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Resumen 

La piel es el órgano más extenso y accesible del cuerpo, debido a ello la administración 

de fármacos por vía tópica para efectos locales o sistémicos ha sido ampliamente 

documentada. A pesar de todas las ventajas que la administración tópica de fármacos 

ofrece, la piel y su compleja estructura formada de múltiples capas, la cual le 

proporciona excelentes propiedades de barrera,  hacen que la administración de 

medicamentos a través de esta vía sea un proceso complicado.  

En las últimas décadas, con la finalidad de evadir la extraordinaria función de barrera 

del estrato córneo, se han empleado diversas estructuras nanoscópicas que han 

aumentado el espectro de fármacos susceptibles de ser administrados por vía tópica.  

Estos hechos alientan la investigación en el desarrollo de formulaciones para mejorar la 

administración tópica de fármacos. 

En la presente investigación, diseñamos formulaciones de liposomas para la 

administración tópica de fármacos, teniendo como hipótesis que la adición 

extemporánea de un activador de membrana en los liposomas, desestabiliza 

parcialmente las vesículas para que al contacto con la superficie de la piel humana 

promueva la liberación del principio activo y con ello aumente su biodisponibilidad. 

Se estudiaron dos fármacos, el ibuprofeno y el ácido hialurónico (AH), y la eficacia de 

las formulaciones fue evaluada mediante ensayos in vitro y ex vivo con piel humana. 

Posteriormente, para tener un conocimiento más profundo acerca de cómo las 

formulaciones desarrolladas aumentan la liberación de los fármacos, se utilizó el 

microscopio de fuerza atómica (AFM) y se observaron las estructuras que forman las 

formulaciones desarrolladas al ser aplicadas en la superficie de la piel humana. 

Inicialmente, se utilizó fosfatidilcolina (PC) para producir los liposomas y en una 

segunda etapa de la investigación, se diseñó una composición biomimética con los 
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principales componentes del estrato córneo. En base a esta composición se siguió la 

estrategia de incorporar los fármacos previamente estudiados, en combinación con los 

surfactantes seleccionados. La eficacia de las formulaciones fue evaluada y se verificó 

que la adición de potenciadores de la permeación (PEs) a liposomas, mejora la 

permeación de AH e ibuprofeno a través de la piel humana. 

En relación a las imágenes obtenidas mediante el AFM, se observó que la adición de 

PEs promueve claramente la formación de las estructuras planas, debido a las regiones, 

parecidas a bicapas o multicapas de lípidos, en coexistencia con liposomas no 

fusionados y/o intactos observadas. 

Se estudiaron también  las modificaciones de las propiedades elásticas que se producen 

en las formulaciones desarrolladas al ser aplicadas, lo que permitió correlacionar estas 

propiedades con la permeación del fármaco incorporado en los liposomas. Por lo tanto, 

la técnica empleada en el desarrollo del presente trabajo de investigación puede 

utilizarse como herramienta auxiliar en el desarrollo de sistemas nano vesiculares para 

administración transdérmica de fármacos.   
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Abstract 

 

The skin is the extensive and most accessible organ of the body because of that, topical 

and systemic delivery of drugs are widely documented. 

Even though all the advantages that topical drug delivery offers, the skin and their 

multilayered complex structure, provide excellent barrier properties which imply a 

complicated process to delivery of drugs through this administration via. 

From the last decades, in order to avoid the SC barrier, several nanocarrier structures 

have been developed to accomplish the administration of drugs by topical via. 

All of these facts encourage to investigating in the development of formulations to 

enhance drug delivery through the skin. 

In the present study, we design liposomal formulations for topical delivery according 

the thermodynamic stability of the components.  

Once obtained the adequate components, we started to develop liposomal formulations   

taking into account a preliminary hypothesis:  the enhancement of the permeation of the 

drugs encapsulated in liposomes are relating with the ability to form planar bilayers. 

We studied the permeation through artificial membranes and human skin of two 

molecules, ibuprofen and hyaluronic acid, when they were entrapped in liposomes. 

To have a deeper knowledge about how the formulations developed are enhancing the 

liberation of drugs from the liposomes when applied to the human skin, the atomic force 

microscopy (AFM) was used.  

Initially, phosphatidylcholine (PC) was used to produce the liposomes. In a second 

stage of the investigation, a biomimetic composition with the main components of the 

stratum corneum was designed. The efficacy of the formulations was evaluated and we 



iv 
 

confirmed that the addition of permeation enhancers (PEs) to liposomes improves the 

permeation of AH and ibuprofen through human skin. 

Regarding the images obtained by the AFM, it was observed that the addition of PEs 

clearly promotes the formation of planar structures due to the regions like bilayers or 

multilayers lipids, in coexistence with liposomes fused and /or intact observed. 

Changes in the elastic properties that occur in the formulations developed to be applied 

is also studied, allowing to correlate these properties with the permeation of drug 

incorporated into liposomes. Therefore, the technique used in the development of this 

research can be used as an auxiliary tool in the development of nanovesicular systems 

for transdermal drug delivery. 
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Resum 

 

La pell és l'òrgan més extens i accessible del cos, per aquesta raó l'administració de 

fàrmacs per via tòpica per a efectes locals o sistèmics ha estat àmpliament documentada. 

Malgrat tots els avantatges que l'administració tòpica de fàrmacs ofereix, la pell i la seva 

complexa estructura formada de múltiples capes, la qual li proporciona excel·lents 

propietats de barrera, fan que l'administració de medicaments a través d'aquesta via 

sigui un procés complicat. 

En les últimes dècades, amb la finalitat d'evadir l'extraordinària funció de barrera de 

l'estrat corni, s'han emprat diverses estructures nanoscòpiques que han augmentat 

l'espectre de fàrmacs susceptibles de ser administrats per via tòpica.  

Els fets esmentats anteriorment encoratgen la investigació en el desenvolupament de 

formulacions per millorar l'administració tòpica de fàrmacs. 

En la present investigació, vam dissenyar formulacions de liposomes per a 

l'administració tòpica de fàrmacs, tenint com a hipòtesi que l'addició extemporània d'un 

activador de membrana en els liposomes, desestabilitza parcialment les vesícules perquè 

al contacte amb la superfície de la pell humana promogui l'alliberament del principi 

actiu i amb això augmenti la seva biodisponibilitat. 

Es van estudiar dos fàrmacs, l'ibuprofèn i l'àcid hialurònic (AH), i l'eficàcia de les 

formulacions va ser avaluada mitjançant assaigs in vitro i ex vivo amb pell humana. 

Posteriorment, per tenir un coneixement més profund sobre com les formulacions 

desenvolupades augmenten l'alliberament dels fàrmacs, es va utilitzar el microscopi de 

força atòmica (AFM) i es van observar les estructures que formen les formulacions 

desenvolupades en ser aplicades a la superfície de la pell humana. 
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Inicialment, es va utilitzar fosfatidilcolina (PC) per produir els liposomes i en una 

segona etapa de la investigació, es va dissenyar una composició biomimètica amb els 

principals components de l'estrat corni. En base a aquesta composició es va seguir 

l'estratègia d'incorporar els fàrmacs prèviament estudiats, en combinació amb els 

surfactants seleccionats.  

L'eficàcia de les formulacions va ser avaluada i es va verificar que l'addició de 

potenciadors de la permeació (PEs) a liposomes millora la permeació d'AH i d'ibuprofèn 

a través de la pell humana. 

En relació a les imatges obtingudes mitjançant l'AFM, es va observar que l'addició de 

PEs promou clarament la formació d'estructures planes, degut a les diferents regions, 

semblants a bicapes o multicapes de lípids, en coexistència amb liposomes no fusionats 

i/o intactes observats. 

Es van estudiar també les modificacions de les propietats elàstiques que es produeixen 

en les formulacions desenvolupades en ser aplicades. Això va permetre correlacionar 

aquestes propietats amb la permeació del fàrmac incorporat als liposomes. Per tant, la 

nova tècnica obtinguda durant la realització del present treball de recerca pot ser 

utilitzada com a eina auxiliar en el desenvolupament de sistemes nano vesiculars per a 

l'administració transdèrmica de fàrmacs. 
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Introducción: Visión actual de la administración 

tópica de fármacos 
 

 

1.1 Administración tópica de fármacos 
 

Hoy en día las vías de administración de fármacos oral e intravenosa son las más 

comunes, sin embargo en las últimas décadas el desarrollo de nuevas tecnologías de 

liberación de principios activos se ha centrado en la administración tópica de fármacos. 

Esta vía ofrece diversas ventajas, entre las que se incluyen: eliminación del efecto del 

primer paso, reducción de las fluctuaciones de los niveles del fármaco a nivel 

plasmático, y presenta una buena aceptación por el paciente [1]. 

La administración tópica de fármacos ofrece la posibilidad de obtener efectos a nivel 

local o sistémico. La administración de fármacos en la piel para efectos locales se define 

como administración dérmica, y es principalmente utilizada para tratamientos 

dermatológicos, vacunas o aplicaciones cosméticas. Por otra parte, la administración 

transdérmica se refiere a la distribución del fármaco a nivel sistémico [2]. 

 

Sin embargo, es necesario desarrollar nuevas estrategias para mejorar la 

biodisponibilidad dérmica y transdérmica de los fármacos aplicados en la piel, debido a 

la capacidad que ésta posee para actuar como barrera. 

Los principales factores para que un fármaco tenga efectos locales o sistémicos se basan 

en las características del principio activo farmacológico, el tejido (piel) y el vehículo 

[3]. 

Como la modificación de las propiedades fisicoquímicas de las moléculas son limitadas 

y las características fisicoquímicas de la piel pueden afectar a sus funciones fisiológicas, 

la mejor alternativa para mejorar la administración de fármacos en la piel consiste en  

modificar el vehículo.  

 

Un gran número de formulaciones han sido utilizadas tradicionalmente para la 

administración tópica de fármacos entre las que se incluyen soluciones, emulsiones, 

ungüentos, pastas, polvos, etc. En primera instancia, estas formulaciones fueron 
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utilizadas para actuar a nivel local, sin embargo en la actualidad se persigue obtener un 

efecto sistémico. A finales de la década de los setenta, como resultado de una intensa 

investigación sobre la administración tópica para efectos sistémicos, comenzó la 

comercialización de los  parches como una nueva formulación para la vía tópica [4]. 

 

Actualmente existen en el mercado más de 100 fármacos formulados como cremas o 

ungüentos y hay 19 que combinan diferentes estrategias para la administración 

transdérmica [5]. 

 

Como se ha expuesto anteriormente son muchos los beneficios que pueden obtenerse 

mediante la administración tópica, sin embargo existen aún diversos aspectos sobre el 

desarrollo farmacéutico de estos medicamentos que necesitan ser resueltos para obtener 

un mayor beneficio y convertirse en una real alternativa para la administración de 

fármacos. 

 

El interés en desarrollar medicamentos de administración tópica se refleja en la cantidad 

de ensayos clínicos que actualmente se encuentran activos, tan solo en la FDA existen 

registrados 700 estudios enfocados hacia esta vía de administración [6] 
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1.2 Estructura de la piel: la principal barrera para la 

administración de fármacos 
 

La piel es el órgano más grande en extensión y peso de nuestro cuerpo, el cual 

nos protege contra agentes mecánicos, microbiológicos, físicos y químicos. Está 

formado por tres capas, epidermis, dermis e hipodermis. En la figura 1 se muestra la 

estructura de la piel con sus principales componentes. 

 

Como consecuencia de su estructura y al complejo sistema de organización de estas 

capas, la piel cumple con diversas funciones, entre las que se encuentran: 

 Protección: actúa como barrera de interface entre los órganos internos y el medio 

ambiente. 

 Regulación: mantiene la homeostasis como resultado de regular la pérdida de agua. 

 Percepción: contiene terminales nerviosas sensoriales. 

 

 

Figura 1. Estructura de la piel y sus principales componentes [7] 
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1.2.1 Epidermis 

 

La epidermis es la capa más externa de la piel, con un espesor que varía de 0,02 

a 0,2 mm  según la zona anatómica. En la figura 2 se muestra la estructura de la 

epidermis que está formada por el estrato córneo, estrato granular, estrato espinoso y 

estrato basal [8]. 

 

Es un tejido que se renueva constantemente debido al proceso de descamación. Este 

proceso ocurre por la constante división celular de las células madre en la capa basal 

que generan queratinocitos, mediante el proceso de maduración éstas células se 

diferencian originando células planas llamadas corneocitos [9]. En la Figura 2 se 

representan las diferentes capas que forman la epidermis. 

 

 

 

Figura 2. Esquema de la epidermis y sus cuatro capas. Modificado de [10] 

 

 

La capa más externa de la epidermis es el estrato córneo, tal como se observa en el 

esquema de la figura 3 está formada por células muertas bien organizadas embebidas de 

queratina, rodeadas por una matriz lipídica; en su conjunto estos elementos forman la 

barrera “real” de la piel. Esta estructura es con frecuencia comparada con el modelo 
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llamado de ladrillo y cemento, brick wall model  donde los corneocitos representan los 

ladrillos, y el cemento está representado por la región intercelular de dominios lipídicos 

[11]. 

 

 

Figura 3. Representación de las estructuras que forman el estrato córneo: corneocitos y matriz lipídica.  

 

Debido a que su composición y organización difiere notoriamente de otras membranas 

biológicas, la disposición molecular de estos lípidos es considerada de relevante 

importancia para la función de barrera de la piel [9]. La matriz lipídica del estrato 

córneo contiene aproximadamente cantidades equimolares de ceramidas, ácidos grasos 

y colesterol [12,13]. 

 

En el espacio intercelular del estrato córneo han sido identificadas al menos quince 

subclases de ceramidas [14–16].  Las moléculas de ceramidas se componen de un ácido 

graso unido a la esfingosina, las más comunes tienen cadenas hidrocarbonadas de entre 

24 y 26 átomos de carbono. Estas ceramidas se forman principalmente de esfingosinas 

con longitudes de 18 a 22 átomos de carbono y tres diferentes ácidos grasos. Las 

combinaciones entre estos tipos de esfingosinas y ácidos grasos forman las principales 

estructuras de ceramidas en el estrato córneo. En la figura 4 se muestran las estructuras 

químicas de los lípidos presentes en el estrato córneo. 
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Figura 4. Estructuras químicas de los lípidos presentes en el estrato córneo [17] 

 

1.2.2 Dermis 

 

Es la vía de entrada de fármacos a la circulación sistémica después de haber 

atravesado la epidermis, es un tejido altamente irrigado con un grosor de 1 a 5 mm. Está 

formado por vasos sanguíneos y linfáticos. Los principales tipos de células que forman 
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la dermis son: fibroblastos que se encargan de producir el tejido conectivo, mastocitos 

que están involucrados en las respuestas inmune e inflamatoria y melanocitos, 

implicados en la producción de melanina. 

La amplia red vascular que contiene, provee a la piel de nutrientes y para el resto del 

cuerpo brinda un papel importante en la regulación de la presión, temperatura y dolor 

debido a los corpúsculos sensoriales que posee [18]. 

 

1.2.3 Hipodermis 

 

Es la capa más profunda de la piel, se le llama también tejido subcutáneo. La 

hipodermis ofrece protección contra golpes mecánicos, aísla el cuerpo del frio y calor 

externos y participa activamente en el metabolismo y almacenamiento de energía [19]. 

Está formada por una red de células adiposas interconectadas por fibras de colágeno y 

elastina, así como macrófagos y fibroblastos. En esta capa se originan las glándulas 

sebáceas y los folículos pilosos. 

 

Haciendo un resumen sobre las características de las diferentes capas que forman la piel, 

podemos establecer que la dermis e hipodermis, son las barreras más eficientes para los 

agentes mecánicos y térmicos, mientras que la epidermis constituye la principal barrera 

para los agentes químicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

8 

           ………………………………………................................................................................. 
Capítulo 1 

1.3 Vías de administración de fármacos a través de la 

piel: rutas para lograr el objetivo 
 

En las últimas décadas, ha existido un constante debate en relación a las posibles 

rutas de permeación de fármacos a través de la piel, no obstante está bien aceptado que 

para cualquier molécula que se aplica en este tejido existen dos principales vías de 

permeación: la transepidérmica y la apendicular. En la Figura 5 se muestra una 

representación esquemática de éstas vías de permeación. Sin embargo, también se ha 

considerado que podrían estar actuando en paralelo algunos otros mecanismos de 

permeación. 

 

La principal controversia está relacionada en que, siendo la piel una estructura de 

compleja naturaleza y heterogeneidad, es sorpresivo que el principal proceso de 

permeación de fármacos se  describa a través de la ecuación básica que expresa la 

primera ley de Fick [20]. 

 

 

 

Figura 5. Rutas de permeación de fármacos a través de la piel [21] 
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1.3.1 Vía transepidérmica 

 

Esta vía constituye la principal ruta en la permeación de fármacos, se puede definir 

como la ruta donde los compuestos permean a través del estrato córneo intacto. Está 

formada a su vez de dos micro vías, la intercelular y la intracelular. 

 

a. Vía intercelular. Es el camino del fármaco a través de la matriz lipídica que 

existe entre los corneocitos. Los fármacos lipófilos se difunden a través de los 

espacios extracelulares y los más polares a través de la parte hidrófila de los 

lípidos. Aunque exista una pequeña superficie disponible para esta ruta, es 

considerada como la principal para la mayoría de las moléculas [22]. 

 

b. Vía intracelular. En esta vía el fármaco pasa a través de los corneocitos y los 

lípidos extracelulares que forman el estrato córneo. Esto hace que el paso del 

fármaco a través de esta vía sea menos relevante, debido a que como se puede 

observar en la Figura 5, los fármacos que utilizan esta ruta no solamente tienen 

que atravesar por las fibras de queratina de los corneocitos, sino también por la 

matriz lipídica entre ellos. 

 

1.3.2 Vía apendicular 

 

Esta ruta de permeación es considerada la más rápida para el acceso de los 

fármacos, se lleva a cabo a través de las glándulas sudoríparas, sebáceas o folículos 

pilosos. Es considerada también una ruta minoritaria, debido a que solo el 0.1 % de la 

superficie de la piel está cubierta por folículos pilosos [23]. 

Normalmente los fármacos utilizarán de forma combinada las diferentes rutas de 

permeación pero la más importante se definirá de acuerdo a las características 

fisicoquímicas de dicho fármaco. 
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1.4 Estrategias para mejorar la administración tópica 

de fármacos 
 

Diversos métodos han sido desarrollados para mejorar la permeación de los 

fármacos a través de la piel. En la figura 6 se representa un diagrama con un resumen de 

las principales estrategias para mejorar la permeación transdérmica, entre las que  se 

incluyen métodos físicos, manipulación del estrato córneo, sistemas de liberación, 

optimización del fármaco o el vehículo y la combinación de estrategias. 

 

 

 

 
 

 
Figura 6. Diagrama de las estrategias para mejorar la permeación de fármacos en la piel.  

Modificado de [2] 
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1.4.1 Derivación y manipulación del estrato córneo 

 

La función de barrera de la piel la ejerce el estrato córneo, es por ello que una de 

las estrategias desarrolladas para mejorar la administración transdérmica de fármacos se 

enfoca en minimizar y/o evadir esta estructura. 

 

Los métodos físicos están enfocados a crear una vía para que las moléculas puedan 

penetrar evitando el paso a través del estrato córneo. Un ejemplo lo constituyen las 

micro agujas, donde el fármaco recubre la superficie de las agujas para ayudar a su 

absorción [24]. 

 

Estos métodos también incluyen algunas técnicas como la electroporación y la 

iontoforesis, que utilizan gradientes de voltaje para generar una disrupción en la 

organización del estrato córneo [25,26].  

Otras tecnologías que se incluyen en estas estrategias son la magnetoforesis, sonoforesis 

y la aplicación de ondas fotomecánicas, las cuales aplican energía electromagnética, 

ultrasónica o mecánica, respectivamente a la piel [27]. 

 

Estas técnicas han tenido un éxito limitado como métodos para administración 

transdérmica de fármacos y son utilizadas con frecuencia como métodos 

complementarios a otros existentes [28]. 

 

 

1.4.2 Optimización del fármaco y/o vehículo 

 

La estrategia más sencilla para la administración transdérmica es seleccionar un 

fármaco que reúna ciertas características fisicoquímicas que lo harán susceptible para 

transportarse a través del tejido con una velocidad aceptable. Las características ideales 

para que un fármaco penetre de forma efectiva a través del estrato córneo son las 

siguientes [29]: 
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 Bajo peso molecular (< 600 Da). De esta forma su coeficiente de difusión será alto 

debido a que guardan una relación inversa. El coeficiente de difusión expresa la 

velocidad de difusión de un compuesto en un medio. 

La estructura química del fármaco ejerce influencia sobre su difusión en el estrato 

córneo, debido entre otros factores a la formación de puentes de hidrógeno entre las 

cadenas polares de los lípidos y los puentes polares presentes en la estructura del 

fármaco. Como regla general el fármaco no debe tener capacidad para formar más 

de dos puentes de hidrógeno [30]. 

 

 Adecuada solubilidad en medio acuoso y lipófilo. La actividad depende de la 

concentración y solubilidad del fármaco, así como de las interacciones fármaco-

vehículo. Las soluciones saturadas tienen la máxima actividad, ya que al aumentar 

la concentración del fármaco disuelto en el vehículo el gradiente de concentración 

entre el fármaco y la superficie cutánea será mayor, lo que se traduce en una mayor 

cantidad de fármaco liberado [31]. 

 

 Coeficiente de reparto alto. Existe una relación parabólica entre el coeficiente de  

reparto, normalmente expresado como log P y el reparto en la piel, esto implica que 

los compuestos con un bajo log P presentan una baja permeación debido a su bajo 

reparto en los lípidos del estrato córneo (tienen más afinidad por el vehículo), sin 

embargo los fármacos con un log P elevado también poseen una baja permeabilidad 

por su incapacidad de reparto fuera del estrato córneo (tienden a quedarse retenidos 

en la matriz lipídica). Se acepta que la máxima permeación se consigue para valores 

de  log P de 1 a 3 [32]. 

 

1.4.3 Sistemas de liberación 

 

Una de las estrategias más utilizadas en la actualidad es el desarrollo de sistemas 

nanoscópicos: nanovesiculares y nanoparticulares como sistemas de administración 

cutáneos. Inicialmente estos sistemas fueron planeados para las vías oral o parenteral, y 

actualmente continúan siendo objeto de diversos estudios, sin embargo el uso de estos 

sistemas para la administración dérmica y transdérmica está justificado por diversos 

factores. Por una parte, tienen la ventaja de proteger la sustancia que contienen, 
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aumentando la vida útil del fármaco. Por otra parte, estos sistemas podrían estar 

actuando como potenciadores de la penetración y además funcionar como depósitos 

para una liberación sostenida. 

Estos sistemas han demostrado un aumento de la absorción del fármaco, penetración, 

tiempo de vida media, biodisponibilidad y estabilidad. Debido a su tamaño que no es 

perceptible para el sistema inmune, pueden liberar el fármaco en el tejido diana usando 

dosis más bajas [21]. 

 

Entre los sistemas de liberación más utilizados se encuentran los liposomas, 

nanopartículas y nanoemulsiones. 

 

 Los liposomas son vesículas constituidas por una o varias bicapas fosfolipídicas 

concéntricas, con un compartimento acuoso en el interior. Dada su constitución 

tienen la posibilidad de integrar diversas sustancias activas hidrosolubles, 

liposolubles o anfifílicas [33]. Debido a que son el objeto de estudio de este 

trabajo posteriormente se detallarán diferentes aspectos de estos sistemas. 

 

 

 Las nanopartículas están formadas a partir de materiales como polímeros, 

lípidos, polisacáridos y proteínas que las hacen resistentes a cambios de pH, 

temperatura y a la acción enzimática. Se clasifican en nanoesferas y 

nanocapsulas. Las nanoesferas son estructuras de núcleo sólido y las 

nanocapsulas son estructuras alveolares [34]. 

 

 

 Las nanoemulsiones son dispersiones coloidales translucidas de dos líquidos 

inmiscibles estabilizadas por un surfactante, con un tamaño de gota de 20 a 200 

nm. Este tamaño de gota hace que posea una estabilidad cinética elevada ante la 

sedimentación, floculación y coalescencia. No obstante a esta estabilidad 

cinética, presenta inestabilidad termodinámica, ya que es necesario emplear 

energía para formarlas [35]. 
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1.5 Liposomas: una estrategia para mejorar la 

permeación transdérmica 
 

Los liposomas son sistemas vesiculares que fueron obtenidos por primera vez por 

Bangham en 1960 [36], desde entonces sus características llamaron la atención y se 

utilizaron para como una estrategia para mejorar  la administración de fármacos. Sin 

embargo, no fue hasta inicios de los años ochenta cuando se publicaron por primera vez 

resultados que mostraban su valor potencial como sistemas de liberación [37]. Desde 

entonces, los liposomas se han convertido en una de las estrategias más estudiadas para 

mejorar la administración de fármacos la vía transdérmica. 

 

Los liposomas son vesículas que envuelven un volumen acuoso. Están formados por 

una o múltiples bicapas de lípidos formadas por el autoensamblaje de moléculas 

anfifílicas. La figura 7 muestra la estructura y formación de los liposomas. 

Estas vesículas pueden encapsular moléculas hidrófilas en el espacio acuso interno, o 

bien moléculas lipófilas o anfifílicas que se incrustan en sus bicapas concéntricas [38]. 

 

 
 

Figura 7. Estructura de los liposomas 
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Los fosfolípidos naturales o sintéticos son las moléculas más usadas para la preparación 

de los liposomas, sin embargo pueden ser adicionados algunos aditivos para mejorar sus 

características. Los fosfolípidos naturales como la lecitina (fosfatidilcolina) son 

utilizados con mayor frecuencia debido a que son el principal componente de las 

membranas biológicas.  

Por otra parte, con la incorporación de otras moléculas se modifican las características 

de las bicapas, por ejemplo: el colesterol es adicionado para reducir la permeabilidad de 

la membrana cuando se encapsulan moléculas hidrosolubles, debido a que incrementa la 

rigidez de las vesículas y mejora la estabilidad en presencia de fluidos biológicos como 

la sangre [39]. 

 

Las características de los liposomas varían en general en función de los lípidos 

utilizados en la composición empleada para su obtención sin embargo, algunas 

características como el tamaño y la morfología pueden ser controlados mediante el 

método de preparación. 

 

De forma general los liposomas se obtienen formando una película lipídica la cual se 

resuspende en un sistema acuoso determinado, formando vesículas multilamelares 

(MLV), a partir de este tipo de liposomas se pueden obtener diferentes estructuras 

vesiculares por medio de un proceso de extrusión o sonicación. Es mediante estos 

procesos que se pueden obtener vesículas más pequeñas formadas de una sola bicapa, 

que generalmente se encuentran en un rango de 20 a 400 nm de diámetro.  

 

Los liposomas se pueden clasificar en función de su tamaño y lamelaridad, o bien en 

función del método de preparación. En la tabla 1 se incluye la clasificación de los 

liposomas atendiendo al número de bicapas y a los métodos de preparación. 
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Tabla 1. Clasificación de los liposomas en función de su tamaño y lamelaridad y en función del 

método de preparación. 

 

 

 
 

 

Pese a las diferencias morfológicas y características fisicoquímicas de estos diversos 

tipos de liposomas, se pueden clasificar en conjunto como liposomas tradicionales.  

 

Haciendo un resumen sobre los resultados obtenidos con liposomas para la 

administración tópica de fármacos se debe destacar el estudio de [37], en el cual se 

observó el incremento de hasta cinco veces la cantidad de triamcinolona acetónido 

retenida en la epidermis y dermis, con bajos niveles del fármaco a nivel sistémico en 

comparación con formulaciones convencionales. Diferentes estudios de los mismos 

autores mostraron resultados similares con econazol y progesterona [40]. 

 

Posteriores investigaciones, realizadas con corticosteroides [41] y antibióticos y 

antiinflamatorios [42,43] pusieron en evidencia que los liposomas convencionales sólo 

incrementan la deposición del fármaco en la piel. 
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La composición lipídica de las vesículas, el método de preparación y el estado de las 

bicapas de los liposomas, son los principales factores que se describen que afectan la 

deposición de los liposomas[44,45]. 

 

Después de una extensa investigación sobre su efectividad como sistemas para 

administración tópica de fármacos, se ha establecido que la mayoría de este tipo de 

liposomas actúa principalmente a nivel dérmico, debido a que no tienen la capacidad de 

penetrar en las capas más profundas de la piel [1]. Sin embargo, diversos resultados 

experimentales muestran su efectividad para la administración transdérmica, 

aumentando la polémica sobre el uso de estos sistemas [46,47]. 

 

1.5.1 Desarrollo de sistemas vesiculares para la administración tópica de 

fármacos 

 

Posterior al desarrollo de los liposomas convencionales como sistemas de 

administración tópica de fármacos,  éstos se fueron modificando dando lugar a nuevas 

estructuras que en combinación con diferentes sustancias darían lugar a diferentes tipos 

de liposomas. En la Figura 8 se representan de forma cronológica el desarrollo de los 

sistemas más destacados, los cuales se describen a continuación: 

 

 Niosomas 

 

Formulados por primera vez por L´Oreal en 1970 [48], son vesículas combinadas con 

surfactantes no iónicos. En comparación con los liposomas convencionales, presentan 

mayor estabilidad química y menores costes. Estos sistemas incrementan el tiempo del 

fármaco en la epidermis reduciendo la absorción sistémica, por lo que están enfocados 

para en tratamiento de enfermedades dermatológicas [49,50]. 

 

 Vesículas elásticas 

 

La primera generación de estas vesículas fue introducida por Cevc and Blume [51], y 

registraron éstos sistemas con el nombre de Transfersomes®. Estos sistemas están 

formados por vesículas de fosfolípidos y un activador de membrana edge activator que 
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les confiere la elasticidad. Los activadores de membrana son tensioactivos de cadena 

simple, que incluyen el Span 60, Span 80, Tween 20, Tween 80, entre otros. 

Diversos estudios han puesto de manifiesto que éstas vesículas son capaces de permear 

cantidades terapéuticas de fármacos con la eficiencia comparable a la de una inyección 

subcutánea en fármacos como lidocaína, insulina y diclofenaco [52–54]. 

 

Posteriormente, surgió la segunda generación de vesículas elásticas que  fue 

desarrollada por van den Bergh en 1999 [55]. Estas vesículas incluyen en su 

composición surfactantes no iónicos y  se ha demostrado su mayor eficacia frente a los 

liposomas convencionales [56,57]. 

 

 Etosomas 

 

Estos sistemas de liposomas fueron desarrollados en 1997 por Touitou y colaboradores 

[58]. Son sistemas formados por fosfolípidos, etanol y agua [59], que han mostrado una 

mejor liberación de fármacos como la testosterona y eritromicina. Su efectividad se ha 

conseguido en diferentes condiciones, bajo oclusión [60] y en condiciones de no 

oclusión [61]. 

 

 Invasomas 

 

Fueron desarrollados por Fahren el 2002 [62], sin embargo no fue hasta el 2008 cuando 

se publicó un estudio integral de estos sistemas [63]. Están compuestos por vesículas de 

fosfatidilcolina, etanol y una mezcla de terpenos como potenciadores de la permeación. 

Debido a que su desarrollo tiene relativamente corto tiempo, su efectividad continúa 

siendo investigada [64,65]. 
 
 

 Liposomas que promueven la formación de multi o bicapas lipídicas planas 
 

 
Frente a estas estrategias que combinan características de las vesículas directamente 

relacionadas con su composición, ha surgido un nuevo desarrollo de liposomas que 

combina vesículas de fosfolípidos con la incorporación extemporánea de promotores de 

la permeación. Estos sistemas de liposomas tienen la particularidad de formar capas 



 

 
 

19 

           ………………………………………................................................................................. 
Introducción 

lipídicas planas, lo cual puede estar relacionado con el incremento de la permeación del 

fármaco[66]. 

 
 

 
 

Figura 8. Representación cronológica del desarrollo de sistemas vesiculares para  aplicación tópica de 
fármacos 

 

 

 Nuevas aplicaciones basadas en vesículas de fosfolípidos  

 

Recientemente, se han desarrollado liposomas como modelos para la predicción de 

permeación de fármacos a través de la piel, estos sistemas imitan la barrera del estrato 

córneo y han surgido debido a la dificultad de obtener tejido humano para evaluar la 

eficacia de las nuevas formulaciones desarrolladas para aplicación tópica. 

 

Las vesículas fueron desarrollados inicialmente para emular el epitelio intestinal y hacer 

más eficiente el cribado de un gran número de fármacos [67,68]. Sin embargo, 

actualmente este modelo de permeabilidad sirve como herramienta para predecir la 

permeación transdérmica tanto en pieles enfermas como sanas, y es conocido como 

PVPA Phospholipid Vesicle-based Permeation Assay.  

Han sido utilizados para evaluar la capacidad de permeación de nuevas moléculas, así 

como en diversas formulaciones [69,70] y en combinación con un sistema automatizado 

que permite el cribado de moléculas [71]. 
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Actualmente la investigación de sistemas vesiculares más eficaces para la 

administración transdérmica de fármacos continúa siendo explorada, basta con realizar 

una búsqueda de las más recientes publicaciones científicas para obtener un panorama 

de los últimos avances en el desarrollo de estos sistemas. 

 

1.5.2 Mecanismos de acción de los liposomas para administración tópica 

 

De forma paralela a la intensa investigación sobre estos sistemas vesiculares, se 

ha investigado el mecanismo de acción mediante el cual los liposomas brindan una alta 

eficacia en la administración dérmica y transdérmica de fármacos. En la figura 9 se 

muestra un resumen de las principales investigaciones realizadas, donde se puede 

observar una discrepancia importante en cuanto a los resultados, los cuales en 

combinación con cada uno de los sistemas descritos con anterioridad, hacen aún más 

compleja la comprensión del mecanismo de acción. 

De hecho, los mecanismos de liberación, adsorción y permeación a través de la 

compleja estructura que forma la piel nunca se han aclarado lo suficiente para explicar 

tanto sus beneficios a nivel local como sistémicos [1,22,72–74]. 
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Figura 9. Principales mecanismos de acción descritos de los liposomas para la aplicación tópica de 
fármacos. 

 

A partir de los diferentes mecanismos de permeación de los liposomas, se pueden 

agrupar en cuatro categorías. En la figura 10, se muestra una representación  de los 

posibles mecanismos de acción de los liposomas como sistemas de administración 

tópica. 

 

a) Mecanismo de fármaco libre 

De acuerdo con este proceso el fármaco permea de forma independiente una vez que se 

libera de las vesículas [75]. De esta forma las vesículas se consideran solamente como 

vehículo que pueden ofrecer una liberación controlada del fármaco. 

 

Mecanismo de 
fármaco libre 

Resultados 
positivos: El 

fármaco permea 
de forma 

independiente 
una vez que se ha 

liberado de las 
vesículas  

 

Mecanismo de 
mejora en la 
permeación 

Resultados 
positivos: Pre 
tratamiento del 
estrato córneo 

con lípidos  

Resultados 
negativos: 

Comparación 
entre liposomas y 
una solución de 

lípidos 

Adsorción y/o 
fusión de las 

vesículas con el 
estrato córneo 

Resultados 
positivos: 

Adhesión a la 
superficie de la 
piel y fusión o 
mezcla con los 

lípidos del estrato 
córneo 

Permeación 
apenpdicular 

Resultados 
positivos: no 

existe 
información 
disponible. 
Unicamente 

datos de 
deposicion en la 

piel. 

Resultados 
negativos: Se ha 
descrito que sólo 
en combinación 
con iontoforesis 
es el principal 

mecanismo 
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Figura 10. Posibles mecanismos de acción de los liposomas como sistemas de administración tópica de 
fármacos [45]. Mecanismo de fármaco libre (A), mecanismo de mejora en la permeación (B), mecanismo 
de adsorción y/o fusión de las vesículas con el estrato córneo (C), mecanismo de permeación apendicular 
(D). 

 

b) Mecanismo de mejora en la permeación 

El primer registro que describe este mecanismo concluye que la lecitina de huevo 

utilizada para la formación de las vesículas disminuye el efecto de barrera de la piel 

[76]. Posteriormente, se estableció que los lípidos del estrato córneo pueden 

solubilizarse debido a la formación de micelas inversas con los fosfolípidos de las 

vesículas [77]. Diversos autores han descrito resultados a favor de este mecanismo 

[78,79]; sin embargo, otros autores han establecido resultados contrarios a los anteriores 

[80]. 

 

c) Adsorción y/o fusión de las vesículas con el estrato córneo 

Este mecanismo ha establecido la importancia que tiene la interacción de las vesículas 

con el estrato córneo. Se ha sugerido que primero existe un proceso de adhesión en la 
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superficie de la piel y posteriormente una posible fusión con la matriz lipídica del 

estrato córneo [81]. 

d) Permeación apendicular 

Esta ruta de permeación de fármacos, se ha considerado en general para las 

formulaciones de aplicación tópica. En el caso de los liposomas específicamente de los 

Transfersomers®, al obtenerse una disminución en su efectividad en condiciones de 

oclusión, se estableció que al favorecerse las condiciones de hidratación, los corneocitos 

podrían hincharse y cerrar los espacios extracelulares, los cuales serían la principal ruta 

de los liposomas y por ende la permeación apendicular sería el principal mecanismo 

para la libración de fármacos en la piel. Esta hipótesis trató de comprobarse estudiado la 

liberación de insulina por vía tópica, utilizando modelos in vivo con animales que tienen 

diferentes densidades de folículos pilosos, y los estudios realizados indicaron que no 

existen diferencias significativas utilizando el mismo tipo de liposomas elásticos [82]. 

Otros autores han demostrado la eficacia de este mecanismo sólo cuando se combina 

con iontoforesis [83]. 

Existen múltiples factores tanto en el desarrollo de estos sistemas vesiculares, así como 

en las metodologías empleadas para describir  los mecanismos de acción, por lo que no 

es posible describir un mecanismo general de estos sistemas; por ejemplo, la 

composición de las vesículas estaría influyendo directamente en el mecanismo de 

acción. 

Por esta razón, es conveniente que la investigación sobre este aspecto siga ofreciendo 

nuevos conocimientos para establecer los procesos que ocurren durante la etapa de 

liberación, en el mecanismo de acción de los liposomas. 
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1.6 Fármacos vehiculizados en liposomas para 

administración tópica 
 

Como se ha descrito en las secciones anteriores, existen diversos fármacos que 

presentan características fisicoquímicas que los hacen viables para ser administrados por 

vía tópica. Por otra parte, existen algunos fármacos que de acuerdo con su objetivo 

diana son considerados óptimos para ser formulados en liposomas, ejemplos de este 

grupo de fármacos lo constituyen los antiinflamatorios y los fármacos enfocados al 

tratamiento de las quemaduras y cicatrización de heridas. 

 

1.6.1 Fármacos Antiinflamatorios 

 

En la década de los sesenta, se introdujeron una nueva familia de medicamentos 

a los que se nombró antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), con el objetivo de ser 

más eficaces como analgésicos y antiinflamatorios que los fármacos utilizados hasta ese 

momento. 

Actualmente, los AINEs son el grupo de medicamentos más utilizado a nivel mundial 

para el tratamiento de diversas patologías. 

Los fármacos antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos de esta categoría incluyen 

muchos compuestos que en general no tienen relación química entre ellos, aunque la 

mayoría son ácidos orgánicos. 

 

Mecanismo de acción de los AINEs 

Los AINEs inhiben la actividad de la enzima ciclooxigenasa (COX) resultando en la 

disminución de la formación de prostaglandinas y tromboxanos a partir del ácido 

araquidónico. La disminución en la síntesis de prostaglandinas y su importancia en la 

producción del dolor, inflamación, fiebre y su actividad en diferentes tejidos es la 

responsable de la mayoría de los efectos terapéuticos y adversos de los AINEs. 

Mientras que la COX-1 tiene características de enzima constitutiva y su actividad tiene 

que ver con la participación en el control de funciones fisiológicas, la COX-2 tiene 

características de enzima inducible en determinadas células bajo circunstancias 
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patológicas por el concurso de citoquinas y mediadores de la inflamación COX-2, las 

cuales se encuentran mayormente en tejido dañado o inflamado. 

Los AINEs tradicionales inhiben de manera no selectiva la actividad enzimática de 

COX-1 y COX-2, lo cual trae como consecuencia efectos secundarios a nivel 

gastrointestinal, renal y de coagulación. 

 

 

Figura 11. Mecanismo de acción de los AINEs. Modificado de [84] 

 

Los efectos secundarios producidos por los AINEs y específicamente la posible 

toxicidad renal quedan casi eliminados con la utilización de estos fármacos por vía 

tópica.  

 

En este sentido, los sistemas de liberación transdérmica al ofrecer una liberación 

sostenida permiten su uso para actuar a nivel local o sistémico y ofrecen una alternativa 

a la administración oral para poder reducir sus efectos adversos.  

Entre algunas de las indicaciones de los AINEs tópicos figura el tratamiento del dolor e 

inflamación asociado a procesos músculoesqueléticos, se utilizan frecuentemente para 

tratamientos de tendinitis, bursitis y osteoartritis de las articulaciones superficiales. 
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Se ha reportado que la mayoría de las moléculas de AINEs se difunden a través del 

estrato córneo y en capas más profundas, a través de las vías hidrofóbicas de la matriz 

lipídica intercelular de la piel [85]. Por una parte el adecuado coeficiente de partición 

agua-lípido [86] y por otra, el reducido tamaño de esta clase de fármacos, benefician el 

proceso [87]. 

Se ha observado también, que la cantidad y composición de los lípidos presentes en la 

piel juegan un papel importante para la difusión de los AINEs a través del estrato 

córneo, por lo cual es importante el sitio de aplicación para su absorción es importante 

[88]. 

En una formulación convencional como un gel o un parche cutáneo, los AINEs se 

distribuyen rápidamente en el órgano llegando a los vasos sanguíneos y al tejido 

circundante. Posteriormente, la mayoría de moléculas de fármaco libre son removidas 

de la superficie de la piel [89]. A continuación, el fármaco alcanza solamente una 

profundidad de pocos milímetros [90].Este proceso ha sido observado en diversas 

moléculas de AINEs [91,92]. 

Para hacer frente a este problema, el fármaco puede vehiculizarse en sistemas 

adecuados, que en principio permitan que no permee fácil y rápidamente a través de la 

piel y los vasos sanguíneos cutáneos. En segundo lugar, el vehículo debe retener el 

fármaco el tiempo suficiente. 

 

Dentro de los fármacos antiinflamatorios más estudiados vehiculizados en sistemas 

vesiculares se encuentran el diclofenaco dietilamonio [93], ketoprofeno [94], 

diclofenaco de sodio [95], nimesulida [96] y el ibuprofeno. 

 

1.6.1.1 Ibuprofeno  

 

Fue descubierto en 1961 y está indicado como anestésico, antipirético y 

antiinflamatorio. Actualmente es uno de los antiinflamatorios más utilizados a nivel 

mundial [97]. 

La administración de ibuprofeno por vía tópica está enfocada para el tratamiento en 

dolor músculo esquelético leve, sobre todo en pacientes geriátricos  para reducir los 

efectos adversos en el tracto gastro intestinal. 
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Actualmente continúa siendo objeto de diversos desarrollos farmacéuticos en forma de 

apósitos [98–100] y en diversas formulaciones basadas en la nanotecnología [101,102]. 

Además de sus cualidades terapéuticas el ibuprofeno presenta características 

fisicoquímicas (ver figura 11) que lo hacen un excelente candidato para ser vehiculizado 

mediante liposomas. 

 

 

 

 

 

Peso molecular = 206,29 g/mol 

Log P= 3,9 

pKa= 5,2 

Solubilidad en agua= ~ 60 µg/mL 

 

 

Figura 11. Estructura química del ibuprofeno y sus principales propiedades fisicoquímicas 

 

1.6.2 Fármacos cicatrizantes y para el tratamiento de quemaduras 

 

Otro de los grupos de moléculas idóneas para la administración tópica, son los 

fármacos indicados para el tratamiento de enfermedades o lesiones a nivel dérmico, en 

este sentido el tratamiento de quemaduras y cicatrizaciones constituye un área de 

desarrollo farmacéutico importante. 

La pérdida de la integridad de la piel como resultado de una lesión o enfermedad puede 

conducir a una discapacidad grave o incluso la muerte, según su extensión o 

complicaciones agregadas no controladas. Es por ello que el conocimiento de los 

procesos fisiológicos de la cicatrización favorece el desarrollo de formulaciones 

farmacéuticas para su tratamiento. 

La cicatrización es un proceso bioquímico que ocurre en respuesta a las lesiones 

tisulares y tiene como objetivo su regeneración. La Figura 12, muestra un diagrama con 

las fases secuenciales de la cicatrización. 
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El proceso normal de cicatrización de heridas puede ser dividido en 4 fases 

superpuestas: coagulación, inflamación, formación de tejido de granulación (fase 

proliferativa), y la remodelación o formación de cicatriz. Durante la fase de 

coagulación, se proporciona una protección provisional a la zona de la herida con la 

coagulación para prevenir el sangrado excesivo. En la fase inflamatoria intervienen 

leucocitos, neutrófilos y macrófagos; también tiene lugar la producción de factores de 

crecimiento y la activación de las células dérmicas y epidérmicas. La finalización de la 

fase proliferativa de la cicatrización de heridas conduce a la formación de la matriz 

extracelular, y tejido de granulación vascularizado. Finalmente, la remodelación de la 

matriz extra celular y la apoptosis conducen a la formación de la cicatriz y un tejido con 

propiedades físicas que son comparables con la piel no herida [103]. 

 

 

Figura 12. Fases y células que intervienen en el proceso de cicatrización. 

 
La síntesis y degradación de la matriz extracelular son componentes fundamentales en 

las lesiones tisulares y su reparación. El ácido hialurónico (AH), parece tener funciones 

primordiales en este proceso biológico. Posterior a una lesión, los fragmentos de AH se 

acumulan, la eliminación de estos fragmentos requiere de un receptor expresado en las 

células del tejido hematopoyético. El fracaso de esta eliminación resulta en una 

incesante inflamación. Los productos de la degradación del AH pueden estimular las 

células inflamatorias para modular y resolver las lesiones en los tejidos [104]. 
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La matriz extracelular en las primeras etapas de cicatrización de heridas es rica en HA. 

En el adulto los niveles alcanzan rápidamente un máximo y luego disminuyen, lo cual 

puede estar relacionado con la formación de cicatrices, ya que en estudios realizados 

con modelos experimentales de fetos de oveja y conejo, se observa que la reparación de 

heridas está asociada con el mantenimiento de los niveles elevados de HA [105]. 

 

El HA tiene un papel muy importante en el metabolismo de la piel, debido a que es uno 

de los principales constituyentes de la matriz extracelular y es indispensable para la 

infraestructura de la célula [106]. El AH posee una gran capacidad de retención de agua, 

por lo tanto es responsable de la hidratación de la piel y aumenta su contenido de 

humedad [107]. Es debido a estas características que se ha utilizado para coadyuvar al 

tratamiento de quemaduras. 

Actualmente el AH es protagonista en el área cosmética inyectado como relleno 

dérmico en cirugías debido al papel clave que tiene en el envejecimiento. Se ha 

utilizado desde hace varios años para ayudar a recuperar la elasticidad, turgencia y la 

humedad de la piel [108]. 

 
Los niveles de AH son altos en la circulación fetal y disminuyen después del 

nacimiento, estos niveles se mantienen constantes durante algunas décadas y comienzan 

a aumentar de nuevo en edad avanzada [109,110]. La reaparición de las altas 

concentraciones en el flujo sanguíneo podría ser uno de los mecanismos del deterioro 

del sistema inmune [111]. 

Sin embargo en cuanto a los procesos de envejecimiento el contenido de AH a nivel 

dérmico disminuye de forma progresiva [107]. En las mujeres éstas concentraciones se 

mantienen constantes (0,03 %) hasta los 47 años aproximadamente [112]. 

Simultáneamente durante el envejecimiento se reduce la proliferación de fibras de 

colágeno, lo que conlleva a cambios estructurales. Estos factores conducen a la 

deshidratación y pérdida de elasticidad. 

 

La concentración de AH en la matriz extracelular puede variar ampliamente sin 

embargo, incluso cuando los niveles han disminuido, una de sus funciones es actuar 

como una estructura sobre la que otras macromoléculas de la matriz extracelular se 

orientan.  
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Se ha descrito que el AH estimula la proliferación de fibroblastos [113], lo que favorece 

la etapa final del proceso de cicatrización. 

 

1.6.2.1 Ácido hialurónico 

 

Es un polisacárido presente en el cuerpo humano en los tejidos epitelial, 

conectivo y nervioso [114]. Se descubrió por primera vez en el humor acuoso y 

posteriormente fue sintetizado en laboratorio [115].  

El ácido hialurónico puede ser producido por diferentes procesos, los dos más comunes 

son la extracción a partir de crestas de gallo o bien mediante la fermentación de la 

bacteria Streptococus [116]. En la Figura 13, se representa la estructura química del 

ácido hialurónico y sus principales propiedades fisicoquímicas. 

 

El uso terapéutico del ácido hialurónico se inicia en los años sesenta cuando fue 

empleado para el tratamiento de quemaduras, desde entonces se utiliza prácticamente en 

todos los campos de la medicina.  Sus aplicaciones clínicas más conocidas son los 

tratamientos basados en ingeniería de tejidos, en particular la cicatrización de heridas 

[117]. La matriz viscoelástica del ácido hialurónico puede actuar como material de 

soporte altamente biocompatible y por lo tanto se usa comúnmente para la cicatrización 

de heridas de cirugía [118]. Además, la administración de HA de alto peso molecular 

purificado en articulaciones pueden restaurar las propiedades reológicas deseables y 

aliviar algunos síntomas de la osteoartritis [119]. 

El AH es utilizado también en el tratamiento de úlceras crónicas de heridas de diversas 

etiologías, quemaduras y heridas quirúrgicas epiteliales, sin importar la forma 

farmacéutica en la cual esté incorporado [114]. 

El ácido hialurónico es una macromolécula altamente higroscópica, compuesta por 

unidades repetidas de N-acetilglucosamina y ácido glucorónico unidos entre ellos por 

un enlace glucosídico [120]. El hialuronato de sodio es la forma química predominante 

de ácido hialurónico a pH fisiológico, ya que la forma ácida es inestable y por lo tanto 

no se suele usar. 
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Polvo blanco altamente higroscópico 

Peso molecular: 300 – 2000 kDa 

pH= 5.0 – 8.5 (0.5% w/v solución acuosa)  

 

 

 

 
Figura 13. Estructura química del ácido hialurónico y algunas de sus propiedades fisicoquímicas. 

 

La investigación y uso del ácido hialurónico como molécula activa en el tratamiento de 

diversas patologías a nivel dérmico es destacable, sin embargo dentro de la densa gama 

de aplicaciones nunca ha sido incorporado en sistemas vesiculares. Su uso en sistemas 

de liberación de fármacos ha sido como vehículo, aunque no se descarta su función 

coadyuvante. 

Debido a ello, y a las aplicaciones que pueden ser susceptibles de ser favorecidas con 

ésta molécula derivó el interés para ser estudiado al incorporarse en liposomas. 
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1.7 Caracterización topográfica de los sistemas 

vesiculares para administración tópica de fármacos 

 

Como se ha descrito anteriormente, los beneficios que aporta la administración 

de fármacos por vía tópica son diversos, debido a ello existe un notorio interés en  la 

investigación sobre el desarrollo de éste tipo de formulaciones y sobre el mecanismo 

mediante el cual los sistemas vesiculares incrementan notoriamente la eficacia respecto 

a otras formulaciones tópicas. No obstante a que hoy en día son pocas las formulaciones 

disponibles en el mercado, existe una intensa investigación sobre estos sistemas que 

incluyen a diversas moléculas y patologías. 

 

Debido a lo anteriormente expuesto y a la incorporación de nuevas tecnologías en el 

campo de la investigación de estos sistemas para el desarrollo farmacéutico, resultan 

relevantes las aportaciones que se continúen realizando en esta área. 

La mayor parte de los recientes avances sobre el conocimiento de la administración 

tópica han sido resultado del uso de técnicas biofísicas, las cuales son cada vez más 

sensibles y sofisticadas [4]. Desde hace varias décadas se han considerado algunas de 

ellas, entre las que destacan la espectroscopia infrarrojo [121], resonancia magnética 

nuclear [122] y la microscopía electrónica de transmisión [123]. 

Una de las técnicas exploradas en años recientes ha sido la microscopía de fuerza 

atómica, debido a las ventajas que ofrece al preservar las muestras en su estado original 

y poder trabajar en diversas condiciones ambientales [124].  

Esta técnica ha sido utilizada para caracterizar sistemas de liberación de fármacos nano 

estructurados [125,126] y para observar células y tejidos complejos como la piel 

[127,128]. 

 

En el desarrollo de esta investigación hemos utilizado ésta técnica para observar las 

estructuras que forman las formulaciones desarrolladas cuando son aplicadas sobre la 

piel humana. Debido a que no existe ningún trabajo previo de referencia que aborde este 

concepto, es importante incluir los principios de esta técnica y cómo los resultados 

obtenidos en este estudio pueden ayudar a elucidar diferentes aspectos relevantes sobre 
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el mecanismo de acción de los liposomas para mejorar su aplicación tópica y su 

efectividad. 

 

1.7.1 Microscopio de fuerza atómica 

 

Pertenece al grupo de microscopios de fuerza de barrido, los cuales son un 

amplio grupo de microscopios que funcionan a través de una sonda que escanea las 

muestras línea a línea. El microscopio de fuerza atómica (AFM) fue desarrollado en la 

segunda década de los ochentas [129]. En el caso del AFM, la sonda es una punta 

afilada unida a un soporte sensible, que está unida a un piezoeléctrico que asegura el 

posicionamiento tridimensional con alta precisión. Posee una resolución lateral en el 

rango nanométrico, mientras que su resolución vertical es inferior al angstroms. En la 

figura 14 se muestran en esquema los elementos principales del AFM. 

 

Al acercarse la punta a la muestra y antes del contacto físico, el soporte se desvía por la 

aparición de fuerzas de corto alcance que actúan entre ambas superficies. Estas fuerzas 

pueden ser atractivas o repulsivas dependiendo de la naturaleza de la interacción por 

ejemplo, fuerzas químicas, fuerzas de van der Waals, fuerzas electrostáticas,  fuerzas de 

fricción [130] y permiten con el uso de un sistema de retroalimentación mantener la 

sonda a una fuerza constante de la muestra, mientras se escanea la superficie. 

 

En el AFM, los sistemas de retroalimentación más utilizados consisten en enfocar una 

luz láser en el lado posterior del soporte y en la dirección del haz reflejado por medio de 

un sensor de posición, que es generalmente un fotodiodo. La posición se envía a la 

interfaz electrónica que, a su vez controla la distancia punta-muestra e informa al 

escáner piezoeléctrico para corregirlo o no. Por lo tanto, el movimiento de corrección 

correspondiente es lo que genera la imagen topográfica [131]. 
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Figura 14. Representación esquemática de los elementos principales que forman el AFM. (Modificado de 

blog.brukerafimprobes.com) 

 

La muestra se escanea línea por línea con el fin de obtener un registro topográfico de su 

superficie, a este modo de funcionamiento del AFM se le llama modo topográfico. Los 

modos topográficos más comunes, representados en la figura 15, son: 

 

Modo de fuerza constante: La altura de la muestra se ajusta para mantener constante la 

deflexión del soporte, de esta forma se ejercerá una fuerza constante en la muestra. 

 

Modo de contacto intermitente: Se conoce también como modo Tapping®, la punta 

oscila cerca de su frecuencia de resonancia sobre la superficie y la realimentación 

controla la amplitud y la fase de oscilación, lo cual reduce la aparición de fuerzas 

laterales durante la obtención de la imagen debido al menor contacto punta-muestra. 
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Figura 15. Modos de funcionamiento topográfico del AFM. Modo de fuerza constante (a), modo de 

contacto intermitente (b). 

 

No obstante a las ventajas que ofrece el AFM para la caracterización a escala 

nanométrica, debido a su resolución y la preservación de muestras biológicas, esta 

técnica y sus aplicaciones se encuentran en constante evolución. Los actuales modos de 

funcionamiento incluyen el aumento de velocidad y el uso de las puntas para manipular  

la muestra [132]. 

 
 
Modo espectroscopia de fuerza 
 
 
Otra aplicación relevante del AFM consiste en la caracterización nanomecánica de la 

muestra, para tal efecto se utiliza el modo de espectroscopia de fuerza (FS), éste modo 

de funcionamiento es útil para elucidar características intrínsecas de sistemas lipídicos 

[133]. A través de este modo de funcionamiento se obtienen curvas con patrones 

similares, los cuales se representan en la figura 16. 

En la curva se representa la monitorización de la fuerza aplicada por la punta, en 

función de la separación con la muestra y la correspondiente deflexión de la palanca. 

Cada etapa de la curva proporciona información sobre las propiedades físicas y 

químicas de la muestra. 

En la región de aproximación de la curva (a) se pueden caracterizar las propiedades de 

superficie, en función a las fuerzas que actúan entre la superficie de la punta y la 

muestra pudiéndose observar posibles repulsiones. Una vez la punta entra en contacto 

con la superficie de la muestra (b), la curva de aproximación varía en su pendiente (c), 

lo que permite determinar propiedades mecánicas de la muestra [134]. 
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La curva de retorno no coincide con la curva de aproximación, es decir, la curva de 

fuerza total presenta histéresis (d), debida a las fuerzas de adhesión entre la punta y la 

muestra, que finaliza en una liberación de la punta (e) y un retorno de la curva a valores 

similares a los hallados en la etapa de aproximación. 

 

Figura 16. Esquema de una curva de fuerza mostrando las etapas en el proceso de acercamiento y 

alejamiento con la muestra 

 

Para la interpretación de las curvas de fuerza, se debe tener en cuenta que la interacción 

entre punta y muestra es dependiente de la geometría de la punta, de la interacción 

química entre punta y muestra y de la naturaleza del medio. Por lo tanto, las medidas de 

fuerza realizadas por AFM no pueden ser directamente relacionadas con otras medidas 

de fuerza o termodinámicas realizadas mediante otras técnicas. 
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Objetivos  

 

El objetivo principal de esta tesis es desarrollar y caracterizar liposomas capaces de 

formar bicapas planas sobre la piel, para mejorar la permeación de los fármacos 

encapsulados en las vesículas y obtener información relevante relacionada con la 

liberación de éstos fármacos para desarrollar una formulación farmacéutica basada en 

los conocimientos adquiridos. 

 

Los objetivos específicos son los siguientes: 

 Desarrollar formulaciones basadas en liposomas como sistemas de 

administración tópica de fármacos para diferentes moléculas de interés 

farmacéutico, que en combinación con potenciadores de la permeación puedan 

desestabilizar la membrana lipídica de las vesículas y promover la formación de 

bicapas planas al ser aplicados sobre la piel. 

 

 Caracterizar las propiedades fisicoquímicas de las formulaciones desarrolladas 

en términos de tamaño de partícula, polidispersidad, potencial zeta, eficiencia de 

encapsulación y estabilidad a diferentes temperaturas. 

 
 Desarrollar una metodología para utilizar el microscopio de fuerza atómica 

como técnica de caracterización de la piel humana. 

 
 Utilizar la técnica desarrollada de microscopía de fuerza atómica para observar 

la interacción de las formulaciones al ser aplicadas sobre diferentes sustratos,  

piel y celulosa. 

 
 Validar las técnicas analíticas utilizadas para cuantificar las cantidades de 

fármaco permeado durante los ensayos de permeación utilizando la 

cromatografía líquida de alta eficacia.  
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 Determinar los modelos de liberación y los parámetros amodelísticos de los 

fármacos utilizados en los estudios de permeación, de las formulaciones 

desarrolladas. 

 

 Determinar los parámetros biofarmacéuticos de las formulaciones desarrolladas 

a través de ensayos de permeación ex vivo utilizando las células de difusión de 

Franz. 
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Los resultados obtenidos dur ante el des arrollo de es ta investigación han dado 

lugar a las siguientes publicaciones:  

 

 

Improving ex vivo skin permeation of non-steroidal anti-inflammatory drugs: Enhancing 

extemporaneous transformation of liposomes into planar lipid bilayers. Int. J. Pharm., 

2014, vol. 461, p. 427-433. 

 

 

Enhanced topical delivery of hyaluronic acid encapsulated in liposomes: a surface-

dependent phenomenon. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 2015, vol. 134, p.31-

39. 

 

Monolayer study of the main components of the Stratum corneum to develop liposomes 

for Transdermal Drug Delivery. Enviado a Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. 

 

 

Development of liposomes for Transdermal Drug Delivery mimicking Stratum corneum 

composition. Enviado a International Journal of Pharmaceutics. 
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RESUMEN 

 

 La administración transdérmica de principios activos es un método versátil 

ampliamente utilizado en medicina. Sin embargo, la baja eficiencia lograda en la 

absorción de muchos fármacos es debida principalmente a la complejidad de la barrera 

de la piel, lo que representa una desventaja para la administración transdérmica. 

 

Para mejorar la administración de fármacos a través de la piel, hemos preparado y 

caracterizado liposomas que contienen el AINE ibuprofeno y diseñamos formulaciones 

farmacéuticas  basadas en la adición extemporánea de surfactantes potenciadores de la 

permeación (PEs). Posteriormente, se llevaron a cabo estudios de liberación y 

permeación del fármaco.  

De acuerdo con los estudios de permeación, la formulación liposomal de ibuprofeno 

suplementado con PEs mostró efectos terapéuticos similares, pero a dosis más bajas 

(20%)  comparada con una formulación comercial utilizada como referencia.  

 

Se utilizó el microscopio de fuerza atómica (AFM), para investigar en las formulaciones 

liposomales el efecto causado por los PEs en el mecanismo de adsorción y fusión con la 

piel. En las imágenes obtenidas fueron observados liposomas no fusionados, bicapas de 

lípidos y estructuras múltiples. 

La transformación de las vesículas en estructuras planas se propone como una posible 

razón para explicar las dosis más bajas requeridas cuando una formulación de liposomas 

se complementa con surfactantes como PEs. 

 

Aspectos relevantes en este estudio 

 

A través de la encapsulación de ibuprofeno en liposomas para aplicación tópica, se 

demuestran los siguientes aspectos: 

a) Los surfactantes incorporados como promotores (Tween® 65 y Tween® 80), 

aumentan la permeación transdérmica del ibuprofeno encapsulado. 

b) Los promotores promueven la transformación de los liposomas en estructuras 

planas. 
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c) Mediante las imágenes obtenidas con el AFM, se observa que las formulaciones 

desarrolladas forman estructuras similares a bicapas lipídicas sobre la piel. 

 

RESUMEN GRAFICO 

 

Los liposomas que contienen ibuprofeno al aplicarse sobre piel humana forman 

estructuras planas. 
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RESUMEN 

 

 En el presente estudio, se determinó la liberación y permeación de ácido 

hialurónico (HA) encapsulado en liposomas cuando se deposita en dos superficies: la 

celulosa, un modelo ampliamente utilizado para la investigación de transporte de 

fármacos; y piel humana, una biointerface natural utilizada para administración 

transdérmica de fármacos. 

 

Hemos preparado y caracterizado liposomas cargados con ácido hialurónico (AH) y 

liposomas que incorporan dos potenciadores de la permeación (PEs): el surfactante no 

iónico    Tween® 80, y Transcutol® P, un agente solubilizante capaz de mezclarse con 

disolventes polares y no polares.  Los ensayos in vitro y ex vivo de permeación 

mostraron que los PEs mejoran la liberación de AH de los liposomas. Dado que uno de 

los posibles mecanismos postulados para la acción de los liposomas en la piel se 

relaciona con su adsorción en el estrato córneo, se utilizó la microscopía de fuerza 

atómica (AFM) topografía y análisis de fuerza (FV)  para investigar las estructuras 

formadas después de la deposición de las formulaciones de liposomas sobre las 

superficies investigadas. Exploramos la posible relación entre la formación de 

estructuras de lípidos en las superficies planas y la permeación de AH. 

 

Aspectos relevantes en este estudio 

A través de la encapsulación de ácido hialurónico en liposomas para aplicación tópica 

se demuestran los siguientes aspectos: 

 

a) Los potenciadores de la permeación incorporados a los liposomas modifican la 

permeación del ácido hialurónico en celulosa y piel humana. 

b) De acuerdo con las imágenes obtenidas por medio del microscopio de fuerza 

atómica, existen diferencias en las estructuras y las fuerzas de adhesión 

originadas en las superficies estudiadas. 

c) Las estructuras lipídicas planas y el proceso de permeación parecen estar 

relacionados. 
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RESUMEN GRAFICO 

 

Liposomas que contienen  AH forman bicapas lipídicas soportadas (SLBs) sobre la piel 

humana, el AH es principalmente liberado en la epidermis. 
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RESUMEN 

 

Las ceramidas (Cer) y el colesterol (Chol) son los principales componentes del estrato 

córneo. Adicionalmente, la fosfatidilcolina(PC) es una de las sustancias más 

comúnmente utilizadas para el desarrollo de liposomas para la administración 

transdérmica de fármacos. En esta contribución,  a partir de los principales compuestos 

que se encuentran en el estrato córneo y la fosfatidilcolina,se realizaron mezclas con 

diferentes fracciones molares.Utilizando la balanza de Langmuir, se llevaron a cabo 

estudios de monocapas con el fin de obtener la mezcla ternaria más estable (PC- Chol -

Cer), de acuerdo con sus propiedades termodinámicas. Se estudiaron las mezclas 

binarias PC-Chol, PC-Cer, Chol-Cery la mezcla ternaria fue obtenida a partir de la 

mezcla PC- Chol (0.6:0.4, mol:mol) en combinación con Cer. 

Las monocapas más estables (binarias y ternaria), se depositaron sobre mica para 

observar su interacción por medio del microscopio de fuerza atómica (AFM). 

 

Esta es una primera aproximación para desarrollar formulaciones de liposomas 

mimetizando la composición del estrato corneo. Estas formulaciones se utilizarán para 

encapsular diferentes moléculas de interés farmacéutico por vía tópica. 

 

A pesar de que muchos estudios han utilizado la estrategia de imitar el estrato córneo 

para diseñar sistemas de liberación transdérmica de fármacos, no hay estudios que 

hayan diseñado una formulación racional según las magnitudes termodinámicas 

derivadas del análisis de las interacciones que ocurren en monocapas de los lípidos 

componentes. 

 

Aspectos relevantes en este estudio 

A partir de las mezclas binarias PC-Chol, PC-Cer, Chol-Cery la mezcla ternaria PC-

Chol-Cer, se observaron los siguientes aspectos: 

 

a) Las composiciones de las mezclas binarias más estables, de acuerdo con los 

valores calculados de la energía de Gibbs fueron: PC-Chol (0.6:0.4, mol:mol), 
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PC-Cer (0.2:0.8, mol:mol), Chol/Cer (0.6:0.4,mol:mol),PC-Chol-Cer 

(0.36:0.24:0.40, mol:mol:mol). 

b) Las imágenes obtenidas de las monocapas extraídas por medio del AFM, 

muestran la formación de dominios en las mezclas estudiadas. 

c) El potencial de superficie indica que no existe interacciones iónicas entre las 

mezclas y la subfase (solución bufferKH2PO4 0.2 M pH 7.4). 

 

RESUMEN GRAFICO 

 

A partir de la mezcla más estable PC-Chol se adicionan diferentes proporciones de 

ceramidas para obtener la mezcla ternaria más estable. Las monocapas de las mezclas 

más estables fueron observadas por el AFM. 
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Abstract 

 

Ceramides (Cer) and cholesterol (Chol) are the main components of the stratum 

corneum (SC). Additionally, phosphatidylcholine (PC) is one of the most common 

substances used for the development of liposomes for transdermal drug delivery (TDD).  

In this contribution, monolayer studies were conducted in order to obtain the most 

stable ternary mixture (PC-Chol-Cer) according to their thermodynamic properties. The 

mixed monolayers were deposited onto the mica to observe the interaction of these three 

substances by means of the atomic force microscope (AFM). 

This is a preliminary approach to develop liposomal formulations for TDD mimicking 

the SC composition.  These formulation will be use to encapsulate different molecules 

for skin application. 

Even though many studies have use the strategy to mimic the SC to design TDD, there 

is no studies attempting to design a rational formulation according the thermodynamic 

parameters. 
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1. Introduction 

 

Human skin protects the body against external noxious agents as chemical, 

microbiological, or physical. The tissue is formed by different layers, the main layers 

from outside to inside involve epidermis, dermis and hypodermis.  

In the epidermis, the outermost layer is stratum corneum (SC) comprises corneocytes 

embedded in an intercellular lipid matrix. The composition of SC lipids consisting 

approximately of an equimolar mixture of ceramides (45-50 % by weight), cholesterol 

(25%), and free fatty acids (10-15%) [1], other lipid classes as cholesterol sulphate, 

glucosylceramides and cholesterol ester are also present [2]. The lipid organization is 

considered very relevant for the skin barrier function. 

For the development of transdermal drug delivery systems the knowledge of the stratum 

corneum is essential, due to the SC is the main barrier to the transdermal permeation of 

most substances[1]. 

Phospholipids are the mainly components of the membranes in animals, however in the 

SC is only present in traces. For the development of liposomes as transdermal drug 

delivery systems (TDDs), PC is one of the substances most used. It has been suggested 

that phospholipids acts as penetration enhancer(PE), due to their ability to destabilize 

the lipid matrix. 

Langmuir-Blodgett lipid monolayers are considered an excellent model system for the 

study of biological membranes. Although the composition and arrangement of the 

components of SC is still on investigation, several studies published reveal that the 

intercellular SC lipid domains consist mainly of ceramides (Cer), Cholesterol (Chol) 

and saturated long chain free fatty acids (FFAs)[3]. 

In the stratum corneum 11 types of ceramides have been identified [4]. 

In this study the main components of the stratum corneum were used to the aim to 

develop liposomal formulations to mimic the structure of the SC and to study the 

advantages to mimic the SC in TDDs. To this end, ceramides, cholesterol and PC (main 

component to prepare liposomes for transdermal drug delivery) were mixed in binary 

systems, letting 3 binary mixtures and one ternary system, obtained from the most stable 

composition of the binary mixtures and adding ceramides. 

This study is a preliminary approach to develop liposomes able to enhance the delivery 

of drugs through the skin. 
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Even though many studies has used the strategy to mimic the SC to design  transdermal 

delivery formulations, there is no studies attempting to design a rational formulation 

according the thermodynamic parameters of the main components of the SC[5–7]. 

 

2. Experimental section 

 

2.1. Materials 

L–α Phosphatidylcholine (PC) (egg yolk, 99% purity), Ceramide (bovine spinal cord 

≥98%), sodium hydroxide were purchased from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, 

USA). Cholesterol (ovine wool >98%) was purchased from Avanti Polar Lipid Inc. 

(Alabaster, AL). Methanol, chloroformand monophosphate potassiumwere purchased 

from Panreac (Barcelona, Spain). The buffer used as a subphase was KH2PO40.2 M pH 

7.4 prepared in Ultrapurewater (Milli Q reverse osmosis system, 18.3 

MΩ·cmresistivity). 

 

2.2. Monolayer Studies. 

The experiments were carried out as described in previous papers. [8,9].The lipid was 

dissolved in chloroform-methanol (2:1, v/v) to a final concentration of 1 mg·mL-1. 

The monolayers were prepared in a 312 DMC Langmuir−Blodgett trough manufactured 

by NIMA Technology Ltd. (Coventry, England). The trough was enclosed in an 

environmental chamber. The resolution of surface pressure measurement was ±0.1 

mN·m−1. In all experiments, the temperature was maintained at 24.0 ± 0.2 °C by means 

of an external circulating water bath. 

Surface pressure (π)-area isotherms of the monolayers at four different compositions 

PC-Chol (0.6:0.4,mol:mol),PC-Cer (0.2:0.8, mol:mol),Chol/Cer (0.6:0.4,mol:mol),  PC-

Chol-Cer(0.36:0.24:0.40, mol:mol:mol) were obtained.  

Monolayers were spread by depositing a volume of about 5-10 μL of the stock solution 

onto the buffer solution subphase (24 ± 2 °C) with a Hamilton microsyringe. After 

15min for solvent evaporation, the monolayers were compressed at a constant rate of 20 

mm2s-1. The compression speed and the time allowed before compression were 

maintained constant in all experiments.  
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The interaction between two components (i.e. PC and Chol) in a mixed monolayer can 

be evaluated from the calculation of the excess Gibbs energy (GE)[10] which is given by 

the following equation: 
 

𝐺𝐺𝐸𝐸 =  ∫ ⌈𝐴𝐴1 2 −  (𝜒𝜒1𝐴𝐴1 +  𝜒𝜒2𝐴𝐴2)⌉ 𝑑𝑑𝑑𝑑𝜋𝜋
0       (1) 

 

where A12 is the average molecular area in the binary mixture, A1 and A2 are the 

molecular areas of pure monolayers of components 1 and 2, respectively, 

and χ1 and χ2 are their corresponding mole fractions in the mixed monolayers.  

The Gibbs energy of mixing is given by 
 

𝛥𝛥𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝐺𝐺 = 𝛥𝛥𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝐺𝐺𝑚𝑚𝑖𝑖 + 𝐺𝐺𝐸𝐸        (2) 

 

where the first term, the ideal Gibbs energy of mixing (ΔmixGid), can be calculated by 

applying the following equation: 
 

𝛥𝛥𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝐺𝐺𝑚𝑚𝑖𝑖 = 𝑅𝑅𝑅𝑅 (𝜒𝜒1𝑙𝑙𝑙𝑙𝜒𝜒1 + 𝜒𝜒2𝑙𝑙𝑙𝑙𝜒𝜒2)       (3) 

 

where R is the gas constant and T is the temperature. 

Compressibility modulus (Cs) values at different surface pressure (π) for mixtures were 

calculated from the equation: 
 

𝐶𝐶𝑠𝑠 = −   1
𝐴𝐴 

×  𝜕𝜕𝐴𝐴
𝜕𝜕𝜋𝜋

         (4) 
 

LB films for AFM observations were transferred onto freshly cleaved mica, lifting the 

substrate at a constant rate of 1 mm·min-1 at 20 mN.m-1. 

 

2.3. Atomic Force Microscopy.  

Atomic Force Microscopy (AFM) was carried out with a Multimode AFM controlled by 

Nanoscope V electronics equipped with an “E” scanner (10 µm) and images were 

processed with the NanoScope software (Bruker AXS Corporation, Santa Barbara, CA). 

Environment was maintained at 24 ºC and 60 % of humidity. 
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Samples were directly mounted on top of the AFM scanner and imaged in contact mode 

in air with a silicon cantilever and a nominal spring constant of 3 N·m-1.  

 

3. Results and discussions 

 

Some of the main components of the SC were using in this study to mimic the 

intercellular matrix of the SC and design in base of their thermodynamic stability, the 

best option to formulate liposomes to enhance drug delivery through the skin.  

In order to have better observations of the isotherms, the values was plotted till 40 

mN·m-1. The isotherm lift-off areas were affected by monolayer compositions. 

In Figure 1 (A-D) are depicted the isotherms obtained for pure components used in this 

study and their mixtures for various mole fractions (χ). Excepting mixture of Chol-Cer, 

mixed isotherms lie in-between those of pure components.  
 

 

Figure 1. Surface pressure (π) - area isotherms of pure and mixed monolayers at the air water interface. 

PC (■), Chol (▲), Cer (●), PC-Chol (■).PC/Chol (A), PC/Cer (B), Chol/Cer (C), PC-Chol-Cer (D). 

Molar fractions of Cholesterol (A) and Ceramides (B,C,D) χ= 0.2 (ӿ), χ = 0.4 (▼), χ = 0.6 (♦), χ = 0.8 (□). 
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In the PC monolayer (Figure 1A), the addition of Chol slightly modifies the shape, but 

shift toward smaller areas. The same behaviour was observed in the mixture of PC-Cer 

(Figure 1B) whit the addition of Cer to the PC monolayer. Relating to Chol-Cer mixture 

(Figure 1C), the isotherms exhibits opposite behaviour comparing with the rest of the 

binary mixtures studied, the addition of Cer to the Chol monolayers shift toward bigger 

areas and the shape were modified.  

Ternary mixture was building, with the most stable PC-Chol composition, according 

ΔmixGvalues and adding Cer. For these mixture (Figure 1D), with the addition of Cer to 

PC-Chol (0.6:0.4, mol:mol) monolayer, the isotherms shift toward smaller areas and 

their shapes were slightly modified. 

The surface pressure-area isotherms of the pure PC, Chol, Cer, binary mixture PC-

Chol(0.6:0.4,mol:mol)and ternary mixture PC-Chol-

Cer(0.36:0.24:0.40,mol:mol:mol)monolayers are depicted in Figure 2.  

The characteristics of the pure molecules isotherms obtained are quite similar with those 

reported elsewhere [11,12] observing differences that could be occur due to the 

experimental conditions of the assays as subphase, pH, and compression speed. 

The isotherms of the binary and ternary mixtures were found to lie between the ranges 

of those of the pure components. The binary mixture PC-Chol showed a bigger area per 

molecule comparing with the mixture of PC-Chol-Cerdue to their content of PC is 

higher. 
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Figure 2. Surface pressure (π) - area isotherms for PC (■), Chol (▲), Cer (●), PC/Chol (0.6:0.4, 

mol:mol) (□),PC-Chol-Cer (0.36:0.24:0.40,mol:mol:mol)(■) monolayers at the air/water interface. 

INSET: Compressibility modulus of the five monolayers.  

 

 

Compressibility modulus (Cs) for the systems studied was calculated from eq.4, results 

are depicted in the inset of Figure 2. 

Cs gives information about lateral compression of the monolayer. High Csvalues 

indicates higher stiffness of the monolayer, thus is more difficult to compress it. 

At the temperature of these experiments all monolayers exhibited a liquid-expanded 

phase [13]. Results observed in compressibility modulus of the systems studied are in 

concordance with the outcome from isotherms. 

As it can be seen, PC monolayer displays lower Cs values, whereas Cer and Chol 

exhibit higher values. On the other hand, binary and ternary mixtures presented similar 

mechanical compressibility with PC, as reflected by the Cs values. 

Compressibility modulus was calculated for the all mixtures studied in their different 

molar ratios used in the Langmuir−Blodgett studies (Supplementary data). 

According to the values observed, incorporation of Chol and Cer do not modify the 

elasticity of the monolayers of PC, neither to the mixture of PC-Chol. However, when 

the system is formed by Cer and Chol, the monolayers exhibit higher interfacial 
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stiffness, specifically in the molar fractions of χCer=0.6 and 0.8, which their values (up 

to 250 mN/m) indicates solid state. These measurements are in agreement with those 

reported elsewhere [2,14]. 

Monolayers of the systems studied were evaluated by their Gibbs energy values (ΔmixG) 

were calculating from eq. 2. The more negative value of ΔmixGis the more stable 

monolayer. Taking this into account, ternary mixture was constructed from PC-

Chol(0.6:0.4, mol:mol) adding various fraction mol of Cerfrom 0.2 to 0.8. 

Figure 3 (A-D) shows the compositions dependence of the excess energy of mixing for 

all the investigated systems. Values of ΔmixGhave been plotted as a function of the 

cholesterol mole fraction (Figure 3A) or ceramides mole fraction (Figure 3B-D). 

For PC-containing mixtures (Figure 3A-D) in the whole range of surface pressures, the 

stabilization of mixed films for all compositions was reflected by their negative 

ΔmixGvalues, excepting PC with χchol=0.8 which positive values indicate instability.  

From Chol-Cer mixture (Figure 3C), the behaviour of the ΔmixG values were different, 

negative values were only observed at low surface pressure (5 or 10 MN/m) and 

increasing Cer contents ΔmixGvalues increased importantly, with a pronounced 

maximum at χcer=0.8, suggesting instability of  monolayers. 

According to ΔmixGvalues, for PC-Chol mixture (Figure 3A), minimum value is reached 

in χchol=0.4, for mixture formed by PC-Cer (Figure 3B) in χcer=0.2 and for the ternary 

mixture PC-Chol-Cer (Figure 3D) the minimal value is observed in the molar fraction of 

χcer= 0.4.  
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Figure 3. Gibbs energy of mixing values of  PC/Chol (A), PC/Cer (B), Chol/Cer (C), PC-Chol/Cer (D) at 

different surface pressures 5 (■), 10 (▼), 20 (◊), 30 (♦), 40 (●) 

 

 

Stronger interactions of the compounds used in this study were observed in the ternary 

mixture, were lowest ΔmixG were acquired. The composition more stable is nearly to the 

stratum córneum composition according to Chol and Cer content[1]. 

To perform topographic characterization, the mixtures studied were transferred onto a 

mica substrate at surface pressure of 20 mN·m-1, and imaged with AFM incontact mode.  

The AFM images of PC-Chol (0.6:0.4, mol:mol), PC-Cer(0.8:0.2,mol:mol), Chol-

Cer(0.6:0.4,mol:mol), PC-Chol-Cer (0.36:0.24:0.40,mol:mol:mol) are shown in Figure 

5 (A-D), respectively.  

All images from the system studied exhibit coexistence of two phases. This fact is in 

agreement with the observations using confocal fluorescence of skin SC lipid 

membranes [15]. 
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Figure 4. AFM topographic images (A-D) and height profiles along white line for  PC/Chol (0.6:0.4, 

mol:mol) (A), PC/Cer (0.8:0.2, mol:mol)(B), Chol/Cer (0.6:0.4, mol:mol)(C), PC-Chol-Cer 

(0.36:0.24:0.40 mol:mol:mol) (D).  

 

The mean values obtained from AFM images are depicted in Table 1. From LB 

monolayer of PC-Chol (0.6:0.4 mol:mol), height difference between the high and 

lowdomain was1.1 ± 0.2. High domain covered 25 % of the total areawith 

averageroughness of (Ra) 0.09 nm, and values of Ra for the lower domain were 0.06 nm. 
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Similar characteristics were obtained in the PC-CerandChol-Cermixtures. In one hand, 

height differences between domains lie from 1.1 to 1.6 nm. On the other hand,values of 

covering in high domain were in the range of 26-31 %. 

Previous studies with SC components revealed height difference between the high and 

low domain  1.6 nm from mixture of different free fatty acids (C20-C30)  [16]. 

However due to differences in the long chain of Cer used in this study, low domains 

could be obtained.  

 

Lipid Mixtures 
Height (nm) Roughness (nm) Covering (%) 

Dom 1 Dom 1 Dom 2 Dom 1 Dom 2 
PC/Chol 
(0.6:0.4, mol:mol) 1.1 ± 0.2 0.09 0.06 25 75 
PC/Cer 
(0.8:0.2, mol:mol) 1.3 ± 0.3 0.05 0.09 31 69 
Chol/Cer 
(0.6:0.4, mol:mol) 1.2 ± 0.1 0.08 0.05 26 74 
PC-Chol-Cer 
(0.36:0.24,0.40 mol:mol:mol) 0.9 ± 0.1 0.07 0.05 30 70 

 

Table 1. Height, Roughness and covering values obtained from AFM images of the lipid systems studied  

 

The surface potential technique of Langmuir monolayer provides information about 

ionic interactions between monolayers and the subphase. When the degree of ionization 

occurs, there is an observable a significant shift[17]. We used this technique in order to 

observe possible changes of ionization in the lipid studied and their mixtures. 

According with the results, pure lipids (PC, Chol and Cer) did not change their degree 

of ionization in the condition studied (Figure 5A). However, increases in the surface 

potential were observed in Chol and Cerabove 10 mN/m.  

Neither was observed changes when the lipids were mixed in binary or ternary systems 

(Figure 5B). Similar behavior in mixtures containing PC were observed, however 

ternary mixture presented higher values, followed by PC-Cer mixture, lowest values of 

surface potential were obtained for PC-Chol. 
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In relation to Chol-Cer mixture, near to 400 mV surface potential starts to increase till 

900 mV,  these values are highest than the observed for individual compounds. 

 

 

 

Figure 5. Surface potential of pure compounds (A) PC (■), Chol (▲), Cer (●), and mixtures of PC/Chol 

(0.6:0.4, mol:mol) (▲), PC/Cer  (0.8:0.2, mol:mol) (▼), Chol/Cer (0.6:0.4, mol:mol) (●), PC-Chol-Cer 

(0.36:0.24:0.40, mol:mol:mol) (●) (B). 

 

Conclusions 

The characteristics of lipid bilayers of the liposomal formulations are closely related 

with the features of the monolayers, although the monolayer is only a half of the 

liposome structure, they can offer an overview about nano mechanics and 

thermodynamic parameters. 

The monolayer study with the main components of the stratum corneum, revealed 

information used to develop liposomes for transdermal drug delivery. The most stable 

ternary mixture according to thermodynamic parameters were PC-Chol-

Cer(0.36:0.24:0.40,mol:mol:mol).  
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3.4 Desarrollo de formulaciones basadas en 

liposomas que biomimetizan el estrato córneo 

para mejorar la liberación de fármacos por vía 

tópica. 

……………………………..................... 
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RESUMEN 

 

 En este estudio preparamos formulaciones de liposomas para administración 

transdérmica de fármacos incorporando dos moléculas: ibuprofeno y ácido hialurónico 

(HA). Estas formulaciones fueron desarrolladas con los principales componentes del 

estrato córneo (ceramidas y colesterol) y fosfatidilcolina. A través de previos estudios, 

establecimos la composición de los liposomas a partir de la estabilidad termodinámica 

de los componentes. 

Los resultados que se han obtenido en estudios previos, sugieren que los promotores de 

la permeación (PEs) mejoran la permeación de los fármacos encapsulados, y éste 

incremento está relacionado con las estructuras que forman las formulaciones cuando se 

aplican sobre la piel humana.  Los PEs  utilizados en este estudio son: Tween ®65, 

Tween® 80 y Transcutol ®P. 

En el presente estudio, las estructuras formadas por las formulaciones desarrolladas 

cuando son aplicadas sobre piel humana, fueron observadas utilizando el microscopio 

de fuerza atómica (AFM). Nuestro objetivo es utilizar la información obtenida en las 

imágenes para predecir la efectividad de la permeación de los fármacos encapsulados en 

los liposomas desarrollados. 

 

Aspectos relevantes en este estudio 

 
A través de la encapsulación de ibuprofeno y HA en liposomas que mimetizan la 

composición del estrato córneo se  destacan los siguientes aspectos: 

a) Los estudios de fluidez de membrana de los liposomas, indican que la 

composición ternaria es más fluida en comparación con las mezclas binarias 

estudiadas.  

b) Las características de las vesículas no presentan diferencias significativas en su 

caracterización (tamaño de partícula, polidispersidad y potencial Z), cuando se 

incorporan los fármacos estudiados. 

c) Mediante las imágenes obtenidas con el AFM, se observan diferencias en 

relación a los liposomas con y sin fármaco. 

d) Los PEs adicionados a las vesículas, modifican las estructuras que forman las 

formulaciones aplicadas sobre la piel. 
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RESUMEN GRAFICO 

 

Se encapsula ibuprofeno y ácido hialurónico en liposomas de PC-Chol-Cer. Se utiliza el 

microscopio de fuerza atómica, para observar las estructuras formadas por  las 

formulaciones cuando son aplicadas sobre piel humana. 

A través de la información obtenida en las imágenes se investiga para predecir la 

efectividad de permeación de los fármacos encapsulados. Adicionalmente, se observa el 

efecto de incorporar promotores de la permeación (PEs) en las formulaciones. 
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Abstract 

In this study we prepared liposomal formulations for transdermal drug delivery (TDD) 

incorporating two drugs, ibuprofen and hyaluronic acid. These formulations are formed 

with the main components of the Stratum corneum (Ceramides and Cholesterol) and 

phosphatidylcholine. Throughout a previous study, we establish the composition of the 

liposomes taking into account the thermodynamic stability of the compounds. 

Our previous studies strongly suggest that supplemented liposomes with penetration 

enhancers (PEs) improve the permeation of the drugs encapsulated, and their 

enhancement is related with the structures observed onto the skin. The liposomes 

developed in this study are supplemented with Tween ®65, Tween® 80 and Transcutol 

®P. 

We observed the structures adopted by the formulations applied onto human skin, and 

using the information obtained by means of AFM, we attempt to predict the 

effectiveness of the permeation of the drugs encapsulated in these formulations. 

 



 

 
 

96 

          ……….…......................................................................................................... Capítulo 3 

1. Introduction 

 

The use of liposomes for Transdermal Drug Delivery (TDD) has been motivated due to 

the high efficacy reached with these systems and for all the advantages using this route 

of administration(Elsayed et al., 2007). Different compositions of the vesicular systems 

and supplementation with penetration enhancers (PEs) has been using with the aim to 

reach local or systemic effects. One of the strategies used for enhance TDD has been to 

develop liposomal formulations with similar composition to the human Stratum 

Corneum (SC) (Abraham and Downing, 1989; Gaur et al., 2013; Tokudome et al., 

2009). However, the studies published have been prepared using similar composition 

and components of the SC.  

The SC is the upper layer of the skin, and is consider the main barrier which protects the 

body against harmful agents. SC is formed by dead cells embed in a lipid matrix, the 

principal lipids in SC are ceramidas (Cer), cholesterol (Chol) and free fatty acids 

(Bouwstra and Ponec, 2006). 

In our previous studies we designed liposomes formed by Ceramides (Cer), Cholesterol 

(Chol) and phosphatidylcholine (PC) to improve drug permeation based on their 

thermodynamic stability. In this study we include another strategy to improve drug 

delivery, the formulation developed was combined with different PEs with the aim to 

slightly destabilize the lipid membrane of the vesicles and promote the formation of 

planar lipid bilayer, which has been related with the enhancement of permeation of the 

drug encapsulated (Vázquez-González et al., 2014). 

Firstly, we studied the interaction of the lipids used to prepare the liposomes means 

fluorimeter studies. We prepared liposomes with three binary mixtures PC-Chol, PC-

Cer, Chol-Cer, and ternary mixture PC-Chol-Cer, these systems were evaluated. 

Then, we prepared liposomes with the ternary mixture and incorporated two molecules: 

ibuprofen and hyaluronic acid. Those liposomal formulations were supplemented with 

Tween ®65, Tween® 80 and Transcutol ®P, as a PEs. 

Atomic Force Microscopy (AFM), were used to observe the structures adopted by the 

formulations and predicted the enhancement of permeation of the drugs encapsulated, 

relating the structures observed. In our previous studies, we used the same molecules 

with vesicles of PC.  
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2. Experimental section 

 

 

2.1. Materials 

L–α Phosphatidylcholine (PC) (egg yolk, 99% purity), Ceramide (bovine spinal cord 

≥98%), ibuprofen, polyoxyethylene sorbitan tristearat (Tween®65), polyoxyethylene 

sorbitan mono oleat (Tween® 80), Hepes sodium salt, sodium hydroxide salt were 

purchased from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). Cholesterol (ovine wool 

>98%) was purchased from Avanti Polar Lipid Inc. (Alabaster, AL). Methanol, 

chloroform and monophosphate potassium were purchased from Panreac (Barcelona, 

Spain). Transcutol® P was a kind gift from Gattefossé (Saint-Priest, France). Hyaluronic 

acid (sodium hyaluronate) from Streptococcus equi was purchased from Fagron Iberica 

(Barcelona, Spain).Human skin was obtained from plastic surgery (Hospital de 

Barcelona, SCIAS, Barcelona, Spain). 

The experimental protocol was approved by the Bioethics Committee of the Barcelona-

SCIAS Hospital (Spain) and written informed consent forms were provided by study 

participants. 

 

2.2. Liposome preparation 

Liposomes were prepared according to methods published elsewhere (Domenech, et al. 

2006; Picas, et al. 2010; Suarez-Germa, et al. 2012).  For the fluidity studies, liposomes 

of binary and ternary mixtures without drugs were prepared. The amounts 

thermodynamically more stable of each mixture according to previous studies were used 

(data unpublished). Thus, the composition of each mixture were: PC-Chol (0.6:0.4, 

mol:mol), Chol-Cer (0.6:0.4, mol:mol), PC-Cer (0.8:0.2, mol:mol) and PC-Chol-Cer 

(0.36:0.24:0.40, mol:mol:mol). Briefly, chloroform-methanol (2:1 vol/vol) solution 

containing the appropriate amounts of the binary or ternary mixtures, were placed in a 

balloon and dried in a rotary evaporator at room temperature protected from light. The 

resulting thin film was kept under high vacuum overnight to remove any traces of 

organic solvent. Multilamellar liposomes were obtained by redispersion of the thin film 

in Hepes buffer solution (20 mM Hepes, 150 mM NaCl buffer), pH 7.4. Liposomes 
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were extruded through an Avanti® Mini-extruder (Avanti Polar Lipids Inc., Alabama, 

USA), using polycarbonate membranes with a pore size of 100 nm.  

Afterwards, for the AFM studies we prepared loaded liposomes with the same amount 

of PC, Chol and Cer used in the fluidity studies, and incorporating the drugs (ibuprofen 

or hyaluronic acid (HA)). The procedure was as previously described. 

Final concentration of ibuprofen and HA was assessed by HPLC after disruption of 

liposomes with isopropanol, drug-to-lipid mixture ratios fall typically between 0.26 and 

0.37 (mol/mol).  

 

After characterization of those vesicles, penetration enhancers (PEs) were incorporated 

into the liposomes with the aim of partially destabilizes the lipid bilayer, enhancing its 

transformation into lipid planar structures when deposited onto the skin surface.  

Different concentrations of PEs (0.01–25% v/v) were added to the unloaded liposomes 

formed by ternary mixture PC-Chol-Cer (F1). Based on the average particle size and 

polydispersity values, formulations were prepared by adding extemporaneously the 

appropriate percentage of the corresponding PE to F1. Thus, 7% of Tween® 80, 20% of 

Tween®65 and 7% of Transcutol® P were added to F1 to obtain the formulations         

F1-T80, F1-T65, F1-T, respectively. The same percentages of the corresponding PEs 

were added to liposomes containing ibuprofen (F2), to obtained F2-T80, F2-T65 and 

liposomes containing HA (F3) to obtained F3-T80 and F3-T. In all cases, the 

incorporation of PEs was prior to the observations at the microscope. 

 

 

2.3. Liposome characterization 

 

2.3.1. Particle size and Z potential 

Mean particle size and polydispersity of liposomes were measured by dynamic light 

scattering. Electrophoretic mobility to assess the effective surface electrical charge was 

determined with a Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK). Liposomal 

suspensions were diluted 50-fold with Hepes buffer solution before measurement. Each 

sample was determined three times. 
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2.3. Fluorescence measurements 

Bilayer fluidity was monitored using dipolar relaxation of Laurdan. Briefly, Laurdan is 

a polarity sensitive probe that tends to locate at the glycerol backbone of the bilayer 

with the lauric acid tail anchored in the phospholipid acyl chain region (Parasassi and 

Krasnowska, 1998). Upon excitation, the dipole moment of Laurdan increases 

noticeably, and water molecules in the vicinity of the probe reorient around this new 

dipole. When the membrane is in a fluid phase, the reorientation rate is faster than the 

emission process, and consequently, a red-shift is observed in the emission spectrum of 

Laurdan. When the bilayer packing increases, part of the water molecules is excluded 

from the bilayer and the dipolar relaxation of the remaining water molecules is slower, 

leading to a fluorescent spectrum that is significantly less shifted to the red (Domenech 

et al., 2009). We monitored the bilayer fluidity-dependent fluorescence spectral shift of 

Laurdan due to dipolar relaxation phenomena. Determinations were carried out using an 

SLM-Aminco 8100 spectrofluorimeter equipped with a jacketed cuvette holder. The 

temperature (±0.2 ºC) was controlled using a circulating bath (Haake K20, Germany). 

The excitation and emission slits were 4 and 4 nm and 8 and 8 nm, respectively. The 

lipid concentration in the liposome suspension was adjusted to 250 μM, and Laurdan 

was added to give a lipid/probe ratio of 300. Generalized polarization (GPex) for 

emission spectra was calculated used 

 

𝐺𝑃𝑒𝑥 =  
𝐼440−𝐼490

𝐼440− 𝐼490
         (1) 

 

where I440 and I490 are the fluorescence intensities at emission wavelengths of 440 nm 

(gel phase, Lβ) and 490 nm (liquid crystalline phase, Lα), respectively.  

GPex values as a function of temperature were fitted to a Boltzmann-like equation  

 

𝐺𝑃𝑒𝑥 =  𝐺𝑃𝑒𝑥
2 +  

𝐺𝑃𝑒𝑥
1 − 𝐺𝑃𝑒𝑥

2

1+𝑒𝑥𝑝{
𝑇𝑚−𝑇

𝑚
}
        (2) 



 

 
 

100 

          ……….…......................................................................................................... Capítulo 3 

where GP
1

ex and GP
2

ex are the maximum and minimum values of GPex, Tm is the gel to 

fluid phase transition temperature of the studied composition, T is the temperature, and 

m is the slope of the transition that gives information about the cooperativity of the 

process. 

 

2.4. Atomic Force Microscopy.  

Atomic Force Microscopy (AFM) was carried out with a Multimode AFM controlled by 

Nanoscope V electronics (Bruker AXS Corporation, Santa Barbara, CA) with a nominal 

spring constant of 42 nN·nm−1. Spring constants of each cantilever were determined by 

the thermal noise method (Picas et al., 2010). Satisfactory matches with the spring 

constant supplied by the manufacturer were found. The instrument was equipped with 

an “E” scanner (10 µm). 

 

Human skin were defrosted at room temperature and immediately glued onto a steel 

disc with epoxy. Afterwards, the skin was cleaned with ethanol. The formulations were 

applied onto the skin and incubated at 37°C for 30 minutes. After this period, the 

surface was rinsed gently with buffer and water, subsequently dried with nitrogen. 

Sample was directly mounted on the top of the AFM scanner and imaged. Images were 

acquired in air and in contact mode at 0◦ scan angle with a scan rate of 4.5 Hz. All 

images were processed by Nano Scope Analysis Software (Bruker AXS Corporation, 

Madison, WI). Environment was maintained at 24 ºC and 60 % of humidity. 
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3. Results and discussions 

 

Liposomal formulations formed with the main components of the SC and PC were 

prepared incorporating two molecules, ibuprofen and hyaluronic acid. The compositions 

of the vesicles were previously established, according to the thermodynamic stability of 

the components used (submitted article). 

Previous studies reported that liposomes with higher membrane fluidity delivered  high 

amounts of the compounds encapsulated to the skin (Pérez-Cullell et al., 2000), thus it is 

important to verify if fluidity could increase the permeation of the ibuprofen and/or HA 

incorporated. 

Firstly, we examined the bilayer fluidity of three binary mixtures (PC-Chol, PC-Cer, 

Chol-Cer) and the ternary mixture PC-Chol-Cer. To this end, we monitored the bilayer 

fluidity-dependent fluorescence spectral shift of Laurdan due to dipolar relaxation 

phenomena. 

Thus, changes in fluorescence intensity of the probe as a function of temperature and 

excitation wavelength (λex) in the range of temperatures from 5 to 55 ºC were studied.  

As can be seen in Figure 1, the excitation GPex spectra values as a function of the λex  

decreases throughout the increasing temperatures used in these experiments for all 

mixtures studied.  

We tested whether Laurdan fluorescence could be used to distinguish differences in 

phospholipid order from changes in membrane fluidity by examining the temperature 

dependence of Laurdan GPex and fluorescence anisotropy in vesicles, formed by the 

mixtures studied.  Thorough the analysis of data obtained, we could observe transitions 

from different phases. Constant values of GPex  as a function of λex imply no changes in 

the transition phase, whereas the decrease of GPex values implies a transition to a more 

fluid phase (negative slope).  Since formations of domains could be observed with 

increases in GPex values (positive slope). Additionally, high GPex values indicate 

presence of gel phase, while low GPex values mean presence of crystalline phase. 

In the samples studied, we observed a transition from Lβ to Lα phase. Besides, similar 

values of GPex were acquired in the binary mixtures, however in the ternary mixture 

GPex values were slightly lowers.  

Furthermore, fitting the GPex values at 340 nm to equation 2, we obtained the Tm values 

of the systems studied, thus we confirmed for ternary mixture a Tm = 5.46 ºC. 
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Differently in the binary mixtures, transition temperatures lie in the range of 32.7 to 

39.15 ºC (Table 1).  

 

 

 

Figure 1.GPex as a function of λex for PC-Chol (A), PC-Cer (B), Chol-Cer (C) and PC-Chol-Cer (D).  

(□= 5 ºC, ▼=10 ºC, 15ºC, ●=20 ºC, ○=25 ºC, ▲=30 ºC, Δ=35 ºC, ♦=40 ºC,◊=45 ºC, x=50 ºC,*=55 ºC)  

 

 

We could observe similar trends relating to transition temperatures in binary mixtures, 

however in ternary mixture PC-Chol-Cer we could stablish that PC rules the Tm, 

because of the lowest transition temperature of pure compound corresponds to PC.  

 

According to the swiftness in the transition temperature (m), for all mixtures studied we 

observed similar behavior in the cooperativity to the process; values ranging from 16.08 

to 20.83, however the binary mixture Chol-Cer exhibited the highest value. 
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  PC-Chol PC-Cer Chol-Cer PC-Chol-Cer 

Molar fraction 0.6:0.4 0.8:0.2 0.6:0.4 0.36:0.24:0.40 

Tm  ( ̊C) 32.7 33.8 39.15 5.46 

m ( ̊C) 18.38 16.08 20.83 18.06 

r
2
 0.9996 0.9994 0.9960 0.9993 

 
Table 1. Transition temperature from gel to fluid phase (Tm) and cooperativity to the process (m). 

 

According to the results obtained in the fluorescence measurements, we could 

corroborate absence of composition domains in all mixtures studied.  

 

Once studied the thermotropic behavior of ternary mixture used, we prepared vesicles of 

this composition to encapsulate two drugs, ibuprofen and HA. Those formulas were 

characterized in terms of diameter size, polydispersity and Z potential (Table 2). 

The parameters evaluated did not change significantly when the drugs were 

incorporated in the vesicles. In all cases it was observed low polydispersity and negative 

Z potential values, which is in concordance with the liposomes prepared only with PC 

previously studied (Vázquez-González et al., 2014; Vázquez-González ML et al., 2015). 

 

 

 

F1 F2 F3 

 

Liposomes PC-Chol-Cer Liposomes PC-Chol-Cer Liposomes PC-Chol-Cer 

  

containing ibuprofen containing HA 

Size (nm) 

Polydispersity 

110 ± 2 118 ± 1 136 ± 3 

0.153 0.127 0.178 

Z potential (mV) -4.94  -7.6  -9.02  

 
Table 2. Characterization of developed vesicles in terms of Size, polydispersity and Z potential of 

liposomes PC-Chol-Cer (F1), liposomes PC-Chol-Cer containing ibuprofen (F2) and liposomes PC-Chol-

Cer containing HA (F3). 
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Once characterized the main formulas (F1, F2 and F3), Tween® 80, Tween®65 and 

Transcutol® P were incorporated in order to promote the formation of planar structures 

when the formulas will be applied onto the human skin surface.  

We use the AFM to observe the structures formed by the liposomes developed when 

applied onto the human skin surface. Firstly we acquired images from clean skin and 

liposomes without drugs (Figure 2). 

Deflection images from clean skin showed high roughness values (Ra = 22 nm) and 

irregular surface, with height values ranging from 50 to 330 nm. Once spreading of 

liposomes of PC-Chol-Cer (F1), the surface becomes smoother, liposomes without PEs 

exhibits homogenous surface with roughness (Ra) value of 8.7 nm and step height 

differences of 150 ± 50 nm. 

 

 

 
Figure 2. Deflection images from clean human skin (A) and liposomes PC-Chol-Cer (F1) after spreading 

to human skin surface (B). Scale bar = 1 µm. Z scale 10 nm. 

 

 

Afterward, F1 was supplemented with PEs used in this study. As it can be seen in 

Figure 3, differences in relation with the PEs used were observed, thus it implies 

different effect of each PE on the vesicle membrane. Once the formulas were 

supplemented with PEs, we observed in some cases the skin surfaces covered by round 

structures.  

In the case of F1- T80 (Figure 3A), we could differentiate two regions, one of them with 

flat surface with an average Ra value of 4 nm where some spherical structures with 

average size of 200 ± 30 nm were distinguishable, the second region is covered by 

bigger spherical structures with diameters from 520 nm to 900 nm and Ra value of 13.1 

nm. At first sight, the smaller structures could assemble to form the bigger ones; as a 

result the step height is 150 ± 90 nm.  
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Differently, the image obtained after the deposition of F1-T65 (Figure 3B) shows no 

spherical structures, the main Ra value of 13.8 nm and step height values of 210 ± 160 

nm were observed. 

After the spreading of F1-T formula, two different regions could be distinguished 

(Figure 3C). In one region we could observe that some structures seem to be vesicular 

clusters.  Those structures were in the range of 540 to 600 nm in diameter value, smaller 

than the structures observed in Figure 3A, and with less variability in size. In this region 

average Ra of 16 nm were observed; the other region was covered with small structures 

ranging from 150 nm to 250 nm, and Ra = 6 nm.  In this samples, a mean step height 

value of 230 ± 130 nm were measured. 

These facts allow us to verify our first hypothesis: PEs modify the transformation of the 

vesicles in planar structures, after the spreading onto the clean skin, even with a 

complex composition as the PC-Chol-Cer mixture. In these formulas without drugs, we 

could state that Tween® 80 allows liposomes to form flatter structures than the others 

PEs studied, because of the lower step height difference observed in the samples of F1-

T80, additionally Ra values decreases in the regions covered by smaller spherical 

structures (Figure 3A and 3C). 

 

 
 
Figure 3.Deflection images from F1-T80 (A), F1-T65 (B) and F1-T (C). Scale bar = 1 µm. Z scale 10 nm. 

 

Once observed the liposomes without drugs, ibuprofen was incorporated and 

supplemented with Tween® 80 and Tween®65 (Figure 4). The formulation without PEs, 

(Figure 4A) exhibits a homogeneous region in the image with average roughness of 

19.7 nm and step height value of 300 ± 150 nm. 
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When F2 was supplemented with Tween ®80 (Figure 4B), some structures with average 

width of 340 ± 50 nm can be distinguished. Regarding to roughness, we found an 

average Ra value of 15.8 nm, whilst the main step height was 340 ± 190 nm.   

In the formula F2-T65 (Figure 4C), we observed an uniform region without formation 

of well-defined structures, with Ra = 15.3 nm and step height values ranging from 220 ± 

150 nm. 

 

Comparing with formulations without drugs, PEs acts differently in the bilayer of the 

vesicles containing ibuprofen, analysing some parameters such as roughness or step 

heights, we could established certain differentiation, in all cases values of roughness 

slightly increases comparing with formulas without drugs and the same PEs. 

Secondly, we could expect that Tween® 80 acts as a better promotor of the 

transformation of liposomes; however we observed increases in step height differences. 

Besides T65 showed similar behaviour than in the formula without ibuprofen. 

 

 

Figure 4. Deflection images from liposomes containing ibuprofen F2 (A), supplemented with Tween ®80 

F2-T80 (B) and Tween® 65 F2-T65 (C). Scale bar = 1 µm. Z scale 10 nm. 

 

Concerning to the formulations containing HA, the images showed clear differences in 

presence and absence of PEs. The formulation without PEs (F3) shows two regions 

(Figure 5A), a planar region (white stars) with Ra of 2.98 nm and a second region 

displaying diverse spherical structures with diameters from 166 to 284 nm and a mean 

Ra value of 10.3 nm. Step height differences were 305 ± 182 nm. Furthermore, when the 

formulation is supplemented with Tween ®80, spherical structures not well defined 

were observed (Figure 5B), with average Ra values of 9.5 nm and a step height 

difference of 370 ± 210 nm.  
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In addition, formulation supplemented with Transcutol ®P (Figure 4C) showed two 

regions, the first (white stars) exhibited a continuous planar structure with Ra of 7.6 nm. 

In the second region we observed some cylindrical shaped structures, with diameters 

ranging from 166 nm to 284 nm and average roughness of 13.48 nm.  The mean step 

height was 180 ± 120 nm respects to the first region.  

Comparing the effect to incorporate HA in the vesicles formed by PC-Chol-Cer, we 

observed that PEs modify the deposition to the vesicles onto the human skin surface. In 

one hand, when F3 is supplemented with Tween ®80 (F3-T80) the average roughness 

slightly decreases; on the other hand, F3-T showed the image slightly flatter surface, 

due to the step height measured. Due to this information, we could state that 

Transcutol® P, promotes better the transformation of liposomes in planar structures 

when HA is incorporated. 

 

 

Figure 5. Deflection images from liposomes containing HA F3 (A), supplemented withTween ®80 (F3-

T80) (B), and Transcutol ®P(F3-T) (C). Scale bar = 1 µm. Z scale 10 nm. 

 

Summarising, we observed in the images acquired by means of AFM, that the 

composition of the vesicles plays a fundamental role in the process of the deposition 

and subsequent extension onto the human skin. As previous works revealed, when we 

spread liposomal formulations onto clean skin it becomes smother. In these formulas, 

the same trend was observed, however the properties of the drug incorporate play an 

important role as well. 

Taking into account the composition of the vesicles used in this study (PC-Chol-Cer), 

we observed that incorporation of ibuprofen or HA exhibited clear differences, 

indicating the effect of each molecule in the elasticity of the bilayer membrane, and 

consequently in the deposition onto the human skin surface. 
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The liposomes without drugs (F1), exhibited the lowest average values of roughness, 

however in the vesicles containing HA (F3), some planar structures were observed. In 

the case of liposomes containing ibuprofen (F2), homogeneous structures were observed 

with the highest values of roughness, comparing with F1 and F3. According with this 

information, we could state that incorporation of HA allows transformation of 

liposomes into planar structure better than ibuprofen. This fact is mainly related with 

the place in which the molecules are incorporated in the vesicles, according with their 

polarity ibuprofen is mainly in the bilayer, since HA is entrapped in the aqueous phase 

of the liposome. Apparently, the incorporation of the drugs could influence the effect of 

the PEs.  
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Discusión general 
 

Los principales objetivos que persigue el desarrollo de nuevas formas 

farmacéuticas son el aumento de la biodisponibilidad, la disminución de los efectos 

secundarios y la reducción de las dosis terapéuticas. El objetivo específico es que el 

medicamento se distribuya con eficacia hasta llegar a la dianas específicas (1). Para este 

fin, existen numerosas estrategias que tienen en común facilitar el transporte del 

fármaco a través de las diversas barreras del cuerpo humano. Al margen del uso de 

inyectables, que evitan en gran parte esas barreras, las otras vías de administración se 

caracterizan por presentar superficies altamente complejas a través de las que el 

principio activo debe, normalmente, adsorberse y difundirse previamente a la 

distribución, en algunos casos pasivamente y en otros mediante mecanismos activos de 

transporte de membrana.  

La vía tópica, ha sido objeto de una extensa investigación por la aparente facilidad tanto 

de administración como de acceso al torrente sanguíneo. Sin embargo, la piel posee una 

compleja estructura formada por tres capas, epidermis, dermis e hipodermis (2), y 

específicamente la capa más externa de la epidermis, el estrato corneo, que ha sido 

identificado como la principal barrera para el acceso de los fármacos a través de la piel 

(3). 

El estrato córneo es una estructura en si misma compleja, formada por células 

queratinizadas que están rodeadas por una matriz lipídica de diversa composición. Los 

lípidos presentes en esta matriz lipídica son ceramidas (15 tipos identificados), 

colesterol y ácidos grasos. En este sentido, es conocido que los liposomas, vesículas 

lipídicas que encierran un espacio acuoso en su interior, podían ser vehículos ideales 

para la administración tópica. En realidad, desde su desarrollo en los años 60, llamaron 

la atención de diversos laboratorios cosméticos que los comercializaron como 

“reparadores” de la piel. Fue el caso del exitoso producto “Capture®”, que vehiculaba 

un producto hidratante. En realidad el atractivo de los liposomas como vehículos de 

administración tópica era y es, su compatibilidad con la composición lipídica presente 

en el estrato córneo.  
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Cuando se analiza la estructura del estrato córneo se comprueba que se pueden 

establecer dos tipos principales de interacciones de las formulaciones con esta barrera 

(4). El primer tipo se produciría por interacción con los componentes de los espacios 

intercorneocitarios y el segundo tipo,  se produciría por interacción con las membranas 

citoplasmáticas de los corneocitos. En el caso de utilizar liposomas, el primer tipo de 

interacciones se dará entre los lípidos que constituyan las vesículas y los lípidos de la 

matriz intercorneocital. La interacción con las membranas de los corneocitos, sería más 

compleja y se producirían fenómenos de adsorción y/o fusión, pero no se produciría, 

como en otro tipo de células, endocitosis debido a su incapacidad para fagocitar (5). Por 

su parte, el paso a través de la matriz lipídica, plantea enormes dudas sobre la integridad 

de los liposomas debido a la interacción con los componentes presentes en este medio. 

Aspectos como el intercambio lipídico, la deformación de los liposomas y su 

composición, son factores de difícil control. Por este motivo, en este trabajo de 

investigación se planteó desarrollar una forma farmacéutica racional, vehiculada 

mediante liposomas, cuya composición fuera biomimética con los componentes 

lipídicos del estrato córneo. La necesidad de conocer la interacción a nivel molecular, se 

planteó tras el diseño de una forma farmacéutica de liposomas de PC, un lípido común y 

que es ampliamente utilizado como modelo de fosfolípido formador de liposomas. 

Además, también se vio la necesidad de hacer un seguimiento de los fenómenos 

fisicoquímicos que suceden al aplicar estas formas farmacéuticas sobre la superficie de 

la piel humana.  

Se han diseñado dos formas farmacéuticas de liposomas para vehiculizar dos principios 

activos diferentes, Ibuprofeno y ácido hialurónico (AH). El primero tiene una naturaleza 

anfipática y un bajo peso molecular, y el segundo es altamente higroscópico y de alto 

peso molecular. En ambos casos se aplicó la misma metodología de producción, se 

estudió su estabilidad física, se determinó su eficacia terapéutica mediante ensayos de 

permeación in vitro y ex vivo.  Mediante el AFM se investigó el tipo de estructuras que 

se forman sobre las superficies, en este sentido no solo se trabajó con piel humana, sino 

también con membranas artificiales comúnmente utilizadas para la liberación de 

fármacos in vitro (celulosa), se estudiaron también  las modificaciones de las 

propiedades elásticas que se producen en las formulaciones desarrolladas al ser 

aplicadas. Nuestra hipótesis de trabajo fue que al añadir extemporáneamente un agente 

activador del borde de la membrana edge activator, los liposomas se podían 
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desestabilizar parcialmente y de forma parcialmente controlada. De esta manera, se 

activaría la liberación del principio activo en el momento en que se produce el contacto 

con la superficie de aplicación y aumentaría su biodisponibilidad.  

Un activador de penetración de membrana, no es otra cosa que un surfactante de cadena 

simple de hidrocarburos, que desestabiliza la bicapa de los liposomas promoviendo su 

elasticidad (6). Aunque estos compuestos actúan como promotores de la permeación 

(PEs), las cantidades en las que han sido incorporadas en las formulaciones 

desarrolladas, no sugieren que su principal función, por sí solos sea la de incrementar la 

permeabilidad del fármaco vehiculizado en los liposomas. Así, al estudiar el efecto de 

los PEs sobre los liposomas de ibuprofeno y AH, se observó que no tenían la misma 

capacidad disruptiva. Esto se atribuyó a la naturaleza del principio activo encapsulado. 

Se sabe que por su naturaleza anfipática, el ibuprofeno se encapsula parcialmente en la 

bicapa además de en la fase acuosa. En cambio AH se encapsula exclusivamente en el 

espacio acuoso.  

En los estudios preliminares realizados, se vio que la actividad superficial de los PEs era 

variable dependiendo de la naturaleza química del mismo. De entre los experimentos de 

caracterización de los liposomas se observó una evolución diferente del potencial Z, que 

resultó predictiva de la mayor estabilidad de los liposomas de AH; esto es, de los 

liposomas que encapsulan un principio hidrosoluble. Puesto que la literatura muestra 

que el ibuprofeno, debido a su naturaleza anfipática tiene tendencia a intercalarse entre 

los lípidos de la bicapa del liposoma (7) los resultados indican que existe una mayor 

compactación de los fosfolípidos si el principio activo es hidrosoluble. 

En base a esta información y a los experimentos realizados, se seleccionaron sendos PEs 

para cada uno de los principios activos estudiados. Los liposomas con ibuprofeno 

fueron suplementados con Tween®65 y Tween®80, mientras que los liposomas con AH, 

con Tween®65 y Transcutol® P. Esta selección fue por tanto meramente empírica y se 

realizó en base a la estabilidad de los liposomas (evolución del tamaño, polidispersidad 

y potencial zeta). En cualquier caso, la interacción molecular específica debería tener 

una base racional que no se contempló como objetivo de esta tesis. 

Del análisis de los resultados se infiere, por el comportamiento general de nuestros 

experimentos, que la adición de PEs incrementa significativamente la liberación del 

fármaco tanto en piel como celulosa, e incrementa las cantidades de fármaco retenido a 
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nivel dérmico. Así lo indican los parámetros biofarmacéuticos, y en especial las 

cinéticas de permeación.  

Analizando los resultados obtenidos en los ensayos de permeación in vitro, se estableció 

que el modelo cinético que describe la liberación del ibuprofeno a través de la celulosa, 

independientemente del PE incorporado, fue el propuesto por Korsmeyer-Peppas (8). El 

exponente n de este modelo, es el que ha sido propuesto para explicar el mecanismo de 

liberación del fármaco. En el caso de los liposomas con ibuprofeno, este parámetro se 

encontró que deja de manifiesto que el ibuprofeno sigue un mecanismo de liberación 

por difusión simple (8) que sigue las leyes de Fick.  

En el caso de los liposomas con AH, la liberación máxima se consiguió con la 

formulación suplementada con Transcutol® P y la cinética de liberación siguió en todos 

los casos el modelo dictado por las leyes de Fick. 

Aunque todas las formulaciones fueron ajustadas al mismo patrón cinético de 

liberación, existen diferencias significativas en los valores de los parámetros obtenidos, 

tanto en la constante de velocidad como en el porcentaje máximo liberado.  

 

Los ensayos de permeación ex vivo con piel humana, indicaron que el PE que mejor 

actúa para la liberación del fármaco en celulosa, es el mismo que permea las mayores 

cantidades de fármaco en la piel. Es remarcable que los liposomas, sean con ibuprofeno 

o AH, suplementados con PEs, mostraron los mayores valores de flujo y los porcentajes 

de fármaco permeado, y que éstos valores fueron similares a los valores de flujo que 

proporciona la formulación comercial, con la que se comparó (Ibufén®), lo que implica 

que una reducción de concentración de los liposomas que contienen ibuprofeno (hasta 

20%) da como resultado la misma biodisponibilidad local que la formulación 

farmacéutica comercial. Esta observación abre numerosas perspectivas, de ser 

generalizable, para el desarrollo de nuevas formulaciones de liposomas suplementados 

con PEs como coadyuvantes. 

Los estudios de permeación in vitro y ex vivo, así como la determinación cuantitativa de 

cantidades de fármaco retenidos por la piel humana, parecen estar relacionados con los 

siguientes aspectos: primero, con el efecto de desestabilización de estos PEs en 

liposomas (9,10) y seguido con una posible interacción de los PE con los componentes 

del estrato córneo (11). Esto conduce a la desestabilización de la estructura vesicular por 
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la formación de micelas mixtas con los fosfolípidos usados para formar los liposomas 

(12,13).  

 

Estos resultados se atribuyeron, a la acción de los PE sobre los liposomas. Pero en este 

punto era necesario tener constancia de las estructuras que resultaban tras la adición de 

PEs. Es importante destacar que la adición se realizó extemporáneamente, por lo que 

medir su efecto “in situ” es difícil. Por eso se recurrió a la observación microscópica. La 

microscopía de fuerza atómica se consideró la más conveniente por que puede realizarse 

en condiciones totalmente biomiméticas. Esto es, puede caracterizarse topográficamente 

la piel, en aire, sin necesidad de colorantes o marcadores. Igualmente, pueden 

observarse el tipo de estructuras que se forman a una resolución nanométrica. En 

general, la adición de PEs induce la formación de regiones planas cuya diferente altura 

sugiere la formación de bicapas y multicapas originadas por la disrupción parcial de las 

vesículas. Prueba de ello es que mediante el AFM se observan algunos liposomas no 

totalmente extendidos. 

 

Las formulaciones desarrolladas fueron depositadas en dos tipos de membranas: la 

celulosa y piel humana y se observaron las estructuras que se forman después de su 

deposición utilizando el AFM. 

En relación a las imágenes obtenidas, de los liposomas que contienen ibuprofeno o 

ácido hialurónico en celulosa, se observaron diversas estructuras, muy probablemente 

atribuidas a la disrupción incompleta de las vesículas. Es importante mencionar que el 

uso de celulosa es frecuente como modelo para el estudio de la permeación de fármacos, 

y que se utiliza ampliamente para extrapolar los resultados sobre piel. Sin embargo, 

cuando el sustrato es la piel, se observa un comportamiento diferente. Previamente a la 

observación de las formulaciones, se caracterizó la interficie biológica, la piel es un 

tejido con una superficie muy rugosa, formada por grandes regiones con diferencias de 

alturas que exhiben valles, plataformas y orillas profundas que no siguen ningún patrón. 

Sin embargo, después de la deposición de las formulaciones, la rugosidad disminuye y 

se observa cubierta por diferentes tipos de estructuras. La adición de PEs promueve 

claramente la formación de las estructuras planas, debido a las regiones, parecidas a 

bicapas o multicapas de lípidos, en coexistencia con liposomas no fusionados y/o 

intactos observadas. En cambio, el análisis de las imágenes de liposomas con AH, 

indican que la transformación de liposomas en bicapas planas o multicapas no fue 
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completa en las mismas condiciones que con ibuprofeno. Los liposomas con 

Transcutol® P parecían sufrir rotura parcial dejando entidades esféricas en la superficie 

con diámetros mayores a los observados en la formulación de liposomas en ausencia de 

PEs. 

 

Utilizamos el modo de AFM-FS para conocer las propiedades  nanomecánicas de las 

estructuras que se producen después de la deposición de las formulaciones sobre 

celulosa y piel humana. AFM-FS es un modo de trabajo que permite obtener el balance 

entre las fuerzas de adhesión y las fuerzas de cohesión del sistema lipídico estudiado. 

Cuando la punta del AFM ejerce presión sobre la capa lipídica los fosfolípidos que 

entran en contacto con ésta tienden a adherírsele, por tanto, cuando el AFM intenta 

apartar la punta de la muestra encuentra una resistencia a liberarla de ese contacto. La 

fuerza de adhesión (Fadh) entre los fosfolípidos y la superficie de la punta del AFM da 

información de la facilidad con que el sistema lipídico puede extenderse sobre las 

superficies, en particular la superficie de la piel humana o de la celulosa. Se observaron 

diferencias entre las estructuras adoptadas y las fuerzas de adhesión presentadas por las 

formulaciones depositadas en celulosa o en la piel. Sin embargo, aunque la celulosa es 

comúnmente utilizada como modelo para poner a prueba la permeabilidad de fármacos, 

nuestros datos de AFM  demuestran que este sustrato no mimetiza plenamente las 

propiedades fisicoquímicas de la piel humana. Así, la diferencia de tamaños en las 

estructuras de una misma formulación depositadas en diferente sustrato refleja 

claramente la influencia del sustrato en las estructuras adoptadas, lo que a su vez está 

relacionado con las Fadh observadas. 

Analizando las propiedades nanomecánicas por medio del modo AFM-FV, se puede 

establecer la relación que existe entre el valor medio de estas fuerzas y la permeación de 

fármacos. Para el AH, las formulaciones con valores bajos en las Fadh  presentaron las 

mayores cantidades de fármaco permeado. Esta misma correlación se observó con 

mayor claridad en las formulaciones de liposomas con ibuprofeno.  

Una vez observado el efecto causado por la incorporación de PEs sobre los liposomas 

de PC con los fármacos utilizados en la presente investigación, se planteó el diseño de 

una nueva estrategia para aumentar la eficacia de los liposomas para la administración 

transdérmica de fármacos, basada en los fenómenos de fusión intermembranarios (15). 

Esta estrategia consistió en desarrollar una formulación biomimética con la matriz 
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lipídica intercorneocitaria. Diversos grupos de investigación han desarrollado 

formulaciones con los componentes del estrato córneo (16–18) sin embargo, las 

proporciones de los componentes utilizados han sido en función a los datos encontrados  

en la bibliografía (19). Como se ha puesto de manifiesto, la composición de las 

vesículas tiene un papel importante en la permeación de los fármacos a través de la piel, 

por lo que se requiere optimizar su composición (20). 

 

En nuestra investigación, el modelo de membrana para mimetizar el estrato córneo fue 

ideado en base a los compuestos más abundantes en el estrato córneo: ceramidas (Cer) y 

colesterol (Chol), y en base a la estabilidad termodinámica deducida de su 

comportamiento en monocapas se seleccionó la mejor opción para producir los 

liposomas. 

Con este objetivo, se realizaron una serie de experimentos, utilizando la balanza de 

Langmuir. Los resultados obtenidos mostraron que la composición termodinámicamente 

más estable fue PC-Chol-Cer (0.36:0.24:0.40, mol:mol:mol). Esta composición presenta 

un contenido de Cer y Chol, similar al que se ha encontrado en el estrato córneo (21). 

Aunque los estudios se realizaron en monocapas, la información obtenida ofrece una 

idea clara de la configuración de la bicapa lipídica y las propiedades observadas son 

fácilmente extrapolables a los liposomas (22).  

 

Posteriormente, teniendo la composición biomimética más favorable desde un punto de 

vista termodinámico, se prepararon liposomas incorporando ibuprofeno o AH. La 

caracterización fisicoquímica de las vesículas en términos de tamaño de partícula, 

polidispersidad y potencial zeta, no mostro diferencias significativas en relación al 

fármaco encapsulado y a las vesículas sin fármaco. Estas diferencias tampoco se 

observaron comparando con liposomas de PC. Este hecho sugirió que la adición de PEs 

podría incorporarse en el desarrollo de nuevas formulaciones. De esta forma, se estudió 

el efecto de los PEs para favorecer la formación de bicapas planas sobre la piel, 

siguiendo nuestra inicial hipótesis de estudio. 

Después de caracterizar las formulaciones desarrolladas, se observaron mediante el 

AFM  las estructuras adoptadas al ser aplicadas sobre piel humana, con el objetivo de 

desarrollar una metodología de predicción de la efectividad de permeación de los 

fármacos, a través de la observación de regiones planas y disminución en los valores de 

rugosidad. 
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En general, para la composición biomimética (PC-Chol-Cer), fue necesaria mayor 

cantidad de PEs para conseguir una ligera desestabilización en la bicapa de las 

vesículas, lo cual podría sugerir diferencias en las estructuras formadas por las 

formulaciones cuando son aplicadas sobre la piel, en relación a los liposomas de PC. 

Sin embargo, a través de las imágenes obtenidas observamos patrones similares. En 

general, se observó que la composición de las vesículas ejerce un papel fundamental en 

el proceso de la deposición y posterior extensión sobre la piel humana (23), lo cual se 

verificó al comparar la formulación biomimética con los liposomas de PC. En las 

vesículas de PC-Chol-Cer se observaron incrementos en los valores medios de 

rugosidad y diferencias en alturas de las estructuras formadas tanto para el  ibuprofeno 

como para el AH.  

 

Tal como se ha puesto de manifiesto en trabajos anteriores, cuando los liposomas se 

depositan sobre la piel, su rugosidad disminuye. Este mismo efecto fue observado con 

los liposomas de composición biomimética.  

Comparando la deposición de las formulaciones en relación al fármaco encapsulado, se 

observaron claras diferencias en los liposomas con ibuprofeno y las vesículas con HA, 

lo que indica el efecto de cada molécula en la elasticidad de la bicapa de las vesículas, y 

consecuentemente en la deposición sobre la superficie de la piel humana. 

Los liposomas sin fármaco, mostraron valores de rugosidad más bajos, sin embargo en 

las vesículas que contienen AH, se observaron algunas estructuras planas. En el caso de 

liposomas que contienen ibuprofeno, las regiones homogéneas se observaron con los 

más altos valores de rugosidad, comparando con los liposomas sin fármaco y los que 

contienen AH.  

Debido a que la transformación de los liposomas en capas planas y en consecuencia su 

función de efecto reservorio pueda estar actuando debido a la fusión de los liposomas 

con los componentes de la matriz lipídica del estrato córneo (24), la aplicación de una 

formulación de composición biomimética podría permitir que el mecanismo de 

adsorción y/o fusión de las vesículas con el estrato córneo pueda gobernar la 

permeación de fármacos encapsulados (25). 

 

Integrando la información obtenida en las imágenes, se puede establecer que el PE que 

puede aumentar la permeación del ibuprofeno es Tween®65, mientras que Transcutol® P 
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es capaz de incrementar la eficacia para el AH cuando se incorporan en liposomas de 

composición biomimética. 

 

El desarrollo de esta tesis ha seguido un esquema “up-bottom” ya que se partió de 

observaciones fenomenológicas del comportamiento de formulaciones de liposomas de 

composición convencional con PC. Sin embargo, los resultados de permeación 

ratificaron nuestra hipótesis inicial sobre la relación entre capas planas como formas que 

activaban la permeación a través de la piel y sugirieron la necesidad de estudiar las 

interacciones específicas entre los lípidos que constituían los liposomas. 

Estos resultaros guiaron nuestra investigación hasta el estudio de los niveles de 

interacción molecular de los lípidos, para diseñar formulaciones farmacéuticas 

racionales biomiméticas, además de abrir nuevas perspectivas en relación al uso del 

AFM como técnica de predicción de la eficacia de los sistemas de administración 

transdérmica de fármacos. 

 

Si bien, los resultados obtenidos en esta investigación han dado lugar al desarrollo de 

formulaciones farmacéuticas con un gran potencial para la administración tópica de 

fármacos, existen diversos factores a considerar en las sucesivas etapas del desarrollo 

farmacéutico. Por una parte, la agregación y fusión de las vesículas, así como la 

permeación del fármaco a través de la membrana vesicular hacen que la estabilidad de 

los sistemas vesiculares siga siendo un factor limitante para su uso a nivel comercial. Lo 

cual es un parámetro crítico en el desempeño del fármaco vehiculizado en los liposomas 

(26). Generalmente las formulaciones de liposomas no cumplen los criterios requeridos 

de estabilidad a largo plazo si se almacenan en suspensiones acuosas, debido a que el 

fármaco incorporado en las vesículas permea hacia el medio, lo que puede dar como 

resultado un cambio en su perfil farmacocinético del fármaco (27). Una de las 

alternativas que se ha propuesto para eliminar este inconveniente es la liofilización, 

diversos estudios han demostrado que la liofilización aumenta la estabilidad y la vida 

útil de las formulaciones basadas en liposomas, algunos de los liposomas en el mercado 

o en las fases de ensayos clínicos se presentan en forma de  polvo liofilizado (28).  

 

Otra alternativa susceptible a ser aplicada para solventar la estabilidad de las 

formulaciones basadas en liposomas, es la incorporación de la formulación liposomal en 

un gel o ungüento (29). Sin embargo, las formulaciones farmacéuticas desarrolladas en 
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la presente investigación pueden ser susceptibles a combinar alguna de las estrategias 

anteriormente expuestas para incrementar su estabilidad y vida útil, o bien pueden de ser 

aplicadas en un dispositivo especial, que permita almacenar de forma independiente los 

activadores de membrana y por otra los liposomas, de esta forma al momento de la 

aplicación se combinaría la cantidad adecuada de cada uno de los componentes para ser 

aplicados. 

 

Finalmente, otro aspecto a considerar para continuar con el desarrollo farmacéutico de 

las formulaciones diseñadas en este estudio, es el escalado industrial. A principios de 

los años noventa fue comercializada la primera formulación farmacéutica basada en 

liposomas para aplicación tópica,  esta vehiculizaba un antimicótico (Pevaryl creme, 

Janssen-Cilag), posteriormente algunos productos más formados por vesículas 

multilamelares hicieron su aparición. Es importante mencionar, que no todos los 

productos comercializados  han tenido que someterse a evaluación en todas las fases 

clínicas que involucra el desarrollo farmacéutico, debido a que son considerados 

productos OTC over the counter, lo cual implica que no se requiere una prescripción 

médica para adquirirlos. Este es un factor importante a resaltar, debido a que los costes 

y tiempo implicados en los ensayos clínicos, representan la mayor inversión en el 

desarrollo de un producto farmacéutico. 

En este sentido, el primer aspecto a evaluar son los costes de los materiales utilizados 

para la producción de los liposomas, generalmente se utiliza la fosfatidilcolina que es un 

fosfolípido natural ampliamente utilizado para la administración transdérmica de 

fármacos, debido a su bajo impacto en los costes de fabricación y su compatibilidad con 

los lípidos presentes en el estrato córneo, sin embargo cuando la composición de las 

vesículas es más compleja, como en nuestro caso el modelo de membrana diseñado para 

biomimetizar el estrato córneo, los costes pueden incrementar notoriamente, debido a 

que los lípidos utilizados requieren un proceso de extracción más complejo.  

Es por ello que comparar la eficacia de cada una de las formulaciones puede ayudar a 

definir el costo beneficio de cada una de las formulas desarrolladas. 
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Se confirmó que la adición de potenciadores de la permeación a liposomas mejora la 

liberación de ácido hialurónico e ibuprofeno a través de la piel humana.  

 

El proceso de transformación de liposomas en bicapas lipídicas planas o estructuras de 

múltiples capas como se observó a través del AFM proporciona sentido para una alta 

concentración de fármaco permeado a través de la piel.  

 

En consecuencia, este tipo de formulaciones son capaces de mejorar la 

biodisponibilidad local del ibuprofeno. Por lo tanto, podemos asumir que los liposomas 

cargados con ibuprofeno suplementados con surfactantes no iónicos logran el mismo 

efecto terapéutico que la formulación comercial evaluada.  

 

Cuando los liposomas se depositan sobre superficies orgánicas (celulosa) o 

biointerfaces (piel) se convierten parcialmente interrumpidas, aplanadas y 

transformadas en cierta medida en bicapas lipídicas planas. PEs tienen un efecto 

definido en este proceso, que parece gobernado principalmente por la interacción entre 

las formulaciones de liposomas y la naturaleza de las superficies.  

 

Se sabe que la liberación de fármacos de liposomas se ve aumentada por la 

incorporación de PEs en la fórmula. Sin embargo, nuestros AFM y FV mediciones nos 

llevan a concluir que las fuerzas de adhesión, entre otros factores, tales como la tensión 

interfacial, pueden estar detrás del complejo mecanismo de permeación a través de la 

piel. 

 

El estudio monocapas con los principales componentes del estrato córneo, reveló 

información utilizada para desarrollar liposomas para la administración transdérmica de 

fármacos. La mezcla ternaria más estable de acuerdo con los parámetros 

termodinámicos eran PC- Chol -Cer (0,36: 0,24: 0,40, mol:mol:mol). 
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La composición de las vesículas ejerce un papel fundamental en el proceso de la 

deposición y posterior extensión sobre la piel humana. En las vesículas de PC-Chol-Cer 

se observaron incrementos en los valores medios de rugosidad y diferencias en las 

alturas de las estructuras formadas, en comparación con las formulaciones de PC.  

 

Se puede correlacionar la información obtenida por medio de las imágenes de AFM con 

el efecto promotor de la permeación del fármaco incorporado en los liposomas. Para los 

fármacos estudiados, los valores de las Fadh más bajos favorecieron la permeación del 

fármaco encapsulado. 
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Apéndice A 

Abreviaturas 
 

 

AH       Acido hialurónico 

AFM       Microscopio de fuerza atómica 

PEs       Promotores de la permeación 

PC        Fosfatidilcolina 

SLBs       Bicapas lipídicas soportadas 

EC       estrato córneo 

Chol       Colesterol 

Cer       Ceramidas 

Fadh       Fuerza de adhesión 

Cs       Módulo de compresibilidad 

LB       Langmuir-Blodgett 
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The box will ‘expand’ over 2 pages as you add text/diagrams into it.) 

 

Introduction. Transdermal drug delivery (TDD) has made great advances in last 

decades as alternative of oral delivery and hypodermic injection. However, no all drugs 

are suitable to administrate by this route and new efforts are focused in understand how 

drugs can penetrate the Stratum Corneum (SC) barrier to reach the deep skin layers. 

Liposomes have been used before as topical drug delivery system, however the 

liberation of drugs to the skin is not fully understood. The Atomic Force Microscopy 

(AFM) has been demonstrated as a valuable tool to unveil the nanostructure of many 

tissues and cells as well as a technique to quantify the molecular interaction between 

different drugs with biological samples. 

 

Methods: To bring light to how drugs can permeate trough the SC, in this study we 

have studied how the different liposome formulations could enhance the delivery of 

drugs through the SC through the formation of planar lipid bilayers. These formulations 

have been characterized by AFM observing the interactions of the liposomes with 

human skin including characterization of its nanomechanical properties. 

 

Results: We have evaluated the structures formed by the different liposome 

formulations on SC by AFM. We observed that liposomes tend to form planar lipid 

structures on the human skin. In one hand liposomes with ibuprofen supplemented with 

Tween 80® (Figure 1C and D) showed an homogenously covering of the surface of the 

skin evidenced by the holes (black arrows in the image) formed due to defects on the 
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skin surface. On the other hand the commercial formulation ibufen® didn’t cover the 

skin surface but formed round structures on it. 

 

 

 

Figure 1. AFM height and deflection images from different liposome formulations 

applied onto human skin. 

 

 

Discussion: In this study we obtained relevant information related to how the 

formulations studied can liberate the drug from liposomes towards the SC trough the 

formation of planar lipid layers covering the skin. These observations open new 

perspectives to understand the different drug permeation depending on the formulation 

applied in the TDD. 
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Hyaluronic acid is the major component of the skin extracellular matrix and is involved 

in different biologic processes such as hydration, nutrient exchange, and cell 

differentiation and motility (Wiest & Kerscher, 2008). 

Liposomal formulations as transdermal drug delivery systems have been widely used to 

improve drug permeation of different drugs. Our previous studies strongly suggest that 

the formation of supported lipid bilayers (SLBs) onto the skin is related with the 

increase of the permeation of drugs through the stratum corneum2.(Martha L. Vázquez-

González, et.al, 2013) 

In this work we developed and characterized liposomal formulations incorporating 

different penetration enhancers (PE´s). Liposomes were prepared using L-α 

Phosphatidylcoline and hyaluronic acid, once prepared Tween 80 and Transcutol were 

incorporated to promote the transformation of the liposomes into planar lipids bilayers.  

Ex vivo permeation studies were performed using Franz diffusion cells and human skin 

obtained from abdominoplasty surgery with thickness from 400 to 200 µm was used as 

permeation membrane.  

According with the results, liposomal formulation without PE´s can be effective for 

local effects due to their capacity to retain the highest quantities of hyaluronic acid. In 

contrasts, incorporation of PE´s of the liposomes with hyaluronic acid are capable to 

permeated to the deepest layers of the skin and can be reach a systemic effect. 
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The use of liposomes as drug delivery system for topical application has been exploited 

extensively in past decades. The hardness and elastic modulus of the outer layer of skin (keratin 
layer) are important for the effective and accurate delivering of drugs1. Our studies strongly 
suggest that the formation of supported lipid bilayers (SLBs) onto the skin is related with the 
increase of the permeation of drugs through this barrier2. 

In the present study we have used the force spectroscopy mode of atomic force 
microscopy (FS-AFM) to investigate the nanomechanical properties of human skin with and 
without the presence of SLBs formed under different conditions. The tissue was characterized 
by obtaining force maps of the scanned areas. From these images, cover and uncovered by 
SLBs of different compositions and loaded with several drugs, we can estimate the adhesion 
forces of the different regions studied.  

The results obtained in this study show significant differences in adhesion force, 
enabling for nanomechanical differentiation between the skin and the SLB formed from 
liposomes deposited onto the tissue. AFM images and force curves of several samples were 
evaluated evidencing an increase of adhesion forces in the human skin covered by SLB of 
liposomal formulation with different drugs.  

 

 

Figure 1. AFM images of natural human skin, height (A) and deflection (B) images.  
Histogram represents adhesion forces of human skin without SLB (C). 

 

1  Kendall, M.A.F., Chong, Y.F. & Cock, A.  “The mechanical properties of the skin epidermis 
in relation to targeted gene and drug delivery” . Biomaterials 28, 4968–4977. (2007). 

2 Vázquez-González, M.L., et al., “Improving ex vivo skin permeation of non-steroidal anti-
inflammatory drugs: Enhancing extemporaneous transformation of liposomes into planar lipid 
bilayers”. Int. J. Pharm., 461, 427-436 (2013). 
 
 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2818.2010.03407.x/full#b28
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2818.2010.03407.x/full#b28


 

 
 

153 

          ……….…........................................................................................................ Contribuciones a congresos 

 

Nanomechanical Study of Human Skin using the Atomic Force Microscope: Effect of 

Supported Lipid Bilayers on its Viscoelastic Properties 

 

Authors & affiliations: 

Vázquez-González, M.L., Hernandez-Borrell, J., Domènech,O. 

Departament de Fisicoquímica, Facultat de Farmàcia, Universitat de Barcelona, Spain 
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The box will ‘expand’ over 2 pages as you add text/diagrams into it.) 

 

Introduction: The use of liposomes as drug delivery system for topical application has been 

exploited extensively in the past decades. However, the interaction of liposomes with the skin 

is not well established. In one hand, our studies strongly suggest that the formation of 

supported lipid bilayers (SLBs) on the skin is related with the increase of the permeation of 

drugs through the human skin. On the other hand, Atomic Force Microscopy (AFM) has 

emerged as a powerful technique to characterize mechanical properties of thin films at the 

nanoscale. Therefore, in this study we have used the force spectroscopy (FS) mode of AFM to 

investigate the nanomechanical properties of human skin with and without the presence of 

SLBs spread under different conditions. 

 

Methods: Human skin (400 µm of thickness) was glued onto a magnetic steel disc through 

double-sided scotch, cleaned with a solution of 60% of ethanol and dried under a nitrogen 

stream to remove any contaminant adsorbed on it. Afterwards, the sample was mounted on 

the AFM and scanned in contact mode and in air. Environment was maintained at 24 ºC and 60 

% of humidity. 

 

Results: The tissue was characterized through FS-AFM obtaining force maps of the scanned 

areas. From these images, cover and uncovered by SLBs of different compositions and loaded 

with several drugs, we can differentiate the adhesion forces of the regions studied. 
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Discussion: This study shows that although slightly differences in the nanomechanical provides 

can be obtained, difficulties arise due to high roughness of the skin. Local characterization, 

however, provides means for a putative mechanism of drug permeation. 

3  
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INTRODUCTION 

 

Liposomes are colloidal vesicles formed basically by phospholipids. Liposomes are 
capable of encapsulating hydrophilic molecules in the aqueous internal space or lipophilic and 
amphiphilic molecules their concentric bilayers1. 
The use of liposomes as drug delivery systems has been developed for many years and at 
present is considered of great potential. Specifically, transdermal delivery of drugs has shown 
reduce the main the skin barrier: stratum corneum2. 
Although a large number of transdermal studies have used liposomes that carry a variety of 
therapeutic agents, there is no experimental evidence explaining how the effect of the drugs 
encapsulated is achieved and related to the carrier structure3. 

Hyaluronic acid it is present in the intercellular matrix of most vertebrate connective 
tissues, especially in the skin. Its biocompatibility lead to its use in medical and pharmaceuticals 
applications, as a supplemental for join fluid arthritis patients and regeneration of surgical 
wounds4. 
We have used the concept of supported lipid bilayer systems5 to enhance hyaluronic acid release 
promoting the transformation of liposomes into planar structures onto the skin. 
In this study we prepared different formulations of elastic liposomes with the aim of enhancing 
skin delivery through the formation of planar lipid bilayers. These formulations are formed from 
LUVs loaded with hyaluronic acid and small amounts of various enhancers like Tween 65®, 
Tween 80® and Transcutol®. 
 

RESULTS AND DISCUSION 

 

Understanding the kinetics of drug release is a prerequisite to improve or design topical 
drug delivery formula. In this study, we have prepared liposomes containing hyaluronic acid. 
Different surfactants has been incorporated with the aim to slightly destabilized the lipid 
membrane and to promote the formation of supported lipid bilayer systems when are spreading 
on the surface. According with the release study results, incorporation of surfactants promotes 
the release of hyaluronic acid to the receptor media.  
Release profiles indicated a sustained delivery of hyaluronic acid from liposomal formulations. 
The highest percentages of hyaluronic acid delivered were obtained from the formulation with 
Transcutol® with 84.01 %.  
The values obtained in release studies was fitting in different kinetic models, the results shows 
that release of hyaluronic acid take place according to Korsmeyer- Peppas kinetic model. Due to 
release exponent values are below 0.43, diffusion is the principal mechanism of drug release 
from the formulations. 
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Liposomal formulations as transdermal drug delivery systems have been widely used to 

improve drug permeation and deposition in the stratum corneum of different drugs. 

However the mechanism in which the formulations achieve these results is not 

completely clear. In this work we have prepared different liposomal formulations with 

the aim to improve the transdermal permeation of hyaluronic acid. We have developed 

and characterized liposomes formulations incorporating different enhancers. 

Liposomes were prepared through thin film hydration method using L-α 

Phosphatidylcoline, once prepared Tween 80 and Transcutol were incorporated to 

promote the transformation of the liposomes into planar lipids bilayers.  Formulations 

were characterized in terms of particle size diameter, size distribution, entrapment 

efficiency and in vitro drug release. Ex vivo permeation studies were performed using 

Franz diffusion cells and human skin obtained from abdominoplasty surgery was used 

as a permeation membrane.  

Stable and regular Liposomal formulations suitable for combination with different 

enhancers were developed. Liposomes containing hyaluronic acid and Transcutol 

showed the highest quantities of hyaluronic acid released (84%). 

At the end of the permeation assay were measured the amount of hyaluronic acid 

retained in the skin. Liposomes without enhancers presented the highest quantities of 

hyaluronic acid retained in the skin (1.8 g/g skin cm2). According with these results, 

liposomal formulations developed are capable to increase the quantities of hyaluronic 

acid permeated through human skin. 
Acknowledgments: This research has been supported by the Spanish Ministry of Science and Innovation 

through grant Torres Quevedo PTQ-11-04462 to R.B. 
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Purpose: To develop and evaluate liposomal formulation with an anti inflammatory 
drug for topical administration. 
 
Methods: Liposomes were prepared through thin film hydration method using L-α 
Phosphatidylcoline and different enhancers. The formulations were examined for their 
characteristics such as particle size diameter, size distribution, stability, including in 
vitro drug release. Permeation studies were performed using Franz diffusion cells and 
human skin obtained from abdominoplasty surgery was used as a permeation 
membrane. 
 
Results: The formulation obtained presents average size of 168 nm and a polidispersity 
of 0.19 and was stable for 70 days. 
The formulation containing 0.0025 % of polyoxyethylenesorbitan tristearat as 
permeation enhancer gave drug release pattern comparable  to that of the reference 
product.  
 
Conclusions: These assays show that the release of the anti inflammatory drug 
incorporated in liposomes takes place in a sustained release according to Weibull kinetic 
model. 
The results obtained show that the average flux is 2.33 mcg/hr cm² and the drug 
accumulated in skin at 1.44 mg/g cm². These results demonstrate the possibility to use 
this formulation for topical purposes. 
The transdermal permeation assay of these liposomes on human skin shows that the 
drug will achieve a local action instead of systemic due to its low steady state 
concentrations 
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The aim of this work was to develop and evaluate liposomal formulation with an 
anti- inflammatory drug for topical administration.These vesicles consist of 
phospholipids and an edge activator. An edge activator is often a single-chain 
surfactant, with a high radius of curvature, which destabilizes the lipid bilayers of the 
vesicles and increases their deformability 1 

Liposomal formulations were prepared using different enhancers as Isopropyl 
alcohol, Propylene glycol and nonionic surfactants (Tween 65 and Tween 80). 
Ibuprofen was used as a drug control. Liposomes were characterized by their 
characteristics such as particle size diameter, size distribution and stability. In vitro drug 
release and ex vivo skin delivery of Ibuprofen were performed using Franz diffusion 
cells in order to probe the potential of topical administration for this formulations 

These assays show that the release of the anti-inflammatory drug incorporated in 
liposomes takes place in a sustained release according to Korsmeyer-Peppas model. 

According with the ex vivo permeation assays quantities of Ibuprofen delivered 
in both liposomal formulations are superior to the commercial formulation as well as 
drug accumulated in the skin. Although the quantities of Ibuprofen in the liposomal 
formulation are lower the best results obtained is probably because almost all the 
Ibuprofen contained in liposomes were delivered. 

In addition to the stability, these results demonstrate the possibility to use this 
formulation for topical purposes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 1 M. Elsayed, “Lipid vesicles for skin delivery of drugs: reviewing three decades of research”, Int. J. Pharm, 332, 1-16 (2007). 

 

 

 

Graph 1 Cumulative mean of in vitro permeation profiles of Ibuprofen from two formulations and reference gel 
through human skin. Data is presented as mean ± standard deviation (n=3) 
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