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ABREVIATURAS

CCF Cromatografia en capa fina

CMC Concentracién micelar critica

COL Colesterol

DCP Dicetilfosfato

DMPA  Acido dimiristoilfosfatidico

DPPA Acido dipalmitoilfosfatidico

DRV Liposomas obtenidos por deshidratacidén-rehidratacién
HDL Lipoproteinas de alta densidad

HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia

LUV Liposomas unilaminares grandes

MLV Liposomas multilaminares

OPA o-ftaldialdehido

OPA-ME Reactivo de derivatizacién de la gentamicina
PA Acido fosfatidico

PBS Tampén fosfato (pH 7.4)

PG Fosfatidilglicerol

PS Fosfatidilserina

RMN Resonancia Magnética Nuclear

rpm Revoluciones por minuto

SA Estearilamina

SRE Sistema reticuloendotelial

suv Liposomas unilaminares pequefios
Tc Temperatura de transicidén de fase
tn Tiempo de retencién (HPLC)

TCA Acido tricloroacético
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1.INTRODUCCION

1.1. LOS LIPOSOMAS: CONCEPTO Y PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

Los 1liposomas son vesiculas gqgue contienen compartimentos acuosos
concéntricos separados entre si y del medio externo acuoso por
bicapas concéntricas de lipidos anfifilicos (figura 1).

El término liposoma fue utilizado por primera vez por Bangham y
Horne (1), al observar por microscopia electrénica una
suspensidn de fosfolipidos de origen celular aislados Y

purificados.

Los liposomas pueden prepararse con una gran variedad de lipidos
naturales o sintéticos, o bien con mezclas de ellos; los més
comunmente utilizados son los fosfolipidos y el colesterol, cuya
férmula general se muestra en la figura 2.

Burbuja de jaben

Agu3 Liposcza

e— Jibdn

B % o Posfolipids

Cc

Fig. 13 Representacidn esquematica de moléculas
anfipaticas en contacto con agua, aire e interfase aire-
agua. A: Liposomas formados cuando la solucidén acuosa
se encuentra en exceso. B: Micelas formadas cuando hay
exceso de fosfolipido. C: Micelas invertidas, formadas
en exceso de disolvente orgéanico.



La ordenacién en forma de bicapa caracteristica de los liposomas
es debida al caracter anfipatico de 1los fosfolipidos. Sin
embargo, no todos los lipidos anfifilicos son capaces de formar
liposomas, sino que debe existir un equilibrio éptimo entre las
partes hidréfoba e hidréfila de la molécula.

En general, 1los 1lipidos anfifili-os en contacto con el agua

pueden adoptar varias ordenaciones segin su estructura molecular:

Monocapa en la interfase agua-aire.

Micelas

Fase de cristal liquido en disposicidén hexagonal.
Fase de «cristal 1liquido en disposicién laminar

(doble capa).

Sélamente 1los que presentan una ordenacién en forma de bicapa

formardn liposomas en contacto con un medio acuoso.

Cuando una concentracidén suficiente de fosfolipidos se mezcla con
agua, las cadenas hidréfobas se asocian para excluirla, mientras
que las cabezas hidréfilas se sitlan frente a ella, formandose
estructuras lipidicas globulares en estado de mesofase esméctica
(cristal liquido) constituidas por bicapas con 1las zonas
hidréfilas enfrentadas. Estas estructuras admiten contenidos
acuosos en su interior o entre las bicapas.

La forma y dimensiones de estas moléculas impiden la formacidén de
micelas, siendo 1la forma termodindmicamente mas estable 1la de
vesiculas. La fosfatidiletanolamina constituye una excepcién a
este comportamiento general de los fosfolipidos, vya que su

ordenacidén mas estable es la hexagonal.
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Fig. 2: Lipidos mads wusualmente empleados en 1la

formacién de liposomas.



La estructura de los lipidos es muy importante, pues de su cabeza
polar y de la longitud, insaturaciones y ramificaciones de 1las

cadenas apolares depende la ordenacién hidratada mas estable.

Los fosfolipidos naturales son en realidad mezclas de un gran
nimero de componentes que se diferencian en las cadenas
alquilicas de los acidos grasos acilantes. S8lo en el caso de los

fosfolipidos sintéticos se puede hablar de una especie pura. -

Por otra parte, el estado fisico de la bicapa lipidica es una
caracteristica importante de los liposomas.

Al calentar un lipido anhidro hasta llegar al punto de fusidén, se
producen una serie de cambios de fase termotrdépicos. Estos
compuestos no pasan directamente del estado cristalino (gel) al
estado de liquido isotrdépico, sino que a temperaturas intermedias
se encuentran en un estado de cristal liquido.

La transicidén del estado de gel que presentan los fosfolipidos a
bajas temperaturas, al de «cristal 1liquido que presentan a
temperaturas elevadas, es un proceso endotérmico que tiene lugar
en un estrecho intérvalo de temperaturas alrededor de una

temperatura caracteristica denominada temperatura de transicidén

(Te) .

En la figura 3 se muestran los cambios en la estructura de la
bicapa al producirse la transicién de fase. En el estado de gel
(s6lido), 1las cadenas acilantes son rigidas, estdn en una
conformacién extendida (todo anti) y empaquetadas apretadamente.
Sin embargo, si la temperatura del medio es superior a Tc, los
liposomas se encuentran en el estado de‘cristal liquido (fluido),
en el cual 1las cadenas acilantes tienen cierta 1libertad de
movimiento, y aumenta el A4&rea de la bicapa por molécula de

fosfolipido al mismo tiempo que el grosor de la bicapa disminuye.
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Fig. 3: Representacién esquemdtica de los dos estados
de la bicapa fosfolipidica.

a: estado de gel (sélido).

b: estado de cristal liquido (fluido)

0: cabeza polar de los fosfolipidos

= : cadenas hidrofébicas de acidos grasos.

La Tc depende de la naturaleza de la cadena de los acidos grasos
y del grupo polar del fosfolipido (2). En 1la tabla 1 se

representan los valores de Tc de los fosfolipidos mas comunes.

Un fosfolipido puro compuesto de dos cadenas de Aacidos grasos
idénticas presenta una Tc que aumenta de 14 a 17°C por cada dos

metilenos que se incorporen a sus cadenas apolares.

Los Acidos grasos insaturados asi como las cadenas laterales con
grupos voluminosos (como anillos de ciclopropano) producen un

descenso en Tc.



Lipid type Abbreviation Charge*  Phase transition

temperature
Te (°C)°
One type of acylated chain: neutral lipids
Dioleoyl phosphatidylcholine (C18:1) DOPC 0 =22
Dilauryloyl phosphatidylcholine (C12:0) DLPC 0 -1.8
Lécithiis Dimyristoyl phosphatidylcholine (C14:0) DMPC 0 23
Dipalmitoyl phosphatidylcholine (C16:0) DPPrC 0 41
Distearoyl phosphatidylcholine (C18:0) DSPC 0 58
Diisostearoyl phosphatidylcholine DIPC 0 —
Cephalins Dimyristoyl phosphatidylethanolamine DMPE 0 48
Dipalmitoyl phosphatidylethanolamine DPPE 0 60
Dipalmitoyl sphingomyelin DPSM 0 41
Distearoyl sphingomyelin DSSM 0 57
Mixture of acylated chains: neutral hpid
1-Myristoyl-2-palmitoyl phosphatidylcholine MPPC 0 27
(C14:0,16:0)
1-Palmitoyl-2-myris'ol phosphatidylcholine PMPC 0 35
(C16:0,14:0)
1-Stearoyl-2-palmitoyl phosphatidylcholine SPPC 0 474
(C18:0,16:0)
1-Palmitoyl-2-stearoyl phosphatidylcholine PSPC 0 KKL
(C16:0,18:0)
Egg phosphatidylcholine egg PC 0 -15 -7
Beef brain sphingomyelin BSM 0 32
Charged hipids
phospholipids conferring a negative
charge on the lipusomes
Dilauryloyl phosphatidylglycerol DLPG i 4
Dimyristoyl phosphatidylglycerol DMPG -1 23
Dipalmitoyl phosphatidylglycerol DPPG -1 11
Distearoyl phosphatidylglycerol DSPG -1 55
Dioleoyl phosphatidyliglycerol DOPG = —18
Dimyristoyl phosphatidic acid DMPA = ¢ 51
Dimyristoyl phosphatidic acid DMPA ot 15
Dipalmitoyl phosphatidic acid DPPA —x 67
Dipalmitoyl phosphatidic acid DPPA _h 58
Dipalmitoyl phosphatidylserine DPPs . 5)
Phosphatidylserine 5 -
Dicetylphosphate DI:?p Ncgj;m. 68
Phosphatidy! inositol Pl -1 -
Phosphoiipids conferring a positive -
charge on the liposomes
Stearylamine SA +1 _

Tabla 1: Tc de los fosfolipidos mds comunes.




Los fosfolipidos que confieren al liposoma carga negativa, como
por ejemplo PS, PG, DCP 6 PA, tienen una considerable influencia
en el valor de Tc de la mezcla lipidica. Asimismo, este valor
puede modularse por adicidén de cationes divalentes, como por
ejemplo Ca*2? y Mg*?, que a concentraciones fisioldégicas (0.1-10

mM) pueden incrementar el valor de Tc.

El pH influye también en el valor de Tc, por ejemplo la adicidén
de iones hidrégeno aumenta 17°C la Tc del DPPG, 6°C la del DMPA y

8°C la del DPPA.

Todos estos aspectos son importantes, puesto que el estado sdélido
0 fluido de 1la bicapa influye de modo determinante en 1la
estabilidad del liposoma, propiedad que condiciona la pérdida de
producto encapsulado, la vida media en sangre o tejidos vy 1la
biodistribucidén, aspectos todos ellos de vital importancia en el
estudio del interés terapéutico de los liposomas como vehiculos

de principios activos.

Asimismo se ha comprobado que las insaturaciones y ramificaciones
dificultan la compactacién de las cadenas alquilicas, dando lugar
a liposomas menos estables. Es por ello que en muchos casos se ha
optado por incorporar colesterol a las formulaciones lipidicas de
los 1liposomas, dado su caracter regulador de 1la fluidez. El
colesterol es un componente lipidico de las membranas eucariotas;
al incorporarlo a la bicapas fosfolipidicas reduce
considerablemente su permeabilidad (3), ya que causa una gradual
desaparicidén de 1la transicién de fase (4). En cantidades
superiores a 33% moles de colesterol, no se observa transicidn de
fase . Por otra parte, el colesterol reduce la posibilidad de que

determinadas proteinas (HDL) puedan penetrar en 1la bicaba




lipidica, 1lo que incrementa la estabilidad de los liposomas "in
vitro" en presencia de plasma (5) asi como "in vivo" tras
inyeccidén intravenosa (6). Ademéas, si bien no se conoce
exactamente como interacciona con los fosfolipidos para modular
estos parametros, si se sabe que incrementa el didmetro de los
liposomas SUV alrededor de un 30% cuando se introduce a una
concentracién de 50% moles respecto a los fosfolipidos; sin
embargo, no varia el didmetro de los liposomas si su proporcidén
molar es del 20% (7)

El colesterol aumenta la captacidén hepatica y esplénica de 1los
liposomas que son rapidamente eliminados de la circulacidén. Segin
Heath y Papahadjopoulos, el colesterol es un componente esencial
de la membrana liposomal para asegurar una buena distribucién del

farmaco (8).

La carga superficial de los liposomas influye también de manera
importante en la farmacocinética de los mismos, sin que exista
una unificacidén de criterios sobre el tema. La carga de 1los
liposomas también tiene influencia en el porcentaje de
acumulacién en los distintos érganos; asi, los liposomas con
carga positiva son captados preferentemente por cerebro y pulmén

£ 9).

1.2. UTILIDAD DE LOS LIPOSOMAS

Los liposomas tienen dos aplicaciones mayoritarias: como modelos
de membrana para estudios biogquimicos y como sistemas de
transporte de moléculas bioldédgicamente activas.

En el primer caso, permiten estudiar fendémenos de transporte,
interacciones lipido-proteina, canales idénicos, interacciones de

moléculas con receptores, etc. (10, 11).



En el segunde caso, los liposomas permiten administrar gran
variedad de farmacos Yy materiales biolégicos, tanto
hidrosolubles, que quedardn encapsulados en el interior acuoso
del liposoma, como liposolubles, que formarédn parte de la bicapa

lipidica.

Los liposomas constituyen, por tanto, un interesante "drug
delivery system" que podria solventar algunos problemas
importantes que se presentan en terapéutica:

a) Permiten prolongar la vida media del farmaco en sangre,
pues la liberacién del mismo tiene lugar de manera continuada.
Asi se aumenta la eficacia del mismo. La vida media de los
liposomas "in vivo" varia de unos minutos a varios dias (12).

b) Por el hecho de acumularse en determinados 1lugares del
organismo (por ejemplo en las membranas endoteliales), pueden ser
de gran utilidad en el diagnéstico o tratamiento de enfermedades
localizadas en estos lugares (13).

c) Permiten reducir la toxicidad de determinados farmacos en
los tejidos, pues no se acumulan en corazdén ni rifiones, con 1lo
cual podrian ser de gran utilidad en la administracién de agentes
cardiotéxicos (adriamicina, doxorubicina) (14) o nefrotdéxicos
(gentamicina, anfotericina B) (15).

d) Protegen a la sustancia encapsulada frente al ataque
enzimdtico o a la respuesta inmunoldgica del organismo.

e) Pueden mimetizar 1la accién de ciertas células. Por
ejemplo, liposomas con hemoglobina encapsulada podrian reemplazar
a los eritrocitos como tratamiento en determinadas anemias (16).

f) su afinidad por las células fagociticas mononucleares del
SRE (sistema reticuloendotelial) podria aprovecharse para tratar

enfermedades de este sistema (17).



g) Los 1liposomas pueden unirse a anticuerpos u otros
ligandos sin reducir su especificidad, logrédndose asi una
potenciacidén de los efectos terapéuticos del farmaco encapsulado
y permitiendo una liberacidén local y selectiva del farmaco (18).

h) Permiten administrar farmacos o moléculas que sélo son
activas posteriormente a su penetracidén en la célula, o bien que
atraviesan con dificultad la membrana celular (19).

i) La sustancia encapsulada no sufre ningin cambio en su
estructura, con lo cual su actividad no resulta alterada (esto no
se cumple con todos los transportadores macromoleculares) (20).

j) Es un campo de gran actualidad la posibilidad de 1ligar
los liposomas a anticuerpos, hormonas, carbohidratos u otros
ligandos que los conduzcan selectivamente a determinados tipos de

células ("Targetting") (21, 22).

Aplicaciones de los liposomas en medicina

I. Tratamiento de deficiencias enzimaticas: al administrar
el enzima encapsulado se reduce el problema de la inactivacién
del mismo por la respuesta inmunolégica del organismo; asimismo
se impide su accidén sobre otros sustratos situados en lugares del
organismo no necesitados de tratamiento (23).

Un ejemplo de esta aplicacidén es el tratamiento de la enfermedad
de Gaucher en adultos, caracterizada por la deficiencia de un
glucocerebrésido (la B8-glucosidasa) principalmente en las células
del SRE, alteracién que al ser tratada con este enzima
encapsulado en liposomas experimenta una mejora sustancial (24).

II. Tratamiento del cancer (25, 26, 27): Determinados tipos
de céancer pueden tratarse con liposomas que llevan encapsulados
antigenos de membrana de las células tumorales (vacunas); se ha
comprobado que esto induce 1la formacién de anticuerpos

antitumorales.
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Por otra parte, se han encapsulado también diversos citostéaticos
o antitumorales convencionales (quimioterépia), como citosina-
arabinésido (ara-C), adriamicina (AM), metotrexato, actinomicina
D o arabinosiladenina entre otros. Ademds, estos liposomas
podrian ir marcados en su superficie con anticuerpos dirigidos
contra antigenos de la superficie de las células tumorales, de
forma que se aumentaria la selectividad del tratamiento,
reduciéndose paralelamente 1la toxicidad de estos farmacos para
las células sanas.

Un Ultimo punto a destacar dentro de 1la aplicacién de 1los
liposomas en la terapia del céncer es la activacidén de macréfagos
tumoricidas (BRM); 1las linfokinas y el muramil-dipéptido (MDP)
son muy eficaces en convertir los macréfagos en tumoricidas "in
vitro", por 1lo que también se ha estudiado su incorporacién en
liposomas, comprobdndose gque en los pacientes sometidos a este
tratamiento se produce un menor namero de metastasis.

III. Terapia antimicrobiana: La afinidad de los 1liposomas
por las células del SRE sugiere su utilidad en el tratamiento de
enfermedades parasitarias en las que los agentes causales residen
en macréfagos. Hay una serie de virus, bacterias, hongos vy
protozoos que se replican en el interior de los macrdéfagos; este
tipo de infecciones intracelulares son dificiles de tratar, va
que los agentes antiparasitarios y antimicrobianos penetran poco
en las células. Por ello se administran encapsulados en
liposomas, con lo que se obtienen mejores resultados.

Algunos ejemplos de sustancias encapsuladas son: penicilina,
dehidroestreptomicina, antibidticos poliénicos (anfotericina B),
gentamicina, gluconato antiménico-sdédico (en el tratamiento de la
leismaniasis), asi como farmacos para el tratamiento de 1la

tripanosomiasis, malaria, brucelosis, lepra, tracoma, tifus,
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psitacosis, infecciones virales (herpes), infecciones pulmonares
por diferentes virus, etc (28, 29, 30).

IV. Desintoxicacidén de metales: Las acumulaciones de metales
en el organismo se tratan con agentes quelantes, 1los cuales
presentan el inconveniente de su reducida capacidad de
penetracién en el interior de las células. Por ofra parte, 1los
metales se acumulan mayoritariamente en los lisosomas. Por ello,
el tratamiento de estas enfermedades con agentes quelantes
incluidos en liposomas resulta muy adecuado, pues por una parte
aumenta la penetracién del agente quelante en las células, Yy por
otra 1los liposomas presentan un tropismo por los lisosomas, con
lo cual aumenta la selectividad.

Algunos quelantes estudiados son: desferrioxamina, DTPA, EDTA

(31}).
V. También se hallan descritas en la bibliografia otras

aplicaciones terapéuticas de 1los liposomas, tales como:
coadyuvantes en inmunologia (32), aplicaciones oftalmoldgicas

(33), administracién de hormonas peptidicas (insulina) (34), etc.

1.3. TIPOS DE LIPOSOMAS

Los liposomas pueden ser preparados por diversas técnicas que
condicionan su tamafio, volumen de encapsulacién, numero de

bicapas y otras caracteristicas.

Los liposomas pueden clasificarse en dos grandes grupos:
liposomas grandes multilaminares o unilaminares, cuyos diadmetros
oscilan de 0.4 a 5 umy de 0.2 a 2 um respectivamente, Yy
liposomas pequefios unilaminares, con didmetro de 0.02 a 0.08 um.

(figura 4).
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Fig. 4: Representacién esquemdtica de varios tipos
de liposomas.

A: Liposomas unilaminares pequefios (SUV)

B: Liposomas multilaminares (MLV)

C: Liposomas unilaminares grandes (LUV)

1.3.1. Liposomas Grandes

Se engloban aqui tres tipos de liposomas: MLV, LUV y DRV.

1.3.1.1. Liposomas multilaminares grandes (MLV)

Fueron descritos por primera vez por Bangham Yy colaboradores
(35). Presentan un didmetro superior a 1000 A, un volumen acuoso
encapsulado que varia de 1 a 4 litros/mol fosfolipido y son

osméticamente sensibles.

A pesar de ser los mas sencillos de preparar, los MLV presentan
dos grandes inconvenientes: su heterogeneidad de tamafio vy su baja

capacidad de encapsulacidn.

Para su preparacién, en primer lugar sé forma una fina pelicula
de lipido seco, obtenida por evaporacién del disolvente organico;
a continuacidén se hidrata el lipido mediante agitacidén mecanica
con una solucién acuosa del soluto a encapsular. La temperatufa

debe mantenerse en todo momento por encima de la temperatura de
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transicién de gel a cristal liquido (Tc), que es caracteristica
de cada fosfolipido; en caso de utilizarse mezclas de
fosfolipidos, 1la temperatura deberd ser superior a la Tc del

fosfolipido que la presente mas elevada.

Para obtener un maximo de encapsulacidén conviene hidratar durante
un largo periodo de tiempo y agitar lentamente. La incorporacién
de lipidos cargados provoca un hinchamiento por repulsién
electrostatica entre las bicapas, con lo cual se logra aumentar
la capacidad de encapsulacidn.

Para conseguir MLV de mayor volumen interno y mayor rendimiento
de encapsulacidén existe otra técnica que consiste en congelar en
nitrégeno liquido 1los MLV obtenidos tal como se ha indicado
anteriormente y calentar posteriormente a 40°C en un bafio de
agua, repitiendo este ciclo cinco veces. Los MLV asi obtenidos
reciben el nombre de FATMLVs (Freeze and Thawed Multilamellar
Vesicles) (36).

En cuanto a las aplicaciones de los MLV, a pesar de su baja
capacidad de encapsulacién se han utilizado para encapsular
inhibidores de proteasas (37), polinucleétidos (38), proteinas de
tamafio variable (39), fragmentos de DNA de elevado peso molecular
(40), enzimas y moléculas de bajo peso molecular (41); sin
embargo. su principal aplicacidén se sitila en estudios de
interaccién 1lipido-lipido y lipido-proteina, como modelos de

membrana.

1.3.1.2. Liposomas unilaminares grandes (LUV)

Estos 1liposomas presentan un didmetro superior a 1000 A y un
volumen acuoso interno que oscila entre 8 y 17 1l/mol fosfolipi@o.

Al igual que los MLV son osméticamente sensibles.
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son vesiculas oligolaminares, es decir gque constan de un namero
reducido de bicapas lipidicas.
Pueden obtenerse por varios procedimientos, descritos a

continuacién.

1.3.1.2.1, Vaporizacidén del solvente Esta técnica consiste en

inyectar los fosfolipidos disueltos en dietileter o en una mezcla
de dietileter/metanol en una solucién del soluto a encapsular
calentada a b55-60°C o bien a 30°C a baja presién (42) (fig.5).
Tras evaporar el disolvente orgdnico se obtienen LUV cuyo tamafio
no depende de 1la concentracién de lipidos en el disolvente
organico, y oscila de 1500 a 2500 A de didmetro una vez se ha
filtrado 1la preparacién a través de filtros Millipore de 1,2 um.
Estédn descritas en la bibliografia modificaciones de esta técnica
utilizando éter de petrdleo, etilimetiléter o diclorofluorometano

en lugar de dietiléter.

| _—-Qa

a® e,

—l

<>

Fig. 5: Esquema del aparato utilizado en la técnica de
vaporizacion del solvente; a: bafilo de agua; b: fase
acuosa; c: émbolo de tefldén; d: pistdén; e: solucidn
éter/liquido.
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Esta técnica conlleva varios inconvenientes: 1la heterogeneidad
del tamafio de las particulas, el bajo porcentaje de
encapsulacién, el uéo de disolventes organicos y las temperaturas
relativamente elevadas, lo cual puede | desnaturalizar
macromoléculas o inactivar sustancias disueltas. Por otra parte
con este método 1los liposomas sin carga eléctrica tienden a

agregarse (43).

Se han utilizado LUV para encapsular proteinas (44), RNA (45) y

DNA (46).

1.3.1.2.2. Fusidén inducida por calcio

Este procedimiento de formacidn de LUV, descrito por
Papahadjopoulos y colaboradores en 1975 (47), se inicia a partir
de SUV preformados que se mezclan con una disolucidén que contenga
calcio, bien por didlisis o por adicién directa de cloruro
cdlcico. Los SUV se fusionan en estructuras multilaminares
cilindricas grandes, en configuracién espiral ("cochleate
cylinders"), formdndose un precipitado blanco floculado que puede
eliminarse del recipiente de dialisis vy recogerse  por
centrifugacién. Estas estructuras cilindricas pueden conservarse
indefinidamente a 4°C o a -20°C en atmésfera de nitrdégeno. Para
formar 1los LUV el precipitado se resuspende en un volumen minimo
de 1la solucidén del producto a encapsular y se neutraliza por
adicién de solucidén de NaOH, afiadiendo a continuacidén EDTA hasta
desaparicién del precipitado. Se obtiene asi una solucién

opalescente de LUV (figura 6).
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Fig. 6: Representacidn esquematica del efecto del Cca*=
sobre una poblacién de SUV.

A: SUV en solucidén tampdédn de NacCl

B, C, D: Etapas intermedias de agregacién y fusién de
las vesiculas adoptando configuracidn espiral

E: "Cochleate cylinders" (configuracidén espiral)

F: LUV formados tras incubacién con EDTA

De esta manera se obtienen LUV de 2000 a 10000 A de didmetro, con

un volumen interno de 7 1/mol fosfolipido.

La separacidén del material no encapsulado de los 1liposomas se
puede 1llevar a cabo por centrifugacidén a 48000 g durante 20

minutos, gel filtracién o ultracentrifugacién.

El principal inconveniente de esta técnica es que esta
restringida a fosfolipidos &cidos o mezclas con predominio de
éstos (PA, PG, PS o cardiolipidos,. puros o mezclados con

colesterol).

Se han encapsulado con éxito en este tipo de liposomas proteinas
(como la ferritina), picornavirus (como el poliovirus), el RNA de

estos virus, RNA mensajero y DNA.
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1.3.1.2.3. Evaporacidén en fase reversa (REV) (48)

Esta técnica de obtencién de LUV consiste en disolver los
fosfolipidos en disolventes organicos como dietiléter,
diisopropiléter, mezclas como diisopropiléter/cloroformo (1:1) o
fluorocarbonados de bajo punto de ebullicidn La fase acuosa se
afiade directamente al sistema fosfolipido-disolvente orgénico.
Seguidamente se sonica ligeramente la preparacién para obtener
una emulsidén homogénea. El disolvente orgadnico se evapora
lentamente y a presién reducida siguiendo dos etapas: evaporacién
a 200-400 mm Hg hasta obtener un gel estable, y finalmente a 700
mm Hg hasta obtener una dispersién homogénea de liposomas.

Se obtienen asi LUV de didmetro variable seglin la proporcién de
colesterol presente: si la proporcidén COL/fosfolipidos es de 1:1,
se obtienen LUV de 0.17 a 0.8 um de diametro, mientras que si se
preparan en ausencia de colesterol, el didmetro varia de 0.1 a
0.26 um. El resultado de este proceso son poblaciones
heterogéneas de vesiculas oligo y unilaminares que requieren
extrusién a través de filtros de policarbonato para obtener una
poblacién homogénea de LUV.

El principal inconveniente de este método es su agresividad por

el uso de disolventes orgénicos y de sonicacién.

Se han encapsulado en estos liposomas moléculas como ferritina,
DNA del virus SV-40, 25 S RNA, etc. (49), oscilando el porcentaje

de encapsulacién entre un 20 y un 65 %

1.3.1.3. Liposomas obtenidos por deshidratacién y rehidratacién

(DRV)

Descritos por Kirby vy Gregoriadis (50), son liposomas
oligolaminares suficientemente grandes para precipitar “por

centrifugacidén. Presentan una alta capacidad de encapsulacién.
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Este método consiste en sonicar una preparacién de MLV, afiadir la
solucidén tamponada con el soluto a encapsular y liofilizar.
Posteriormente, la preparacién se rehidrata con volimenes 10
veces menores; al ser una rehidratacidén gradual, el soluto esté
presente en casi todos los espacios interbicapa, con lo cual se
logra un mayor rendimiento de encapsulacién (fig. 7). Finalmente,
el material no encapsulado se separa de 1los liposomas por

centrifugacidén o didlisis.

El proceso de obtencidén es extremadamente suave, pues no requiere
disolventes ni detergentes, y puesto que la sonicacién tiene
lugar antes de la encapsulacidén el producto no resulta dafiado.
Por todo ello es el procedimiento de eleccidén para encapsular

moléculas sensibles.
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Fig. 7: Preparacidén de liposomas DRV.

1.3.2. Liposomas Pequefios Unilaminares (SUV)

Estan constituidos por una o como ma&ximo dos bicapas lipidicas, y
poseen un diadmetro de 200 a 500 A. Estos 1liposomas no son
osméticamente sensibles, y presentan una reducida capacidad de

encapsulacién (generalmente del 0.1 al 1 %), siendo su volumen
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acuoso interno de 0.2 a 1.5 1/mol fosfolipido, 1lo que los hace
poco adecuados para la encapsulacidén de moléculas grandes (39).

Al tener un radio de curvatura tan pequefio, se genera una cierta
tensién entre las moléculas de fosfolipido, el 70 % de las cuales
estdn en la parte externa. Las tensiones son tan elevadas que la
temperatura de transicién (Tc) de un lipido puro varia en varios

grados segun esté hidratado formando SUV & MLV.

Estdn descritas en la bibliografia varias técnicas de obtencidén

de sSUV:

1.3.2.1. Sonicacidén (51): Se parte de una preparacién de MLV que

se somete a sonicacidén en bafio de ultrasonidos o bien mediante
sonda, en atmésfera inerte (generalmente nitrégeno o argdén). La
sonicacién con sonda genera mayor potencia y por lo tanto una
rotura mads rapida de los MLV, que pasan a ser estructuras con un
radio minimo; sin embargo, 1la preparacién se contamina con
particulas metdlicas que se desprenden de la sonda. Por otra
parte, la sonda puede ocasionar la degradacidén de los
fosfdlipidos Y generar aerosoles. Todos estos problemas se evitan
con el Dbafio de ultrasonidos, pero en este caso es necesario
prolongar el tiempo de sonicacidén para obtener vesiculas de
tamafio minimo, con el consiguiente peligro de degradacidén de los
lipidos.

La sonicacién debe llevarse a cabo a temperatura superior a la Tc
de 1los fosfolipidos, para evitar la formacidén de vesiculas con

defectos estructurales en su bicapa.

Una vez preparados, los SUV pueden separarse de los MLV por
técnicas sencillas como gel filtracidén en Sepharosa 4B o 2B, con
lo que se obtiene una poblacién homogénea de SUV que eluyen de la

columna mds lentamente que los MLV (fig. 8). $Sin embargo, puede
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representar un inconveniente el nivel de dilucién con el que se

eluyen los SUV.
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Fig. 8: Representacién esquemdtica de la preparacidén de
SUV por sonicacidén de MLV y posterior gel filtracién.

La separacién del material no encapsulado de los liposomas se
realiza generalmente por didlisis, ya gue a diferencia de los MLV
y DRV, 1los SUV no precipitan por centrifugacién. También puede
utilizarse 1la técnica denominada "basket centrifugation" (52),
que se basa en el principio de exclusidén molecular en pequeiias

columnas rellenadas con Sephadex G-25.

1.3.2.2. Extraccidén del detergente: Esta técnica, empleada en un

principio para reconstituir proteinas de membrana en las bicapas
lipidicas (53), fue introducida por Kagawa y Racker (54).

El 1lipido seco o las vesiculas preformadas se solubilizan en un
tampén que contiene el detergente elegido para formar micelas
mixtas. A continuacién se elimina el detergente, con lo que las
micelas coalescen, los fosfolipidos adoptan la configuracidén de

bicapa vy se forman vesiculas cerradas.
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Los detergentes mds empleados son: colato sdédico, deoxicolato y

n-alkil-B-D~-glucopiranésidos. Los detergentes de relativamente
elevada CMC (concentracién micelar critica) pueden extraerse
facilmente, a diferencia de los de baja CMC. La extraccién del
detergente puede 1llevarse a cabo por didlisis, centrifugacidén

(55), gel filtracidn (56) o didlisis radpida controlada (57).

Con una relacidén molar fosfolipido/detergente de (1:2) y por gel
filtracidén, se obtienen liposomas de 30 nm de diametro, mientras
que si la relacidén es de (2:1) se obtienen liposomas de 1000 A de

diametro.

1.3.2.3. Inyeccidén de etanol: Esta técnica de preparacidn de SUV,
descrita por Batzri y Korn (58) evita 1los problemas que conlleva
la sonicacién y el uso de detergentes, siendo un método rapido,

simple y suave.

Bdsicamente, esta técnica consiste en disolver los 1lipidos en
etanol e inyectar rédpidamente la disolucidén obtenida en un medio

acuoso tamponado, formadndose espontdneamente las SUV.

El inconveniente principal de este método es 1la considerable
dilucién de 1los liposomas, lo que se traduce en un menor
rendimiento de encapsulacién; esto puede solventarse concentrando
los liposomas por ultracentrifugacién bajo presién de nitrdégeno
(775 atmésferas) o por filtracién al vacio, obteniéndose
liposomas con un volumen interno de alrededor de 0.5 1/mol

fosfolipido.

Los principales inconvenientes de esta técnica son la dificultad
para la eliminacién del etanol por didlisis o lavado en 1la
ultrafiltradora y la utilizacién de grandes volumenes de solucién

acuosa, lo que exige cantidades relativamente grandes del soluto
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a encapsular; sin embargo, se puede recuperar generalmente el
material soluble en agua que pasa al ultrafiltrado.

Una modificacién de este método permite la formacidén de vesiculas
de diametro variable alterando la concentracidén lipidica en la
solucién etandélica, sin embargo el rendimiento de encapsulacidn
es también muy bajo, ya que la suspensidén de liposomas formada es

muy diluida (59).

1.3.2.4. French press: Este método fué originariamente utilizado

por Barenholz vy colaboradores (60), Yy consiste en reducir el
tamafio de una dispersién de MLV por extrusidén a presidn elevada
(unas 1500 atmésferas, a 4°C) a través de una célula de French-
pressure. Cuando se realiza esta operacidén una sola vez, se
obtiene una poblacién heterogénea de vesiculas, de las cuales un
60% presentan un didmetro de 250 a 500 A, y el 30% restante
contiene aun MLV. Tras cuatro extrusiones sucesivas, el 94% de
las vesiculas presentan un didmetro comprendido entre los 315 vy

los 525 A.

Por este método se obtienen SUV algo mayores que las obtenidas
por sonicacién.
La encapsulacién de 1la fase acuosa es relativamente elevada

cuando se emplean concentraciones elevadas de lipido.

1.4. INTERACCIONES LIPOSOMA-CELULA

Se han propuesto cuatro mecanismos de interaccién entre 1los

liposomas vy las células (61), que se esquematizan en la figura 9.

1.4.1. Adsorcidén estable: Consiste en 1la asociacidén de 1las

vesiculas intactas a la superficie celular. Este proceso puede
ser debido a fuerzas electrostaticas no especificas, hidrofdébicas

o de otro tipo, o bien a componentes especificos presentes en la
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vesicula y/o en la superficie celular.

1.4.2. Endocitosis: Las vesiculas intactas se internan en la

célula rodeadas por una vacuola; posteriormente, estas vacuolas
endociticas se fusionan <c¢on los lisosomas. La accidén de las
lipasas lisosomales en la membrana vesicular provoca la rotura de

la vesicula y la salida del material encapsulado de la misma.

1.4.3. Fusién: Consiste en la unién de las vesiculas 1lipidicas
con la membrana plasmatica, con la consiguiente liberacidén del
contenido de las vesiculas al citoplasma celular , mientras que
los componentes de la membrana vesicular se asimilan en 1la
membrana plasmdtica, donde permanecen o bien se internan en la

célula por endocitosis e interaccionan con los lisosomas.

1.4.4. Transferencia de fosfolipidos: Tiene lugar un intercambio

de moléculas lipidicas entre 1las vesiculas y 1la membrana

pPlasmatica sin que se produzca contacto entre ambas.

Endocitosis

Msorcion Estable

Transferencia Lipidica

,

Fugion

Fig. 9: Representacién esquemdatica de 1los posibles
mecanismos de interaccidén liposoma-superficie celular.
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1.5. ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDOS

Los aminoglicésidos son antibidéticos naturales o semisintéticos
con caracteristicas comunes en cuanto a su estructura quimica.
Todos ellos son sustancias basicas que son activas en medio
alcalino (pH=7.8-8), y son capaces de formar sulfatos vy
clorhidratos.

Quimicamente, se trata de poliheterdésidos aminados a excepcién de
la espectinomicina, que 'es un verdadero aminociclitol. Sus
principales aglicones proceden de la estreptamina, que es eL
derivado diaﬁinico del inositol o cicloexanol.

Por reduccidén de 1la funcidén alcohdélica del carbono 2 de 1la
estreptamina se obtiene la desoxiestreptamina, gque constituye la
base de 1los antibidéticos del grupo de la kanamicina (entre 1los

que se encuentra la gentamicina).

En el esquema siguiente (tabla 2) se muestran 1los antibidticos
aminoglicésidos mas importantes clasificados de acuerdo con su

estructura quimica:

1. Aminoglicosidos con estreptidina

:H OH NH
il
HaN—C—HN NH-C -NH;
Estreptomicina
HO 0-
oH Dihidroestreptomicina

Espectro reducido y resistencia cruzada unilateral con los antibibticos de 2,
desfavorable.

2. Aminoglicosidos con desoxi-es- Grupo de la
A o NHy Neorici
treptamina neomicina o eomicina
Framicetina
Contiene
ribosa en su HaN o= Paromomicina
H
NHp molécula “
OH
@ Grupo de la NH, Canamicina
HoN | OH canamicina
2 - "
oH o Gentamicina
I\_Io contiene HaN OH Tobramicina
ribosa en su 0 - i
molécula ] Sisomicina
3. Aminociclitoles Espectinomicina

Tabla 2: Antibidéticos aminoglicésidos. g
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E1l mecanismo de accién se ha estudiado detalladamente para la
estreptomicina, antibiético tipo dentro del grupo de los
aminoglicésidos, vya que fué el primero que se aisldé (62), a

partir de una cepa de Streptomyces griseus aislada de garganta de

pollo; sin embargo parece que para los demds antibidéticos de este
grupo el mecanismo de accidén es muy parecido, cuando no idéntico.
La estreptomicina ataca los ribosomas de las células bacterianas
sensibles en su subunidad 30 S (63, 64, 65) cuando estd en plena
operacién de lectura del RNA mensajero. El lugar de ataque es una
de 1las 15 proteinas que forman parte de dicha subunidad,
concretamente la nUmero 10. Al unirse el antibiético a dicha
proteina, se detiene 1la lectura del mensaje genético. No
obstante, este mecanismo no explica la accidén bactericida del
antibidético, ya que los acidos nucleicos permenecen activos.

Otro efecto del antibidtico es la induccidn de falsas lecturas
que trae consigo la produccidén de proteinas no funcionales por
deformacién del sitio aceptor de la propia subunidad 30 S, con
fusién de los tripletes leidos sobre el RNA mensajero, si bien

este mecanismo no ha sido atn dilucidado.

1.5.1. GENTAMICINA

La gentamicina es un antibiético aminoglicédsido aislado en 1963

de <cultivos de Micromonospora purpurea (66). El1 sulfato de

gentamicina es una mezcla de tres componentes mayoritarios (67)
(gentamicinas Ci, Cia Y Cz2) y varios componentes minoritarios
(gentamicinas A, Ai, B, Ba, Cza, Y Cz2n), cuya estructura quimica

se representa en la figura 10,
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NH-Rg

3 NHp
HO
CH3—NH ./ “R7
R: Rz Rs R-ﬁ Rs Rs R‘? RB
A H OH OH OH NH> H OH H
B H NH2 H OH OH OH CHs H
Cia H NH-= H H NH> OH CH. H
Cz CHa NH- H H NH= OH CH H
Ca CHa NHCHas H H NH- OH CH. H

Fig. 10: Estructura quimica de los componentes de
gentamicina.
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La gentamicina es un bactericida activo frente a microorganismos

gramnegativos (Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Salmonella,

Serratia, Shigella, algunos Proteus vy Psedomonas aeruginosa).

Dentro de los microorganismos grampositivos, el Staphylococcus

aureus es particularmente sensible, ademas de muchas especies de

Bacillus, Clostridium, Corynebacterium y otros.

La gentamicina puede desarrollar resistencias bacterianas por dos
mecanismos: resistencia cromosdémica (mutacidén) y extracromosdmica
(por 1la presencia de factores de resistencia, como plasmidos vy
factores R en los que se encuentran especificamente codificados
los enzimas modificantes siguientes: acetiltransferasas,
fosfotransferasas y nucleotidiltransferasas).

Se han observado resistencias en estafilococos, Pseudomonas

aeruginosa y otros gramnegativos. La resistencia suele ser

cruzada con neomicina, kanamicina y paromomicina, pero algunos
microorganismos (especialmente estafilococos) pueden ser

resistentes a otros aminoglicésidos y sensibles a la gentamicina.

La gentamicina se absorbe en muy baja proporcién en el tracto
gastrointestinal (1-5%), por lo que no se administra oralmente.

Normalmente se administra por via intramuscular, alcanzéandose
niveles hemadticos maximos entre 30 y 60 minutos y manteniéndose

niveles eficaces durante unas 4 horas.

En cuanto a su biodistribucidén, este antibidético difunde mal al
ligquido cefalorraquideo, incluso cuando las meninges estan
inflamadas; por el contrario difunde éon facilidad al resto de
fluidos vy tejidos, apareciendo en esputos y liquido pleural vy
peritoneal. Se excreta por orina, inmodificada, y no se liga a

las proteinas plasméaticas.
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A concentraciones plasmaticas de gentamicina superiores a 10-12
ug/ml pueden aparecer los efectos tdéxicos caracteristicos de los
aminoglicésidos, consistentes en ototoxicidad, con alteraciones

en el oido interno, y nefrotoxicidad, con afectacidén en el tihbulo

proximal.

Por todo ello, 1la gentamicina es un antibidético de amplio
espectro, cuyo campo de aplicacidén se veria enormemente
incrementado si se lograse aumentar su absorcién por via oral

reduciendo al mismo tiempo el riesgo de toxicidad que conlleva la

administracién de dosis elevadas.
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2. OBJETIVOS

En el presente trabajo de Licenciatura se ha planteado como
objetivo principal el estudio detallado de las condiciones de
encapsulacidén de un antibidético aminoglicésido, 1la gentamicina,

en liposomas.

Para ello, el plan de trabajo propuesto ha consistido en:

1.- La puesta a punto por cromatografia liquida de alta eficacia
del método de anédlisis <cualitativo y cuantitativo de la
gentamicina libre vy encapsulada en liposomas asi como en

presencia de plasma.

2.- La realizacién de un estudio de encapsulacidén de la
gentamicina en liposomas preparados por diferentes métodos.
Puesto que el componente principal de 1los liposomas es 1la
lecitina, se propuso también realizar un estudio previo de
distintos tipos de este fosfolipido existentes en el mercado, con

el fin de elegir el mds adecuado para la obtencidén de liposomas.

3.- La determinacién de la influencia de la composicidén lipidica
de 1los liposomas en el porcentaje de encapsulacién de 1la
gentamicina. Concretamente, el estudio del efecto del colesterol

y de la incorporacidén de fosfolipidos con carga.

4.,- E1 estudio de la estabilidad a lo largo del tiempo de 1los
liposomas gue en los anteriores experimentos presentasen un mayor
rendimiento de encapsulacién de gentamicina, manteniéndolos en

condiciones isoosméticas e hipoosmdéticas.

5.- La determinacién de la estabilidad en sangre del mismo tipo

de liposomas conteniendo gentamicina encapsulada. 3
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

3.1.1. INSTRUMENTACION

Las preparaciones fueron sonicadas con una sonda de ultrasonidos
"Ultra-sonic Homogenizer Labsonic 1510" (B. Braun) de 400 wats de
potencia, equipado con sonda de titanio de 9.5 mm de diametro y

127 mm de longitud, o bien con un bafio de ultrasonidos Selecta.

La agitacidn se realizdé mediante un agitador Vibromixer Mixo-Tub.

modelo 30 (Gricel).

Las didlisis de 1las preparaciones liposdémicas se efectuaron

empleando membranas para didlisis Visking, 2-18/32".

La centrifugacidén se 1llevd a cabo en tres tipos de centrifuga:
Eppendorf 5414 S (no refrigerada) velocidad 15000 rpm; Beckmann
modelo TJ-6 (refrigerada a 4°C) vy Beckman modelo J2-21

(refrigerada a 4°C) provista de rotor JA-20.1.

Las determinaciones de pH se efectuaron en un pH-metro Crison

micropH 2001, con célula Ingold.

Las medidas de conductividad del PBS se realizaron en un
conductimetro Crison modelo 522 provisto de una célula Ingold R.

3796.

La osmolalidad del PBS se determindé en un aparato Knauer Vapour

Pressure Osmometer Model No. 11.00.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 1los distintos
tipos de lecitinas ensayadas se registraron en un espectrémetro

Brucker de 80 MHz.
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Los analisis elementales se efectuaron en un analizador Perkin-
Elmer 240, del Departamento de Quimica Orgdnica Bioldégica del

CID, CSIC, Barcelona.

Las fotografias de 1las preparaciones liposdémicas fueron
realizadas por el Servicio de Microscopia Electrénica de 1la
Universidad Auténoma de Barcelona, utilizando wun microscépio

Hitachi modelo HU-12A.

La liofilizacidén de las preparaciones liposdmicas se llevd a cabo
en una liofilizadora Telstar modelo Liocalfa, manteniendo durante
el proceso una temperatura de -40°C y alcanzandose un vacio de

10-* mbars.

La 1longitud de onda correspondiente a la maxima absorcidén de 1la
gentamicina derivatizada con OPA se determind por medio de un
espectrofotdémetro UvV=-visible Kontron modelo Uvikon 820,

efectuando la lectura con lémpara de deuterio.

El agua empleada en cromatografia liquida de alta eficacia se
purificé en un aparato Milli Q (Millipore) y se filtrd
posteriormente a través de una membrana Millipore de 0.2 um de

didmetro de poro.

Los andalisis por cromatografia ligquida de alta eficacia se
realizaron en un sistema Merck-Hitachi L-6200 intelligent pump
provisto de inyector Rheodine 7125 vy con detector de
fluorescencia modelo LS-1, LC fluorescence detector (Perkin-
Elmer). La 1longitud de onda de excitacidén se situé en 340 nm

mediante un filtro Perkin-Elmer, y la de emisidén en 418 nm.

El registro vy la integracidén de las sefiales cromatograficas se
realizé por medio de un integrador cromatogradfico Merck-Hitachi

D-2000.
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Para inyectar 1las muestras en el cromatdégrafo se wutilizé una

jeringa SGE 25A-RLC de 25 ul.

Para la cromatografia en columna de exclusién molecular se

utilizaron columnas de vidrio de 25 x 2.8 c¢m.

3.1.2. DISOLVENTES Y REACTIVOS

Para la cromatografia 1liquida de alta eficacia se emplearon
metanol (Scharlau) y acetonitrilo (Romil Chemicals) de calidad

HPLC.

El cloroformo y el metanol utilizados en 1la obtencidén de

liposomas fueron de calidad analitica (Probus).

Para la preparacién del PBS se utilizé cloruro sdédico para
analisis (Panreac), fosfato monosdédico dihidrato purisimo

(Panreac) y fosfato disdédico dodecahidrato para analisis (Merck).

Para la preparacién del tampdén borato se utilizdé A&cido Dbédrico
(Probus) e hidréxido potdsico 85% lentejas para analisis

(Panreac)

Para 1la conservacién vy tratamiento de 1la sangre se utilizé
citrato trisédico dihidrato purisimo, especial para tratar sangre
(Merck), Aacido tricloroacético para andlisis (Merck) e hidréxido

sédico calidad analitica (Panreac).

El reactivo de derivatizacién se prepardé con o-ftaldialdehido
(Scharlau), 2-mercaptoetanol (Eastman Organic Chemicals), metanol

e isopropanol de calidad HPLC (Scharlau).

El acido acético glacial 100% fue de calidad analitica (Merck)
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La sal sédica del Aacido l-heptanosulfénico gue se utilizé para

HPLC/cromatografia de par iénico era de la marca Scharlau.

Los disolventes deuterados empleados para resonancia magnética
nuclear: c¢loroformo, metanol, agua (Carlo Erba o Scharlau)
presentaban una pureza en forma deuterada del 99.99%. Como

referencia se utilizdé tetrametilsilano (Carlo Erba).

En la preparacidén del reactivo para el andlisis de fésforo se
empled molibdato aménico RS (carlo Erba), Acido L (+) ascérbico

RPE (Carlo Erba) y &cido perclérico (Panreac).

En los liposomas se encapsuldé sulfato de gentamicina, B.P. 80
Estéril, potencia 638.4 U/mg., Danish powder & tabletting Factory

Ltd. ApS (Dinamarca).

3.1.3. LIPIDOS

Las lecitinas empleadas fueron: 1lecitina de huevo (Merck), Egg
phosphatides powder tipe V (Asahi Chemical Industry Co. Ltd;
Tokyo, Japan), lecitina de soja Vigor (Santiveri), Epikuron 200,

Epikuron 200-H, Epikuron 170, Ovothin 170 (Lucas Meyer).

Se utilizé asimismo en la preparacidén de liposomas colesterol,

tipo para bioquimica (Panreac).

Otros 1lipidos empleados fueron estearilamina (Sigma) y L-a-

fosfatidil~L-serina, de cerebro de bovino (Sigma).

3.1.4. SOLUCIONES PREPARADAS

La solucidén tampén de PBS (Phosphate Buffer Saline) (pH=7.41) se
preparé mezclando cloruro sédico (0.28 g), fosfato monosédico

dihidrato (0.26 g) vy fosfato disédico dodecahidrato (2.9 g), ¥
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llevando a 100 ml con agua purificada por el sistema Milli Q
(Millipore).
Se determind su conductividad, gque resulté ser de 15.4 mS.cm™?,

asi como su osmolalidad, que fué de 313.35 mOsmol/kg.

La solucidén tampén borato se prepardé ajustando una disolucidn de
dcido bérico 0.4 M a pH 10.50 con una solucién de hidréxido

potasico al 45% (p/v).

La solucidn anticoagulante consistidé en una disolucidén 0.5 M de
citrato trisddico dihidrato en solucidén salina isotdnica (NacCl

0.9 %).

3.1.5. SOPORTES CROMATOGRAFICOS

La cromatografia de exclusidén molecular se llevé a cabo con
rellenos de Sephadex G-25 fine (Pharmacia) en el <caso de 1la
"basket centrifugation", vy de aluimina (Merck) en el caso de 1la

cromatografia en columna.

Para la cromatografia en capa fina se wutilizaron placas de
aliimina c¢on indicador de fluorescencia Kieselgel 60 Fz2s4 de 0.2

mm (Merck).

La columna utilizada en los andlisis por cromatografia ligquida de
alta eficacia fué de fase reversa Lichrospher 100 RP-18 de 125 ¥x

4 mm, con un didmetro de particula de 5 pm (Merck).
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3.2. METODOS

3.2.1. PURIFICACION DE LA LECITINA

La purificacién se realizdé por cromatografia en columna, segin el
método descrito por Singleton en 1965 (68).

Para preparar la columna se pesaron 100 g de alimina neutra en un
vaso de precipitados de 500 ml (actividad 1) y se le afiadieron
100 ml de cloroformo. Con esta mezcla se llendé una columna (25 x
2.8 cm) y se compactd eluyendo con cloroformo.

El flujo de 1la fase mévil a través de la columna se mantuvo
alrededor de 10 ml/min.

Una vez preparada la columna, se procedidé como sigue:

3.2.1.1. Introduccién de 1la muestra: se disolvieron 5 g de

lecitina impura en 10 ml de cloroformo y lentamente se introdujo
esta disolucidén en la parte superior de la columna, cuidando de
no remover la aldimina. Las paredes de la columna se lavaron con
pequeiias cantidades de cloroformo dos o tres veces, con el fin de

asegurar la penetracién de la muestra.

3.2.1.2. Elucién: 1la elucidén tuvo lugar en dos pasos: en primer
lugar se eluyeron 1los 1lipidos neutros con cloroformo,
recogiéndose cuatro fracciones de 50 ml. A continuacidén se cambié
el sistema de elucidén por cloroformo/metanol (9:1), relacidn
especifica para la lecitina. Si se aumenta la proporcién de
metanol, se eluyen otros fosfolipidos y carotenoides.

Las fracciones obtenidas, wuna vez comprobada su pureza por capa
fina como se detalla a continuacidén, se secaron primero en el
rotavapor y luego se mantuvieron al vacio de bomba de aceite

durante 1 hora; finalmente se pasdé una corriente de nitrégeno con
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el fin de eliminar el oxigeno y dejar los lipidos en atmésfera

inerte, y se guardaron a =-20¢°C.

3.2.1.3. Deteccidén (68): Se llevd a cabo por cromatografia en
capa fina en placa de alumina, eluyendo la placa con una mezcla
de cloroformo/metanol/agua (65:25:4). Para la visualizacidén de
las manchas se siguieron tres procedimientos: en primer lugar,
observacién de la placa en lampara de 254 nm aprovechando que las
placas utilizadas contenian indicador de fluorescencia; a
continuacién se expuso la placa a vapores de yodo, con lo cual
los lipidos se visualizaron como manchas pardas; por dltimo, vy
una vez aireada 1la placa, se pulverizé sobre ella Aacido
perclérico al 40%, vy se calentd posteriormente la placa a fin de

carbonizar la materia organica.

Este proceso se llevd a cabo con distintos tipos de lecitina, vy
una vez purificados los distintos lotes se realizaron espectros
de RMN con el fin de determinar el grado de insaturacidén de 1los

dcidos grasos que forman parte de su estructura.

3.2.2. METODO DE DETERMINACION DE LA GENTAMICINA

Para el andlisis cualitativo y cuantitativo de la gentamicina se
siguié 1la técnica de la cromatografia liquida de alta eficacia.
Dada la estructura quimica de la gentamicina debieron someterse
las muestras a un proceso de derivatizacidén previo a su andlisis
por HPLC.

Para conseguir una correcta separacién de los tres componentes
mayoritarios de 1la gentamicina (Ci, Cia Y Cz), tuvieron que
ensayarse distintas condiciones de andlisis a fin de cuantificar
con el minimo error posible la cantidad de gentamicina presente

en la muestra.
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3.2.2.1. Metodo de derivatizacién de la gentamicina

Tras una exhaustiva busqueda bibliografica y en funcién de 1los
aparatos disponibles se optd por llevar a cabo el andlisis
mediante derivatizacidén precolumna con OPA. En este método se
aprovecha 1la capacidad del o-ftaldialdehido (OPA) de reaccionar
con aminas primarias en medio alcalino y en presencia de un tiol
como agente reductor, formando un compuesto fluorescente (70, 71,
72, 173) (figura 11). Este reactivo no reacciona en cambio con

aminas secundarias.

0 —CH, —CH = = +2HO
g R $-CH;=CH, 2
C—H

ceal e
C-H ¢
L]
0

Fig. 11: Reaccién de derivatizacidén con
OPA en presencia de 2-mercaptoetanol.

La reaccién de derivatizacién se llevdé a cabo mezclando volumenes
iguales de muestra a analizar, isopropanol y reactivo OPA-ME,
para cuya preparacidén se procedid como sigue: se disolvieron 50
mg de o-ftaldialdehido (OPA) en 1 ml de metanol, afiadiendo a
continuacién 40 pul de 2-mercaptoetanol. La solucidén se agitéd
hasta decoloracién y se afiadieron 9 ml de tampédn borato. El
reactivo asi preparado se guardd en frascos color ambar y a 4°C,
utilizdndose como maximo durante los dos dias siguientes a partir
de su preparaciodn.

El tiempo se reaccién fué de 15 minutos a temperatura ambiente y
agitando de vez en cuando; transcurrido este tiempo, la totalidad

de la gentamicina ha reaccionado formando compuesto fluorescente.
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Cuando se desedé determinar 1la gentamicina encapsulada en
liposomas, debieron romperse los mismos previamente a la reacciédn
de derivatizacién. Para ello, se afiadié el isopropancl a 1los
liposomas y se calentdé el tubo durante 5 minutos a 35°C,

afiadiendo a continuacidén el reactivo OPA-ME.

El compuesto de derivatizacién formado no es estable, sino que 1la
intensidad de fluorescencia varia en funcidén de 1los siguientes

parametros (72, 73).

. Tiempo: la intensidad de fluorescencia de los compuestos

derivados del OPA disminuye con el tiempo (figura 12)

10 .

hcido 3-percapto
propiénico

sscencia (vA)

Fluor

Nercaptoetanol

T T T T Ty T T T 1
0.9 1890 27.8 389 458 5480 S0 T8 6.0 N0

minutos

Fig. 12: Representacién grafica de la variacién
de la fluorescencia de derivados del OPA en
funcién del tiempo en presencia de diferentes
mercaptanos.

Por ello, una vez transcurridos los 15 minutos de derivatizaciédn,
la muestra debe inyectarse inmediatamente en el cromatdgrafo.

.PH: la intensidad de fluorescencia de los derivados del OPA
es PpH-dependiente, de modo que a mayor valor de pH corresponde

mayor intensidad de fluorescencia.

.Fuerza idnica de los tampénes: influye en los tiempos de

retencidn.
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.Temperatura de la columna: debe controlarse para asegurar

la reproductibilidad de los cromatogramas.

Dada esta dependencia, en nuestras determinaciones se ha
trabajado siemrpre manteniendo constantes los parametros antes

citados, a fin de obtener resultados reproducibles y comparables.

3.2.2.2. Técnica analitica

Partiendo de 1los datos analiticos descritos en la bibliografia
para la determinacién de la gentamicina por HPLC (74, 75, 76, 177,
78), se 1llevd a cabo un estudio previo a fin de encontrar las
condiciones analiticas mas adecuadas para el tipo de aparato y de
columna de que se disponia en nuestro laboratorio.

De .este modo se llegdé a unas condiciones de elucidn con las que
se logré separar los tres componentes mayoritarios de 1la
gentamicina (C., Cia ¥ Cz) con una buena resolucién, siendo sus

tiempos de retencidén de 2.3, 6.8 y 9.6 minutos respectivamente.

La elucidén se realizd por el sistema isocratico, siendo 1la
composicidén de la fase mévil de un 77% de metanol y un 23% de
acido acético glacial al 10%, el cual 1lleva en disolucién
heptanosulfonato sédico en una proporcidén de 4.5 gramos por cada
litro de mezcla total de eluyente. E1l flujo se £fijé en 1 ml/min,

alcanzandose una presidén de 96 bar.

En todos 1los casos se inyectaron 25 ul de muestra, siendo 1la

capacidad maxima del inyector de 20 nul.

La cuantificacidén se llevd a cabo respecto a los isémeros Cia Y
C2, ya que el pico cromatografico correspondiente al isdémero C,

queda enmascarado por el frente del eluyente Yy el exceso de
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reactivo OPA-ME. Para ello se empled un detector de
fluorescencia, situandose 1la médxima intensidad de fluorescencia
del compuesto de derivatizacién formado a una longitud de onda de
excitacién de 340 nm y de emisién de 418 nm. E1 factor de escala
del fluorimetro se fijé en 0.6 y la respuesta en 3, con lo que se
logré reducir el elevado ruido de fondo debido a 1la alta

sensibilidad del método.

3.2.3. ENCAPSULACION DE GENTAMICINA EN DISTINTOS TIPOS DE

LIPOSOMAS

3.2.3.1. Liposomas Multilaminares (MLV)

Se prepararon siguiendo el método descrito por Bangham (35). En
primer lugar, se pesaron 25 mg de PC v 12.5 mg de COL (relacién
molar PC/COL 1:1), y se disolvieron con una mezcla de
cloroformo/metanol (2:1 v/v).

A continuacidén se evapordé el disolvente en un rotavapor.
Finalmente se pasd corriente de nitrdégeno para asegurar la total

eliminacién del disolvente.

La fina pelicula de lipido seco se hidraté con 2 ml de una
solucién de gentamicina en PBS de 1 mg/ml, utilizandose un bafio
de ultrasonidos para facilitar la homogeneizaciédn.

Se dejaron transcurrir 4 horas antes de 1llevar a cabo 1la
separacién de 1la gentamicina libre de los liposomas, gque se
realizdé por centrifugacidén a 14000 rpmldurante 25 minutos (4°C),
resuspendiendo el precipitado de liposomas ("pellet") con PBS;
este proceso se repitidé dos veces mads. Se cuantificd por HPLC el
contenido en gentamicina de 1los liposomas y de 1los tres

sobrenadantes obtenidos.
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3.2.3.2. Liposomas Unilaminares Pegquefios (SUV)

Se prepararon por sonicacidén de los MLV (51) obtenidos como se
indica en el apartado anterior. Se utilizé para ello una sonda de
ultrasonidos o 107 wats, sonicando los 1liposomas conteniendo
gentamicina encapsulada durante tres intervalos de dos minutos
cada uno, separados entre si por un minuto de reposo durante el
cual se pasdé corriente de nitrdégeno por 1la preparacién. Dicha
preparacién permanecidé en todo momento refrigerada externamente.

Las particulas de titanio desprendidas por la sonda se eliminaron

por centrifugacién (5 minutos a 2000 rpm son suficientes).

La separacién de 1la gentamicina encapsulada en los SUV de 1la

gentamicina libre se realizé por dos procedimientos:

Didlisis frente a PBS: Se introdujeron 2 ml de 1la
preparacién de liposomas en un saco de didlisis y se sumergid
ésta en un volumen conocido de PBS, obteniéndose 1los mismos
resultados si se wutilizaban 2 litros de PBS sin renovarlos
durante el proceso, 6 50 ml renovdndolos cada 2 horas. La

solucidén externa se mantuvo homogénea por agitacién magnética.

"Basket~-centrifugation" (52): se rellendé una jeringa de
plastico de 5 ml con Sephadex G-25 hinchado previamente con agua.
Se compactd por centrifugacién (10 minutos a 3000 rpm) Yy se
deposité 1 ml de la preparacidén de SUV conteniendo gentamicina
libre y encapsulada en la parte superior de 1la jeringa. Se
centrifugé primero durante 1 minuto a 1000 rpm (200 g) para
asegurar la penetracidén de la muestra, Yy a continuacién durante
10 minutos a 3000 rpm (1500 g). De este modo, se logré separar la
gentamicina 1libre de 1los SUV por el principic de exclusidn

molecular, vya que debido a su mayor tamafio los 1liposomas son
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eluidos, mientras que en estas condiciones la gentamicina 1libre

es retenida por el Sephadex.

3.2.3.3. Liposomas obtenidos por deshidratacién y rehidratacién

(DRV)

Los 1liposomas DRV se prepararon segun el método descrito por
Kirby y Gregoriadis (50); para ello, en primer lugar se pesaron
25 mg de PC y 12.5 mg de COL y se disolvieron con una mezcla de
cloroformo/metanocl 2:1 v/v. El1 disolvente se evaporé en un
rotavapor, con lo que se obtuvo una fina pelicula de lipido seco;
esta pelicula lipidica se hidratdé con 2 ml de agua purificada por
el sistema Milli Q (Millipore), con ayuda de un bafio de
ultrasonidos. Esta preparacidén se sonicé a 100 wats con una sonda
de ultrasonidos, durante tres intérvalos de 2 minutos. Entre una
sonicacién y la siguiente, la preparacién permanecid en reposo en
atmésfera de nitrdégeno. Las particulas de titanio desprendidas de
la sonda se eliminaron por centrifugacién durante 5 minutos a

2000 rpm.

A continuacién se tomé 1 ml de la preparacién y se le afladieron
500 pl de una solucidén de gentamicina en PBS de 2 mg/ml (relaciédn
en peso lipido/gentamicina 10:1), se homogeneizdé la mezcla y se
congeldé rapidamente en un bafio de nieve carbdénica y metanol,
liofilizandose durante unas 12 horas. Seguidamente se rehidraté,
primero con 0.1 ml de agua y luego con 0.9 ml de PBS; en cada
caso, los 1liposomas se agitaron en ei vibromixer y se dejaron
reposar durante 30 minutos. Finalmente se afiadieron 7 ml de PBS,

de forma que finalmente se obtuvo un volumen de 8 ml de DRV.
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La separacidén del material encapsulado en DRV del no encapsulado

se realizdé por dos procedimientos:

. Centrifugacién durante 25 minutos a 14000 rpm,

refrigerando a 4°C. Los liposomas se lavaron con PBS tres veces.

Didlisis frente a PBS: se procedidé de igual forma que en

el caso de los SUV.

Este procedimiento se aplicdé también a la obtencidén de liposomas

DRV de diferente composicién lipidica.

3.2.4. METODO DE ANALISIS DE FOSFORO

Para comprobar que no se perdian liposomas en el proceso de 1la
centrifugacién, se cuantificaron los fosfolipidos presentes en
los sobrenadantes obtenidos. Para ello se siguidé el método de

Barlett de andlisis de fésforo (79).

En primer lugar se hizo una recta de calibrado con una solucidn
estandar de fosfato de 3.07 pg P/ml; se pusieron en tres tubos de
ensayo 1, 1.5 y 2 ml respectivamente de esta solucidén, y se
evapord a sequedad en un rotavapor, con bafio de agua a 100 °cC.
Las muestras se carbonizaron afiadiéndo 0.5 ml de acido
percldérico, y a continuacién se derivatizaron afiadiendo 9.5 ml de
un reactivo preparado "in situ" mezclando vollimenes iguales de
dos soluciones (A y B) preparadas como se indica a continuacién:
Solucién A: Se prepard mezclando 1.0 g de molibdato aménico y 8
ml de &cido percldrico 70% en 60 ml de agua.

Solucién B: Se disolvidé 1.0 g de acido ascédrbico en 40 ml de

agua.
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Los tubos se taparon, se agitaron para homogeneizar la mezcla vy
se calentaron durante 1 hora a 50 °C. Seguidamente se leyd la
absorbancia a 825 nm.

Dada la elevada sensibilidad de este método analitico, 1la recta

de calibrado debe prepararse antes de cada anélisis.

Para valorar el contenido en fosfolipidos de 1los sobrenadantes
procedentes de la centrifugacién de las preparaciones liposdmicas
se extrajo previamente el lipido por agitacidén con cloroformo de
la fase acuosa liposémica y se tomdé una alicuota de la fase
organica, con la que se procedid como en el caso de la solucién

estandar de fosfato y se leyé la absorbancia a 825 nm (apartado

4.9). Extrapolando este valor de absorbancia en la recta de
calibrado preparada anteriormente se pudo conocer la
concentracién en fésforo presente en el sobrenadante, Y

conociendo el peso molecular de la fosfatidilcolina empleada (956

g/mol) se calculé el porcentaje de pérdida de fosfolipidos.

Es muy importante que todo el material empleado en este método
analitico esté lavado con mezcla crémica, a fin de evitar errores
en la cuantificacidén por la presencia de fosfatos procedentes de

los detergentes o de otros productos.

3.2.5. METODO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

La microscopia electrénica es una de las técnicas utilizadas para
caracterizar 1las preparaciones liposdmicas, ya dgque permite
determinar de manera aproximada la lamelaridad (en funcidén de la
proporcién de lipido expuesto al medio externo) (80), asi como el

tamafio de las vesiculas (81).
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En el campo de la microscopia electrénica existen dos métodos de
observacidén posibles dependiendo del tipo de material en estudio:
la microscopia electrénica de transmisién y la de barrido.

Para 1las observaciones realizadas en este trabajo se siguidé el
método de transmisién, dque se basa en el bombardeo de la muestra
por un haz de electrones, de manera que las diferentes regiones
se distinguen entre si segin su capacidad de difundir 1los

electrones.

Se siguié 1la técnica de tincidén negativa, muy sencilla vy
aplicable al estudio de membranas, segun indica Makowski(82),
ya que su limite de resolucidén es de 15 A. En primer lugar, se
mezcla la suspensidén que se quiere estudiar con una solucidn
acuosa del colorante negativo. Una gota de esta mezcla se
deposita sobre el soporte del microscdépio, secandose después de
haber pasado el tiempo necesario para la fijacién de la muestra.
Como colorante se utiliza generalmente la sal de un metal pesado
(sal sddica o potasica del acido fosfottngstico, acetato de
uranio, molibdato aménico, etc.), que difunde por la parte acuosa
de 1los componentes de la muestra. En este proceso aparecen dos
tipos de regiones: unas transparentes (partes hidrdfobas) donde
no ha 1llegado el <colorante, y otras electrodensas (partes

hidréfilas), debido a la presencia de metales pesados.

Esta técnica presenta algunos inconvenientes, como la distorsién
de los liposomas (83) o errores en la observacién por penetracién

masiva del colorante,
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3.2.6. ESTABILIDAD DE LOS LIPOSOMAS DRV FRENTE A SOLUCIONES

TAMPON DE DIFERENTE FUERZA IONICA

En lo que concierne a sus futuras aplicaciones terapéuticas, 1la
estabilidad de las preparaciones liposdmicas es un factor
fundamental.

Se ha determinado la liberacidén de gentamicina a lo 1largo del

tiempo de preparaciones de liposomas DRV compuestos por PC/COL

b e By 1 conteniendo 1.25 ng fosfolipido/ml vy 0.064 mg
gentamicina/ml, mantenidos en condiciones 1isoosméticas (PBS
estandar, conductividad 15.414 mS.cm~*) o suspendidos en

soluciones hipotdénicas de PBS (PBS obtenidos por dilucidén 1:2 6
1:4 del estandar, de conductividades 8.391 y 4.748 mS.cm™?
respectivamente).

A 9 ml de cada una de las tres soluciones tampdén de PBS de
diferente fuerza idénica se le afiadié 1 ml de preparacién de DRV,
lavados por centrifugacidén, conteniendo gentamicina encapsulada y
se homogeneizé 1la suspensidén, que se mantuvo en viales color
ambar y a 4°cC.

Una vez por semana se tomaron muestras de 500 ul y se
centrifugaron a 15000 rpm durante 15 minutos (centrifuga
Eppendorf) con el fin de precipitar los liposomas. Se tomaron 400
nl del sobrenadante vy se cuantificé por HPLC 1la gentamicina
presente, que corresponde a aquella cantidad de gentamicina

encapsulada que ha sido liberada de los liposomas.

El experimento se realizd por triplicado, vy cada uno de los
sobrenadantes procedentes de la centrifugacién fué objeto de dos
derivatizaciones consecutivas y posterior cuantificaciédn por

HPLC.

47



3.2.7. ESTABILIDAD DE LOS LIPOSOMAS EN PRESENCIA DE SANGRE

Se determiné la estabilidad de los liposomas DRV compuestos por
PC/COL (1:1) en sangre de bovino tratada con solucidn
anticoagulante de citrato (50 ul por cada ml de sangre).

Para ello se prepararon DRV conteniendo gentamicina encapsulada,
tal como se indica en el apartado 3.2.3.3, y se eliminé 1la
gentamicina libre por centrifugacién.

Se dispusieron una serie de viales Eppendorf con 1 ml de sangre
en cada uno y se afiadieron 400 ul de DRV conteniendo gentamicina
encapsulada (0.064 mg/ml). Las muestras se homogeneizaron
cuidadosamente para no provocar hemélisis y se sumergieron en un
bafio termostatizado a 37°C con el fin de reproducir la
temperatura fisioldgica.

A determinados intérvalos de tiempo (0, 15, 30, 60, 90 y 120
minutos) se extrajeron los viales y se sometieron al tratamiento

siguiente:

a) Se centrifugdé a 3000 rpm durante 15 minutos (4°C), y

se tomaron 500 pl de plasma por cada vial.

b) Se precipitaron los liposomas por centrifugacién a

15000 rpm durante 10 minutos (centrifuga Eppendorf).

c) Se tomaron 400 ul del sobrenadante anterior y se
sometieron a un tratamiento de desproteinizacidén con TCA (40 %),
y una vez centrifugada la preparacién a 15000 rpm durante 10
minutos se tomaron 350 pul del sobrenadante libre de proteinas vy

se neutralizaron con 25 pl de NaOH 20% (p/Vv).

d) La muestras asi preparadas se derivatizaron y se

cuantificé el contenido en gentamicina por HPLC.

Todas las pruebas se realizaron por triplicado.
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4 .RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PURIFICACION DE LA LECITINA

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.2.1 de
Métodos, se purificaron siete tipos de lecitina, de las cuales
dos (Epikuron 200-H y Egg Phosphatides type V) estaban
hidrogenadas y presentaban una consistencia de polvo blanco,
mientras que de las cinco restantes, cuatro (Epikuron 200,
Epikuron 170, Ovothin 170 y lecitina de huevo Merck) eran de
color marrén por la presencia de carotenoides, vy su consistencia
de pasta dificultaba su manejo, mientras que la lecitina de soja

Santiveri, también coloreada, era un granulado grueso.

Se purificé 1 g. de cada una de ellas, obteniéndose 1los

rendimientos de purificacidén que se indican en la tabla 3.

Lecitina Rendimiento
Egg Phosphatides type V 79.47 %
Epikuron 200-H 17.12 %
Epikuron 200 71.48 %
Merck 59.0 %
Ovothin 170 46.76 %
Epikuron 170 31.4 %
Lecitina de soja 26.9 %

Tabla 3: Rendimientos de purificacidn de
las lecitinas en estudio.
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4.2. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Se controlaron por esta técnica cromatogrifica los siete tipos de
lecitinas en estudio antes y después de su purificacién,
efectuada seglin el proceso descrito en el apartado 3.2.1. De este

modo se pretendia comprobar la eficacia del mismo.

En la capa fina obtenida a partir de las lecitinas sin purificar,
se observaron vérias manchas en el desarrollo cromatografico de
todas ellas. Las que presentaron mayor numero de impurezas
resultaron ser la de soja y la Epikuron 170, mientras que las mas
puras fueron 1la Epikuron 200 y sobre todo 1las dos lecitinas
hidrogenadas: Epikuron 200 H y Egg Phosphatides type V.

La capa fina de las lecitinas una vez purificadas presentdé una
sola mancha, exceptuando el caso de la de soja y la Ovothin 170,

que presentaron varias.

Los valores de Re de las distintas lecitinas purificadas se

muestran en la tabla 4.

Lecitina Re

Egg phosphatide type V 0.208
Epikuron 200-H 0.216
Epikuron 200 0.250
Merck 0.246
Ovothin 170 0.242
Epikuron 170 ' 0.242
Lecitina de soja 0.269

Tabla 4: Elucidén ClaCH/MeOH/H20 (65/25/4)

Revelado: a)observacidén lémpara 254 nm; :
b)vapores de yodo; c)vaporizacién con

HCl1l0., 40% y posterior carbonizacién.
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Las 1ligeras diferencias en los valores de Rs de 1las lecitinas
analizadas se deben a que son en realidad mezclas de compuestos
con diferente composicién en acidos grasos segin cual sea el
origen de la lecitina o el tratamiento a que ha sido sometida,

por ejemplo la hidrogenaciédn.

4.3. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE LAS LECITINAS

La presencia de insaturaciones y cadenas laterales en los Aacidos
grasos que forman parte de 1la fosfatidilcolina son un
inconveniente para la estabilidad de los liposomas: las cadenas
laterales hacen menos compacta la vesicula formada, mientras gque
los dobles enlaces presentan dos inconvenientes: son susceptibles
a la oxidacién por el oxigeno del aire y ademds pueden disponerse
en conformaciones c¢is o trans, 1lo que afecta también a 1la

compactacién de la vesicula.

Por ello se determind por RMN el promedio de insaturaciones por
molécula en cada una de las lecitinas en estudio.

Este valor se halld calculando la relacidén existente entre las
dreas integradas para los protones olefinicos respecto a la sefial
de 1los protones metilicos del resto de colina, qQue aparecen como

singulete en 6§ =~ 3,4.

En la figura 13 se muestra el espectro para la lecitina Epikuron

200.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5.
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Lecitina ne insat./molécula

Soja 4,235
Epikuion 2CJ 3.85
Epikuron 170 2,115
Ovothin 170 1.9
Epikuron 200 H 1.23
Merck 0.75

Egg phosphatides type V Indicios

Tabla 5: Numero de insaturaciones por molécula
de lecitina, <calculado por interpretacidén de
los espectros de RMN,

Basandonos en los estudios que se especifican en los anteriores
apartados (4.1, 4.2 v 4.3), se decididé utilizar la lecitina de
huevo hidrogenada de la casa comercial Asahi (Egg Phosphatides
type V), va que resultd ser la de mayor pureza de las ensayadas y
a la vez la que presentaba menor proporcién de insaturaciones
(por RMN se detectaron indicios), con lo que se descarta el

peligro de oxidacién por contacto con el oxigeno del aire.

Por otra parte, su consistencia de polvo fino, de color blanco,

facilitaba su manipulacién.

Una dltima ventaja es que su purificacién resultdé innecesaria,
pues por CCF presentd una Gnica mancha tanto antes como después

‘de su columnacién.
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Fig. 13: Espectro de RMN de la lecitina
Epikuron 200.
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4.4, DETERMINACION DE LA GENTAMICINA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE

ALTA EFICACIA

En este trabajo se ha realizado la puesta a punto del método
analitico de deteccidén y cuantificacién de la gentamicina por
HPLC. Para ello se tomaron como base los diversos procedimientos
descritos en la bibliografia, modificandolos hasta alcanzar las
condiciones 6ptimas de elucidén en funcidén de los medios de que se

disponia en nuestro laboratorio.

La gentamicina es una mezcla de tres componentes mayoritarios
(C1, Cia ¥ C2) vy una serie de componentes minoritarios (A, Ai, B,
Bi, Cza Y Czpn). Los métodos de deteccidén por HPLC hasta ahora
descritos permiten 1la separacidén y cuantificacién de 1los tres
componentes mayoritarios (75, 77) o bien de estos y Cza (76, 78).
Por otra parte, algunos de estos métodos describen una técnica de
derivatizacién post-columna (77), que en nuestro 1laboratorio
resultaba impracticable, por lo que se optdé por la derivatizacidn
pre-columna con deteccién de los componentes C, , Cia ¥ C=z.

El ensayo microbioldégico oficial (84) tampoco diferencia entre Cz
Y Cza, ademd&s de resultar menos especifico y requerir mayor

cantidad de tiempo.

La puesta a punto de un método analitico de deteccidén de 1la
gentamicina que presentase una eficaz separacién de 1los tres
componentes mayoritarios (Ci, Cia Y Cz) sin alargar excesivamente
el tiempo del cromatograma Yy dgue proporcionase a la vez
resultados reproducibles presenté una serie de dificultades;
entre ellas, la mas importante es el hecho de que el compuesto de
derivatizacidén de la gentamicina sufre pérdida de intensidad de

fluorescencia con el tiempo (72, 73), por 1lo gque una .vez
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derivatizada 1la muestra no puede inyectarse dos veces en el

cromatégrafo.

Los pasos que se siguieron para la puesta a punto del método de

andlisis cuantitativo fueron los que se indican a continuacién:

4.4.1. Deteccién al ultravioleta

En una primera fase, se utilizd un detector de ultravioleta para
la determinacién del complejo de derivatizacidn de la
gentamicina, sistema de deteccidén utilizado por Weigand (76). La
deteccién al UV resultd ser mucho menos sensible que la deteccidn
por fluorescencia, tal como se pudo comprobar posteriormente, sin
embargo es un método més sencillo, por lo que se prefirid poner a
punto el método con este tipo de detector para sustituirlo por el

fluorimetro en las determinaciones cuantitativas.

En primer lugar se determindé la longitud de onda de méaxima
absorcién de 1la gentamicina derivatizada realizando un barrido

entre 190 y 700 nm, observandose un maximo a 225 nm (fig.14).

La columna utilizada en esta primera parte del andlisis fué
Spherisorb ODS de 25 um, con unas dimensiones de 15 x 0.4 cm.

En cuanto a 1las condiciones de elucién, tras estudiar 1las
especificadas en la literatura se optd por el método isocratico
descrito por Weigand (76), siendo la composicidén de la fase mévil
metanol/acido acético glacial 5% (80:20) conteniendo 4.5 g/1 de
heptanosulfonato; el flujo se £ijé en 1.4 ml/min. El1 volumen de

muestra inyectado fué de 25 ul.
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Fig. 14: Espectro de absorcién al UV del
compuesto de derivatizacién de la gentamicina
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De este modo se separaron los tres componentes mayoritarios de 1la
gentamicina: Ci,, Cia ¥ Cz; si bien el dltimo de ellos aparecia
con buena resolucidén, siendo su ts de 10.88 minutos, los dos
restantes presentaron picos cromatograficos menores solapados,
probablemente debidos a los isdémeros minoritarios de la

gentamicina presentes en la muestra (fig. 15).

Con el fin de optimizar el cromatograma, se decididé incrementar
la proporcién de acético de un 5% a un 10%, manteniendo el resto
de condiciones sin modificar. Esto condujo a una disminucién de
los tm, tal como se observa en la fig. 16, que pasaron a ser de
2.49, 4.69 y 6.69 minutos para los componentes Ci, Cia Y C=z
respectivamente, lograndose ademdas una mejor resolucién de 1los
picos. Sin embargo, surgid un nuevo inconveniente, ya que el pico
correspondiente al isdémero C> presentaba un ligero hombro que
podia ser causado por el solapamiento de dos picos

correspondientes a dos componentes distintos de la gentamicina.

Para comprobar esta hipdétesis se redujo el flujo a 1 ml/min
manteniendo 1la fase mdévil como en el caso anterior, con el
objetivo de 1lograr una mejor separacién de 1los distintos
componentes al aumentar el tiempo de contacto de la muestra con
la fase estacionaria. De este modo, el desdoblamiento del Ultimo

pico se hizo mas patente (fig. 17).

En este punto del andlisis se decididé cambiar de columna para
descartar 1la posibilidad de que la deficiente resolucién de 1los
picos fuese debida a la existencia de caminos preferentes en la
misma. A partir de este momento se utilizé una columna
Lichrospher 100 RP-18 de 5 um de didmetro de particula y con unas

dimensiones de 124 x 4 mm (Merck).
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Otra modificacién introducida en este momento radicd en el
proceso de desgasado de la fase mévil, que se prepard filtrando
los componentes vy desgasadndolos al vacio por separado para
mezclarlos a continuacién. Finalmente, Yy una vez preparada la
mezcla, se acabdé de desgasar pasando corriente de gas helio. Asi
se logrdé controlar la composicidén de la fase mévil, vya que el
desgasado al vacio conlleva la evaporacidén principalmente del
metanol, por ser en este caso el componente mds volatil, con lo
que se obtenian cromatogramas poco reproducibles.

En estas condiciones, los componentes Ci ¥ Cia Presentaron unos
te de 3.06 y 6.12 minutos respectivamente; el C.a podia
integrarse vy cuantificarse, pero no asi el C2, que continuaba

presentando una sefial cromatografica desdoblada (figura 18).

Con el fin de comprobar si esta Gltima sefial cromatografica,
aparecida alrededor de 1los 8 minutos desde el inicio del
registro, era en realidad resultado del solapamiento de las
sefiales producidas por dos componentes distintos de la
gentamicina, se disminuydé 1la proporcidén de metanol en la fase
mévil, que quedd constituida por metanol/adcido acético 10%
(72:28) conteniendo 5 g/1 de heptanosulfonato sddico; el flujo se
redujo a 0.8 ml/min. De este modo los te aumentaron por dos
razones: la disminucién de la proporcidén del componente més
apolar de 1la fase mévil, con lo que el producto resulta mas
retenido por 1la fase estacionaria, y por otra parte el mayor
tiempo de contacto entre 1la muestra y 1las fases mévil vy

estacionaria producida al disminuir el flujo.

En estas condiciones analiticas se observaron con bastante buena
resolucién 1las tres sefiales cromatograficas correspondientes a

los componentes C,, Cia Y C> de la gentamicina, con unos. tsa
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respectivos de 5.69, 16.36 y 25.72 minutos (fig. 19); las
pequeilas sefilales cromatograficas que se observaron principalmente
entre 1los picos C; Y Cia se debian probablemente a componentes
minoritarios de la gentamicina (85), vy en estas condiciones de
analisis no se solaparon con los picos correspondientes a 1los

componentes mayoritarios.

A continuacidén se intenté optimizar el cromatograma con el fin de
disminuir el tiempo de andlisis excesivamente prolongado
(alrededor de 30 minutos), a fin de evitar el ensanchamiento de
los picos debido a fendémenos de difusidn.

Para la optimizacidén del andlisis se pasd a utilizar detector de

fluorescencia.

4.4.2. Deteccidn por fluorescencia

Se sustituyd el detector ultravioleta (225 nm) por un fluorimetro
(longitudes de onda de excitacidén y emisién de 340 y 418 nm
respectivamente), pudiendo determinarse concentraciones del orden
de 10® veces inferiores.

Esta elevada sensibilidad de deteccién que se logrdé con el uso
del fluorimetro presenté como contrapartida problemas de
integracién de 1las seflales cromatograficas si se mantenia el
factor de escala del fluorimetro en el valor 1 y la respuesta en
2 (condiciones basales del aparato), ya que en estas condiciones
el ruido de fondo sefialado por el integrador oscilaba entre 200 y
300. Como consecuencia los picos eran divididos en dos al ser
integrados, o bien resultaban mal ihtegrados por la base (fig.
20)

Para reducir el ruido de fondo, se actud sobre dos parémétros del
fluorimetro: factor de escala y respuesta. Tras ensayar distintas

combinaciones de ambos parédmetros, y teniendo en cuenta que una
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disminucién excesiva del factor de escala resultaba
contraproducente va gque elevaba 1la concentracién minima
detectable, se seleccionaron como los valores mas adecuados 0.6
para el factor de escala y 3 para la respuesta, con lo cual el
ruido de fondo obtenido una vez estabilizado el sistema era en
todo caso de 2.

En cuanto a 1la sensibilidad del integrador se comprobd que
valores elevados (del orden de 20),gque corresponden a una menor
sensibilidad en la integraciédn, condicioﬁan una mala integraciédnm
de las sefiales cromatogréaficas, por lo que se decididé aumentar la

sensibilidad de deteccidn, que se fijé en 10.

Una vez precisadas 1las condiciones éptimas de resolucidén e
integracién de 1los picos, se intentdé optimizar 1la técnica
analitica reduciendo en lo posible los tiempos de retencidén, que
eran alrededor de 7, 21 y 33 minutos. Con este fin se aumentd la
proporcién de metanol en la fase mévil, cuya composicidén pasd a
ser la siguiente: metanol/acido acético 10% (75:25) conteniendo 5
g/l de heptanosulfonato sdédico. El1l flujo se mantuvo en 0.8

ml/min.

De esta manera se redujeron los ts, dJue pasaron a ser 4.53,
11.89 y 17.99 minutos pero surgidé un pico pequefio adosado al del
componente Ci,a de la gentamicina (ts 10.86) que en ocasiones era

integrado conjuntamente (fig. 21).

Por este motivo se incrementd la proporcidén de metanol hasta un
77%, con lo que los tr quedaron alrededor de 3, 8 y 11 minutos
(figura 22).

Por ultimo, para evitar posibles variaciones en la composicién de
la fase mévil por evaporacidén de alguno de sus componentes

(fundamentalmente el metanol, por ser el mas voléatil), se decidié
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utilizar dos bombas, de forma que la mezcla final de eluyentes la
realizase el cromatédgrafo. También se disminuyé ligeramente la
proporcién de heptanosulfonato sédico, pues se comprobdé que esta
pequefia modificacién no producia ningin efecto apreciable en el

analisis.

Se concretaron unas condiciones analiticas éptimas que fueron las
siguientes: 1la composicidén de la fase mévil fue de 77% metanol
(bomba A) y 23% acido acético 10% conteniendo en disolucién el
heptanosulfonato sédico en una proporcidén de 4.5 gramos por cada

litro de mezcla total de eluyente (bomba B).

La fase mévil se prepardé como se indica a continuacidén: el
acético al 10% se prepardé con agua Milli Q filtrada y desgasada
al vacio, y se le afiadié el heptanosulfonato sbédico,
disolviéndolo con ayuda de un bafio de wultrasonidos vy pasando
finalmente corriente de helio; el metanol se desgasd con
corriente de helio. De este modo la composicidén de la fase mévil

era siempre la misma, pues se disminuyd el riesgo de evaporacién.

El flujo en principio fue de 0.8 ml/min, pero al envejecer 1la
columna se incrementé a 1 ml/min con el fin de mantener los ts.
Se alcanzd una presidén de 96 bar.

En el integrador se trabajé con sensibilidad 10 y atenuacidén 8.
Las longitudes de onda de lectura en el fluorimetro se fijaron en
340 nm de excitacidén y 418 nm de emisién. Las determinaciones se
efectuaron con un factor de escala de 0.6, siendo 3 la respuesta
del fluorimetro mas adecuada.

El volumen de muestra inyectado fue de 25 nl.

De este modo se obtuvieron cromatogramas en los gque los tres

componentes mayoritarios de 1la gentamicina aparecian con una
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resolucidn satisfactoria, siendo posible el analisis
cuantitativo. Los tiempos de retencidén quedaron alrededor de 2, 7
Yy 10 minutos para Ca, Cia Y Cz respectivamente, como se muestra
en la figura 23.

La cuantificacidén se realizé siempre sobre el area del pico Cia,
ya que permitié obtener resultados més reproducibles y detectar

concentraciones menores de producto.

4.4.3, Calibraciédn

El cromatégrafo se <calibrd una vez por semana, siguiendo el
método de estdndar externo. Para ello se utilizd una solucién de
gentamicina en PBS de 3 ug/ml. Diariamente se comprobd la validez
de la calibracidén con disoluciones patrdén de 10 vy 40 ug/ml
inyectadas por duplicado. El coeficiente de correlacidén obtenido
para el componente Caa fue de r=0.99932, vy para el C. de

r=0.99877.

4.4.4, Linealidad

Se realizé un estudio de linealidad en el rango de
concentraciones de 0.5 a 50 pg/ml, comprobandose el cumplimiento
de la ley de Lambert-Beer. Se obtuvo un coeficiente de
correlacién de r=0.99978.

La ecuacién de regresiodn, cuya representacidén grafica se muestra

en la figura 24, fué: Area=4,18.10"® conc.-0,056.10"%,

4.4.5, Concentracidéon minima detectable

Se ha podido comprobar que concentraciones de gentamicina

inferiores a 0.3 pg/ml no son cuantificables de manera fiable por

este método analitico.
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4.5. ENCAPSULACION DE GENTAMICINA EN FUNCION DEL TAMANO DE LOS

LIPOSOMAS

Se estudié 1la capacidad de encapsulacién de gentamicina en
liposomas MLV, SUV vy DRV preparados segin se indica en el

apartado 3.2.3 de Métodos.

La separacién del material no encapsulado de los liposomas se
realizé por varios procedimientos, segin el tipo de liposomas de

que se trataba.

4.5.1. DRV Se obtuvieron segin se describe en el apartado
3.2.3.3, y tras 1la rehidratacidén, 1la preparacién de DRV se
dividié en dos partes iguales, en una de las cuales se separd la

gentamicina libre por centrifugacidén y en la otra por diadlisis.

Cuando se empled el proceso de centrifugacidén, los tres lavados
con PBS del precipitado de liposomas, centrifugando a 14000 rpm
durante 25 minutos cada vez, son suficientes, vya gque al
cuantificar por HPLC el contenido en gentamicina del tercer
sobrenadante no se obtuvieron en ningin caso valores superiores

al 0.5% de la gentamicina empleada inicialmente.

Por otra parte, en el proceso de centrifugacién no hay pérdida
significativa de liposomas, vya que Unicamente se pierde algo mas
del 6% del total de fosfolipidos, tal como se detalla en el

apartado 4.8,

Para la separacidén de la gentamicina libre por didlisis se 1llevd
a cabo un estudio previo de la cinética de dialisis de 1la
gentamicina. Con esta finalidad, se prepardé una disolucidén de
gentamicina en PBS de 0.125 ug/ml, concentracién equivalente a la
de 1las preparaciones liposdmicas antes de separar el material no

encapsulado, Y se introdujeron 2 ml en una membrana de didlisis.
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Esta preparacién se sumergidé en un volumen conocido de PBS que se
mantuvo homogéneo por agitacidén magnética.

Se estudié la didlisis frente a 50 ml. de PBS renovado cada 2
horas, y también frente a 2000 ml de PBS sin renovarlo durante
todo el proceso de didlisis. En ambos casos, transcurridas 8
horas se recuperé cuidadosamente el contenido del saco de
didlisis, lavando repetidamente sus paredes con PBS y enrasando a
10 ml. Tras cuantificar las muestras asi obtenidas por HPLC se
comprobé que se habia dializado un 73% del total de gentamicina
en la dialisis efectuada frente a 2000 ml de PBS y un 69% en la
efectuada frente a 50 ml cambiados cada 2 horas.

A la vista de estos resultados, se dedujo que ambos tipos de
didlisis resultaban de igual efectividad. Sin embargo, la
didlisis de la gentamicina resultd ser un proceso excesivamente
lento.

Los resultados de encapsulacién obtenidos medidos para ambos

métodos se esquematizan en la tabla 6.

Centrifugacién:

Encapsulacidén % Sobren. 1 Sobren. 2 Sobren. 3

64.37 % + 2.54 43.50 % £ 5.97 0.97 % £ 0.67 0.19 % * 0.14

Dialisis:

Encapsulacién %: 57.41 % + 2.06

Tabla 6: Encapsulacién de gentamicina en DRV
llevando a cabo la separacidén de la gentamicina
libre por centrifugacidén o por dialisis.
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Estos resultados permitieron constatar que los liposomas DRV
presentan un alto rendimiento de encapsulacién de gentamicina.
Por otra parte, respecto a la técnica de separacién de 1la
gentamicina libre, se decidié utilizar la centrifugacién, ya que
demostré ser mucho mads répida que la didlisis ademds de ser muy
efectiva, va gque al valorar el contenido en gentamicina del

tercer sobrenadante no se obtuvieron valores significativos.

Al obtenerse un menor rendimiento de encapsulacidén al separar la
gentamicina libre por diadlisis respecto al obtenido por
centrifugacién, se pensé que esta molécula podria tener afinidad
por las paredes de la membrana de didlisis. Para descartar esta
posibilidad, una vez finalizado el proceso de dialisis vy
recuperado el contenido del saco, se lavd repetidamente el mismo
con metanol y se cuantificé por HPLC el contenido en gentamicina
de 1las soluciones de lavado, sin que se detectase gentamicina;
por ello, el menor valor de encapsulacién obtenido podria deberse
a ligeras pérdidas de producto gue tuvieran lugar al recuperar el
contenido del interior de la membrana de didlisis o bien a 1la

pérdida de producto encapsulado durante el tiempo de tratamiento.

4.5.2. MLV Para su preparacidén se siguid el proceso descrito en
el apartado 3.2.3.1, vy la gentamicina libre se separé de 1los
liposomas por centrifugacidén (en las mismas condiciones gque DRV).
El precipitado de 1liposomas asi como 1los tres sobrenadantes

obtenidos se enrasaron a 10 ml con PBS.

Los resultados obtenidos tras cuantificacidén por HPLC de 1la
gentamicina presente en los tres sobrenadantes y la encapsulada

en los liposomas se esquematizan en la tabla 7.
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Encapsulacién % Sobren. 1 Sobren. 2 Sobren. 3

7.248% % 1.002 85.87% + 4.67 3.942% * 1.06 0.195% %+ 0.14

Tabla 7: Encapsulacién de gentamicina en
liposomas MLV.

4.5.3. SUV Trabajando en las condiciones descritas en el apartado
3.2.3.2. se obtuvieron liposomas unilaminares pequefios. Dado que
debido a su tamafio no precipitan por centrifugacién en las
condiciones descritas para MLV y DRV, se realizdé la separacién de
la gentamicina libre por didlisis segln el procedimiento descrito

para los DRV.

De modo paralelo, se estudidé también la separacidén por exclusién
molecular segin la técnica denominada "basket centrifugation”,
que se describe en el capitulo de Métodos (3.2.3.2).

Como no se conocia de antemano la capacidad de separacién de
estas columnas, se prepararon tres jeringas con Sephadex G-25 en
las que se depositd respectivamente 1000 upl, 500 pl y 100 pl de
una preparacién de SUV. Una vez centrifugadas, 1las fracciones
eluidas se enrasaron en todos los casos a 2 ml con PBS y se
cuantificé por HPLC el contenido en gentamicina una vez rotos los
liposomas para liberar el material encapsulado.

Se obtuvieron valores de encapsulacién practicamente iguales
tanto si se depositaban 1000 ul como si se depositaban 500 wul,
mientras que si el volumen de muestra depositado era de 100 ul,
la cantidad de gentamicina en la fraccidén eluida resulté ser
inferior al limite detectable por esta técnica analitica. Por
ello, en posteriores experimentos se depositd siempre un vo}umen

de 1000 ul de preparacidén liposdmica.
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Los resultados se resumen en la tabla 8.

Encapsulacidén %

Didlisis 4.33% £ 0.47

"Basket Centrifugation" 0.884% * 0.104

Tabla 8: Encapsulacidén de gentamicina en
liposomas SUV.

Se puede observar que por didlisis se obtiene un porcentaje de
encapsulacién mucho mads elevado que por "basket centrifugation”.

Probablemente 1la razén de esta diferencia sea que si bien esta
iltima técnica de separacidén es adecuada para un analisis
cualitativo, no resulta muy fiable en un andlisis cuantitativo a
menos que se realice un estudio detallado de 1las condiciones
6ptimas en cada caso; concretamente en nuestro ensayo, el que
diese un valor de encapsulacién tan bajo en relacién con el
obtenido por didlisis puede ser debido a que la centrifugacién ha
sido insuficiente para eluir la totalidad de 1los SUV de 1la
columna. Podria pensarse solucionar este inconveniente afiadiendo
mads fase mévil a la columna y volviendo a centrifugar, sin
embargo esto conllevaria una excesiva dilucién de 1la fraccién

eluida, dificultando su deteccidédn por HPLC.

En todos 1los casos, las preparaciones se realizaron por
triplicado, y cada una de ellas se sometié al menos a dos
~procesos de derivatizacién independientes. En la figura 25 se
representan graficamente 1los rendimientos de encapsulacién de

gentamicina en liposomas DRV, MLV y SUV.
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Se cuantificd la gentamicina encapsulada previa rotura de 1los
liposomas, asi como la gentamicina 1libre presente el 1los

sobrenadantes procedentes de la centrifugacién.

De 1la observacién de los resultados expuestos en 1los apartados
anteriores, se deduce que los liposomas que presentan un mayor
rendimiento de encapsulacién de gentamicina son los DRV (tal
como era previsible por los datos existentes en la bibliografia,
vya gque estos liposomas presentan mayor volumen interno gque los

MLV y los SUV a la vez que tienen mayor estabilidad.

En los MLV se obtienen rendimientos de encapsulacidén bajos, pero
superiores a los observados en SUV, por lo que se puede afirmar
que estos dos tipos de liposomas no son adecuados para encapsular

gentamicina.

4.6. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LA EFICACIA DE ENCAPSULACION

DE MLV

Los distintintos 1lotes de MLV preparados hasta ahora, cuya
capacidad de encapsulacién se especifica en el apartado anterior,
corresponden a liposomas en que el proceso de encapsulacidén de la

gentamicina tuvo lugar a temperatura ambiente (20°C).

Dado que la lecitina empleada estaba hidrogenada y su Tc era por
tanto superior a la de la lecitina normal, podria ocurrir que los
bajos rendimientos de encapsulacién obtenidos se debieran, al
menos en parte, a no estar trabajando por encima de la Tc. Por
ello, para determinar 1la influencia de la temperatura en la
capacidad de encapsulacién en este tipo de liposomas, se
~ prepararon MLV tal como se indica en el apartado 3.2.3.1 del

capitulo de Métodos con la diferencia de que el matraz- que
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contenia 1la pelicula de lipido seco se mantuvo en un bafio a 1la
temperatura elegida y se le afiadié la disolucidén de gentamicina

en PBS atemperada a la misma temperatura del bafio.

Se estudié el porcentaje de encapsulacién a 30°C y a 45°C,
dejando los 1liposomas en reposo 4 horas antes de proceder a

separar el material no encapsulado por centrifugacidn.

Los resultados se 1indican en la tabla 9, y se representan

graficamente en la figura 26.

Temperatura Encapsulacidén % Sobren. 1 Sobren. 2
300C 2.73%%0.36 92.7%%3.2 5.0%%1.0
450C 2.89%+0.07 95.3%%1.6 4,44%10.82
20°C ' 7.25%%1.0 85.9%%4.67 3.9%%1.1

Tabla 9: Encapsulacidén de gentamicina en MLV
segin la temperatura.

Estos resultados indican que la mayor capacidad de encapsulacién
de gentamicina corresponde a los MLV preparados a temperatura
ambiente (20°C), mientras dgque a temperaturas superiores la
capacidad de encapsulacidén disminuye , no siendo por tanto 1la
temperatura la causa del bajo porcentaje de encapsulacién

observado.
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4.7. ENCAPSULACION DE GENTAMICINA EN FUNCION DE LA COMPOSICION

LIPIDICA DE LOS LIPOSOMAS

Existen en 1la bibliografia sobre liposomas casos muy claros en
que la composicidén lipidica influye extraordinariamente en el
rendimiento de encapsulacidén y en la estabilidad de los liposomas
(5, 6, 50). Es por ello que en el presente trabajo se estudid 1la
influencia del colesterol y de fosfolipidos catidnicos o

aniénicos en la capacidad de encapsulacidén de DRV.

Cada preparacién de DRV se dividié en dos partes, en una de las
cuales se separd el material no encapsulado por centrifugacidén vy

en la otra por dialisis con PBS.

Para analizar 1la influencia del colesterol se prepararon
liposomas constituidos tUnicamente por fosfatidilcolina, liposomas
PC/COL en relacién molar (2:1) y se compard su capacidad de

encapsulacién con la de los liposomas con relacién PC/COL (1:1).

En cuanto a los liposomas con carga, los anidénicos se prepararon
con un 10% de fosfatidilserina y los catidénicos con un 10% de

estearilamina, siendo la relacién molar PC/COL/PS & SA (1:1:0.2).

Los experimentos se realizaron por triplicado, y los resultados

obtenidos mediante andlisis por HPLC se indican en la tabla 10,
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Composicién liposomas Centrifugacidén Dialisis

PC 0.531% % 0.06 1.056% + 0.136
PC/COL (2:1) 17.58% + 0.89 16.79% £ 0.53
PC/COL (1:1) 64.38% t 2.54 57.41% £ 2.06
PC/COL/PS (1:1:0.2) 47.04% % 0.42 42.68% * 1.36
PC/COL/SA (1:1:0.2) 62.26% % 8.16 61.38% * 0.58

Tabla 10 Encapsulacidén de gentamicina en funcién
de la composicidén lipidica de los liposomas.

Estos resultados muestran de forma evidente la importancia de la
composicién lipidica de los 1liposomas en su capacidad de
‘encapsulacion.

El colesterol posee un papel estabilizador de la estructura del
liposoma, reduciendo considerablemente la permeabilidad de las
bicapas 1lipidicas que son fluidas en ausencia de colesterol (3).
Esto podria explicar porqué los DRV compuestos Unicamente por
fosfatidilcolina presentaron un rendimiento de encapsulacidn
practicamente nulo, mientras que los DRV que contienen colesterol
en igual proporcién molar que fosfatidilcolina presentaron una
elevada capacidad de encapsulacién de gentamicina, muy superior a
la correspondiente a 1los DRV con relacién molar PC/COL (2:1)
(figura 27). Estos resultados estaﬁ en concordancia con 1los
observados por Kirby vy Gregoriadis para 1la encapsulacidén de

- carboxifluoresceina (91).
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Por otra parte, los malos resultados obtenidos con DRV compuestos
exclusivamente por PC podrian ser debidos también al caracter
saturado de 1la utilizada en estos ensayos, asi como a las
elevadas Tc asociadas a este tipo de fosfolipidos; no obstante,
el estudio de encapsulacidén realizado con MLV a diferentes

temperaturas (apartado 4.6) permite descartar esta idea.

Los liposomas en cuya composicidén lipidica intervienen
fosfolipidos catidénicos, en este caso estearilamina, presentaron
una elevada capacidad de encapsulacién de gentamicina, préxima a
la de 1los DRV PC/COL (1:1), mientras que los DRV con carga
negativa debida a la presencia de fosfatidilserina en su
composicién, tienen un rendimiento de encapsulacidén menor; estos
resultados son opuestos a los esperados tedricamente, dade el
caracter catidnico de la gentamicina (figura 28).

En cualquier caso, puede afirmarse que es mucho mads importante el
efecto del colesterol que el de los fosfolipidos con carga en

cuanto a porcentaje de encapsulacidén se refiere.

4.8. DETERMINACION DE LA PERDIDA DE LIPOSOMAS EN LA

CENTRIFUGACION

En este trabajo se determiné si durante el proceso de 1la
centrifugacién empleado para separar la gentamicina libre de 1la
encapsulada en liposomas, Y que consistia en tres
centrifugaciones de 25 minutos cada una a 15000 rpm, se perdian
liposomas. Para ello, se valord el contenido en fofatidilcolina
ae los sobrenadantes procedentes de la centrifugacién de una
preparacién de DRV (obtenidos como se detalla en el apartado
3.2.3.3) siguiendo el método de Barlett de andlisis de fosfatos

(79). }
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El sobrenadante procedente de la primera centrifugacidén de 1los
liposomas se enrasé con PBS a 10 ml; de esta solucién se extrajo
el 1lipido agitando 1 ml de la fase acuosa liposémica con 1 ml de
cloroformo vy centrifugando para favorecer la separacién de 1las
dos fases. A continuacién se tomdé una alicuota (0.5 ml) de 1la
fase organica y se evapord a sequedad; se carbonizé con 0.5 ml de
acido perclérico y se derivatizd afiladiendo 9.5 ml del reactivo de
andlisis de fésforo, obtenido como se indica en el apartado 3.2.4
del capitulo de Métodos. La muestra se tapé v se homogeneizd,
calentandola a 50°C durante 1 hora, y seguidamente se leyd su
absorbancia a 825 nm, obteniéndose un valor de 0.074.

Extrapolando este valor en la recta obtenida valorando una
solucidén estandar de fosfato (apartado 3.2.4), se pudo calcular
la concentracidén de fésforo presente en el sobrenadante, que fué
de 25.6 pug P/ml; a partir de este dato, vy sabiendo que el peso
molecular de la lecitina empleada era de 956 g/mol, se dedujo que
en el primer sobrenadante de la centrifugacidén se perdia un 6.32%
de lecitina, 1lo que permitidé afirmar que no se produce pérdida
significativa de fosfolipidos en forma de liposomas durante este

proceso.

4.9. OBSERVACION DE UNA PREPARACION LIPOSOMICA POR MICROSCOPIA

ELECTRONICA

Se observé al microscépio electrdénico wuna preparacién de
liposomas DRV obtenidos como se especifica en el apartado
3.2.3.2. conteniendo gentamicina. Se siguidé el método de tincidén
negativa, y la muestra se observé a 62500 aumentos.

Posteriormente se calculd el tamafio de las vesiculas observadas,

que resulté ser de 0.15 a 0.22 um (figura 29).
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Fig. 29: Observacién al microscépio electrénico
de una preparacién de liposomas DRV.
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4.10. ESTABILIDAD DE LOS LIPOSOMAS DRV FRENTE A SOLUCIONES TAMPON

DE PBS DE DIFERENTE FUERZA IONICA

El uso de los liposomas como transportadores de farmacos exige
que estos sean estables a largo plazo, a fin de que puedan
almacenarse en forma de dispersidén acuosa. Cuando se produce la
desestabilizacidén de los liposomas, el farmaco encapsulado tiene

tendencia a salir de la estructura de la bicapa, y ademéas 1los
liposomas pueden agregarse 0o fusionarse durante el
almacenamiento, perdiendo en estos procesos parte de 1las
moléculas encapsuladas. Estos procesos pueden ocasionar cambios
en el perfil farmacocinético de la molécula activa, disminuyendo

la reproductibilidad y efectividad del proceso terapéutico.

Uno de 1los métodos para poner de manifiesto 1la destruccién
parcial o total de las bicapas que forman 1la estructura del
liposoma es la determinacidén en el medio exterior de productos
previamente encapsulados (50, 88). Esto permite tener un control
sobre los procesos de 1lisis que conlleva un determinado

tratamiento.

En este trabajo se determiné la estabilidad a lo largo del tiempo
de suspensiones de DRV conteniendo gentamicina encapsulada, en
tres disoluciones: PBS preparado como se especifica en el
capitulo de Materiales, y diluciones 1:2 y 1:4 del mismo,

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.2.6.

Los resultados aparecen en la tabla 11.
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% pérdida gentamicina

l1a semana 2a semana 32 semana 4a semana
PBS 21.18%%1.60 24 .35%%0.80 24.92%%0.21 27.28%+1.19
PBS (1:2) 50.98%%*1.62 50.15%%0.14 50.83%+0.11 49.22%*0.22
PBS (1:4) 51.98%%1.93 57.99%+0.94 55.20%+2.79 52.81%%1.29
Tabla 112 Pérdida de gentamicina encapsulada en

liposomas DRV mantenidos en condiciones isocosmdéticas
6 hipoosméticas.

A la vista de estos resultados, se pudo afirmar que los liposomas
DRV eran muy sensibles frente a gradientes osmdéticos, siendo los
suspendidos en tampones hipoosmdéticos méds permeables a la

gentamicina que los suspendidos en PBS estadndar (figura 30).

Por otra parte, se observd que durante la primera semana se
producia una importante pérdida de gentamicina, mientras que a lo
largo de las tres semanas siguientes el proceso apenas avanzaba.
Probablemente esto sea debido a que la difusidén de las moléculas
de gentamicina a través de las bicapas lipidicas tiende a un
equilibrio cuando 1las concentraciones dentro y fuera de 1los

liposomas se aproximan.
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4.11. ESTABILIDAD DE LOS LIPOSOMAS DURANTE SU INCUBACION CON

SANGRE

Esta descrita en la bibliografia la existencia de gran nimero de
factores gque afecl ‘n la estructura y actividad de los liposomas
en sangre; asi, la activacidén del complemento puede conducir a su
destruccidén (89), las HDL (High-density lipoproteins) (90), 1la
albimina sérica, a b4 f-globulinas (89), anticuerpos
antifosfolipido (91) producidos de modo natural por el organismo,
pueden interaccionar con los liposomas afectando considerablemete

su estabilidad.

La estabilidad puede mejorarse actuando en 1la composicidn
lipidica de los liposomas, ya sea incrementando la proporcidén de
colesterol hasta alcanzar un 6ptimo de estabilidad, introduciend6
esfingomielina (forma puentes intermoleculares con otros

fosfolipidos)(92) o ganglidsidos.

En el presente trabajo se ha realizado un estudio preliminar de
la estabilidad en presencia de sangre mantenida a 37°C de
liposomas DRV conteniendo gentamicina encapsulada. Para ello se

procedié como se indica en el apartado 3.2.7.

Los resultados se indican en la tabla 12.
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t (minutos) % perdida gentamicina

0 1.379% £ 0.237
15 3.796% * 0.317
30 4.349% * 0.209
60 4.406% * 0.104
90 4.,989% * 0.342
120 6.209% % 0.856
Tabla 12: Estabilidad de 1liposomas DRV en
sangre en funcidén de la pérdida de gentamicina
encapsulada.

Estos resultados han permitido constatar una progresiva
liberacién del producto encapsulado en los liposomas al
incubarlos con sangre (figura 31); sin embargo, al cabo de 120
~minutos de incubacidén unicamente se ha liberado alrededor del 6%
del total encapsulado. Otros estudios descritos en la
bibliografia sobre 1liberacién de sustancias encapsuladas en
liposomas muestran una menor estabilidad de 1los mismos, por
ejemplo en el estudio realizado por Zborowski (1977) (93) con
sacarosa se libera alrededor del 80% a los 120 minutos de
incubacién. Esto podria ser debido a muchos factores, como el
método de obtencidén de los liposomas, su composicidén 1lipidica,
asi como el hecho de que en el estudio de estabilidad realizado
con gentamicina, 1la sangre debia someterse a un tratamiento que
incluye varias centrifugaciones Yy un tratamiento de
desproteinizacién, con lo que podria tener lugar una pérdida
sistemdtica de gentamicina, vya sea por precipitacién con 1los
glébulos rojos o con las proteina plasmaticas, mientras que en

otros estudios descritos en la bibliografia las moléculas
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encapsuladas van marcadas radiactivamente, con lo gque su

deteccidn es directa.

Sin embargo, es posible que se produzca un intercambio entre el
colesterol de los liposomas y el enddgeno que forma parte de los
eritrocitos, linfocitos, 1linfomas y fibroblastos (94), 1lo que
mantendria los liposomas estables durante mas tiempo, ya que el
colesterol disminuye la permeabilidad de los liposomas y los hace

mas estables.
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Fig. 31: Estabilidad en sangre de los liposomas
DRV conteniendo gentamicina encapsulada.
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5. CONCLUSIONES

1.- Por cromatografia 1liquida de alta eficacia se ha puesto a
.
punto con buena resolucidén el analisis cuantitativo de los tres
componentes mayoritarios de la gentamicina, siendo el orden de
elucién Ci1, Caia Y Cz; sin embargo, dado que el primero de ellos
queda algo enmascarado por la base a causa del exceso de reactivo
de derivatizacidén, gque aparece en la misma zona del cromatograma,
la integracién se ha llevado a cabo para los dos restantes. No
obstante, al realizar estudios cuantitativos de encapsulacidén de
gentamicina, se tomdé el componente Cian, VYa que se obtenian

resultados mé&s reproducibles y presentaba un limite de deteccidn

menor.

2.~ El1 estudio realizado con siete tipos distintos de 1lecitinas
existentes en el mercado ha permitido establecer el siguiente
orden, en funcién de 1la riqueza en fosfatidilcolina: Egg
Phosphatides type V (Asahi) > Epikuron 200H > Epikuron 200 >
Merck > Ovothin 170 > Epikuron 170 > Lecitina de soja; asimismo,
los espectros de RMN realizados de cada una de ellas han indicado
que la lecitina més saturada es al mismo tiempo la que en el
estudio de pureza dio mejores resultados; por todo ello, se

decididé utilizar esta lecitina en la elaboracién de liposomas.

3.- Se ha llevado a cabo un estudio comparativo de la eficacia
de encapsulacién de gentamicina en liposomas obtenidos por
diversos métodos. Los resultados indican que, a igualdad de
composicidén lipidica, los liposomas obtenidos por deshidratacidén-
rehidratacién (DRV) son mucho mds eficaces que los multilaminares
grandes (MLV) y 1los unilaminares pequefios (SUV), siendo los
porcentajes de encapsulacién de alrededor de 64%, 7% y 4%

respectivamente.

90



4.- En cuanto al método de separacidén de 1la gentamicina no
encapsulada, se ha comprobade que en los casos en que se pueden
centrifugar 1los liposomas, este método es preferible a 1la
didlisis. En el <caso de 1los 1liposomas pequefios (SUV), no

sedimentables por centrifugacién, 1la didlisis es mejor que 1la

cromatografia de exclusién molecular (método de "basket
centrifugation).
5.- Se ha comprobado que 1la incorporacién de cantidades

crecientes de colesterol en 1la composicidn 1lipidica de 1los
liposomas DRV tiene un efecto positivo en 1la eficacia de
encapsulacién de gentamicina por dichos liposomas.

El orden obtenido, de mayor a menor porcentaje de encapsulaciodn,

es: PC/COL (1:1) > PC/COL (2:1) > PC.

6.- La incorporacidén de fosfolipidos catidénicos o anidnicos a
los 1liposomas ha tenido un efecto contrario al esperado dado el
caracter catidénico de la gentamicina, ya que los liposomas con un
10% de estearilamina en su composicidén presentaron un alto
rendimiento de encapsulacién, préximo al obtenido para 1los
liposomas PC/COL (1:1), mientras que en los liposomas en cuya
composicién 1lipidica se incorpordé un 10% de fosfatidilserina el

porcentaje de encapsulacidén fué algo menor.

7.- Se ha comprobado que los liposomas de tipo DRV eran muy
sensibles frente a gradientes osméticos, ya que al mantenerlos en
soluciones tampén de menor fuerza idnica que la empleada en su
preparacién liberan gentamicina en mucha mayor proporcién que en
condiciones 1isoosméticas. Cabe seflalar que tanto en condiciones
isoosméticas como hipoosméticas, 1la mayor parte de la pérdida de

material encapsulado se produce durante la primera semana,
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alcanzédndose después aparentemente un estado de equilibrio que

progresa muy lentamente.

8.- Las pruebas de incubacién con sangre a 37°C de DRV
conteniendo gentamicina encapsulada han indicado una progresiva
pérdida del material encapsulado, sin embargo, los valores tan
bajos de 1liberacidén de producto que se obtuvieron podrian ser
debidos la interaccién de 1la gentamicina con proteinas

Plasmaticas, gue enmascararia los resultados.
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