptidico, que representa aproximadamente el 10-30% de su peso.
Este esqueleto se une mediante enlaces o-glicosidicos a cadenas de
oligosacdridos que constituyen entre un 70-80% del peso total

restante de la glicoproteina (Figura 44) (258).
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cadena peptidica

Figura 44. Estructura de las mucinas (270)

Aunque las moléculas de glicoproteina constituyen un
porcentaje pequefio del moco, son consideradas las responsables de
su viscosidad. Todas las mucosas segregan moco, y, por lo tanto,
mucina, pero donde tiene una mayor importancia es en el tubo
gastrointestinal, como elemento protector de su mucosa. Ademas de
la viscosidad de la capa, la mucina forma una estructura con un
entramado que puede retener y albergar sustancias, a pesar de no ser

mucoadhesivas, como es el caso del PLGA (33,258).
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Figura 45. Mucina de membrana (tefida en verde) en las células epiteliales intestinales
(272).

Se pueden encontrar dos tipos de mucina: mucina unida a
membrana o mucina secretora (33,258). Ambas tienen una estructura
similar y trabajan juntas formando la capa mucosa protectora. El moco
de las células caliciformes y los enterocitos proporcionan la primera
linea de defensa del tracto gastrointestinal e interactuan con el

sistema inmunitario (272).

Como se ha comentado, las propiedades mucoadhesivas de las
particulas juegan un papel crucial en la interaccidn entre el farmaco y
la mucosa intestinal. Estas propiedades proporcionan una oportunidad
unica para la administracion de farmacos de forma prolongada a

través del desarrollo de formas farmacéuticas mucoadhesivas (258).

Ademas, en el caso del tratamiento de la Ell, esta propiedad
supone una ventaja extra ya que, el lugar donde la formulacién bajo
estudio queda retenida es la zona a tratar, ejerciendo su accion de

forma localizada y sostenida en el tiempo.
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Il.- OBJETIVOS

El objetivo general de este capitulo de la tesis doctoral que se
presenta es estudiar el perfil de absorcion intestinal de CyA formulada

tanto en MP como en NP, utilizando métodos in vitro e in situ.

Para el cumplimiento de este objetivo general se han planteado los

siguientes subobjetivos:

1. Estudios de absorcién in vitro.
El objetivo es estudiar la absorcion de las formulaciones de NP
y MP de PLGA-CyA mediante un modelo in vitro con células

representativas de la mucosa intestinal, como son las Caco-2.

2. Desarrollo de un método de extraccion de farmaco del moco
intestinal.
Conocidas las potenciales interacciones de las NP y MP de
PLGA con el moco intestinal surge la necesidad de desarrollar
un método de extraccién de farmaco de este. De este modo, se
puede recuperar todo el farmaco del lumen intestinal de las
ratas Wistar estudiadas, asumiéndose que el farmaco no
detectado se ha absorbido hacia circulacién sistémica. Para

ello, se utilizé mucus artificial con el que se incubaron las
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particulas para realizar un balance de masas.

Estudio in situ de la cinética de absorcidn intestinal.

Para estudiar in situ la absorcién intestinal de CyA liberada por
las NP y MP en el intestino de rata Wistar, se recurre a la
técnica de perfusion desarrollada por Doluisio (1969) (273) y se
evalia si la nueva formulacién modifica los perfiles de
absorcion, minimizando el acceso de farmaco a circulacién
sistémica, a través de sus propiedades de liberacidon
modificada. A titulo comparativo, se estudia la cinética de

absorcion intestinal de dos formulaciones comerciales de CyA.
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Ill.- MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1 CyA Y FORMULACIONES DE CyA

Se adquirid CyA (pureza >99%) del laboratorio Sigma Aldrich. Es
un polvo sdlido, blanco, utilizado para preparar los estandares para la

validacién del método analitico por HPLC.

La CyA es un polipéptido de 11 aminodcidos, con férmula
molecular Cs2H111N11012 Y cuya estructura quimica estd representada
en la Figura 46. Las propiedades fisicas y quimicas del compuesto se

detallan en la Tabla 14.
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Figura 46. Estructura de la ciclosporina A (274).
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Tabla 14. Propiedades fisicas y quimicas de la ciclosporina (274).

Estado fisico Sélido
Color Blanco
Masa molecular 1202,61 (g/mol)
Punto de fusién 148-151 °C
Solubilidad en agua (20°C) Ligeramente soluble
Solubilidad en etanol Soluble

El resto de las formulaciones utilizadas fueron las siguientes:

- SandimmunNeoral® 50 mg capsulas blandas (Novartis). Cada

capsula blanda de gelatina contiene 50 mg de CyA, 50 mg de

etanol anhidro y 50 mg de propilenglicol (275). El contenido de

la capsula blanda se extrajo mediante la perforacion de la

capsula con una aguja y una jeringuilla desechable

- Sandimmun® 250 mg/5 ml concentrado para solucién para

perfusion (Novartis). Son ampollas de 5 ml, que contienen un

total de 250 mg de CyA, ademas de 278 mg de etanol/mly 650

mg de ricinoleato de macrogolglicerol/aceite de ricino polioxilo

35 mg/ml. La suspension de CyA forma un concentrado

oleaginoso transparente, de color amarillo-amarronado (276).
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Figura 47. A) SandimmunNeoral®. B) Sandimmun® inyectable (275,276)

1.2 NANOPARTICULAS Y MICROPARTICULAS

Las NP-PLGA y MP-PLGA han sido preparadas y caracterizadas
por la Dra. Christina Draheim, integrante del proyecto, en el Helmhotz-

Intitute for Pharmaceutical Research Saarland (Saarland, Alemania).

- ] e ,
Image Plxel Size = 1083 620KV BE1  2534KX  ImagePirel Size = 8313
IProbes 50pA  80mm

IProbe= S0pA  TSmm

Figura 48. Imagenes obtenidas por SEM. A) NP-PLGA. B) NP-PLGA-CyA.
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1.2.1 Preparacion de las nanoparticula por nanoprecipitacion

Las NP se prepararon mediante el método de
nanoprecipitacién (40). Para ello, se pesaron con precision el PLGA
(1,3%, p/v) y la CyA (0,52%, p/v) y se disolvieron en una mezcla de
acetona/etanol (16/3 v/v). La solucién se inyecté con una jeringa de
vidrio Hamilton® (1005 TTL 5 ml, servicio de cromatografia, GmbH,
Alemania) a 500 rpm y un flujo de 4,55 ml/min en agua doblemente
destilada que contenia 1% de poloxamer 407 (p/v) como estabilizador,
formando la fase acuosa. La relacién fase orgdnica/fase acuosa se
mantuvo a 1/2. La precisién de la velocidad de inyeccidon estaba
garantizada por medio de una bomba HARVARD® Ultra PHD de alta
precision (Hugo Sachs Elektronik, Alemania), con un motor de angulo
de paso pequefio controlado por microprocesador, que acciona el
bloque que realiza la presidon sobre el émbolo. La jeringa de vidrio
Hamilton® se instal6 en direccidn vertical. Después de la preparacion,
el disolvente orgdnico se evaporé mediante agitacion durante una

noche a 400 rpm.

El contenido de CyA libre se separd de las NP por dialisis
(membrana de dialisis Spectra/Por®, MWCO 300 kDa, Carl Roth GmbH
& Co. KG, Alemania) en 1 litro de agua purificada. Posteriormente, las
NP se desecaron por liofilizacion usando D-(+)-trehalosa en una
proporcion de 1/1 (p/p), en referencia a la cantidad inicial de PLGA y

0.3% de alcohol polivinilico (PVA) para permitir una facil dispersion.
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1.2.2 Preparacion de las microparticulas por el método nano

spray-drying

Las MP se prepararon mediante el método de nano spray-drying,
siguiendo el esquema que se muestra en la Figura 49 (40). Para ello, se
utilizé un equipo Bichi Nano Spray B-90 (Biichi Labortechnik GmbH,
Essen, Alemania) con una camara de secado total de 150 cm de altura
(configuracion larga), segun lo dispuesto por el fabricante. Para
permitir un uso seguro del disolvente orgdnico, el aparato de secado
por pulverizacién se hizo funcionar en el modo cerrado con gas inerte
(N2y CO2a 0,8 bar). Por lo tanto, el nano spray-dryer se conectd a un
Inert-Loop B-295, una unidad de enfriamiento, que separa el solvente
organico del gas de secado. Como parametros del proceso, se
monitorizaron la temperatura de salida y el flujo de gas de secado, que
se fij6 a 115 I/min. Las particulas se formaron por secado de las
goticulas pulverizadas y se recogieron en el colector que retiene las
particulas electrostaticamente, gracias a un alto voltaje producido
entre un electrodo conectado a tierra y un electrodo colector. Para la
preparacion de la solucién de alimentacion, se suspendieron en
acetona 1,1% de PLGA (p/v) junto con 1,6% de Span 60 (p/v), utilizado
como estabilizador y 0,44% de CyA (p/v). Posteriormente, la solucién
de alimentacion se rocié usando una malla de 4 um y se enfrié con
hielo de la dispersion suministrada, para evitar el calentamiento de la
solucion circulante. Las particulas re recogieron con un rascador de

plastico.
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N,/ CO,

-~
Atomizador = w
0
*
Solucién de
o ¢ B alimentacién
‘ (En hielo)

Particulas
secas

Electrodo A
colector

)

Electrodo conectado a tierra

Figura 49. Esquema del Nano Spray Dryer. Adaptacion (40).

1.2.3 Determinacion del tamario, indice de polidispersion y

potencial zeta

El didmetro hidrodindmico (d) y el PDI de las NP se midieron por
dispersién dindmica de la luz (Zetasizer® Nano ZS, Malvern
Instruments, Reino Unido) en agua doblemente destilada a 25°C y un
angulo fijo de 173°. Las medidas se realizaron para cada lote por

triplicado y se calculd el valor medio y la DS.

Las MP se caracterizaron por difracciéon ldser usando wun

Mastersizer® 2000 equipado con un mddulo de dispersidon
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Mastersizer® 2000 pP (Malvern Instruments, Herrenberg, Alemania).
Las particulas se redispersaron en agua doblemente destilada. Todos
los lotes se midieron por triplicado y se calculd el valor medio y la DS.
El software Mastersizer® proporciona el didmetro medio de masa (d
0,5) asi como los valores de percentil d 0,1 y d 0,9. Ambos pardmetros
describen el valor para el que el 10% o 90% de las particulas son mas
pequenas que el didmetro medido, respectivamente. La distribucién
de tamano (width, o ancho, en espafiol) se define en la Ecuacién 11.
Una distribucidon de tamafio estrecha se indica mediante un ancho

pequenio.
Ancho (width) = (d 0.9-d 0.1) / (d 0.5)

Ecuacion 12

1.2.4 Determinacion de la eficacia de encapsulacién y la carga

La EE describe el porcentaje de farmaco encapsulado en relacién
con la cantidad inicial. La EE se calcula a partir de la Ecuacién 2, donde
M (cyainicial) corresponde a la cantidad inicial pesada y m (cyaencapsulada) @

la cantidad de CyA encapsulada en la formulacién final.

EE [%] =m (CyAencapsulada) /m (CyAinicial) *100

Ecuacion 13
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La EE se determindé por un método directo. Una cantidad
conocida de NP o MP cargado con CyA se disolvio en acetato de etilo y
se mantuvo bajo agitacién a temperatura ambiente para dispersar el
PLGA, desintegrando la particula. Después, se dejé evaporar el acetato
de etilo y el residuo se disolvi6 en una mezcla de tampdn
acetonitrilo/fosfato pH 3 (1/1, v/v), que se agité durante 2 horas para
extraer la CyA. La solucion se filtrd a través de un filtro acoplado a una
jeringa desechable, con un tamaio de poro de 0,45 um (CHROMAFIL
G/PET 45/25). El filtrado se recogid y se analizé por HPLC.

La carga real se define como el peso (m) de CyA en ug que se

refiere a 1 mg de formulacién final.

1.2.5 Perfil de liberacion in vitro de las particulas cargadas

con CyA

El perfil de liberacion de las NP y MP cargadas con CyA se obtuvo
en fluido géstrico simulado (SGF) pH 3.0 que contenia Tween® 80 al
0,05%, para aumentar la solubilidad de CyA y alcanzar condiciones
sumidero. Las condiciones sumidero se definieron como toda
concentracion inferior al 30% de la concentracién de saturacién en el

medio. Este valor se midié experimentalmente como 41,7 pg/ml.

En resumen, para llevar a cabo el estudio de cesion, las NP o MP
cargadas con CyA se suspendieron en 30 ml del medio. El experimento
de liberacién se realizé en un recipiente de reserva cerrado con

parafilm para evitar la evaporacién. La suspension se agitdé a 400 rpm vy
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se trabajé a temperatura ambiente. A tiempos definidos, se fue
retirando 1,5 ml de la suspensién y posteriormente se centrifugd en
un eppendorf a 15000x g 20°C durante 15 minutos. Se cuantificd 1 ml
del sobrenadante por HPLC. Se afadid 1 ml de SFG al resto del
sobrenadante para volver a dispersar el sedimento antes de
devolverlo al medio de liberaciéon. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado. La liberacion se calculé de forma acumulativa

y se normalizd a la EE determinada de las particulas de PLGA.
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1.3 Otros materiales

Disolventes (calidad HPLC)
Acetonitrilo

Acido ortofosférico (97% riqueza)
Etanol 96%

Metanol

Agua HPLC (MiliQ)

Sales

Cloruro Sédico (NaCl)

Hidrégeno fosfato disédico
(Na;HPO4)

Dihidrégeno fosfato monosaddico
(NaH,PO4)

Dihidrégeno fosfato monopotasico
(KH,P04)

Cloruro potasico (KCl)

Mucina
Mucine porcin stomach tipe Il

Anestésicos

Distribuidor
J.T.Baker
Scharlau
VWR Prolobo
J.T.Baker

Distribuidor

Scharlau

Scharlau

Scharlau

Scharlau

Prolabo

Distribuidor
Sigma Aldrich

Distribuidor

(Ketamina Pfizer

Ketolar® 50mg/ml
Clorhidrato)
Domtor® Img/ml (Medetomidina Esteve

Clorhidrato)
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2. METODOS

En el presente estudio, una vez recibidas las particulas del Instituto
Helmhotz, se llevaron a cabo los estudios de absorcién in vitro
mediante un modelo de células Caco-2, intentando evitar el uso de
animales en cumplimiento de las 3Rs (reemplazo, reduccién vy
refinamiento) en experimentacidon animal. El principal inconveniente
gue surge de este modelo es que las lineas celulares Caco-2 no
presentan la capacidad de producir mucus. Para simular la presencia
de esta capa, se aplicé mucus intestinal porcino sobre la mitad de las

placas de Caco-2.

Debido a que el mucus juega un papel determinante en Ia
absorcion de la formulacién de NP, se propuso posteriormente el
estudio de absorcion mediante una técnica in situ en rata Wistar. Esta
técnica si que se tiene en cuenta la influencia del mucus intestinal de
forma fisiologica, ademas de otros procesos importantes como Ia
motilidad y la reabsorciéon de agua. Para este trabajo los modelos
utilizados han debido ser adaptados, respecto al modelo habitual, para
poder tener en cuenta la cantidad de farmaco depositado en el mucus

formulado en las NP y MP.
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2.1 Estudios de permeabilidad in vitro con células CaCo-2

El objetivo de estudiar la permeabilidad in vitro de las
formulaciones de NP y MP de PLGA-CyA es obtener perfiles de
absorcion a través de un epitelio intestinal humano sin necesidad de
utilizar animales. Para ello se escogid un modelo in vitro de lineas
celulares de carcinoma humano de colon, células CaCo-2, que forman
monocapas confluyentes, dando lugar a una barrera de absorcién, que
permite evaluar el paso de farmacos a través del epitelio intestinal y

gue estd ampliamente aceptada en la literatura cientifica.

Este método evita la utilizacion de animales de
experimentaciéon y, por tanto, los inconvenientes éticos. Permite
determinar la permeabilidad directamente sobre células humanas, con
una reduccion de tiempo y coste (277). Por ello, la técnica esta
ampliamente aceptada en la comunidad cientifica. Sin embargo,
presenta deficiencias como la ausencia de la capa mucosa y la
motilidad intestinal, que pueden influir especialmente en el
comportamiento de las particulas y el proceso de absorcidn a partir de

las mismas.

El estudio fue disefiado de forma que se evaluaba Ia
permeabilidad de las diferentes formulaciones: solucion de CyA
(Sandimmun® 250 mg/5 ml concentrado para solucién para
perfusidon), emulsion de CyA (SandimmunNeoral®50 mg cdapsulas

blandas), dispersién de NP y dispersién de MP.
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Las células forman un epitelio monocapa sobre una membrana
Transwell®, que separa dos compartimientos: dador y receptor. Las
diferentes muestras se colocan en el compartimiento dador y, a
tiempos prefijados, se toman muestras del compartimiento receptor
para evaluar la cantidad de farmaco que atraviesa el epitelio en el
tiempo de ensayo. A partir de estos resultados se puede calcular la

cinética de absorcidn de farmaco a través del epitelio intestinal.

Se utilizaron clones ATCC de la linea celular CaCo-2. Las células
se descongelaron y se sembraron en medio de cultivo Dulbecco’s
modified Eagle’s Media en botellas de 50 ml, segun el protocolo
descrito por Hu et al. 1994 (278). Las monocapas celulares se
consiguieron mediante la siembra de 400.000 células por inserto
(MILLICEL1-PCF, de 4.2 cm? de area de difusion y 3 um de didmetro de
poro). El cultivo se mantuvo a 372C bajo condiciones de 90% de
humedad y 5% de CO,. La confluencia de las monocapas se alcanzd a
los 19 dias, con reposicién del medio de cultivo en dias alternos. Antes
del experimento se comprobd la integridad de las monocapas
mediante la medida de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER)
(279) que oscilaba entre 500-750 Q cm?, como parametro control, con
el fin de comprobar la integridad de la monocapa. Para preparar la
solucidén a colocar en cada compartimiento dador del inserto, se utilizé
como vehiculo una solucion Hank’s balanced salt solution (HBSS 9.8
g/l), suplementada con NaHCOs (0.37 g/l), HEPES (5.65 g/l) y glucosa
(3.5 g/l), ajustada a pH 7.4. Las soluciones problema se prepararon

como sigue:
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A)

B)

C)

D)

E)

Se extrajo un volumen concreto de la emulsién contenida
en Sandimmun® cdpsulas blandas 50 mg y se ajustd a 5
ug/ml con el vehiculo.

Se tomdé un volumen de la solucion Sandimmun®
concentrado para perfusion i.v. 50 mg/ml y se diluyé hasta
5 pg/ml con el vehiculo.

Se diluyd la cantidad de NP necesaria para constituir una
suspensién de 5 pug/ml en el vehiculo.

Se diluyo la cantidad de MP necesaria para constituir una
suspension de 5 ug/ml en el vehiculo.

Como blanco se utilizé una solucion con la misma cantidad

de muestra de particulas, pero sin cargar con CyA.

En el compartimento receptor se colocd una solucién tamponada

HEPES pH 7.4. El sistema se mantuvo en agitacidn en un agitador

orbital (Heideolph Unimax 1010®) atemperado a 372C con una

velocidad de agitacion de 0.0167 rev/s. Se tomaron cuatro muestras

de 200 pl de cada pocillo (6 por placa) y tiempo seleccionado. El

volumen se reemplazé con el mismo volumen de solucion tamponada.

A partir del contenido en CyA de las mismas se calculd el

coeficiente de permeabilidad (Papp, cm/s). Este parametro caracteriza

la velocidad de absorcion de farmaco a través de la membrana celular

y permite comparar las distintas formulaciones entre si. Se determina

a partir de la siguiente ecuacion:
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dQ/dr
P“Pp B AC
Ecuacion 14

Donde A es la superficie de absorcién o drea del Transwell®, C
la concentracidn inicial de farmaco, y dQ/dt la pendiente de la recta
formada al representar las cantidades acumuladas de farmaco en el

receptor frente al tiempo.

2.2 Desarrollo de un método de extraccion de farmaco del
moco intestinal

A. Preparacion de mucus artificial

Para desarrollar un método de extraccion de farmaco del mucus
intestinal en primer lugar fue necesario fabricar un producto artificial
lo mas similar posible al moco intestinal para realizar pruebas

experimentales con diferentes métodos de extraccién.

El mucus artificial se elaboré tomando como referencia trabajos
previamente publicados (260,280), sobre los que se realizaron una
serie de modificaciones para ajustarlo a las necesidades de este

trabajo.

Se prepard un tampén fosfato salino (PBS) que contiene: 8 g de
NaCl; 0,2 g de KCI; 1,44 g de Na;HPOs y 0,24 g de KH;POa.. Estas

cantidades se disolvieron en 1 litro de agua calidad HPLC y el pH se
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ajusté a 7,4 mediante la adicidon de HCI. En esta solucidn, se disolvid

mucina comercial al 5%.

B. Simulacion de la mucoadhesion tras la administracion
oral

Una vez preparado el mucus artificial, se incubaron varias alicuotas

(n=3) con dos soluciones diferentes: una solucién de NP problema (4

mg de NP en 2 ml de agua calidad HPLC) y otra solucién de CyA como

control (0,5 mg de CyA (Sigma Aldrich) en polvo sélido en 1 ml de

etanol).

Ambas soluciones se incubaron con el mucus en una proporcién
1:1 (v/v) de mucus y solucidon y se mantuvo durante una hora bajo
agitacion continua a 37°C para asegurar una distribucién homogénea,
a semejanza de lo que ocurre in situ en el intestino de las ratas

durante el experimento del estudio de absorcion.

Se ensayaron cuatro métodos de extraccion diferentes, que se
describen a continuacién, si bien solo el Método 4 proporciond

resultados reproducibles y, por tanto, fue seleccionado.

C. Métodos de extraccion ensayados

La eficacia de los métodos de extraccidon se comprobd mediante un
balance de masas sobre Ila CyA previamente incorporada,

comprobando, si la recuperacion del farmaco de partida tras la

aplicacion del método es de 100 + 10 %.
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Método (1). Etanol- Sonicacion

Este método consiste en la adicién de 200 plL de etanol a cada una de
las muestras, que se mantienen posteriormente durante 15 minutos
en el bafio de ultrasonidos. Finalmente se centrifugan las muestras a

5000 rpm durante 8 minutos.

Método (2). Etanol-Agitacion
Cada una de las réplicas se trata con 200 pL de etanol y se mantiene
bajo agitacién orbital suave durante 24 horas. Finalmente se

centrifugan a 500 rpm durante 8 min.

Método (3). Etanol- Agitacion vortex

A cada replicado se aflade 200 pL de etanol y se mantienen bajo
agitacion en vortex durante 3 minutos.

En los tres primeros métodos se probd el uso de etanol debido a su
capacidad de precipitacion de proteinas. El disolvente provoca la
precipitacion de las glicoproteinas del moco con el fin de disolverlo y

liberar asi las NP adheridas (281-283).

Método (4). Acetonitrilo-Acido ortofosférico

Cada replicado se trata con 200 pL de una solucién de acetonitrilo y
acido ortofosférico pH3 (50:50) v/v. Se mantiene bajo agitacion vértex
durante 3 minutos y se deja 15 minutos bajo accidon de ultrasonidos.

Finalmente, las muestras se centrifugan a 5000 rpm durante 8 min.
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Se eligio el acetonitrilo por su capacidad de disolver el PLGA (284),
desestructurando las particulas y liberando asi la CyA. Ademas, se
decidid usar el acido ortofosforico a pH 3 para proporcionar un pH
acido y asi evitar la precipitacién de la CyA, que en este medio se
mantiene ionizada.

Por ultimo, se recogidé el sobrenadante de cada una de las muestras
obtenidas a partir de cada uno de los métodos y se analizaron

mediante HPLC.

2.3 Estudio de absorcion intestinal in situ en rata Wistar

Se estudio la cinética de absorcién intestinal de las diferentes
formulaciones en intestino de rata Wistar mediante la técnica de
perfusidn in situ propuesta por Doluisio (273). Esta técnica simula
eficazmente las condiciones fisioldgicas, ya que permite incluir
factores como la presencia de moco, motilidad intestinal y el

fendmeno de reabsorcién de agua.

El estudio cuenta con la autorizacién del Comité Etico de
Bienestar Animal de la Universidad de Valencia, con el numero
A1360059439693. Los animales se obtuvieron del estabulario situado
en la Facultad de Farmacia, dependiente del SCSIE de la Universidad
de Valencia. Los animales fueron tratados en todo momento por

personal cualificado en el manejo de animales de experimentacion.

212



Capitulo 2 [ll.- Materiales y métodos

2.3.1 Soluciones de trabajo

Solucion de lavado

Esta solucion isotdnica se utiliza para arrastrar los residuos que
puedan quedar en el intestino después del periodo de ayuno vy
acondicionar asi la mucosa intestinal antes de los ensayos de
absorcioén. El pH de la solucién debe de ser de 7,4 y, en el caso de ser

necesario, este pH es ajustado con NaOH 1 N o con HCI 1 N.

La composicion cuantitativa de la solucion es:

NACl..uoiiieeeeeeeee e, 9.00 g
NaH,P04-2H,0 1/15 M............ 3.9 ml
Na;HPOs 1/15 M...cccveiieenienns 6.1 ml
H,O bidestilada..........ccccuveeeeeennn. cs.p.llL

Solucion anestésica

La anestesia se consiguié por inyeccion intraperitoneal de una
mezcla de ketamina y medetomidina, anestésicos de uso veterinario.
La dosis que se administrd a cada animal se calculd segln su peso en

base a la Tabla 15 que se expone a continuacién.

Tabla 15. Dosis y voliimenes de anestesia seguin peso del animal

Anestésico Ketamina Medetomidina
Dosis en rata 75 mg/kg 0,5 mg/kg
Concentracion del 50 mg/ml 1 mg/ml
anestésico
Peso de la rata (kg) Volumen (ml) Volumen (ml)
0,25 0,36 0,12
0,30 0,45 0,15
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Preparados para perfusion

Las  preparaciones para perfundir se prepararon
extemporaneamente con un volumen final de 10 ml. Para ello se
anadié la cantidad necesaria para administrar una dosis total de CyA
de 322 pg/rata y se ajustd el volumen con agua calidad HPLC. En

concreto, se utilizo:

Tabla 16. Preparaciones utilizadas en el estudio de absorcidn intestinal in situ en rata Wistar

Preparacién 1 = Solucién = Formulaciéon comercial
vV intravenosa hospitalaria de
CyA (Sandimmun®
250mg/5ml, ampollas)
Preparacién 2 Emulsién = Formulacion comercial oral | Para su preparacion se
de CyA (SandimmunNeoral® extrajo la

50mg) microemulsién del
interior de la capsula
Preparacion 3 NP Nanoparticulas de PLGA con  Para la preparacion se
CyA resuspendieron 29 mg

de NP para cada rata,
en el disolvente y
volumen seleccionados.
Preparacién 4 MP Microparticulas de PLGA Para la preparacion se
con CyA resuspendieron 17,4 mg
de MP para cada rata,
en el disolvente y
volumen seleccionados.
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2.3.2 Técnica experimental

Se seleccionaron ratas Wistar hembras, con un peso comprendido
entre 250-300 g. Los animales se sometieron a un periodo de ayuno de
8 horas, durante el cual se permite el libre acceso al agua para
garantizar su hidratacién. La jaula debe ser de doble fondo para evitar

la coprofagia.

La técnica experimental consiste en la perfusion in situ de la
formulacion problema en el intestino del animal (273,285). En este
caso, se ha probado una suspension de las NP cargadas con CyA y una
suspension de las MP cargadas con CyA. A titulo comparativo, también
se han probado dos formulaciones comerciales: una suspensién
intravenosa de CyA hospitalaria y una microemulsidn extraida de las
capsulas blandas en las que es comercializada. La extraccion se realizé
perforando la cdpsula con una aguja y extrayendo el contenido oleoso

mediante una jeringuilla desechable.

Se llevd a cabo una distribucion aleatoria de los animales en los

cuatro grupos de estudio, como muestra la Figura 50.
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Grupo solucién IV

Total de ratas
utilizadas

n=24

nanoparticulas

microparticulas

Figura 50. Distribucion de los animales en cada grupo de estudio

Al comienzo del estudio se procedid a la anestesia del animal
por inyeccidn intraperitoneal con la dosis correspondiente a su peso.
El animal se coloca bajo una lampara que proporciona calor, ya que la
anestesia provoca relajacion muscular generalizada que puede
conducir a un estado de hipotermia. Aproximadamente, después de
10 minutos de administrar el anestésico, el animal alcanza el grado de
anestesia profunda y carece del reflejo palpebral. Se coloca en
posicidon decubito supino sobre un tablero quirdrgico y se inmoviliza
por las extremidades con cinta adhesiva, de forma que no adquiera
una posicién forzada. El grado de anestesia se comprueba cada 10
minutos a lo largo de toda la cirugia y el periodo de toma de las

muestras.
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Una vez anestesiado el animal, primero se descubre la cavidad
abdominal mediante seccién de la piel, desde 2 cm por encima del
poro genital hasta 1 cm del apéndice xifoides. Se localiza el duodeno,
en el que desemboca el conducto biliar. Este conducto debe ligarse
con ayuda de un hilo de seda, para evitar el paso de la secrecion biliar
al intestino y la aparicion de un posible ciclo enterohepatico. Se
practica un pequefo corte en bisel en el extremo duodenal. Se
introduce el extremo de una canula de vidrio acodada, la cual se fija al
intestino con hilo de seda. El otro extremo de la canula se conecta
mediante un tubo de polietileno, a una llave de tres pasos tipo
Stopcock. A su vez, esta encaja a rosca con una jeringa de 10 ml de
capacidad, sujeta mediante una pinza a un soporte vertical. Se localiza
el otro extremo (ileocecal) y se efectia una incisién de forma que se
proceda sin dificultad a la limpieza de la mucosa con la solucion de
lavado. Una vez finalizado el lavado, se conecta otra canula en el
extremo final. Esta canula se une a su vez a una llave de tres pasos y a
otra jeringa. Todo el conjunto se sujeta a un soporte vertical, con la
ayuda de pinzas. Por ultimo, se bombea aire a través del intestino en
ambas direcciones con objeto de eliminar los restos de la solucién de
lavado, aunque siempre queda un volumen residual de
aproximadamente 0.7 ml. El procedimiento se esquematiza en la
Figura 51. La toma de muestras se realiza alternativamente por cada
una de las jeringas. La primera muestra se toma por la jeringa distal y
la ultima, por la proximal. Se recoge un total de seis muestras de 200

ul a tiempos prefijados (10, 15, 20, 25, 30, 40 minutos).
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Jeringuilla

T C’ Llave de
il

=

paso

Muestras

Cénula

Intestino

Figura 51. Esquema de la técnica de perfusidn sin recirculacion basada en el método de
Doluisio. (Elaboracién propia).

Para mantener una correcta hidratacion de la cavidad
abdominal durante el estudio se vierte, cada cierto tiempo, pequefios
volumenes de suero fisioldgico atemperado a 37°C y se cubre con una

torunda de algodén empapada con el mismo suero.

Una vez finalizado el estudio, los animales son sacrificados por
sangrado, mediante puncion intracardiaca bajo anestesia. Parte de la
sangre extraida se centrifuga y se trata para andlisis por HPLC. Este
dato de concentraciones sanguineas confirmard o descartard Ia
absorcion sistémica de farmaco en cantidades identificables durante el

ensayo.
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Una vez sacrificado el animal, se desconecta el intestino de la
canula de la jeringa ileocecal, se corta el mesenterio y se separa el asa
intestinal. La cdnula se coloca en un tubo falcon y se extrae el volumen
remanente por presidn sobre el intestino; finalmente se mide el
volumen, pues permitird estimar la velocidad del proceso de
reabsorcion de agua que ocurre en el intestino y puede falsear el

calculo de las cantidades de absorcion.

Como se ha explicado anteriormente, las NP y MP pueden ser
mucoadhesivas o al menos, quedar retenidas en el moco intestinal, lo
qgue dificulta el estudio cinético de la absorcion. Para ello, se ha
disefiado el método de extraccién anteriormente citado que nos
permite liberar el farmaco de las NP y MP adheridas a la mucosa, para

poderlo cuantificar.

A continuacién, en el caso de experimentacion con MP y NP que
pueden sufrir bioadhesidn, el intestino se segmenta en cinco tramos,
para facilitar la extraccion de CyA que haya podido quedar atrapada
por el mucus. Para ello, cada uno de estos tramos se limpia
rigurosamente con pequefios volimenes de la mezcla de Acetonitrilo-
ac. ortofosfdrico pH 3 (50:50, v/v) hasta completar 25 ml. Se presiona
y escurre bien para extraer todo el contenido con la ayuda de una

rasqueta que arrastra el moco y con ello las NP y MP adheridas a él.
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2.3.3 Tratamiento de las muestras

I. CONTROLES

Las muestras obtenidas con la solucidn de CyA y la formulacion
oral comerciales se centrifugaron (5000 rpm, 8 min) para eliminar
restos de mucosa, que pueden provocar errores en la valoracion por
obstruccion del sistema cromatografico. Se analizé el sobrenadante,
en el que se encuentra el farmaco disuelto, mediante la técnica
descrita en el epigrafe “1. Desarrollo y validacion del método analitico

por HPLC”, del capitulo 1.

El volumen extraido del intestino se medird igualmente para
poder realizar los calculos de las constantes de velocidad de absorcién,
teniendo en cuenta el proceso de reabsorcidn que tiene lugar en el

intestino.

Il. FORMULACION CON NANOPARTICULAS Y FORMULACION CON
MICROPARTICULAS

Muestras intestinales:

Las muestras extraidas a cada tiempo se dividieron en dos partes (100

ul cada una), que se trataron segun se describe a continuacion:
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1. Una alicuota se centrifuga para eliminar restos,
principalmente mucosa, se recoge el sobrenadante y se
analiza por HPLC. El valor obtenido corresponde al farmaco

gue se encuentra libre en el lumen intestinal.

2. A otra alicuota se adiciona 100 pl de solucidon acetonitrilo-
ac.ortofosférico pH 3 (50:50, v/v), se somete a agitacion
voértex y se centrifuga (5000 rpm, 8 min). Con ello se provoca
la disolucidn de las particulas y se libera el farmaco contenido
en las mismas. El sobrenadante es analizado por HPLC. Esta
fraccién corresponde al farmaco que se encuentra

encapsulado en las NP/MP.

Muestra intestinal final:

Tras la extraccion del volumen intestinal y lavado de los cinco
segmentos, se toma 1 ml del volumen extraido, al que se le aplica el
método de extraccién disefiado: Agitacidn vdrtex, sonicacién,
centrifugacién (5000 rpm, 8 min) y finalmente analisis del

sobrenadante por HPLC.

Conocidos los datos de concentracion de la muestra y el volumen final
(volumen medido del intestino anteriormente + 25 ml de solucién
extractora) se calcula la cantidad de farmaco obtenida a partir de la

extraccion.
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2.3.4 Tratamiento matemadtico

Calculo de la velocidad de reabsorcidn de agua

Existe un proceso de reabsorcién de agua simultaneo al
proceso de absorcion de modo que la soluciéon remanente en lumen se
concentra (273,285). Este proceso puede falsear por exceso el valor de

la concentracion remanente en lumen.

Con el objetivo de tener en cuenta este efecto, se ha estimado
la variacion de volumen a cada tiempo. Dado que el proceso sigue una
cinética aparente de orden 0, la ecuacidn representativa en su forma

integrada es:

Vi=Vo—Ko *t
Ecuacion 15

En la que Vt es el volumen luminal en intestino a cada tiempo,
Vo es el volumen remanente a tiempo inicial y ko representa la

constante de velocidad de reabsorcién de agua en ml/min.

La concentracién en la muestra (concentracidon corregida) se

calcula mediante la siguiente ecuacidn:
C=E*V:/ Vo

Ecuacion 16
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Donde C representa la concentracién remanente en el intestino
que existiria si no existiera el proceso de absorcidn para cada tiempo t

y E representa la concentracion medida en la muestra experimental.

2.3.5 Cdlculo de la constante aparente de velocidad de

absorcion, K,

Los valores de C calculados mediante la ecuacion 5, se utilizan para
calcular las constantes de velocidad de absorcién Ka por regresidon no
lineal frente al tiempo (t). La ecuacién integrada que rige este proceso

es la siguiente:

C= co*e-Ka*t
Ecuacion 17

Donde C corresponde a la concentracién de farmaco a cada
tiempo, Co a la concentracidn inicial de farmaco, Ka es la constante de

absorcién que queremos hallar, y t a cada tiempo de muestreo.

El tratamiento matematico de las cinéticas se realizé con el
software Microsoft Office Excel 2007° y la grafica se obtuvo con el

software SigmaPlot 12.0°.

223



Desarrollo de formulaciones de liberacién controlada para
enfermedades inflamatorias

224



Capitulo 2 IV.- Resultados y discusién

IV.- RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacion fisicoquimica y biofarmacéutica de las

NP y MP de PLGA

Las propiedades fisicoquimicas para las NP y MP se resumen en la

Tabla 17 y Tabla 18 respectivamente.

Tabla 17. Caracterizacion fisicoquimica de las NP.

Formulacion Tamaiio PDI Potencial EE [%] Carga
[nm] Zeta [mV] [ng/mg]
NPsinCyA 160.5+2.1 0.03+0.02 -27.8+0.5 - -
CyA-NP 158.1+2.0 0.04+0.04 -31.0t6.1 61.4+2.8 85.3

Tabla 18. Caracterizacion fisicoquimica de las MP.

Formulacion Tamafio [um] Width EE [%] Carga [ug/mg]
MP sin CyA 2.8+ 0.06 1.8+0.06 - -
CyA-MP 2.7+0.02 1.2+0.02 100.5+2.2 142.4

De acuerdo con los estudios de Mc Connel et al. (286—-288) la
liberacién se estudid a un pH de 6,8 en fluido intestinal simulado
preparado segun la USP garantizando condiciones sink en todo
momento. Ninguna de las particulas mostrd liberacion rapida inicial
seguida de una liberacion mas lenta (efecto brust) lo que indica que,
en este caso, la mayor parte del fdrmaco se encuentra dentro de la
matriz y por tanto, el proceso de lavado por didlisis seguido de

liofilizaciéon, es adecuado para mantener el farmaco encapsulado
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durante el almacenamiento. Las CyA-NP liberaron el 67.1 (+ 8.8) %

después de 24 h, mientras que los CyA-MP liberaron el 89.0 (+ 9.3) %

en 24 h. Como se aprecia en la Figura 52, las particulas formuladas con

CyA presentan un perfil de liberacidén controlado.

100

80 T

60 -

40 -

20 1

Liberacion de CYA (acumulada)
normalizada por EE (%)

O~ CYA-NP
—l- CYA-MP

0 5 10 15

Tiempo (h)

Figura 52. Perfil de liberacion de las NP y MP de CyA en SGF pH 6.8 (media + SD) (n=3).
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2. Estudios de absorcion in vitro con células CaCo-2

Una vez finalizado el estudio de permeabilidad con células
CaCo-2, se procedid al tratamiento y andlisis de las muestras. En el
caso de las muestras de las formulaciones de solucién IV de CyA y las
muestras en emulsién, se pudo determinar las concentraciones de las
muestras y calcular la permeabilidad, pero en el caso de las muestras
obtenidas a partir de los experimentos desarrollados con las NP y MP,
la CyA fue detectable pero no pudo ser cuantificada, encontrandose

las concentraciones de CyA en las muestras por debajo del LQ.

Para mejorar el LQ del método analitico de CyA mediante HPLC
y poder analizar estas muestras, se recurrié al servicio de
espectrometria de masas del SCSIE de la Universidad de Valencia, pero
los resultados obtenidos con los métodos analiticos ensayados

tampoco fueron satisfactorios (Figura 53 y Figura 54).

Sample Name: 20130531b8 Sample Name: 20130531b9 Sample Name: 20130531b10
10 MRM of 1 channel ES+ blanc MRM of 1 channel, ES+ mostra MRM of 1 channel ES+
1220>1203 12201203 1220=1203
101 -~ 133264007 g 1.688e+003 o 3.602e+005
\ N
[y 0.97 1
0.65074 1.28
U Y/
% % \ %
\
\
\ ‘\
A _— - | N
Ot T f T T T r min 0t T T T T T T min 0 T g T T min
0.750 1.000 1.250 0.750 1.000 1.250 0.750 1.000 1.25

Figura 53. Cormatogramas obtenidos para distintos patrones de CyA por espectroscopia de
masas
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Quantify Compound Summary Report

MassLynx 4.1 SCN 714

Dataset: C:\MassLynx\PROYECTOS'\CICLOSPORINA.PRO'20130531.qld
Last Altered:  Monday, June 03, 2013 08:23:51 Romance Daylight Time
Printed: Menday, June 03, 2013 14:23:55 Romance Daylight Time

Compound name: Ciclosporina

Method: C:\MassLynx\PROYECTOS\CICLOSPORINA.PRO\MethDB\ciclosporina.mdb 08 May 2013 12:36:07
Calibration: 03 Jun 2013 08:23:51

# Name Sample Text Std. Conc RT Area Response Conc. %Dev
1 1 20130531b2 0.01 ug/mL 0.010
2 2 20130531b3 0.1 0.100
El 3 20130531b4 1 1.000 112 1114.434 1114.434 1.502 50.2]
4 4 20130531b5 1.25 1.250 113 988.178 988.178 1.502 201
5 5 20130531b6 25 2500 1.1 1686.730 1686.730 1.506 -39.8
6 6 20130531b7 5 5000 1.1 36691.980  36691.980 1.700 -66.0
7 7 20130531b8 10 10.000  1.08 2163282250 2163282250 13.540 354
8 8 20130531b9 blanc
9 9 20130531b10 mastra 112 15026.914 415026.914 1.747

Compound name: Ciclosporina

Correlation coefficient: r = 0.838147, r*2 = 0.702491

Calibration curve: 179618 * x + -268737

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None

X

150000¢

100000

Response

50000

Conc
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0

Figura 54. Recta patron obtenida para CyA mediante espectrometria de masas

En el caso de las muestras con el farmaco libre en solucion si
gue se obtuvo un perfil de permeabilidad sin observarse diferencias
significativas entre la presencia o ausencia de moco. A pesar de que la
fraccién de farmaco permeada a partir de las NP y MP no pudo ser
cuantificada, un porcentaje mayor al 90% de la dosis aplicada pudo ser
recuperada del dador al finalizar el experimento, evidenciando que las
NP y MP ejercen un control importante de la liberacién de farmaco,

incluso en presencia de las células intestinales y el moco porcino. Lo
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gue permite predecir que su comportamiento en medio fisiolégico
serd estable y, conforme a lo esperado, controlando la liberacién con

efecto terapéutico local.

A pesar de las ventajas que presenta para evaluar la absorcién,
en nuestro caso, surge el inconveniente de que estas lineas celulares
Caco-2 no presentan la capacidad de producir mucus y junto con que
la permeabilidad de CyA en el caso de las NP y MP no ha podido ser
cuantificada, estas limitaciones nos llevan a la utilizacion de otros
métodos en los que podamos estudiar el efecto del mucus intestinal

de forma fisioldgica y la posible adsorcidn a él de las NP y MP.

3. Método de extraccion

En la Tabla 19 se presentan los resultados obtenidos mediante
el método de extraccidon seleccionado. El proceso de extraccién que
finaliz6 con mejores resultados fue el método 4, descrito en el
apartado “Materiales y Métodos”, basado en el uso de acetonitrilo y

acido fosférico pH3.

Como control se utilizd una mezcla de mucus y solucién de CyA, siendo
equivalente con las muestras con NP-CyA con mucus. Se analizaron un

total de cuatro muestras por grupo:

229



Desarrollo de formulaciones de liberacién controlada para
enfermedades inflamatorias

Tabla 19. Recuperacion (%) de CyA mediante el método de extraccion.

% Recuperacion de CyA % Recuperacién (Media =+ DS)
Control 1 92,29

94,73 96,99 £+ 5,62
Control 3 105,13

Control 4 95,82

104,33

104,44 104,20 + 0,68
104,82

103,23

La recuperacién obtenida tras la aplicacion del método de
extraccién fue satisfactoria, ya que la recuperacién media de CyA
resultd del 104 £ 0,68%, encontrdndose entre los valores aceptados

para un método de extraccién, 100 + 10 % (289).

4. Estudio cinético de absorcion intestinal en rata Wistar

Una vez tratadas las muestras con método de extraccidn
seleccionado, en cada una de las muestras, se analizé el contenido de
CyA por HPLC y, mediante el correspondiente anadlisis matematico,
detallado en el apartado ‘Materiales y métodos’, se calcularon las

concentraciones de CyA.
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En la Figura 55 se representan las concentraciones de CyA en el
lumen intestinal obtenidas para cada uno de los grupos (n=6/grupo),

en funcién del tiempo.
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Figura 55. Concentraciones medias de CyA (n=6) en el lumen intestinal a cada tiempo. (Sandi
= microemulsion; I.V. = solucion; MP = microparticulas-CyA; NP = nanoparticulas-CyA).

Como se puede observar, las concentraciones remanentes en
lumen en las experiencias control a partir de formulaciones
comerciales son siempre inferiores a las que existen cuando se utilizan
particulas. Ademas, la pendiente de la recta es mayor, lo que indica un
proceso de absorcién mas rdpido, en consecuencia, con las hipdtesis

de partida.

Es necesario considerar que las particulas, se adhieren a la
mucosa intestinal en funcién del tiempo y liberan el farmaco de forma

paulatina, de tal forma que no todo el farmaco se encuentra
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biodisponible. El analisis del contenido luminal, Unicamente determina
la CyA libre circulante y la que se encuentra en las particulas
suspendidas en el lumen intestinal, pero no la de las adheridas a la
mucosa. Por tanto, el perfil obtenido en este caso representa una
cinética mixta de adhesion-adsorcidn a la mucosa intestinal y no una

cinética de absorcién al uso.

Una vez finalizado el experimento, a partir de los datos
obtenidos con el estudio de absorcién y de la extraccién intestinal, es
posible determinar la cantidad de CyA adherida a mucosa y, por tanto,
calcular la cantidad total de farmaco remanente en el lumen intestinal
a ese tiempo (datos expuestos en Tabla 20 y Tabla 21), y por diferencia
con la dosis inicial, se puede conocer la cantidad de farmaco que ha

sido absorbido.

Tabla 20. Valores medios de CyA recuperado en el intestino de rata Wistar tras la
administracion de nanoparticulas (% de dosis inicial)

Muestras de Nanoparticulas Farmaco (%)

Tratamiento de extraccion en intestino de rata

Farmaco (%) 68,4+1,2
Tratamiento de muestras intestinales 78,81 10,38
Farmaco libre (%) no cuantificable

Farmaco en nanoparticulas (%) 10,4 £0,37

En el caso de las NP, la liberacién de farmaco de produce de
forma mads sostenida y la cantidad que se va liberando es muy baja y

rapidamente absorbida por la mucosa intestinal, por lo tanto, se iguala
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la liberacion con la absorcién y la cantidad libre de farmaco no es

cuantificable, al estar por debajo del LQ.

Tabla 21. Valores medios de CyA recuperado en el intestino de rata Wistar tras la
administracion de microparticulas (% de dosis inicial)

Muestras de Microparticulas Farmaco (%)
Tratamiento de extraccidn en intestino de rata

Farmaco (%) 2,88+1,58

Tratamiento de muestras intestinales 26,78 +1,9
Farmaco libre (%) 11,02+1,0

Farmaco en microparticulas (%) 12,87 +1,2

Para las dos formulaciones comerciales el calculo de % dosis
remanente en intestino es mads sencillo, no es necesario proceso de
extraccion y los datos se obtienen Unicamente a partir del estudio
cinético, conocido el volumen intestinal remanente vy las

concentraciones de muestreo.

En la Tabla 22 se expone las constantes de velocidad de primer
orden que caracterizan el proceso de disminucién de la concentracion

luminal de las cuatro diferentes formulaciones.

Tabla 22. Parametros farmacocinéticos de las diferentes formulaciones.

n=6 Ka (1/h) DS
Microemulsion de CyA 2,09 £ 0,88
Solucion de CyA 1,85+0,58
Microparticulas-CyA 1,39+ 0,67
Nanoparticulas-CyA 0,78 £ 0,35
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Consecuentemente a lo expuesto anteriormente, se puede
concluir que la K, obtenida para las formulaciones de NP y MP no
representan realmente el valor de la constante de absorcion de los

procesos, sino la constante de adsorcién al moco, Kads.

Existen diferencias estadisticamente significativas (a=0,05;

p=0,024) entre los valores de estos pardmetros.

La prueba de Tukey, de comparacion mdultiple por pares,
permite establecer que hay diferencias significativas cuando se
compara la formulacidon de nanoparticulas con la solucién comercial
(a=0,05; p=0,021). Para el resto de las comparaciones no resultan

diferencias significativas.

El estudio cinético revela que la concentracién de CyA que
permanece en el lumen intestinal en el caso de las NP es mayor en
comparacion a las otras formulaciones, transcurridos los primeros 10

minutos.

Ademas, la diferencia de concentracidn que se observa a cada
tiempo entre los puntos de la formulacién de NP y las otras
formulaciones aumenta conforme pasa el tiempo, lo que indica que se
consiguen mayores concentraciones de fdrmaco en el lugar de acciény

mayor permanencia con la nueva formulacion de NP.

Por otro lado, para las formulaciones comerciales, se puede
suponer que la cantidad remanente de CyA esta biodisponible y por
tanto la cantidad restante ha sido absorbida a través de la mucosa

intestinal, mientras que en el caso de las NP no puede asumirse esto,
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pues la fraccién biodisponible es menor, ya que parte del farmaco se

encuentra incluido en las NP adheridas a la mucosa.

En el caso de las NP, después de la extraccion de todas las
muestras y del contenido intestinal, se ha determinado que
aproximadamente el 79 % de la dosis permanecia en el lumen
intestinal y, por tanto, sélo el 21% de la dosis de CyA ha podido ser

absorbida.

Teniendo en cuenta que aproximadamente el 10 % de la dosis
puede perderse en la extraccién (289) se puede postular que el 11%

restante se ha liberado de las NP en 40 minutos y ha sido absorbido.

Sin embargo, para el caso de las dos formulaciones comerciales
y las MP, la cantidad de dosis que permanecia en el lumen intestinal
era muy inferior, tan sélo alrededor del 30%. Este hecho nos indica
gue la cantidad restante, aproximadamente un 70% de la dosis, ha

sido absorbida, pudiendo acceder a circulacién sistémica.

A partir de estos datos se puede concluir que la formulacién NP
es la que mejor controla la liberacién de farmaco y que establece
interacciones con el mucus intestinal, quedando adheridas durante

periodos mas largos que las MP y las formulaciones comerciales.

Este modelo in situ presenta ventajas respecto al método in
vitro (CaCo-2) expuesto anteriormente, ya que permite obtener
concentraciones mayores y permite observar mejor los efectos,
incluyendo el efecto de la motilidad y la absorcion de agua y la

adhesién al mucus intestinal.
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5. Eficacia farmacolégica de la nueva formulacién in vivo
Estudios posteriores publicados, y en los que he participado,
han permitido valorar la eficacia de las particulas en un modelo

inducido de inflamacién aguda en ratén Balb-C (290).

Los ratones se dividieron en 15 grupos, como se muestra en la
Tabla 23. El disefio del modelo experimental se esquematiza en la

Figura 56.

Tabla 23. Resumen de los grupos experimentales del ensayo in vivo.

Grupos

11
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Tratamiento
blank (animales sanos)
DSS (animals enfermos)
Sandimmun (25 mg/kg)
Sandimmun (50 mg/kg)

NP sin farmaco
CyA-NP (50 mg/kg)
CyA-NP (25 mg/kg)

CyA-NP (12.5 mg/kg)

MP sin farmaco

CyA-MP (50 mg/kg)
Sandimmun (50 mg/kg)

NP-sin farmaco
CyA-NP (50 mg/kg)

MP-sin farmaco

CyA-MP (50 mg/kg)

Nomenclatura
blank
control
Sandimmun (25 mg/kg) + DSS
Sandimmun (50 mg/kg) + DSS
NP (50 mg/kg) + DSS
CyA-NP (50 mg/kg) + DSS
CyA-NP (25 mg/kg) + DSS
CyA-NP (12.5 mg/kg) + DSS
MP (50 mg/kg) + DSS
CyA-MP (50 mg/kg) + DSS
Sandimmun (50 mg/kg)
NP (50 mg/kg)
CyA-NP (50 mg/kg)
MP (50 mg/kg)
CyA-MP (50 mg/kg)
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DSS-modelo de Tratamiento 1 dosis
colitis en ratones diaria, 8 dias
BALB/C

Sacrificio el dia 8 por
puncién cardiaca

Seguimiento

» Longitud y peso del colon en el momento
del sacrificio (dia 8)

» DAI (disease activity index): peso corporal,
sangrado rectal y consistencia de heces

» Histological score (swiss roll)

* Niveles plasmaticos de farmaco (dia)

+ IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10 y TNF-a

Figura 56. Esquema del modelo experimental del ensayo farmacolégico.

Los animales se mantuvieron durante 8 dias. A los grupos
enfermos se les administré Dextrano sulfato sédico (DSS) durante 7
dias ad libitum, es decir, en el agua de bebida. Los grupos sanos
bebieron agua. Durante los 7 dias se les tratd con su tratamiento, ya
fuera blanco, control (sandimun), NP o MP de excipiente o NP o MP
con farmaco. Durante los 8 dias se comprobd el agua de bebida que
habian consumido, se pesaron los animales y se estudid la presencia
de sangre en heces o el enrojecimiento de la region perianal. El octavo
dia, 1h después de la ultima dosis de tratamiento se sacrificaron los
animales por puncidn cardiaca, para medir valores plasmaticos de CyA.
Después se extrajo el colon de los animales y se midid su longitud y su
peso. Ademads, se hizo un lisado del tejido para medir la presencia de
interleuquinas marcadoras de la inflamacion. Por ultimo, se hizo un
estudio histoldgico de la pared abdominal para observar los dafos de
la mucosa y el potencial efecto mucoprotector de la CyA en la

formulacion comercial y en las NP y MP.

237



Desarrollo de formulaciones de liberacion controlada para
enfermedades inflamatorias

La evolucion del peso corporal de los animales durante 8 dias
se puede observar en la Figura 57. En la misma, se aprecian los grupos
establecidos segun el tratamiento: blanco, control, Sandimmun

(solucién de CyA), CyA-NP, NP, CyA-MP y MP.
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Figura 57. Peso corporal durante el tratamiento con DSS.

Tanto la formulacién comercial como las MP redujeron el peso
corporal de los animales tras el 42 dia de administracidn, mientras que
las NP no afectaron significativamente a este parametro. Con la dosis
de 50 mg/kg de peso, si se observa una disminucion de peso en los
animales a partir del dia 6 en todos los casos, demostrando una

potencial toxicidad de farmaco a esta dosis.
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El efecto de la CyA en la recuperacion de tamafio de colon de

los animales puede verse en las Figura 58 y Figura 59.

Figura 58. Fotografia de la longitud del colon de los animales.
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Figura 59. Longitud del colon de los animales.

Se puede observar en estos graficos una recuperacién mayor
de la longitud intestinal en el caso de las NP frente a las MP y también
al tratamiento de referencia. Esta recuperacion es dosis dependiente,

siendo la mejor la dosis intermedia.

Los estudios histolégicos se presentan en la Figura 60.
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Figura 60. estudio histoldgico (10x, scale bar = 100 um). (a) blank, (b) DSS, (c) Sandimmun
(50 mg/kg), (d) CyA-NP (50 mg/kg), (e) CyA-MP (50 mg/kg), (f) Sandimmun (25 mg/kg), (g)
CyA-NP (25 mg/kg), (h) CyA-NP (12.5 mg/kg).

El control (Figura 60b) muestra los tipicos cambios en la
mucosa inducidos por DSS: pérdida total de la arquitectura anatdmica
del colon, incluyendo ulceraciones de la mucosa, dafio de criptas,
pérdida completa de vilis, edema e infiltracifion celular hacia el tejido
mucoso. La parte mas afectada es la distal, como es tipico en este
modelo. Estos cambios apoyan la seleccion de este modelo
experimental. Como cabia esperar, las NP y MP sin farmaco muestran
un dano mayor en la mucosa, similar al del control, que fue

ligeramente superior para las MP.
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Los resultados demuestran que todos los animales tratados con
el fdrmaco, excepto CyA-MP, mostraron eficacia farmacoldgica en el
estudio histoldgico. La solucién comercial de CyA, en la Figura 60c,
muestra un colon mejor conservado que CyA-NP (Figura 60d) y CyA-
MP (Figura 60e), con la dosis 50 mg/kg. Los resultados son similares
con la dosis 25mg/kg (Figura 60f). Las CyA-NP a 50 mg/kg y 25 mg/kg
(Figura 60d y Figura 60g). Ambas, CyA-NP a 50 mg/kg y 25 mg/kg
muestran una mejora sustancial respecto al control con DSS (p=0.003,
p=0.004, respectivamente) y para NP sin farmaco (p<0.001, p=
p<0.001, respectivamente)- CyA-NPs reduce significativamente los
dafos ~25% respecto a la solucidon comercial de CyA. Las CyA-NP con
una dosis de 12.5 mg/kg (Figura 60h) muestran menor eficacia con una
inflamacién mds severa. Las CyA-MP (Figura 60e) muestran una
mucosa completamente destrozada y células inmunes con

inflitraciones nodulares.

En resumen, el analisis histolégico mostrd una recuperacion de
la mucosa para todas las formulaciones en comparacién con el control
de la enfermedad, siendo mejor para las NP que para la solucién
comercial, y la peor actividad se registré para las MP. Por lo tanto, la

mejor actividad terapéutica se consiguié con las NP.

Por ultimo, el plasma obtenido de los ratones tratados con la
solucién comercial de CyA y con las MP, presentaron coloracion
amarilla, que es un signo clinico tipico de liberacidon de bilirrubina
debido a toxicidad hepatica. Coloracion que no estuvo presente en el
caso de las NP. En los animales tratados con NP no se detectaron

concentraciones plasmaticas de CyA. Se obtuvieron concentracidnes
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plasmaticas cuentificables en los animales tratados con MP y en el
grupo tratado con la solucién comercial, siendo estas de 45.77 + 0.83
ug/mly 58.45 + 0.17 pg/ml, respectivamente. Estas dos formulaciones
proporcionarian una mayor biodisponibilidad del farmaco debido a
una liberacién y absorcion mas rapidas, lo que provoca toxicidad a una
dosis elevada. Las Np, en cambio, liberan el fdrmaco a un ritmo mas
lento, proporcionando actividad farmacolégica in situ y reduciendo la
toxicidad, ya que ninguna de las formulaciones de NP mostré perfil
plasmatico del farmaco. Probablemente las particulas se adhieren a las
zonas ulceradas y liberen la CYA encapsulada a un ritmo controlado.
Ademads, como la formulacidn no se eliminaria del tejido diana por
diarrea o por absorcidn intestinal, deberia mostrar una actividad mas

prolongada que la solucién comercial.

Estudios recientes han demostrado que las NP y MP pueden
depositarse durante periodos prolongados en las zonas ulceradas del
colon resultantes de la destruccion de la pared intestinal. Aqui puede
observarse un efecto de depdsito, ya que estos sistemas matriciales
pueden liberar el farmaco que contienen, de forma controlada, in situ
(246-249,291). La NP también puede sedimentar y adherirse a la capa
mucosa del lumen (248). Esta capa es mas gruesa en los pacientes que
presentan este tipo de patologias, ya que la produccién de moco
aumenta dentro del proceso inflamatorio, especialmente en las zonas
ulceradas (250-252). Otros estudios con NP han observado una
acumulacién dependiente del tamafio en la mucosa intestinal y en los

tejidos inflamados. La acumulacion de NP de 0,1 um fue la mayor
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entre los tipos estudiados, debido a su mayor capacidad para penetrar

y adherirse a la mucosa y depositarse en las zonas ulceradas (248,291).

En resumen, el efecto protector de la CYA en la mucosa
intestinal de los animales se observd en todas las formulaciones
ensayadas. Sin embargo, hubo una mejora en casi todos los
parametros evaluados en el modelo cuando el farmaco se encapsuld
en las NP. Estos resultados eran de esperar, ya que se habia informado
anteriormente de que las NP proporcionan mejores efectos en
modelos de roedores. No obstante, las MP podrian ser mas eficaces
cuando se utilizan en seres humanos si las NP se absorbieran enteras a
través de las alteraciones de la pared mucosa. Estos resultados, en
combinacidn con las cuantificaciones de los niveles plasmaticos,
confirman que el efecto del fdrmaco se localiza principalmente en la
mucosa intestinal y no se debe a la absorcion sistémica del farmaco.
Sin embargo, son necesarios mas estudios en un modelo crénico para
imitar mejor la situacidn del paciente o incluso un ensayo clinico en el
que las dosis puedan ajustarse para humanos, con formulaciones
optimizadas preseleccionadas. También deberia estudiarse la toxicidad

a largo plazo.
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6. Resumen e implicaciones de los resultados obtenidos

en este capitulo

El método de extraccién de CyA desarrollado para el moco
intestinal resulté ser adecuado y eficaz para el propdsito de este
trabajo. La recuperacién de farmaco se encuentra dentro de los limites

aceptados, 100+ 10%.

El método in vitro de permeabilidad con células Caco-2, permitid
Unicamente determinar las concentraciones de las muestras y calcular
la permeabilidad en las formulaciones con farmaco libre en solucién,
sin observarse diferencias significativas entre las muestras en
presencia o ausencia de moco. En cambio, la fraccion de farmaco
permeada a partir de las NP y MP no pudo ser cuantificada debido a
un muy eficiente control de la liberacién. A pesar de ello, un
porcentaje mayor al 90% de la dosis aplicada pudo ser recuperada del
dador al finalizar el experimento, evidenciando que las NP y MP

ejercen un control importante de la liberacién de farmaco.

El modelo in situ llevado a cabo presenta limitaciones
experimentales para calcular la cinética de absorcién de farmaco
formulado en NP y MP debido a la adhesidon de éstas al mucus
intestinal. A pesar de ello, se ha podido completar el estudio previsto,
gue proporciona suficientes resultados evidenciando la mejora de la
formulacion respecto a las alternativas comerciales estudiadas en este

trabajo.
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La formulacién de CyA con el sistema nanoestructurado presenta
un perfil de liberacidn controlada que proporciona mayor
permanencia del fdrmaco en la zona a tratar permitiendo prever un
efecto tdpico, minimizando efectos sistémicos y, por consiguiente,

efectos secundarios indeseables.

A su vez, se ha comprobado que, administrando la misma dosis de
CyA para las cuatro formulaciones estudiadas, en el caso de la
formulacion de NP se consiguieron concentraciones mas altas de
farmaco en la zona a tratar, el intestino, y menor absorcion de

farmaco, minimizando el acceso a circulacién sistémica.

En el caso de las MP, se ha observado que permiten una liberacion
sostenida de CyA. No obstante, la cinética obtenida tras la realizacién
de los estudios con ratas Wistar, no presenta diferencias significativas

con respecto a las otras formulaciones.

Estudios posteriores corroboran el potencial de las NP que
permiten una mejor administracion local de CyA a la mucosa intestinal
inflamada después de la administracién oral, produciendo la misma
mejora de los parametros de la enfermedad a sdlo la mitad de la dosis
en comparacion con las MP y una formulacién oral comercial,
respectivamente, y al mismo tiempo minimizando la exposicidn

sistémica y los efectos adversos asociados.

Por todos los estudios realizados se puede concluir que las NP de
CyA son mucoadhesivas y ejercen un control en la liberacién de
farmaco que permite dar lugar a efectos locales en la mucosa

intestinal disminuyendo la absorcidn sistémica y por tanto los efectos
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secundarios de este farmaco, permitiendo asi, abrir una nueva via en
la terapia de los pacientes que sufren enfermedad intestinal

inflamatoria cronica.
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V.- CONCLUSIONES

1. Se ha estudiado la absorcidon de CyA a partir de NP y MP de
PLGA en un modelo in vitro de células Caco-2. A pesar de ser
un modelo representativo de la mucosa intestinal, la fraccidon
de farmaco permeada a partir de las NP y MP no pudo ser

cuantificada debido a un muy eficiente control de la liberacion.

2. Se ha desarrollado un método adecuado y eficaz de extraccion
de CyA del moco intestinal, con una recuperacion de farmaco

dentro de los limites aceptados.

3. Se ha estudiado la absorcidn in situ de CyA a partir de las NP y
MP en un modelo de perfusidon controlada en rata Wistar. Los
resultados evidencian que existe una mejora de la formulacién
respecto a las alternativas comerciales estudiadas en este
trabajo. Las MP permiten una liberacidn sostenida de CyA sin
presentar diferencias significativas con respecto a las otras
formulaciones. Las NP presentan un perfil de liberacidn
controlada que proporciona mayor permanencia del farmaco
en la zona a tratar permitiendo prever un efecto local,
consiguiendo concentraciones mas altas de farmaco en el

tejido diana, el intestino, y menor absorcién de farmaco,
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minimizando el acceso a circulacidn sistémica. Por lo que se

puede asumir que las NP son mucoadhesivas.

248



Conclusiones generales







Conclusiones generales

1. Se han desarrollado varios sistemas liposomales ultraflexibles
cargados con CyA, con unas caracteristicas Optimas para su
administracion, que han facilitado la difusiéon de CyA a través
de la epidermis humana y su distribucidn en las diferentes
capas de la piel. Ademas, con estos sistemas ultraflexibles se
han creado formulaciones tipo hidrogel que muestran una

liberacion pasiva de la CyA a través de la matriz polimérica.

2. Se ha estudiado el perfil de absorcion intestinal de CyA
formulada tanto en MP como en NP de PLGA, utilizando
métodos in vitro e in situ, comparando con dos formulaciones
comerciales. Se ha comprobado que las MP permiten una
liberacion sostenida del farmaco sin presentar diferencias
significativas respecto a las formulaciones comerciales. Las NP
presentan un perfil de liberaciéon controlada que facilita la
permanencia de CyA en el intestino minimizando el acceso a

circulacion sistémica.
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CDF
Ccu
CyA

DA
DLS
DMEM
DS

DSS

EC

EE

Ell

EMA

EXT
FBS
FDA

FP

HPLC
HPMC

ICH

Ka
Kads
Kp

LD

LDH

LQ

LUV
ml/min

Célula estatica vertical de difusion tipo Franz
Colitis ulcerosa

Cliclosporina A

Didmetro hidrodinamico

Dermatitis atdpica

Dispersion de luz dinamica

Medio de Eagle modificado de Dulbecco
Desviacion estandar

Dextrano sulfato sodico

Enfermedad de Crohn

Eficacia de encapsulacién

Enfermedad inflamatoria intestinal

European Medicines Agency (Agencia Europea del
Medicamento)

Extruido

Suero bovino fetal

Food and Drug Administration

Foliculos pilosos

High performance liquid chromatography (cromatografia
liquida de alta resolucion)
Hidroxipropilmetilcelulosa

Conferencia Internacional sobre Armonizacion de
Requisitos Técnicos para el Registro de Productos
Farmacéuticos para Uso Humano

Constante de absorcion

Constante de adsorcion al moco

Coeficiente de permeabilidad

Longitud de onda

Limite de deteccién

Lactato deshidrogenasa

Limite de cuantificacion

Vesiculas unilamelares grandes

mililitros por minuto
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MLV
MP
MTT
NFAT
NP
p/p
p/v
PBS
PC
PDI
PLGA
PM
PVA
sC

SCSIE
SEM
SGF
SLC
SLE
SLT
SON
SUvV
TEER
TEM
Th2

t
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Vesiculas multilamelares
Microparticulas

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
Factor de Activacion Nuclear de las células T

Nanoparticulas
Peso/Peso
Peso/Volumen

Phosphate buffer saline (tampdn fosfato salino)

Fosfatidilcolina

indice de polidispersion
Acido poli(lactico-co-glicélico)
Peso molecular

Alcohol polivinilico

Estrato cérneo

Servicio Central de Soporte a la Investigacidon

Experimental

Microscopia electrénica de barrido
Fluido gastrico simulado

Sistema Liposomal Convencional
Sistema Liposomal Etosoma
Sistema Liposomal Transfersoma
Sonicado

Vesiculas unilamelares pequeiias
Resistencia eléctrica Transepitelial
Microscopio de transmisidn electrdnica
linfocitos T cooperadores de tipo 2
Tiempo de retencion
Vopumen/Volumen

controlada
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VNIVERSITAT

® VALENCIA

vesligacio

Vicerectorat d'lr

D. Fernando A. Verda Pascual, Profesor Titular de Medicina Legal v
Forense, y Secretario del Comité Etico de Investigacion en Humanos de la
Comisién de Etica en Investigacion Experimental de la Universitat de
Valéncia,

CERTIFICA:

Que ¢l Comité Ftico de Investigacion en Humanos, en la reunion
celebrada ¢l dia 8 de noviembre de 2013, una vez estudindo el
proyecto de investigacion titulado:

" Evaluacion percutanea de farmacos aplicables en formulaciones
dermocosméticas ”, mimero de procedimiento H1381683546639.
cuya investigadora responsable es Dila. Teresa M® Gurrigues
Pelufo,

ha acordado informar favorablemente ¢l mismo dado que se
respetan  los  principios  fundamentales  establecidos en  la
Declaracién de Helsinki, en el Convenio del Consejo de Europa
relativo a los derechos humanos v cumple los requisitos
cstablecidos en la legislacion cspafiola en el dmbito de a
investigacion biomedica, la proteccidn de datos de cardcter
personal y la bioética.

Y para que conste, s¢ firma ¢l preseate certificado en Valencia, a once de
noviembre de dos mil trece.

FERNANDO ALEJO|
, VERDU|PASCUAL

S’ 2013.11.11 09:30:07

+01'00'
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g { i

(GENERALITAT VALENCIANA

CONSELLER(A DT PRESIDENCIA ¥ R3RCULTUS
PESCA, ALIMENTACION Y F6U0

DIRFCCTON GENERAL DE PRODUCCION AGRARIA ¥ GANADFRIA

Ciutat Administrativa 9 d'Octubre
Castén Tobefias, 77. Edi?. B3 P2 45018 VALENCIA

AUTORIZACION PROCEDIMIENTO 2014/ 039/ UVEG /003
Visla la sclicilud realizada en ‘echa 2 de abnl ¢e 2014 con n® reg. entrada 5779 por D. Pedro M.

Carrasco Sorli Vicerrector de Investigacion y Politica Centifica de la Universidad de Valencla,
centro usuario ES460780001001, para realizar el precedimiento:

"Nanoparticulas ciclosporina-PLGA para tratamiento de enfermedad inflamatoria: estudios
in vitro e in situ.”

Teniendo en cuenta la documentacién aportada. segin se ndica en el articulo 33, punto 5y 6, y
puesto cue cicho procedimiento se halla sueto a autorizacion en virtuc de [0 dispuesto en el
articulo 31 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero,

Vista la propuesta del jefe del servicio de Sanidad y Bienestar Animal

AUTORIZO:
Ia realizacién de dicho procedimiento al que se le asigna el codigo 2014/039/UVEG/003 tipo 2,
de acuerdo con las caracteristicas descrites en la propia documentacdn para el nimero de
animales, especie y periodo de tiempo solcitado. Todo ello sin menoscabo de las aulerizaciones
pertinantes, por olras Administracones y enldades, y llevandose a cabo en las siguientes
condiciones:
Usuario: Universidad de Valencia-Estudio General
Responsable del preyecte: Ana Melero Zaera

Establecimiento: Seccién de Produccion Animal SCSIE (Campus de Burjassot)

Valencia a, 30 de abril de 2014
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GENERALITAT
& VAIENCIANA

DIRECCION GENERAL DE AGRICULTURA,
GANADERIA Y PESCA

Unidén Europea

AUTORIZACION PROCEDIMIENTO 2016/VSC/PEA/00216

Vista la solicitud realizada en fecha 21/11/16 con n® reg. entrada 29733 por D/D*. Pilar Campins
Falcé, Vicerrectora de Investigacion i Politica Cientifica, centro usuario ES460780001001, para
realizar el procedimiento:

“Estudi; de dhesiéon de nano particulas poliméricas de administracion de
farmacos”

Teniende en cuenta la documentacién aportada, segin se indica en el articulo 33, punto 5y 8, y
puesto que dicho procedimiento se halla sujeto a autorizacion en virtud de lo dispuesto en el
articulo 31 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero,

Vista la propuesta del jefe del servicio de Produccion y Sanidad Animal.

AUTORIZO:
la realizacién de dicho procedimiento al que se le asigna el codigo: 2016/VSC/PEA/00216 tipo 2,
de acuerde con las caracteristicas descritas en la propia documentaciéon para el nimero de
animales, especie y periodo de tiempo solicitado. Todo ello sin menoscabo de las autorizaciones

pertinentes, por otras Administraciones y entidades, y llevandose a cabo en las siguientes
condiciones:

Usuario: Universitat de Valencia

Responsable del proyecto. Ana Melero Zaera
Establecimiento; Seccion de Produccion Animal SCIE-Campus Burjassot

Necesidad de evaluacién restrospectiva:
Cendiciones especificas:

Observaciones:

Valencia a, 14 de diciembre de 2016

Elcirscter gener:

M

de, [}gricultura. Ganaderia y Pesca
G
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