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Articulo técnico

Disefo de liposomas
para el transporte de diclofenac sodico
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es disefiar y preparar liposomas convencionales que
contengan un farmaco anfifilico. Para ello, se disefid una formulacién de este tipo
de liposomas preparados mediante el método de agitacion manual. La optimizacion
de la distribucion de tamaro liposomal se realizd por dos métodos: sonicacién y
extrusion. Este ultimo genero liposomas de menor didmetro medio y menor rango
de didmetros, siendo el de eleccion para obtener liposomas de un farmaco anfifilico
modelo (diclofenac sédico). Su incorporacién se realizd en la membrana lipidica y en
el volumen acuoso de los liposomas, y en cada caso se compararon los porcentajes
de captura y distribucion de tamaros. Ambas determinaciones resultaron similares
para los dos tipos de liposomas. También se determind la cesion de ambos tipos de
diclofenac liposomal y se compararon entre ellas con una solucion del farmaco libre.
Las cesiones de los dos tipos de diclofenac liposomal fueron comparables mientras
que ambas difirieron significativamente de la del farmaco libre.

Palabras clave: nanotecnologia, liposomas, extrusion, sonicacidn, encapsulacion,

cesion.

SUMMARY

Design of liposomes as carriers for sodium diclofenac

The goal of this work is to design and prepare conventional liposomes containing an
amphiphillic drug. Conventional liposomes were prepared by hand shaken method.
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The liposomal distribution size was optimized by sonication and extrusion. Extrusion
produced the lower mean diameter and the lower diameter range, so it was chosen
for the preparation of liposomes containing a model amphiphilic drug (sodium diclo-
fenac). The drug encapsulation was performed in the liposomes lipidic bilayer and in
the aqueous volume. The capture percentage and size distribution were compared
for each case. Both determinations were similar for both kinds of liposomes. The
cession was determined for each kind of liposomes containing diclofenac and com-
pared between them and a solution of free drug. The cessions were similar for both
liposomal formulation and they were very different from free drug cession.

Key words: nanotechonology, liposomes, extrusion, sonication, encapsulation, ces-
sion.

INTRODUCCION

La farmacoterapia esté evolucionando hacia lo que se denomina terapia dirigida. Se
estima que a mediano plazo no se utilizardn farmacos que se absorban y distribuyan
actuando en todo el organismo, sino que se liberardn y actuardn especificamente en
el sitio afectado. Esto es aplicable tanto para diagndstico como para tratamiento de
distintas patologfas, entre las cuales se destacan en particular las oncologicas.

En la administracién de farmacos, el aspecto clave es lograr que estos medicamentos
lleguen al sitio que lo requiere en la concentracion adecuada. En la actualidad, las
modificaciones de la estructura quimica de los farmacos han logrado muy poco sobre
el objetivo que como resultado de dicha modificacion debe alcanzar el farmaco. Los
farmacos deben atravesar una serie de compartimentos, entornos hostiles y barreras
tridimensionales para ejercer su accion, y muchas veces su ineficacia o toxicidad es
resultado de su estructura quimica, poco adecuada para transitar correctamente.

La nanotecnologia explota propiedades del sistema en la nanoescala de tamafios
y puede ser utilizada como herramienta de disefio para la liberacién controlada de
farmacos. Esta tecnologia ofrece la posibilidad Unica de preparar nanosistemas de
liberaciéon controlada (nanonaves) capaces de circular en sangre o de atravesar la
piel, anclarse a atravesar mucosas o atravesarlas para ingresar a determinados grupos
celulares en forma selectiva. Frente sefiales del entorno inmediato (pH, fuerza i6ni-
ca, temperatura) o externas (radiofrecuencia, ultrasonido), las nanonaves responden
descargando el farmaco en un sitio en particular, o induciendo una respuesta celular
determinada. Mediante esta accién, es posible conseguir: a) aumento de selectivi-
dad; b) proteccion frente a la metabolizacién /eliminacién innecesaria; ) bloqueo de
acceso a tejidos donde no es requerido; d) disminucién de dosis sistémicas, y ) libe-
raciéon masiva de farmaco en el lugar elegido. En otras palabras, es posible aumentar
el indice terapéutico del formaco original o conseguir determinadas respuestas del
sistema inmune.
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Las nanonaves pueden ser agregados supramoleculares o productos de sintesis cicli-
ca, obtenidos a partir de bloques de dtomos de carbono, oro, péptidos, lipidos (lipo-
somas, arqueosomas, nanoparticulas lipidicas solidas), etilendiamina o alquilacrilatos
(dendrimeros), en un proceso denominado bottom-up, es decir, construccion desde
lo més pequefio hasta lo de mayor tamano. La seleccién adecuada de los compo-
nentes y la técnica de preparacion permiten controlar con exactitud el tamafio, la
forma, las propiedades superficiales y la capacidad de respuesta frente a condiciones
ambientales o sefiales externas (1).

Los liposomas son estructuras micro o nanoscopicas consistentes en una o varias
esferas concéntricas de bicapas fosfolipidicas o lamelares que encierran comparti-
mentos acuosos. El cardcter anfifilico de los lipidos que los componen les proveen
atributos Unicos que los convierten en vehiculos adecuados de farmacos tanto hi-
drofilicos como lipofilicos. Las sustancias lipofilicas y anfifilicas en general son en-
capsuladas en las bicapas de los liposomas, mientras que las hidrofilicas lo son en
el compartimento acuoso interior. Debido a sus constituyentes, los liposomas tienen
baja toxicidad intrinseca y brindan proteccion al formaco de la degradacion sistémica.
Se trata, entonces, de reservorios de farmaco que lo conducen al interior del orga-
nismo.

A nivel sistémico, sélo son reconocidos los liposomas y no la molécula activa libre, de
modo que el perfil farmacocinético del principio activo lo determinan las propiedades
fisicoguimicas de los liposomas. Los sistemas liposomales pueden ser modificados
en su composicién para ajustar su afinidad por determinado sitio blanco. De este
modo se aumenta alli la tasa de liberacion del principio activo, disminuyendo los
efectos secundarios ocasionados por la escasa liberacion en otros tejidos. Este direc-
cionamiento puede llevarse a cabo por procesos como la conjugacién de anticuerpos
o el disefio de liposomas con caracteristicas particulares, como sensibilidad al pH.

Una vez inyectados por via endovenosa, los liposomas en circulacién sanguinea son
capturados principalmente por células del sistema reticulo-endotelial (SRE). A di-
ferencia de otros macréfagos fijos (peritoneales, bazo, médula ésea), la ubicaciéon
especial de las células de Kupffer (CK), intercaladas en el endotelio de los sinusoides
hepéticos, poseen dptima accesibilidad a los liposomas que circulan en el torrente
sanguineo. Por tanto, los érganos con mayor tasa de acumulacién de liposomas, en
términos de captura total y captura por gramo de tejido, son el higado y el bazo. La
abundancia de macréfagos (80-90% de los macréfagos fijos del cuerpo se hallan en
el higado y son las CK), su rica fuente de circulacion sistémica y su accesibilidad son
los motivos de la gran acumulacién de liposomas en estos drganos (2, 3). Al aumen-
tar la dosis administrada, la acumulacién puede ser dirigida al bazo, la médula ésea
y los pulmones, en este orden.

El tamafio y la deformabilidad de los liposomas desempefian un papel critico en su
eliminacion en los sinusoides esplénicos. Los liposomas circulantes deben ser lo més
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pequenos posible, asi como lo suficientemente deformables para evadir el proceso
de filtracion en el bazo, que ocurre en las aberturas interendoteliales (AIE), situadas
en las paredes de los sinusoides venosos (4-6). Las AIE de los sinusoides del bazo
presentan una malla reticular y raramente exceden los 200-500 nm de ancho, in-
cluso cuando se trata de un eritrocito en transito (7). Por tanto, la retencién de las
células sanguineas vy las particulas derivadas de la sangre en las AIE depende de sus
propiedades en solucién, como tamano y deformabilidad.

Cuando los liposomas acceden a su 6rgano blanco, las interacciones que se esta-
blecen con las células pueden clasificarse en cuatro categorias: a) intercambio de
lipidos o proteinas con las membranas celulares; b) adsorcién o unién (esto ocurrira
s6lo después que el liposoma se una a la superficie celular); c) luego de la union, la
membrana del liposoma puede fusionarse con la membrana celular, y d) internali-
zacion por endocitosis o fagocitosis, siendo estas Ultimas las interacciones celulares
mas importantes que los liposomas entablan in vivo. Estas interacciones dependen
fundamentalmente de la composicion lipidica liposomal, el tipo celular y la presencia
de receptores especificos, entre otros pardmetros. La ruta intracelular seguida por los
liposomas, luego de ingresar tanto por fagocitosis como por endocitosis, es la endo-
lisosomal (8).

Los liposomas convencionales tipicamente estdn compuestos de fosfolipidos (neu-
tros y/o con carga neta negativa) y/o colesterol. Pueden variar en tamafio, com-
posicién lipidica, carga superficial y nimero vy fluidez de las bicapas fosfolipidicas.
De acuerdo con su tamafio y lamelaridad, los liposomas a su vez se clasifican en
vesiculas multilamerales, unilamelares, grandes unilamelares y unilamelares de tama-
fio intermedio, cuyas propiedades caracteristicas los hacen adecuados para distintas
aplicaciones. Las vesiculas multilamelares (MLV), cuyo tamafio oscila entre 0,5 pm
y 5 um, consisten en varias lamelas concéntricas entre las cuales se encuentran los
volimenes acuosos. Son apropiadas para la incorporacion de material lipidico no
solo por estar constituidas por varias capas de fase lipidica, sino porque liberan de
manera gradual y sostenida el material, ya que sus membranas concéntricas pueden
ser lentamente degradadas en el sitio blanco. Las vesiculas unilamelares (SUV) son
aquellos liposomas en el limite inferior de tamafio posible (30-40 nm). Este tipo de
vesicula presenta anormalidades en el empaquetamiento de lipidos por su alta curva-
tura, siendo especialmente susceptibles a la transferencia y degradacion en presencia
de moléculas bioldgicas. Las vesiculas grandes unilamelares (LUV) tienen un tamafio
de 1000 nm, mientras que las vesiculas unilamelares de tamafio intermedio (1UV)
alcanzan alrededor de 100 nm (9).

Las UV y LUV son adecuadas para moléculas hidrosolubles, donde la meta es lograr
un alto valor en la relacion volumen de atrapamiento - lipido. Una desventaja de
los liposomas muy grandes es la debilidad mecanica de su Unica membrana, que
puede llevar a su ruptura y pérdida parcial de material, asi como representar una te-
nue barrera para compuestos hidrosolubles aunque estén intactos. Como se explicd
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anteriormente, la cinética y el direccionamiento de los liposomas dependera de su
composicion y de su tamario.

Por otro lado, a fin de lograr el vehiculo adecuado en cuanto a porcentaje de incorpo-
racion, estabilidad, biodistribucién y liberaciéon del principio activo, segtin el objetivo
propuesto, la formulacién y el proceso de preparacién deben ser disefiados y optimi-
zados especificamente para cada farmaco, es decir, que no son extrapolables entre
diferentes sistemas liposomales. En el presente trabajo se utiliza como modelo un
farmaco anfifilico (diclofenac sodico) con el objetivo de obtener diclofenac liposomal
(10). Por tanto, el objetivo general fue disefiar liposomas convencionales portadores
de un farmaco anfifilico, mientras que los objetivos especificos fueron formular y
obtener liposomas convencionales, optimizar el proceso de obtencién, incorporar
un farmaco anfifilico (diclofenac sédico) y evaluar la cesién del f&rmaco desde los
liposomas.

MEeTopoLOGIiA

Preparacion de liposomas convencionales. Optimizacion del proceso de obtencion.

Se realizd la técnica de rehidratacion manual (hand-shaken), que consiste en el
siguiente proceso: a partir de una solucion de fosfatidilcolina de huevo (Epikuron
200) y colesterol (Sigma) (10:4 p/p) en mezcla de cloroformo: metanol (9:1v/v),
se elimina la fase orgénica por rotaevaporacion (Rotavapor Biichi 461) a 50 °Cy se
seca al vacio durante 12 horas (estufa de vacio Lab Line duo-vac oven). Se obtiene
un film delgado de fosfolipidos que se hidrata con buffer fosfato pH 7.4 a 50 °C para
obtener una suspension primaria multilamelar de liposomas. La etapa de reduccién
de tamafio se realizd mediante 2 procesos diferentes: ultrasonido (sonicador Cole-
Parmer 8854) y extrusion (miniextrusor Avanti Polar Lipids inc). La reduccién de
tamafio mediante ultrasonido se llevé a cabo tomando muestras a 5, 10, 15y 20
minutos, en tanto que la determinacion de la distribucién de tamafio de las vesiculas
se realizd mediante difraccién de luz laser (Coulter LS 230). Se evalud la reprodu-
cibilidad del método de obtencién en cuanto a tamafio de vesicula realizéndolo
para n=2. La variacién del tamafio de liposomas con el tiempo se realizd dejando la
suspension liposomal una semana a 4 °C y determinando la distribucion de tamafio
cumplido ese plazo para muestras sonicadas 10, 15 y 20 minutos. La extrusion se
realizd cinco veces a través de dos membranas contiguas, de tamafio de poro 400
nmy 100 nm, determindndose la distribucién de tamario de particula por difraccion
de luz laser.

Preparacion de diclofenac liposomal

El diclofenac liposomal se prepard mediante el método hand shaken, compuesto
por fosfatidilcolina de huevo y colesterol (72:28 p/p), a los que se les incorpor6 7%
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p/p de diclofenac sédico. La incorporacion del diclofenac sodico se realizd de dos
maneras: disuelto en el buffer acuoso en la solucion de hidratacion del film lipidico
(F 1) y co-disuelto en los solventes orgénicos durante la preparacion del film (F 2).
La reduccién de tamarios se realizd mediante extrusién a través de dos membranas
contiguas de 400 y 100 nm, cinco veces. El porcentaje de incorporacion del farmaco
para cada proceso se determind incubando la dispersién liposomal durante 4 horas
en membrana de didlisis contra solucién de buffer fosfato pH 7,4 a 4 °C. Posterior-
mente se realizo la determinacién de diclofenac sédico libre en el dializado mediante
espectrofotometria UV a A=272 nm (espectrofotdmetro Spectronic 1201), para asf
calcular el porcentaje de farmaco encapsulado en los liposomas. La determinacién
de la distribucién de tamarfio del diclofenac liposomal se realizd mediante difraccién
de luz laser.

Evaluacion de cesion del farmaco

Se evalué la cesion del farmaco desde los liposomas que lo contenian en la mem-
brana lipidica, en la solucién de hidratacion, y desde una solucién de farmaco libre.
Esto se llevd a cabo a través de una membrana de didlisis (14000 D), contra solucion
de buffer fosfato pH 7,4 durante cuatro horas. La determinacion del farmaco cedido
se realizd por dosificacion del diclofenac en el dializado mediante espectrofotometria
UV a A=272 nm.

ResuLTADOS Y DISCUSION

Preparacion de liposomas convencionales. Optimizacion del proceso de obtencion.

En las Figuras 1y 2 se muestran las distribuciones de tamafios de vesiculas obtenidas
por ultrasonido a distintos tiempos, y en las Tablas 1y 2 se presentan los resultados
estadisticos de dichos ensayos. Se observa que el aumento de la sonicacion por en-
cima de cinco minutos no disminuye de manera significativa los tamafios medios de
los liposomas ni en rango de tamafios. Se constata la reproducibilidad del método de
obtencién en cuanto al tamaro vesicular (n=2).

Tabla 1. Resultados estadisticos de distribucién de tamafios para proceso 1 con 95% de confianza.

Tiempo de sonicacion (min.) Diametro medio (nm) Rango (nm)
5 75 33-173
10 73 35-155
15 80 30-211
20 57 29-126

217



Navarro et al.

Differential Mumber

20 —— S mins. sonicacion
—— 10 mins. sonicacian
—— 15 mins. sonicacian
20 mins sonicacion
154
=
i 104
)
=
)
=
5_
OI"I ' | L T | T T = gl T E |
004 01 04 1 2 4 6 10 20 40 100 200 1000

Particle Diameter {pm)

Figura 1. Distribucion de tamafos de liposomas sometidos a 5, 10, 15 y 20 minutos de ultrasonido (pro-
ceso 1).
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Figura 2. Distribucion de tamarios de liposomas sometidos a 5, 10, 15 y 20 minutos de ultrasonido (pro-
ceso 2).

En la Figura 3 se muestra la distribuciéon de tamafios de liposomas obtenidos en el
proceso 1y almacenados a 4 °C durante 7 dias. Del estudio de estabilidad en la dis-
tribucion de tamafios realizado a t=7 dias de los liposomas obtenidos en el proceso
1, con tiempos de sonicacion de 10, 15y 20 minutos se puede observar en la Figura
3y la Tabla 3 un crecimiento de las vesiculas.
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Tabla 2. Resultados estadisticos de distribucion de tamafios para el proceso 2 con 95% de confianza.

Tiempo de sonicacion (min.) Diametro medio (nm) Rango (nm)
5 94:2 35-254
10 80;,7 30-218
15 108,0 32-363
20 90:3 35-235
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Figura 3. Distribucion de tamanios de liposomas sometidos a 10, 15y 20 minutos de ultrasonido del pro-
ceso 1, luego de una semana de almacenamiento a 4 °C.

Tabla 3. Resultados estadisticos de distribucion de tamarios luego de una semana de almacenamiento de
los liposomas del proceso 1 con 95% de confianza.

Tiempo de sonicacion (min.) Diametro medio (nm) Rango (nm)
10 57 233-1403
15 464 201-1073
20 79 29-216

En la Figura 4 y la Tabla 4 se observan las distribuciones de tamafios para liposomas
cinco veces extruidos a través de dos membranas contiguas de 400 y 100 nm, y
liposomas sonicados 20 minutos. Al comparar los didmetros medios liposomales se
observa que los liposomas extruidos son de menor tamario y el rango de didmetros
en que aparecen es mas estrecho que para los obtenidos mediante ultrasonido.
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Figura 4. Distribucion de tamafio en liposomas extruidos cinco veces por dos membranas contiguas de
400 nm'y 100 nm, y liposomas sonicados 20 minutos.

Tabla 4. Resultados estadisticos de distribucion de tamafos de los liposomas extruidos y sonicados con
95% de confianza.

Método de reduccion de tamaiio  Diametro medio (nm) Rango (nm)
Sonicacion 9 38-223
Extrusion 56 38-84

Preparacion de diclofenac liposomal

El porcentaje de captura de diclofenac sodico en la membrana fue de 74,6 + 5,8
% y en la fase acuosa fue de 72,5 £ 2,3 %. (n=3). En la Figura 5 y la Tabla 5 se
muestran las distribuciones de tamanos de los liposomas que contienen diclofenac
en membrana, y en la solucién de hidratacién se observa que los mismos presentan
dimensiones comparables.

Tabla 5. Resultados estadisticos de distribucion tamarios de los liposomas cargados con 95% de con-

fianza.
Ubicacion del farmaco Diametro medio (nm) Rango (nm)
F 1 (volumen acuoso) 9 34-268
F 2 (membrana lipidica) 128 40-410
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Figura 5. Comparacion de distribucion de tamafios para F 1y F 2.

Cesion de diclofenac sodico

100 A
y=12,093x + 41,279 @ Didlofenac en solucion de
80 A hidratacion
S m Diclofenac en solucion
T 60 o
':_,:“ Diclofenac en membrana
g 40 T
e y=34716x + 11225
20 | //
‘-—/’A y = 3,3685x + 3,7185
O T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)

Figura 6. Estudio del porcentaje de cesion del farmaco en funcién del tiempo desde una solucion; liposo-
mas con diclofenac en membrana y liposomas con diclofenac en membrana de hidratacion.
Evaluacion de cesion del farmaco

En la Figura 6 se muestran las cesiones en funcion del tiempo desde las dos prepara-
ciones de diclofenac liposomal (F 1y F 2) y desde una solucién de diclofenac sddico.
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Se observa que las cesiones del farmaco fueron similares para ambas formulaciones
liposomales, cuyas constantes fueron: 3,37 £ 0,30 h' para F 1y 3,47 £ 0,25 h! para
F 2. Por otro lado, dichas cesiones son marcadamente diferentes de la de la solucion
de diclofenac libre, la cual posee una constante de valor 12,09 = 0,21 h.

Mediante los procesos propuestos se pueden obtener liposomas convencionales en
forma reproducible. La distribucién de tamaros optima se obtuvo con el proceso de
extrusion. Las dos formulaciones de diclofenac liposomal desarrolladas incorpora-
ron similares cantidades del farmaco, siendo adecuada para su posible produccién
industrial. Con respecto a los pardmetros distribucion de tamafo vesicular y cesién
del fé&rmaco, no presentan estas formulaciones diferencias significativas entre si. La
encapsulacion del férmaco produce una liberacién controlada que sugiere una forma
de vehiculizacion alternativa a aplicar en diferentes formas farmacéuticas.
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