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PRESENTACIO.

El terme liposomes ha assolit una difusié notable fora de 'ambit cientific des que, el
1986, la companyia Christian Dior va comercialtzar el primer producte cosmétic -Capture TM-
que incorporava aquestes vesicules. Tot i que feia més de 20 anys que s’experimentava amb
els liposomes, la seva aplicacié no va ser viable fins que la mateixa companyia no va posar a
punt métodes de producci6 a gran escala (Redziniak G. i Meybeck A., 1985), ja que les patents
contemporanies proposaven métodes poc o gens transferibles a la industria (Manibhai Patel H.,
1985). Des d’encga, la quantitat de productes que es poden trobar al mercat s’ha incrementat
extenent-se fins al terreny farmacéutic. Aquesta variacié d’aplicacions té el seu origen en
Fevolucié dels métodes d’obtencio de liposomes, que, en funcié de la seva finalitat, han deixat
d’ésser vesicules constituides per una superficie lipidica que conté aigua en el seu interior, per
arribar a ser, en un dels casos més complexos, vesicules on els lipids estan coberts d'uns
polimers que fan que els liposomes no siguin eliminats pel sistema immunitari huma, que a més
tenen anticossos enllagats a la seva superficie externa que els fan interaccionar només amb
cél-lules molt concretes i, finalment, que contenen al seu interior aqués un farmac que actua
sobre aquestes cél-lules.

Fou en els anys 1960 quan Bangham et al. (1965) encetaren una série d’estudis
sistematics que permeteren caracteritzar la interaccié entre els lipids i I'aigua. Pero ja en el segle
anterior, com a minim el 1854, s’havien observat els fendmens d’inflament que tenen lloc quan
les lecitines es posen en contacte amb medis aquosos (Lassic D.D., 1993). A principis del segle
XX, el 1911, apareixien publicats dibuixos detallant les estructures microscopiques que es
formen, i que foren batejades com a cél-lules artificials. No fou fins que s’associa la formacio
d’aquestes estructures al fet de que 'aigua quedava inclosa en elles, que s’inicia la recerca
cientifica que en pocs anys incrementa espectacularment el nimero de grups dedicats al seu
estudi, i que porta a Bangham a difondre-les per televisid, encara per un public reduit, dins la
série anglesa de divulgacié cientifica Open University. Poc després el marqueting faria la seva
feina a un altre nivell.

Les caracteristiques dels liposomes estan determinades pel tipus especial de lipids que
els constitueixen ja que no tots els lipids, naturals o artificials, poden formar aquestes vesicules.
Es per aixd que a I'apartat 1.1 es descriuen els principals components de la superficie dels
liposomes, els fosfolipids, i les propietats que fan d’ells els seus precursors. Els liposomes, pero,
no son les uniques estructures que poden originar-se en interaccionar els fosfolipids i I'aigua.
Hi ha una gran varietat que depén, entre altres factors, de la relacié en pes entre ambdés
components i de la temperatura. El comportament de les mescles fosfolipid-aigua
(comportament liotropic) a diferents temperatures (comportament termotropic) es descriu a

'apartat 1.2, on principalment es mostren aquelles agrupacions de fosfolipids que estan



relacionades amb els liposomes.

La interaccié dels lipids que no formen liposomes amb |'aigua sota determinades
condicions permet obtenir sistemes més o menys estables que tenen diverses aplicacions. Les
caracteristiques d'aquestes mescles d'oli en un excés d’aigua (emulsions o/w), en les que s’han
inclés fosfolipids per a estabilitzar-les, son el contingut de 'apartat 1.3.

La producci6 industrial de formulacions amb liposomes no va ser possible fins I'aparicié
de sistemes de produccié a gran escala, de metodologia molt diferent a I'emprada en els
laboratoris. Actualment existeixen técniques que sén aplicables en aquests dos entorns, fet que
facilita el contacte entre la investigacié basica i la seva aplicacié. Dos d’aquests métodes es
presenten a l'apartat 1.4: 'un basat en el comportament de les mescles ternaries fosfolipid-
etanol-aigua, i I'altre en la interaccié a gran pressioé de mescles fosfolipid-aigua.

Com ja s’ha comentat anteriorment, el camp d’aplicacié dels liposomes s’ha diversificat
en els darrers 20 anys: des del seu immediat is com a sistemes model de les membranes
bioldgiques, avui dia fins i tot s’ha arribat a les aplicacions téxtils. A 'apartat 1.5 es fa una breu
exposicio dels variats camps en els que podem trobar referéncies de la seva utilitzacié.

Finalment, donat que el present treball experimental ha estat dirigit cap a la preparacié
de formulacions basades en fosfolipids per a la seva aplicacié topica, a I'apartat 1.6 es descriuen
les caracteristiques d’estructura, constitucié i funcié de la pell humana, i a I'apartat 1.7 la seva

interaccié amb preparacions amb liposomes.

Dibuixos que mostren I’inflament de lipids en aigua apareguts el 1911 en el llibre d’Otto
Lehmenn “Els cristalls fhudificats™ . Extret de “Liposomes” (Lasic D D., 1993)
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1.1 LiPIDS, TRIACILGLICERIDS, | FOSFOLIPIDS.

Els lipids s6n molécules que es caracteritzen per la seva molt baixa o nul-la solubilitat
en aigua degut, principalment, a que estan constituides en part o totalment per un esquelet
hidrocarbonat. Entre els lipids complexos (aquells que inclouen acids grassos en la seva
estructura, Fig. 1) hi ha dos, els triacilglicérids’ i els glicerofosfolipids, que comparteixen un altre
element estructural: el glicerol.

Els triacilglicérids sén els lipids més abundants en els organismes vius i constitueixen
el que anomenem greix, quan a temperatura ambient es presenten en estat solid, i olis quan ho
fan en estat liquid. Estructuralment estan compostos per un glicerol esterificat amb tres acids
grassos (Fig. 2a). Sén la llargada i nimero d'insaturacions d’aquests els que caracteritzen el
comportament del triacilglicerid amb la temperatura: com més curta és la cadena de I'acid gras
i/o més insaturacions presenta, més baixa és la temperatura a la qual fon el triacilglicérid.

S’anomenen lipids neutres ja que, degut a la seva composicid, son totalment apolars i
insolubles en aigua. En els ésser vius tenen funcions de reserva energética i de transport. En
aquest darrer cas son el component majoritari dels quilomicrons i de les lipoproteines de molt
baixa densitat. Aquestes vesicules incorporen proteines i altres lipids a un nucli constituit pels
triglicérids, difonent-se per 'organisme mitjangant la sang. Els olis d’origen vegetal tambe tenen
un interés nutricional en el cas dels mamifers: tots els acids grassos que presenten dobles
enllagos en posicions iguals o menors a la 7 respecte del grup metil terminal, s6n derivats de
I'acid linoleic i i de I'acid linolénic incorporats a la dieta en lipids d’origen vegetal.

La possibilitat de formar emulsions unida a les seves caracteristiques nutricionals, fan
que els triacilglicérids vegetals siguin els components majoritaris de nombroses preparacions
per a us parenteral (Aboofazeli et al., 1993; Redden P.R. et al., 1995; Rotenberg M. et al., 1991,

Sjostrom B. et al., 1993). Com a consequéncia de que els acids grassos insaturats presents en

NOM COMU NOM SISTEMATIC ABREVIACIO NOM COMU NOM SISTEMATIC ABREVIACIO -
Lauric Dodecandic C12:0 Estedric Octadecandic (18:0
Miristic Tetradecandic C14:0 Olgic 9-octadecandic Cl8:1
Palmitic Hexadecandic Cl6:0 Linoléic 9,12-octadecandic Ci8:2
Palmitoéic 9-Hexadecandic Clé:l o-Linoléic 9,12,15-0ctadecandic Cl8:3
Y-Linoléic 6,9,12-octadecandic Cl18:3
Fig. 1 Acid grassos naturals més frequents. -

'Els triacilglicérids també s’anomenen, de forma habitual, triglicérids.



els olis vegetals resulten atils també en tractaments cutanis, també sén presents en moltes
formulacions d'aplicacié tépica en forma de cremes.

A la Fig. 2b es mostra 'estructura general dels fosfolipids o glicerofosfolipids. Aquestes
molécules presenten, des del punt de vista estructural, tres dominis ben diferenciats: el primer
constituit per dues cadenes d’acid gras unides, en aquest cas mitjangant enllagos éster, al
segon, format pel glicerol, que té, a la posicié 3, un substituent polar que presenta un grup fosfat.
A conseqiiéncia de la seva estructura els fosfolipids son molécules polars amb caracter amfifilic.

Les cadenes d’acid gras constitueixen la part apolar dels fosfolipids. La seva composicié
i situacio de I'enllag amb el glicerol depenen del seu origen: per exemple, la meitat de les
cadenes de la fosfatidilcolina d’ou sén saturades, essent la del tipus 16:0 la més abundant i
ocupant la posicié sn-1, mentre que en la sn-2 abunden les cadenes 18:1(Kuksis A., 1992; Lasic
D.D, 1993; New R.R.C, 1990). Ara bé, ia fosfatidiicolina de soja només presenta un 15% de
cadenes saturades. A més, és possible trobar en un mateix organisme teixits rics en fosfolipids
amb acids grassos saturats i insaturats: els fosfolipds que formen part del fluid alveolar dels
pulmons contenen majoritariament acids grassos 16:0. Gairebé totes les insaturacions presents
en els lipids naturals sén del tipus cis (o 2) i, pel que fa a la conformacié dels enllagos simples
C-C, depén de la temperatura. Quan aquesta es baixa, la molécula no té prou energia com per
que els enllagos simples rotin i adoptin una confqrmacié gauche, en la qual els atoms de carboni
adjacent a l'enllag estarien més propers entre ells (Fig. 3). En aquesta situacio els enllagos
simples C-C adopten una conformacié trans (o anti), que minimitza les repulsions. En
incrementar la temperatura poden superar la barrera energética i, a través de les formes
eclipsades, adoptar les conformacions gauche. Amb prou energia els enllagos giren lliurement
assolint totes les conformacions.

La preséncia de dobles enllagos en els acids grassos és un dels principals factors que

Zona apolar Capgal polar
I [
sn-1
---------- CHz‘CO-O"ClHZ “"“"""CHZ“[[CO“O‘CHZ{
N | sn2l | _
............ CH>CO-0 CI,H ereneen-CH2t CO-O -CH | o
............ CH,-CO-0-CH:z | sna! { I
I HzyO-P-0-R
a | | il
| > e

Fig. 2 a) Estructura dels triacilglicerols. b) Estructura dels fosfolipids.
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afecten a l'estabilitat quimica dels fosfolipids. Els
alquens son centres d'atraccio electrofila susceptibles
de reaccions d'addici6 i d'etapes d'iniciacié de
reaccions radicalaries. Aquestes darreres solen ser
promogudes per radiacions electromagnétiques prou
energétiques, com ara [lultraviolat. L'etapa de
propagaci6é s’estén rapidament per les cadenes dels
fosfolipids adjacents fins que té lloc l'etapa de
terminacio. En aquest estadi es poden donar diferents
alteracions dels acids grassos en funcio de la quantitat
d’oxigen present en el medi (Fig. 4): trencament de la
cadena; formacié de peroxids; i aparici6 de dobles
enllagos conjugats (que no sén presents en els
fosfolipids d'origen natural). Les cadenes d’acid gras
saturades eviten aquest problemes, és per aixé que
molts fabricants obtenen fosfolipids saturats a partir
dels naturals, sobre el quals s’han realitzat

hidrogenacions catalitiques.

C HC C
B H C H
H H H ! ) H ’
c u H H
C H
Arl1ti Eclipsada Gauche
) 1
o° 60° 120°
Rotacid

Fig. 3 Algunes de les conformacions
possibles en la rotacié dels enllagos simples
C-C de les cadenes d’acid gras dels
fosfolipids.

Fig. 4 Productes de degradacio de les cadenes
d’acid gras com a consequéncia de reaccions
radicalaries.

El grup glicerol actua com a zona de polaritat mitjana degut als enllagos éster amb els

acids grassos. Cal senyalar que no tots els fosfolipids presenten aquest enllagos: en els cas dels

plasmalogens hi ha un éter a,B-insaturat en cis a la posicio sn-1. Tots els enllagos amb el g

licerol son susceptibes d’hidrolisi. Quan aquesta reacci6 té lloc s’originen el que s’anomena

formes liso, mancades d'una cadena. En cas de que la hidrolisi sigui molt acusada pot produir-se

la pérdua de totes dues.

Pel que fa posicié sn-3 de tots els fosfolipids, esta ocupada sempre per I'enllag amb el

grup fosfat del cap polar. Aquest correpon a la zona més hidrofilica de la molécula. Els

substituents enllagats al grup fosfat (Fig. 5) condicionen la carrega global del fosfolipid, la

Grup R Nom del fosfolipid
-H Ac. fosfatidic

-CH,CHN™ (CH,), Fosfatidilcolina
-CH,CHNH,™ Fosfatidiletanolamina
-CH,CHNH, (00" Fosfatidilserina
-CH,CHOHCH,OH Fosfatidilglicerol
-HCH,(OH), Fosfatidilinositol

PA
PC
PE
Ps
PG
Pl

Fig. 5 Caps polars més freqiients, nom i carrega a pH fisfiologic dels fosfolipids corresponents.

Carrega
Negativa
Lwiterid
Lwiterid
Negativa
Nevativa
Negativa



hidrofilicitat, i la possibiliat d’establir ponts d’hidrogen amb altres molécules. El substituent més
abundant és el grup colina, de manera que s’origina la fosfatidilcolina, el fosfolipid més abundant
en les membranes biologiques. Degut a la preséncia de I'amina quaternaria, aquest fosfolipid
resulta ser zwiterionic a pH fisiologic.

Les caracteristiques d'una molécula de fosfolipid depenen de les diferents convinacions
possibles entre cadenes d’acid gras i caps polars. La relacié entre les arees transversals
d’aquestes zones proporciona el que s’anomena la forma del fosfolipid, un parametre que
explica en part les diferents estructures que poden formar-se quan té lloc una agregacié de
fosfolipids®. En el cas de la fosfatidilcolina (PC) les dues arees sén similars, de manera que la
seva forma és la d'un cilindre. Per aquesta rad, quan té lloc I'agregacié de varies molécules
aquestes formen estructures lamelars (Fig. 6). S6n aquestes estructures lamelars les que, en
tancar-se pels extrems, constitueixen les bicapes que formen els liposomes. En el cas de la
fosfatidiletanolamina (PE), si com a conseqiéncia de la temperatura els enllagos simpies de les
cadenes d'acid gras poden girar lliurement, I'area transversal de la zona apolar resulta ser major
que la de la zona polar, i el fosfolipid té una forma conica que indueix agregacions de micel-les
invertides o hexagonal Il. El fenomen contrari és el que té lloc amb les formes liso dels
fosfolipids, de manera que s’agreguen en estructures micel-lars (hexagonal |).

Pero hi ha més factors que influeixen en els estats d’agregacié possibles. Anteriorment
s’han exposat les diferents conformacions dels enllagos simples C-C. Quan aquests es troben
en una conformacié tot-trans, el fosfolipid presenta un estat similar al solid, i que s’anomena gel.
En estat gel la zona hidrofobica té una area transversal menor de la que té quan tots els enllagos
simples giren lliurement (estat de cristall liquid), de manera que, per exemple, la PE en estat gel

forma estructures lamelars. La

Forma Organitzacié6  Fase Forma Organitzacié  Fase )
temperatura en la qual té lioc la

\{/ transicié des de l'estat gel al

Yv N Hexagonal | ﬁO Hexagonal Il . PO
cristall liquid, temperatura de
Coninvertt Micelles Con  Micettes transicié, és caracteristica de
invertides cada fosfolipid, i el seu valor és

inversament proporcional al

10 {11000 Lamimar AT GK}% Laminar nimero d’insaturacions de les

cadenes d'acid gras, i
Clindre  Bicapa "Mescla®  Bicapa directament proporcional a la
Fig. 6 Formes moleculars i estats d’agregacié que originen. seva llargada i a la quantiat

d’enllagos d’hidrogen que els

* Aquest paramentre por quantificar-se amb I’empaquetament, que val P=V/(a.l), on V és el
volum molecular, a és I’area del capgal polar, i / és la llargada de les cadenes d’acid gras.
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caps polars estableixen entre ells®. Aquestes variables sén algunes de les que s’empren per
dissenyar liposomes que, constituits majoritariament amb PE, alliberen el seu contingut en funcio
del pH o de la temperatura de Penton en el qual es troben (Collins D. et al., 1990; Hazemoto N.
et al., 1993).

La temperatura de transici6 té un efecte directe sobre la permeabilitat de les bicapes dels
liposomes per a diferents soluts. En estat gel la seva rigidesa dificulta la difussié passiva des
d’un costat a altre, mentre que en estat liquid (cristall-liquid) la permeabilitat és major. A la
tempetaura de transicié mostren una permeabilitat encara superior degut a la coexistencia de
dominis de les dues fases, de manera que {es membranes presenten irreguliaritats estructurals

que afavoreixen la circulacié de molécules.

1.2 ELS SISTEMES BINARIS FOSFOLIPID-AIGUA.

Els fosfolipids presenten una solubilitat maxima molt baixa en aigua, amb un valor una
mica menor a 107 M (aprox. 0,75 ug/mL). Per sobre d’aquesta concentracié les molécules
s’agregen i formen estructures on la relacié fosfolipid/aigua i la temperatura sén els factors més
determinants. A la Fig. 7a es mostren algunes de les diferents associacions possibles de
fosfolipids (Sackmann E., 1982). Observis com en totes elles hi ha una ordenaci6 de les
molécules formant zones comuns hidrofébiques amb les cadenes hidrocarbonades i hidrofiliques
amb els caps polars. Cadascuna de les estructures anteriors presenta propietats diferents que
tenen significacid biologica en fenomens com la fusié o la permeabilitat cel-lulars. La Fig. 7b és
el diagrama de fases d'un fosfatidilcolina d’origen natural. Les diferents fases que hi apareixen
estan constituides per algunes de les estructures anteriors. La més habitual en els sistemes
biologics él la lamelar, en la qual les cadenes hidrofobiques es situen en la zona interior de
bicapes que presenten els caps polars en contacte amb el medi aquéds. Quan el contingut
d’aigua es situa entre, aproximadament, el 5 i el 45 % en pes, el resultat és una série de bicapes
apilades les unes sobre les altres. Quan la temperatura esta per sobre de la temperatura de
transicié T, indicada amb una linia discontinua a la part inferior del grafic, es coneix com a fase
lamelar fluida L,, en cas contrari les bicapes esdevenen la fase lamelar gel L ;. Com s’observa,
la T, varia en funcié del contingut d’aigua de la mescla. Per sobre del 45 % p/p d’aigua, les
bicapes es tanquen i formen els liposomes, de manera que segresten o encapsulen part del
medi aquods. El resultat és una suspensid de vesicules en un medi continu, I'aigua: el sistema
esta format per dues fases diferents.

Com a conseqiiéncia de les insaturacions, la gran majoria de les membranes bioldgiques
estan en fase L, al igual que tots els liposomes que s’obtinguin amb fosfatidilcolines

*L’efecte de les insaturacions i la llargada de les cadenes d’acid gras explica el comportament
dels triacilglicérids amb la temperatura descrit anteriorment.
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Fig. 7 a) Exemples d’estructures liotrdpiques dels sisternes fosfolipid-aigua. b) Diagrama de fasses de la fosfatidilcolina
d’origen natural (adaptat de Lasic D.D., 1993).

insaturades. La T, d’aquests tipus de membranes es situa entre -15i -7°C.

Poden formar-se diferents tipus de liposomes atenent a la seva grandaria i al nimero de
bicapes que contenen. El rang de diametre de les vesicules es situa entre un valor minim
assolible d'aproximadament 15 nm, i els varis micrometres. El limit inferior és degut a les
restriccions esteriques que tenen lloc a la vesicula en tenir un radi de corvatura tan petit i una
amplada mitjana de la bicapa de 4 nm. Els liposomes amb diametres iguals o menors a 100 nm
reben el nom de SUVs (small unilamellar vesicles), pero es poden trobar diferents criteris en
l'establiment del rang superior dels SUVs. Com s’observa, el rang de grandaries dels liposomes
abasta un ordre de magnitud, fet que els hi dona caracteristiques molt diferents que permeten
diferents aplicacions. Es important tenir en compte que les preparacions estan formades per
vesicules de radis diferents i que, en el millor dels casos, s’obtenen distribucions unimodals amb
poca dispersid de grandaries. Segons la quantitat de bicapes s’acostuma a diferenciar entre
liposomes unilaminars (amb una), oligolaminars (amb varies), i multilaminars (amb moltes). En
ocasions també es parla de liposomes multivesiculars, els quals estan contituits per varis
liposomes envoltats per una bicapa.

L’obtencidé de liposomes amb unes caracteristiques de grandaria i nimero de bicapes
determinats esta en relacié amb el métode de preparacid. Ja s’ha descrit anteriorment que els
primers estudis de les interaccions entre lipids i aigua posaren de manifest l'inflament i formacié
d'estructures visibles amb el microscopi optic. Si un sistema com aquest és sotmés a agitacid
s'indueix la formacié de liposomes multilaminars grans (MLVs). Aquestes suspensions
acostumen a ser poc estables, produint-se agregacions, fusions i sedimentacioé de les vesicules.
Com que és el métode més simple d’obtencié de liposomes, amb freqiéncia és el primer pas
de molts altres que impliquen tractaments posteriors. Altres métodes més sofisticats permeten
aconseguir liposomes de grandaria definida amb un tnica bicapa.

El volum encapsulat pels liposomes és una funcié directa de la seva grandaria i del
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namero de bicapes. Per a una concentracié determinada de fosfolipids, el percentatge de volum
de la dispersio encapsulat en liposomes unilaminars és una funcié directa del radi vesicular al
cub. Si els liposomes incorporen més d'una bicapa disminueix I'eficacia d’encapsulacio, és a dir,
la relacié entre el volum encapsulat per mol de fosfolipid. Aquest fet es deu principalment a que
diferents bicapes comparteixen part del volum encapsulat i, en menor grau, a que les bicapes
de les vesicules interiors exclouen dissolvent.

La utilitat dels liposomes com a vehicles pel transport de substancies esta relacionada
amb les dues fases que els constitueixen. L'interior aqués permet encapsular substancies
hidrosolubles, mentre que la part interna de la bicapa pot incorporar molécules hidrofobiques
com ho son altres lipids no formadors de bicapes (colesterol, a-tocoferol, etc) o farmacs dificils
d’obtenir en disolucions aquoses.

L'estabilitat fisica de les preparacions amb liposomes depén, si no hi ha alteracié quimica
de la mostra, de la grandaria i composicié dels liposomes. Les vesicules de gran diametre
constituides per fosfolipids neutres sedimenten, i les de diametre menor també poden fer-ho con
a conseqiéncia de fendmens d’agregaci6 i fusid. En tots dos casos, la inclusi6 de fosfolipids
carregats alenteix tots els procesos com a resultat de les forces de repulsié que s’estableixen
entre les bicapes. L'eficacia d’aquesta mesura depén de l'apantallament que tinguin les
carregues com a consequiéncia de la naturalesadels ions presents i de la seva concentracié en
el medi aquéds. Pel que fa a la temperatura, en general es recomana la conservacio a 4°C. Cal
tenir en compte que, en el cas dels SUVs, 'emmagatzematge a temperatures per sota de la
temperatura de transicié afavoreix la fusi6é entre vesicules ja que, donada la rigidesa de les
bicapes i el seu petit radi, tenen una tensié elevada que es minimitza en formar liposomes més
grans.

Una altra mena de vesicules relacionada amb els liposomes son els niosomes. Aquests
estan constituits per molecules amfifiliques no idniques (Fig. 8) que en medis aquosos formen
els liposomes-no-idnics. Els métodes de preparacié son similars als dels liposomes, i al igual que
aquests poden incorporar tant substancies hidrofiliques com hidrofébiques, fet pel qual en moltes

ocasions el productes que els contenen incorporen colesterol.

R-O-CH, (CHO), H R-0O-(CH,CH,0) H

ICH2 OH R,-0
R,-O CH,OH C|H2
RZ-CIHZ-O-CHZ-((IZHO),,H RZ-ICH-O(CHZ-CHZ-O),, H

Fig. 8 Molécules formadores de liposomes no ionics o niosomes. n oscilla entre 3 1 8. R, i R, sén cadenes
hidrocarbonades que contenen entre 12 i 16 atoms de carboni. (Adaptat de Lasic D.D., 1993).
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1.3 EMULSIONS OLI/AIGUA (O/W).

El caracter apolar dels triacilglicérids causa que, en preséncia d'aigua, el sistema tendeixi
a tenir la minima superficie de contacte entre els dos liquids. Aquest fet origina que les dues
fases esdevinguin immiscibles espontaniament, i que en el cas en que un aport energétic causi
la dispersi6 d’'una d’elles dins de Faltra (una emulsio), el sistema evolucioni de manera mes o
menys rapida cap a 'estat inicial.

Per tal d'incrementar l'estabilitat de les emulsions, s'introdueix en una de les fases, o en
totes dues, substancies que sén adsorbides a les interfases que es formen entre I'oli i 'aigua.
Aquestes substancies, conegudes com a emulsionants, permeten la divisié d’'una de les fases
(fase interna o dispersa) dins de ['altra (fase externa o continua). El grup d’emulsionants més
emprat correspon als tensoactius, que acostumen a estar constituits per un grup polar enllagat
a una cadena hidrofdbica i sén, per tant, sén amfifils. Se'ls classifica segons la seva carrega en:
anionics, cationics, anfoters i no-ionics. En els no-idnics acostumen a tenir funcions alcohol i
enllacos éter, els quals els hi proporcionen el caracter polar.

Cal tenir en compte que quan un oli i I'aigua s’emulsionen, poden obtenir-se dos tipus
de producte: una emulsié w/o o una elulsié o/w*. El resultat final és funcié dels volums relatius
de cada fase i dels emulsionants emprats. El caracter mixte dels emulsionants es quantifica
mitjangant el balang hidrofil-lipofil (HLB), un valor semi-empiric que es calcula de diferent manera
segons la naturalesa de la molécula, i el valor del qual oscil-la entre 1 i 40. Per molécules amb
pesos al voltant de 200 Da, els valors d’'HLB entre 1 i 10 indiquen que sén dispersables en olis,
i entre 10 i 40 que ho sén en medi aquds (Albiol M., 1973). Per mescles d’emuisionants, el valor
d’HLB resultant és la mitjana proporcional als pesos de cadascun en la mescla:

HLB

mescla

- % (%), HLB,  Eq.1
=1

H

?"2.), indica el percentatge en pes de la substancia en la mescila,
HLB;: indica I'HLB de la substancia i.

A partir del balang hidrofil-lipofil i dels percentatges en pes de cada component, es pot
determinar la mescla d’emulsionants optima per que una emulsié amb una relacié de volums
concreta adopti la forma o/w 0 w/o (de Luca M. et al., 1991; Tadros T.F., 1992; Wilkinson J.B.,
1973).

L'estabilitat de les emulsions durant el seu emmagatzemantge pot presentar tres tipus

de problemes: la formacié de crema, el trencament de I'emulsid, i la inversié de fase.

“També es poden formar les emulsions multiples o/w/o i w/o/w.
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Quan es forma la crema ('emulsié es crema), té lloc la separacié en dues o més fases
cadascuna de les quals conté vesicules de diferent grandaria. A les emulsions o/w, la fase
oliosa sura, mentre que a les w/o 'aquosa sedimenta. Aquests procesos sén el resultat de la
diferéncia de densitat entre les dues fases constituents, i es minimitza augmentant la viscositat
de la fase continua i disminuint la grandaria de les vesicules de la fase dispersa. En la majoria
de casos la fase dispersa encara existeix en forma de vesicules, de manera que I'agitaci6 del
producte el reverteix al seu estat original .

Una emulsi6 es trenca quan les fases constituents deixen d’estar disperses i I'agitacié
no aconsegueix dur el sistema a I'estat inicial. Aquest fenomen és la conseqliencia de
I'agregacié (floculacid) i posterior fusié (coalescéncia) de les vesicules de la fase dispersa
formant altres de grandaria major. Per tant, el nimero de vesicules de 'emulsié disminueix
paral-lelament a l'area interfacial entre les dues fases. Aquests procesos s’esdevenen
consecutivament fins que els sistema bé forma dues fases separades, bé assoleix una grandaria
critica de vesicules que esdevenen estables. Tant les altes com les baixes temperatures
indueixen al trencament de les emulsions.

La reversio de fase es produeix quan la fase dispersa d’'una emulsi6é passa a ser la
continua. Una de les causes d’aquest fenomen en les emulsions o/w és I'evaporacié d’'aigua, ja
que té lloc un canvi en els volums relatius de cada fase. La reversié de fases no és sempre un
fendmen a evitar, ja que en ocasions és emprada com a métode de preparacié d’emulsions.

Per a la determinacié de I'estabilitat de les emulsions es realitzen proves d’envelliment
accelerat a 40°C, realitzant controls de degradacié quimica i d’estabilitat fisica. La resisténcia
a la centrifugacié (i ultracentrifugacié) és un métode molt dtil, perd tot i I'equivaléncia del
producte g x t, resulta ésser més un metode comparatiu que un indicador absolut de I'estabilitat

de les emulsions®.

1.4 PREPARACIO DE LIPOSOMES | D’EMULSIONS
O/W A GRAN ESCALA.

La gran majoria de métodes d’'obtenci6 de liposomes a escala de laboratori sén inviables
per a I'obtenci6é de grans volums de mostra. Aquesta restriccié fa que la produccié a escala
industrial per a s amb humans estigui reduida a poques variacions, les quals estan basades
en els mateixos procediments: la mescla amb aigua de dissolucions etandliques de fosfolipids,

i la interaccié sota condicions d’alta pressi6é de mescles poc elaborades de fosfolipids i aigua.

3 A baixes gravetats, els resultats d’una centrifugacié a g gravetats durant un temps ¢, s6n comparables als
d’altres condicions de gravetat i temps que tinguin el mateix valor del producte g x ¢ . Per tant, les centrifugacions
poden, fins a cert punt, ésser representatives del comportament de les emulsions durant el seu emmagatzematge.
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A principis de 1970 es proposa el
primer métode per obtenir liposomes a partir
de dissolucions de fosfolipids en etanol
(Batzri S. i Korn E., 1973). El procediment,
conegut com a injeccid etandlica, consisteix
en l'addici6 a un medi aquds en agitacio
d'una dissolucié de fosfolipids en etanol a
través d'una xeringa. En les noves
condicions els fosfolipids s’hidraten i formen

liposomes, quedant 'etanol formant part del e o 40 60 &0 100
. Ly B . .. Etanol (% p/p)
medi hidrofil®. Les caracteristiques de la

suspensié de liposomes depenen de la Fig. 9 Diagrana de fases temnari del sistema fostatidilcolina-

L . etanol-aigua a 20°C. (Adaptat de Perret S. et al., 1991).
velocitat d’injeccid i de la concentracié de

fosfolipids en la dissolucié etanélica (Pons M. et al., 1993). Per tal d’incorporar molécules als
liposomes només cal que el medi aquds sigui una dissolucié de la substancia a encapsular.
Aquest métode presenta l'avantatge de que és escalable a nivell industrial, arribant a realitzar-se
simplement mitjangant la mescla directa dels dos medis. El principals inconvenients sén la
relativament baixa solubilitat de la fosfatidilcolina en etanol (aproximadament 40 mM), que
impedeix assolir concentracions elevades de liposomes, i el poc control que s’excerceix sobre
la grandaria de les vesicules. ‘

La injeccio etanolica ha donat lioc a variacions. En una d’elles, I'etanol és substituit per
éter, que solubilitza més quantitat de fosfolipids i es pot eliminar del medi aqués amb facilitat.
Més recentment s’ha desenvolupat un métode en el qual el feix que s'injecta és expossat a un
buit parcial, de manera que el dissolvent organic s’evapora rapidament i tot seguit el fosfolipid
es resospen en el medi aqués (Buboltz J.T. i Feigenson G.W., 1999). _

Una altra variacié que facilita la producié industrial esta bassada en ['is de mescles
temaries fosfolipid-etanol-aigua (Leigh S., 1985; Perret S. et al., 1991). A la Fig. 9 es mostra el
diagrama de fases de dit sistema quan el fosfolipid emprat és la fosfatidilcolina. Les diferents
relacions en pes entre els tres productes situen les mescles en tres fases ben diferenciades: una
dissolucié del fosfolipid en un medi hidrofil constituit per I'aigua i I'etanol, una fase formada per
bicapes de fosfolipid apilades i separades pel medi hidréfil, i una suspensio de liposomes. El
métode de producié de liposomes conegut com Pro-Lipo S es basa en aquest diagrama de
fases. El sistema esta format per una mescla homogeénia de fosfolipids/etanol/glicerol/aigua en

una proponfcié 30:20:10:40 p/p/p/p. El resultat és un conjunt de bicapes apilades. En diluir-les

SEstrictament, 1’etanol es reparteix entre les dues fases: el medi aquos i les bicapes. La constant de
repartiment (K=0,522 g etanol per g fosfolipid / g etanol per g d’aigua; Perret S. et al., 1991) i el fet de que la fase
majoritaria és I’aquosa, permet realitzar 1’aproximacio de que Ietanol forma part de la fas continua.
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amb aigua (o tampd) i amb agitacié moderada s'indueix la formacié dels liposomes, de manera
que encapsulen el medi aquds i el que aquest contingui. Degut a que la fase lipidica esta
constituida per una mescla de fosfolipids, un 20 % p/p d’ells amb carrega, els liposomes sén
oligolaminars i d'un diametre aproximat d'1 um. Si el que es pretén és encapsular molécules
hidrofobiques, només cal addicionar-les al producte i homogeneitzar la mescla abans de I'addici6
del medi aqués.

El métode és simple i directament transferible a escala industrial, no implica cap etapa
d’ecalfament, permet assolir concentracions elevades de liposomes, i aquests presenten volums
encapsulats acceptables (1,5-4,5 L dissolucio/mol fosfolipid, en funcié de la mescla de lipids).

L'altre gran grup de métodes d'obtencié de liposomes esta basat en aplicar altes
pressions a mescles de fosfolipids en aigua, de manera que s’homogenitzen i formen vesicules
de grandaria menor a la inicial (Bachmann D. et al., 1993; Brandi M. et al., 1990; Mayhew E. et
al., 1984). Aquesta metodologia també és Gtil per a la preparacié d’emulsions (Lidgate D.M. et
al.,, 1992; Sj6strom B. i Bergenstahl B., 1992). En alguns casos els sistemes porten acoblades
membranes amb porus de diametre definit, de manera que pot controlar-se amb moita precisié
el diametre final de les vesicules (Schneider T. et al., 1994; Turanek J., 1994).

Un dels homogenitzadors a alta pressié que ofereix el mercat és el Microfluidizer. Aquest
aparell (Fig. 10) consta d'un reservori on es deposita la mescla de fosfolipids en medi aqués, la
qual és impulsada a alta pressié mitjangant uné bomba pneumatica a través d'un prefiltre amb
porus de 5 yum diametre i, posteriorment, entra en una cambra d'interaccid on el flux és dividit
en dues parts. A continuacié els dos fluxos es junten a alta velocitat i pressié mentre circulen per

microcanals ceramics de grandaria
definida, on es donen fenomens de

Bany termostatic cavitacio. El flux final pot retornar al

reservori inicial mesclant-se amb la resta

A de mostra inicial o, si es desitja, dirigir-se

cap a un recipient extern. En el primer cas

I'aparell funciona com un reactor de tanc

Q Canbra d’interaccio
1

Dinosit . .
iposi % 7 Fie agitat, mentre que en el segon ho fa de

manera equivalent a un reactor de flux en

pisté. L’aparell disposa d’una conduccié

Cotnpressor

que pot ser canviada per una altra en

" Aire

forma de serpenti per tal de termostatar la

Aire

mostra. La pressié de treball és regulable:

Fig. 10 Esquema del Microfluidizer 110S. La seleccio de la  en el model 110S (d’escala laboratori) pot
posicié de la valvula A permet operar recirculant la mostra oscil-lar entre 1.35.107 Pa i 9.65 107“:Pa

processada al reservori de Iaparell o dipositant-la en un recipient T T '
extern. Aquests valors permeten tractar mostres
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molt concentrades, de fins 225 mg fosfolipid/mL, de manera que la dilucié posterior de la
preparacié rendeix grans volums de producte. El flux depén de la viscositat de la mostra i de la
pressio de treball. Amb suspensions diluides, de viscositat semblant a la de Faigua, els seus
valors minim i maxim sén 20 i 200 mLU/min.

Les caracteristiques dels liposomes que s’obtenen sén en major grau depenents de [a
pressid de treball i del numero de cicles que es processa la mostra. En augmentar aquests
parametres disminueix el diametre dels liposomes, de manera que una suspensio inicial
constituida per MLVs pot esdevenir de SUVs. La majoria de suspensions que s’obtenen no sén
unimodals, siné que presenten vesicules de diametres dissemblants. Per tant, en cas necessari,
és precis ajustar molt bé les condicions de treball per aconseguir poblacions de diametre
uniforme, i en ocasions, en funcié de les caracteristiques de la mostra, aixé pot no ser possible.

Hi ha dues caracteristiques més molt importants que fan que el Microfluidizer sigui apte
per a la produccié industrial: d'una banda la possibilitat d'esterilitzar els components de 'aparell
en contacte amb la mostra i, en segon lloc, el fet de que els models de laboratori son
directament escalables a nivell industrial, ja que només difereixen en la capacitat de

processament de mostra.

1.5 APLICACIONS DELS LIPOSOMES.

Els liposomes, o més estrictament els sistemes fosfolipid-aigua, s'utilitzen en nombroses
disciplines cientifiques amb finalitats molt diferents, perd que globalment poden ser agrupades
en ciencia basica i en aplicacions médiques. En el primer grup destaquen els estudis relacionats
amb el seu Us com a models de membranes bioldgiques, amb aplicacions com la reconstitucioé
de proteines de membrana, la determinacié de permeabilitat, o els estudis de les formes de les
vesicules. Pero sén les aplicacions médiques les que causen un major nimero de publicacions
i les inversions economiques més importants.

El fet que els liposomes puguin encapsular tant molécules solubles en aigua com
molécules hidrofobiques, va fer pensar en ells, des de l'inici de la recerca cientifica, com a
vehicle per a la dosificacio de farmacs. L'efectivitat d'un farmac és un balang entre els efectes
terapeutics i els no desitjats. En moltes ocasions, els efectes secundaris nocius s6n una
conseqiiéncia de 'accié de la molécula administrada sobre organs o sistemes als quals no va
dirigida. Es per aquest motiu que el sistema amb el qual es fa arribar el farmac al seu objectiu
resulta tant important com l'eficacia de la propia molécula.

El que s’ha anomenat com a liposomes de primera generacid, va constituir el primer
intent per adregar els farmacs de manera que augmentés la seva eficacia terapeéutica.
L’endocitosi, o 'aproximacié i posterior alliberament del material encapsulat vora ies cél-lules

diana, eren els mecanismes previstos per a la millora terapéutica. En aquests liposomes, les
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membranes estan constituides Unicament per lipids i, en alguns casos, incorporen tensioactius.
S6n vesicules simples que encapsulen molécules hidrosolubles en el seu espai aquds intern,
o hidrofobiques a la membrana. Aquests vehicles son biodegradables, els seus subproductes
de degradacié no sén toxics, i , la gran majoria, no presenta efectes antigénics importants, de
manera que sén un medi inocu apte pel transport de farmacs.

Els primers obstacles que es van haver de superar foren que els liposomes tinguessin
una capacitat d’encapsulacié i de retencid del farmac elevadas. Aquestes necessitats
promogueren el desenvolupament d’un gran nimero de métodes d’obtencié de liposomes, de
manera que actualment es pot escollir entre un gran nimero de protocols que proporcionaran
liposomes de diferent diametre, amb una, varies o0 moltes bicapes. La major part d’aquests
métodes, perd, no son aplicables a escala industrial. A més del tipus de vesicula, també s’han
desenvolupat métodes molt diferents per a encapsular els farmacs. Les variacions en el grau
de saturaci6 de les cadenes d’'acid gras, en el cap polar dels fosfolipids, o entre el medi extern
i el medi intern dels liposomes, per citar algunes, proporcionen diferents graus d’encapsulacio
que depenen de les caracteristiques del farmac (Kulkarni S.B. et al., 1995). Moltes d’aquestes
modificacions afecten a l'altre objectiu, la retencié del farmac. Per exemple, la inclussié de
colesterol a les bicapes fa disminuir la seva permeabilitat, al igual que ho fan els fosfolipids
saturats per sota de la temperatura de transicié. L.a seleccié de sistemes amb alguna d’aquestes
modificacions ha fet possible formulacions amb liposomes que tenen per objectiu I'administracié
oral (Al-Meshal M.A. et al., 1998; Maitani Y. et al., 1996; Regnault C. et al., 1996).

L’administracié endovenosa de liposomes amb farmacs va haver de salvar, en primer
lloc, la seva desestabilitzacié per part de les lipoproteines d’alta densitat (HDL), fenomen que
s’elimina en vesicules que inclogueren colesterol i/o fosfolipids que a la temperatura corporal
estessin en la fase gel (Gregoriadis G., 1995). D'aquesta manera s’augmenta notablement el
temps de residéncia dels liposomes en el torrent sanguini, factor que ha permés la creacio i
comercialitzacié de formulacions fungicides amb amfotericina B (Krestchmar M. et al., 1996;
Viviani M.A. et al., 1994). L’estabilitat front de les HDL no implica un temps de circulacié ilimitat
en el torrent sanguini, ja que el liposomes també sén eliminats per accié dels macrofags del
sistema del reticle endotelial, en especial del fetge i la melsa, com a conseqliéncia de la seva
opsonitzacio prévia en la sang. Aixo permet tractaments que tinguin per objectiu aquest sistema.
Pero tot i que la cinética d’'aquesta eliminacié s’ha mostrat depenent de la grandaria dels
liposomes, resultant les vesicules més petites les més estables (Harashima H. et al., 1995), ha
estat necessari desenvolupar estratégies per tal d’eludir I'accié dels macrofags quan la diana
bioldgica era una altra.

Es aquesta necessitat la que origina els liposomes de segona generacio, els quals, en
un principi, contenien majoritariament fosfolipids saturats, colesterol, i polietilenglicol d’un pes
molecular aproximat de 2000 Da unit covalentment a fosfatidiletanolamina (Woodle M.C. i Lasic
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D.D., 1992). Actualment s’empren diferents fosfolipids enllagats al polietilenglicol, de manera que
es poden obtenir liposomes neutres, amb carrega positiva o negativa (Webb M.S. et al., 1998).
En tots els casos els liposomes presenten el polimer exposat al medi aqués. Aquests liposomes
tenen un temps de circulacié en sang molt elevat en comparacié amb el dels que careixen de
polimer com a consequéncia de la reduida adsorcié d’opsonines. Els resultats han portat a la
comercialitzacié d’aquesta mena de suspensions de liposomes amb farmacs amb activitat
citostatica, preparacions que mostren, a més, una toxicitat reduida (Gregoriadis G., 1995; Lasic
D.D., 1996). L'ts de polimers no ha quedat limitat al camp dels liposomes, sind que també s’han
preparat micel-les de polientilenglicol per transportar farmacs (Trubetskoy V.S. i Torchilin V.P.,
1996).

La tercera generacié de liposomes la constitueixen els immunoliposomes: liposomes que
tenen associats anticossos monoclonals (Mori A. et al,, 1993). Els métodes d'uni6é dels
anticossos van des de la simple adsorcio per interaccié6 amb la membrana, fins a I'enllag
covalent en un extrem de polietilienglicol que forma part del liposomes (Blume G. et al., 1993).
El llarg temps de circulacié d’aquesta mena de vesicules unit a la presencia dels anticossos fan
que esdevengui un vehicle totalment dirigit cap a les cél-lules diana (Allen T.M., 1998; Lasic
D.D., 1998).

Dins del camp médic i veterinari, els liposomes de primera generacio estan substituint
a molts dels adjuvants classics de les vacunes, la majoria dels quals presenten cert grau de
toxicitat (Gregoriadis G. et al., 1996; McElrath M.J., 1995). Es precissament I'eliminacié dels
liposomes per part dels macrofags del sistema del reticle endotelial, el que ha possibilitat
aquesta aplicacié. L'eficacia de les noves formulacions depén, perd, de I'antigen emprat. La
mateixa suspensié de liposomes pot no mostrar-se efectiva amb diferents antigens tot i que
s'incloguin modificacions generalment beneficioses com la inclussi6 de lipopolisacarids i de
lipids carregats positivament. Aquest comportament esta lligat als mecanismes d’interaccié entre
les vesicules i els antigens, que determinen com aquests darrers s6n expossats al sistema
immune. Segons es produeixi encapsulacié a l'interior de la vesicula, o inclussio (o adsorcié)
a la membrana, el mecanisme d'activacié sera diferent. Es per aixd que en alguns casos
s'associa l'efectivitat de les preparacions a un lent alliberament de I'antigen i en altres a la seva
exposicié al medi extem. En ocasions s’han preparat liposomes amb els antigens s’han enllagat
covalentment a les bicapes pero, per les raons anteriors, aquestes técniques no determinen
I'efectivitat (Fortin A. et al., 1996; Thérien H.M. i Shahum E., 1996). Com a resultat més
destacable troben la comercialitzacié d’'una vacuna per humans contra I'hepatitis A.

Una altra aplicacié dels liposomes esta situada dins del camp de I'enginyeria genética.
Des de finals de la década de 1980, quan es van comercialitzar amb aquest fi, s'empren com
a vehicle per a la introduccié de gens dins de cél-lules en cultius (transfeccid) i en viu, amb una

eficiéncia major que altres métodes basats en la desestabilitzacié de les membranes cel-lulars
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(Pinnaduwage P. et al., 1989). Les primeres composicions estaven basades en liposomes
classics que encapsulaven petits fragments de DNA al seu interior. La poca capacitat de
transfeccio va fer incloure fosfolipids desestabilitzadors de bicapa com la fosfatidiletanolamina
per tal que, després de I'endocitosi, els liposomes es desestabilitzessin abans de la fusio amb
els lisosomes, organol on el DNA resulta malmés. D’altra banda, per tal de promoure la fusio
amb la membrana plasmatica s’incorporaren agents fusogénics com proteines virals o
polietilenglicol amb pes aproximat de 12.000 Da. Pero les millores més significants es produiren
en incloure lipids carregats positivament i, posteriorment, en actuar conjuntament amb
adenovirus deficients (Meunier-Durmort C. et al., 1996). En la majoria d’aquests casos, pero, no
es tracta de suspensions de liposomes amb DNA adsorbit, siné que les vesicules s’han
desestabilitzat i el resultat és un macro-complex format per lipids i DNA. Conseglientment, les
formulacions poden obtenir-se simplement per mescla dels segments de DNA amb lipids
cationics monomerics o micel-lars (Harvie P. et al., 1998), pero I'eficacia in vivo augmenta si,
juntament als complexos lipid-DNA, també hi ha liposomes cationics (Song Y.K. i Liu D., 1998).

Tenint en compte les caracteristiques propies del diferents tipus de liposomes de cada
generacid, s’han realitzat estudis amb animals per tal d’avaluar el seu Us com a vehicles per
agents emprats en diagnosi meédica mitjangant imatge (Lasic D.D., 1993). Aixi, 'encapsulacio
de molécules iodades radioopaques (Schneider T. et al., 1995), de radionucledtids amb quelants
(en ocasions derivatitzats amb grups apolars), i de substancies paramagnétiques permeten,
respectivament, la millora de les imatges de tomografia, centelleig i resonancia nuclear
magnética (Torchilin V.P., 1996). El cas més espectacular correspon, probablement, a
I'encapsulacié de gas per obtenir imatges per sonografia. En aquests casos s’aprofita la hidrolisi
del bi.car'bonat encapsulat en liposomes per a obtenir in situ el gas. En els assajos realitzats en
animals s’han obtingut imatges de bona qualitat, mostrant baixa toxicitat (Unger E. et al., 1994).

També s'esta investigant la viabilitat dels liposomes com a eritrocits sintétics (Brand! M.
i Gregoriadis G., 1994; Szebeni J. et al., 1999) i transportadors de porfirines (Maman N. i Brault
D., 1998), o com a vehicles per a I'admisnistracié de farmacs per vies respiratories (Ahn B.N.
et al., 1995; Schreier H. et al., 1994a), expectatives que incrementen encara més les seves
possibles aplicacions mediques.

Fora ja del camp medic, podem trobar referéncies i patents on els liposomes actuen com
a agents que incrementen la capacitat de tincié de teixits disminuint alhora la concentracié dels
residus contaminants d’aquests procesos industrials (de la Maza A. et al., 1998; Duefias P. et
al., 1997).

1.6 ESTRUCTURA DE LA PELL HUMANA.

La dosificacié de liposomes amb o sense farmacs per via topica és una de les
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granulos, i el corni (Fig. 11).

L’estrat basal forma una filera en el limit amb la dermis. Els queratinocts aqui es
distribueixen paral-lels a la superficie de la pell, mostren una gran activitat mitotica, i estan fixos
a la unié dermo-epidérmica, fet que els confereix una funcié estructural.

L'estrat espinés el formen entre 5 i 10 files de cél-lules poligonals en mosaic que
s’'aplanen en apropar-se a la superficie cutania. Reben el nom per I'aspecte espinds que
presenten com a conseqiiéncia d’unes unions entre cél-lules adjacents (desmosomes).

Per sobre d'aquest trobem ['estrat granulos, amb 2 o 3 fileres de cél-lules aplanades.
Aquestes, en fusionar-se per formar part de les estructures P'estrat corni, alliberen uns
corpuscles rics en lipids (corpuscles d’Odland).

L’estrat epidérmic més extern correspon al corni, que és el que en major grau
desenvolupa la funcié barrera de la pell, evitant la pérduda d’aigua corporal i protegint
'organisme del medi exterior. El component fonamental de I'estrat corni sén els corneocits que,
propiament, no sén cél-lules, sin6 estructures mortes anucleades completament plenes de
queratina d’alt pes molecular. Tenen forma polihédrica plana amb un gruix que oscil-la entre 0,5
i 1 ym, i una llargada mitjana de 30 um, organitzant-se en capes parcialment solapades de fins
a 20 unitats. Els cornedcits adjacents tenen unions mitjangant desmosomes modificats, i entre
tots ells hi ha una matriu formada per aigua i lipids provinents de la fusié de les cél-lules de
I'estrat granulds. Aquests lipids son, basicament, ceramides, colesterol, acids grassos lliures
i sulfat de colesterol. La matriu que formen esta ordenada en estructures laminars que alternen
zones hidrofiliques i zones hidrofobiques, amb una amplada total mitjana de 200 nm. Per tant,
ens trobem amb un sistema liotropic que necessita mantenir la relacié entre els seus
components per tal de preservar I'estructura i, consegientment, les seves funcions. Una
d’aquestes funcions és I'estructural, actuant com a lligant dels queratinocits i regulant el seu
desprendiment per exfoliacié. En segon lloc, juntament amb els corneocits, les estructures
laminars regulen la pérduda d'aigua del cos huma (pérduda transepidérmica), ja que
constitueixen una série barreres que dificulten el seu pas.

En conjunt, I'epidermis constitueix un sistema en continua renovacié, en el qual les
cel-lules basals aporten les que, després d'un procés de migracio i diferenciacio, constituiran
Festrat comi i, finalment, es desprendran de la pell. En els humans el procés de renovacio total
dura entre 20 i 40 dies.

Moltes de les funcions i caracteristiques de la pell depenen del bon estat i funcionament
de la renovacid cel-lular. Per exemple, la pell seca mostra una manca d’aigua a la part més
externa de l'estrat corni, de manera que els lipids perden I'estructura laminar i es produeix una
descamacio anomala. L'estructura laminar també depén de la composicié lipidica, per tant és
important que no hi hagui alteracions en la seva proporcié (Fig. 12).

El segon tipus de cél-lula majoritaria que hi ha a I'epidermis, el melandcit, es troba en
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menor quantitat que els queratindcits. Els melanocits estan situats entre els queratinocits basals
en una relacié aproximada del 10 %, i fixats a la uni6 dermoepidérmica. El seu nom es deu a que
sintetitzen la melanina, substancia que té, principaiment, una activitat fotoprotectora de
I'ultraviolat, tot i absorbir la radiacié electromagnética compresa entre els 200 i 2400 nm. La
melanina, un cop sintetitzada, és transferida als queratinocits que, en migrar, estenen l'activitat
anti-radiacié per tota l'epidermis.

Per sota de I'epidermis es troba la demmis, que té una amplada que oscil-la entre els 2000
i 3000 pm i compren el 90 % de la pell. Esta formada per un teixit connectiu fibrés (col-lagen)
i per mucopolisacarids acids que li confereixen una consisténcia de gel aqués. A diferéncia de
I'epidermis, consta tant de xarxa nerviosa com de xarxa vascular amb arterioles, vénules i
capilars.

Els follicles pilosos (conjunt d’estructures que acompanyen al pél) travessen I'epidermis
fins a I'exterior. Les glandules sebacies que en formen part, contenen els sebocits, cél-lules
productores i alliberadores del séu. Els mecanismes de regulacié impliquen a hormones sexuals
i hipofisiaries. Entre les funcions del séu destaquen la de proteccié cutania, la produccié d’olor
corporal, la regulacié de I'absorcié per via topica i Ia possibilitat d’actuar d’emulsionant formant
part d'una emulsi6 que es situa per sobre de I'estrat corni.

Finalment arribem a la hipodermis, situada sota la dermis. Aquest teixit, a més d'aillant
térmic, actua com a reservori de mateéria grassé, que és sintetitzada en forma de triacilglicérids
pels adipocits, cél-lules d’'un diametre aproximat de 100 um. Des d’un punt de vista estructural

actua com a amortidor entre les capes externes de la pell i els muisculs i ossos.
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Fig. 12 Estructura dels lipids més abundants a I’epidermis (adaptat de Carbajo J.M. et al., 1993) i composicio lipidica
en diferents estrats (adaptat de Elias P.M., 1992).
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1.7 VESICULES LIPIDIQUES PER APLICACIO TOPICA
DE FARMACS.

Les caracteristiques de I'epidermis, i més concretament I'estructura de I'estrat corni, fan
de la pell humana un sistema molt eficient en l'aillament del cos, tant pel que fa a mantenir les
seves estructures internes com a evitar la penetracié d’agents externs. Aixi, tot i 'accessibilitat
que presenta, la funcié barrera que desenvolupa constitueix un desavantage a I'hora de realitzar
tractaments per tal solucionar diverses patologies cutanies. Per tal de millorar I'alliberament de
substancies actives a la pell s’han desenvolupat productes que, a més de solubilitzar els
farmacs, mantenen el producte aplicat a la zona de tractament i, en alguns casos, afavoreixen
la seva absorcié. Aquesta estrategia pot no resultar efectiva si els farmacs arriben amb massa
facilitat a la dermis i resulten eliminats per sistema circulatori. A més, I'absorcié percutania
sistémica pot representar un perill si les molecules que es difonen per 'organisme tenen efectes
no desitjats sobre determinats organs o sistemes.

Les similituds entre I'estructura dels liposomes i la de I'espai laminar situat entre els
corneocits de I'estrat corni, juntament amb la capacitat d’encapsular-hi substancies hidro i
liposolubles, va fer que rapidament s’estudiés la seva utilitat per a I'aplicacié topica. Els primers
assajos mostraren una disminucié de I'absorcid sistémica dels farmacs i un increment de la seva
concentracié en els diferents estrats de la peli: corticoides marcats radioactivament, anestésics,
i citostatics, s’acumulaven a P'epidermis i a la dermis (Egbaria K. i Weiner N., 1990), i en els pocs
casos en els quals s’avaluava I'eficacia, aquesta es veia incrementada. A més de la deposicio
local del farmac, també se’ls atribui un efecte reservori, de manera que els liposomes alliberaven
el farmac d'una manera més perllongada, incrementant-se aixi el temps d’accié. No s’assajaren
nomeés com transportadors de molécules relativament petites, siné que també s’encapsularen
proteines com la superoxid dismutasa. L'aplicacié topica d’aquests proteo-liposomes va fer que
es mantingués l'activitat de I'enzim quan la pell era expossada a radiacié ultravioleta.

El prometedor panorama que projectaven els fets anteriors es pertorba quan noves
experiéncies amb altres farmacs en liposomes posaren de manifest que no totes les
formulacions eren eficages (Schreier H. i Bouwstra J., 1994b). De manera complementaria altres
assajos determinaren que els liposomes no penetraven fins a capes profundes de la pell. Com
poden les substancies encapsulades arribar a les zones internes de la pell si les vesicules que
les contenen no ho fan?

Els factors que poden determinar I'efectivitat dels liposomes sén molt nombrosos. A més
a més dels relacionats directament amb les seves caracteristiques, com ara la grangéria,
numero de bicapes, temperatura de transicié dels lipids, carrega eléctrica, etc, cal tenir en
compte el sistema en el qual es realitza I'experiment (origen de la pell, in vivo/in vitro) i el
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d'aplicacié de les mostres (oclussioé/no oclussié’, liquida, gel, crema, etc)Tots aquests factors
s’han revelat com a determinants en els resultats. Les muiltiples convinacions d’aquestes
variables, i els artefactes experimentals detectats temps després de la publicacié dels treballs,
han proporcionat en ocasions resultats contradictoris que, en aparenga, no tenien justificacié.

La majoria de resultats experimentals recoliits fins el moment indiquen que els liposomes
afavoreixen tant el transport de petites molécules hidrofiliques o hidrofobiques (Gabrijelcic V. et
al., 1994; Michel C. et al., 1992; Short S.M. et al., 1996;Touitou E. et al., 1994), com el de
proteines (Yarosh D. et al., 1994). D'altra banda, als liposomes buits se’ls associen efectes
hidratants i reestructurants de la pell (Boddé H.E. et al., 1992; Lasic D.D., 1993), que es
relacionen amb l'aigua d’hidrataci6 dels caps polars dels fosfolipids. Tots aquests efectes es
donen sense que es produeixi una absorcié sistémica percutania, fet pel qual els liposomes
esdevenen vehicles aptes pel tractament de malalties de la pell.

La bibliografia descriu resultats contradictoris pel que fa a estudis comparatius
d’aplicacions realitzades amb o sense oclusi6 (Cevc G., 1995; van Kuijk-Meuwissen M.E.M.J.
et al., 1998; Michel C. et al.,1992), fet important tenint present que la majoria de formulacions
comercialitzades s'administren sense oclussi6. Un cas especial el constitueixen els
transfersomes, un tipus de liposoma que incorpora a les bicapes molécules formadores de
micel-les (Cevc G. i Blume G., 1992). La quantitat present d’aquestes molécules® és tal que no
provoca la destruccié de les bicapes i les hi proporciona una gran flexibilitat. En diversos articles
es fa referéncia a que el transfersomes, en éondicions de no oclussid, arriben a les capes
internes de la pell i s6n objecte d’absorcié sistémica. En cas contrari, quan I'aplicacié és en
condicions d’oclussid, no es detecta una penetracié important, i els resultats sén equivalents als
que proporcionen els liposomes amb qualsevol dels dos tipus d’aplicaci6.

Per explicar els resultats dels transfersomes es fa referéncia al gradent osmotic que hi
ha a la pell com a conseqiéncia del difertent grau d’hidratacié dels seus estrats (Cevc G. i
Blume G., 1992). En realitzar P'aplicacié amb oclussio, el gradent desapareix i els transfersomes
no penetren a la pell, mentre que en cas contrari, aquests es deformen i es difonen pel seu
interior. Els liposomes, en tenir bicapes més rigides son incapagos de fer-ho inclis en preséencia
del gradent. Aquesta interpretacié és possada en dubte per altres autors que no troben
diferéncies entre la penetracié de liposomes i de transfersomes obtinguts amb altres tensoactius

(van Kuijk-Meuwissen M.E.M.J. et al., 1998). En tots els casos, pero, és la interaccié de les

7 Aquests termes fan referéncia a com s’aplica la mostia a la pell, en cas de fer-ho amb un pegat, el métode
esdevé oclussiu, i la zona que rep el tractament no transpira. En cas contrari el sistema és no oclussiu.

¥ Alguns articles indiquen que les vesicules estan constituides per un tensoactiu (colat sodic) i
fosfatidilcolina en una proporci6 en pes que oscil-la entre el 10 i 24 % de colat (Planas M.E. et al., 1992), mentre
que en d’altres és I”acid miristic, en una relacié molar que pot arribar al 50 %, la molécula que junt amb el
fosfolipid forma la bicapa (Lasic D.D., 1993)
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vesicules amb I'estrat corni i/o altres elements cutanis el que determina el pas dels liposomes
o del seu contingut a través de Ia pell.

Aixi, amb liposomes que contenien un marcador fluorescent hidrosoluble, s’ha comprovat
que té lloc la deposici a través dels folicles pilosos (Weiner N.D. et al., 1994), al igual que hi
ha una relacié entre el niUmero de folicles i el grau de penetracié del marcador. D'altra banda,
varis treballs han comprovat les diferents variacions que experimenta I'estrat corni en preséncia
de suspensions de liposomes en condicions d’oclussié i de no oclussid, proposant un deposicié
intercel-lular (a traves dels espais lipidics de I'estrat corni). Aquestes interaccions s’han mostrat
depenents de la composicié en fosfolipids dels liposomes (Hofland H.E.J. et al., 1995) i del tipus
d’aplicacié (van Kuijk-Meuwissen M.E.M.J. et al., 1998; Zellmer S. et al., 1995), mostrant millors
resultats les oclussives. El mecanisme implica, com a minim, I'adsorcié de liposomes a la
interfase que formen F'estrat comi i I'aplicacié, on poden tenir lloc fusions entre les vesicules. En
cas de tenir lloc una interaccié major, es detecten canvis a les regions lipidiques multilaminars
que separen els comedcits. Complementariament, es proposa que els liposomes no mantenen
la seva integritat fisica en interaccionar amb l'estrat corni, especialment donada I'estructura
et al., 1998) pot aportar noves dades sobre aquest fet.

En qualsevol cas, el procés mitjangant-el qual els liposomes afavoreixen la penetracio
de substancies no esta totalment clarificat, de manera que sén necessaris nous assajos per
determinar el mecanisme i poder millorar I'efectivitat.

o
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2. OBJECTIUS
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1.- Caracteritzar la produccié de liposomes a gran escala emprant Pro-Lipo S com a matéria

primera i el Microfluidizer 110S com a homogenitzador a alta pressié.

2.- Establir les condicions experimentals optimes per a realitzar determinacions de la grandaria

de liposomes amb aparells d'analisi de I'espectre de freqiiécies (Microtrack UPA 150).
3.- Obtenir ,mitjangant metodologies escalables a la industria, suspensions de liposomes amb
diferents farmacs encapsulats (ditranol al 0,1% p/p, hidrocortisona al 0,5% p/p i butirat-

propionat d’hidrocortisona al 0,1% p/p) pel tractament de dermatopaties per via topica.

4.- Obtenir emulsions d'oli de borratge al 2 % p/p estabilitzades amb fosfolipids per a aplicacid

topica.
5.- Establir les metodologies d’analisi i control de les preparacions.

6.- Avaluar l'efectivitat de les formulacions viables.

o
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3. METODES

L'apartat esta dividit en els seglients temes:
3.1 Métodes analitics
3.2 Metodes preparatius

3.3 Métodes matematics

Ny
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3.1
METODES ANALITICS.

Els métodes analitics es presenten en tres subapartats. En el primer d’ells es mostren
els métodes de quantificaci6 emprats (Ap. 3.1.1), en el segon s’esmenten els métodes de
caracteritzacid dels fosfolipids, de farmacs, de les suspensions de liposomes i de les emulsions
amb OB (Ap. 3.1.2), i en el tercer es detallen les técniques d’avaluacié de I'efectivitat d’aquestes

preparacions (Ap. 3.1.3).

3.1.1 METODES DE QUANTIFICACIO.

En aquest apartat es decriuen els métodes de quantificacié utilitzats en el present treball.
En les ocasions en que el métode esta adaptat o és nou, la seva validacio esta descrita a
I'apartat de Resultats. En alguns casos les analisi es realitzaren en serveis o departaments

aliens, fet pel qual només es descriu de forma general el procés emprat.

3.1.1.1 QUANTIFICACIO DE LA CONCENTRACIO DE FOSFOLIPIDS PER
COMPLEXACIO AMB FERROTIOCIANAT AMONIC.

El métode seguit esta basat en la determinacié de P'absorbancia d’'un complex
ferrotiocianat amdnic-fosfolipid soluble en cloroform (Steward J.C.M., 1980). Presenta
l'avantatge de la no interferéncia del fosfor inorganic (moltes vegades present en els tampons
aquosos), encara que la seva sensibilitat varia en funcié del cap polar del fosfolipid analitzat.

Es verteixen en tubs de vidre amb tap de teflé6 2 mL de cloroform i 2 mL del seguient
reactiu preparat en aigua que conté:
27,03 g/L FeCl,.6H,0
30,40 g/L NH,SCN

A continuacié s'addicionen aliquotes de les mostres a analitzar i s’agiten amb un vortex
durant 30 segons, assegurant que les dues fases es mesclen totalment, afavorint aixi I'extraccié
dels fosfolipids a la fase organica. Quan es tornen a separar es retira la fase superior (aquosa)
i es mesura I'absorbancia a 470 nm de la fase cloroférmica. Els resultats s’interpolen a una recta
patfé realitzada d’igual forma.

Els patrons foren suspensions aquoses de liposomes o dissolucions de fosfolipid en
cloroform de concentracions conegudes. Els patrons en cloroform s’addicionaren al tub en
primer lloc, evaporant-se el dissolvent amb corrent de nitrogen abans de I'addici6 dels 2 mL de
cloroform indicats anteriorment. Quan els volums d'aquests patrons a afegir foren ié(uals (o}
superiors a 0.1 mL no s’evaporaren, sino que s’afegi cloroform fins a completar un volum de 2
mL.
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Pel que fa a les aliquotes de les mostres i patrons aquosos, s’afegiren en un volum
maxim de 0.1 mL, sense cap modificacidé del métode.

Les quantitats de patrons i de mostres afegides es calcularen de tal forma que no es
sobrepassessin els 0,1 mg/mL de fosfolipid en el cloroform dels tubs on es realitza 'extraccio
(suposant que aquest es dissol només a la fase organica). El limit anterior té una absorbancia
aproximada d’'1 UA a 470 nm. Quan les concentracions de fosfolipid foren massa grans per
mesurar aliquotes amb un volum reproduible, es realitza un diluci6 prévia o es dobla el volum

de cloroform a tots els tubs (mostres i patrons).

3.1.1.2 QUANTIFICACIO DE FOSFOLIPIDS MITJANGANT LA DENSITAT OPTICA
UV-Vis DE LES SUSPENSIONS DE LIPOSOMES.

El métode s’empra per calcular la concentracio de totes aquelles suspensions de
liposomes a les quals s’aplica algun procés que només impliqués dilucid, sense que hi hagués
cap modificacié de la distribucié de grandaries dels liposomes.

Com a patré s'utilitza una aliquota de la suspensié mare de liposomes, de la qual es
realitzen dilucions amb el medi aquds de la preparacié. Aquestes s’ajusten de forma que
proporcionen suspensions amb un rang de densitat optica (DO) linial a la longitud d’ona escollida
(entre 280 i 550 nm) emprant el medi aquds com a referéncia. L'ordre de les dilucions depén de
les concentracions inicials i de la distribucio de grandaries dels liposomes de cada suspensio.
Les suspensions problemes s’analitzen de la mateixa manera, realitzant dilucions quan les DO
no son dins l'interval de la recta patré.

La validacié del métode esta descrita a I'apartat 4.1.4, on s’avalua la correlacio linial
entre les concentracions i les DO i es compararen els resultats amb 1a quantificacié dels

fosfolipids pel metode del ferrotiocianat amonic.

3.1.1.3 QUANTIFICACIO DE FARMACS PER CROMATOGRAFIA LIQUIDA D’ALTA
RESSOLUCIO (HPLC).

Les determinacions es realitzaren amb un HPLC Kontron T-414 o amb un HPLC
Thermoseparation PC-1000. En tots els casos el gradient fou isocratic i es treballa a

temperatura ambient. Les caracteristiques de les analisi per a cada molécula foren:

DITRANOL / DANTRONA.

Columna:Spherisorb W (gel de silica) 25x0.46 cm, 10 pm.

Fase mobil: n-hexa:diclormeta:ac. acétic glacial (82:12:6 v/v).

Cabal: 2 mUmin.

Deteccid: Absorbancia a 330 nm.

Temps de retencié (t): 2 min 5 seg.

Preparaci6 de les mostres: aproximadament 0.2 g de mostra (0.1 % p/p ditranol) pesats amb
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exactitud dissolts en 2 mL de diclormeta, enrasant a 10 mL amb la fase mobil. Les mostres i els
patrons es protegiren de la llum.

Injeccio: 20 pL.

Aquestes mateixes condicions sén aptes per a la deteccid i la quantificacié de la dantrona (t,=
2 min 25 seg).

HIDROCORTISONA.

Columna: Spherisorb ODS-2 (C18) 25x0.46 cm, 10 ym.

Fase mobil: Metanol:Aigua (50:20 v/v).

Cabal:1 mL/min.

Deteccio: Absorbancia a 254 nm.

Temps de retencio (1,): 2 min 15 seg.

Preparaci6 de les mostres: aproximadament 0,1 g de mostra (0.5 % p/p hidrocortisona) pesats
amb exactitud i enrasats en 5 mL d'etanol.

Injeccid: 20 yL.

BUTIRAT-PROPIONAT D’'HIDROCORTISONA.

Columna: Spherisorb ODS-2 (C18) 25x0.46 cm, 10 pm.

Fase mobil: Metanol:Aigua (70:30 v/v).

Cabal: 1,5 mL/min.

Deteccio: Absorbancia a 254 nm.

Temps de retencid (t,):8 min.

Preparacid de les mostres: Aproximadament 0,1 g de mostra (0.1 % p/p butirat-propionat
d’hidrocortisona) pesats amb exactitud i enrasats en 5 mL d’etanol.

Injeccio: 20 yL.

3.1.1.4 QUANTIFICACIO DEL DITRANOL PER ESPECTROFOTOMETRIA UV-Vis.
Per a la determinacio rapida de la riquesa en ditranol en diferents dissolvents i condicions
d'il-luminacié s’ha utilitzat el métode descrit a la United States Pharmacopeia XX (USP XX).
Com a mesura semi-quantitativa s’ha assajat una variacié del mateix.
A la Fig.13 es mostren els espectres UV-Vis en cloroform del ditranol i del seu producte

de degradacido majoritari, la dantrona. Aquest

procés pot induir-se amb la preséncia de petites 10 |

quantitats d'acid o de base. A la Fig. 14 s'aprecia 0.8 —

I'evolucié de I'espectre del ditranol en cloroform 06 _"

en afegir NaOH, resultant una concentracio 0,5 g i

mM de la base. Les modificacions de I'espectre 0.4

durant la degradacié s6n emprades per quantificar 02

espectrofotometricament i de forma rapida la .

riquesa en ditranol (USP XX). 0.0

Per tal d'avaluar I'estabilitat del ditranol en 300
funcioé del temps en els dissolvents emprats en els nm )

procesos d'obtencié de liposomes s’ha calculat la Fig. 13 Espectres UV-Vis del ditranol (— ) i
relacié d’absorbancies descrita a la bibliografia. ~ de la dantrona (---- ) en cloroform.
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Aixi, es prepararen dissolucions de ditranol i de 1.5 l
dantrona en diferents dissolvents de forma que les g
absorbancies dels maxims respectius a 355 i 430 nm
es situessin entre 0,5 i 1 UA. Els valors inicials foren
emprats com a absorbancies de referéncia (la de
patrons en bon estat de conservacio). El seguiment al
llarg del temps de I'absorbancia de les dissolucions de

ditranol en diferents condicions d'il-luminacié

proporciona la riquesa en ditranol en cada instant. 300 350 400 450 500
Operant d’aquesta forma les concentracions inicals de nm

patro i mostra sén les mateixes, ja que son la mateixa  Fig. 14 Evolucio amb el temps de Iespectie
UV-Vis de ditranol 0,25 mM en cloroform (—)
amb P’addicié de NaOH fins a una concentracid
pel calcul de la riquesa de ditranol: 0,5 mM: 1 minut (—=-), 45 minuts (----),

14 hores (-++*).

dissolucio, i s'obté la segtient expressié simplificada

m da m da
Aass A430‘ Aazo A355

R (%) = PR PR * 100 Eq. 2
1 a ( a
Asss Ao~ Agzo Asss
on:
R (%) expressa la riquesa de ditranol en %,
A}  indica l'absorbancia a la longitud d’ona de *j" nm de dissolucions ‘i de:

- ditranol:
di: valor per temps inicial. Correspon al valor de referéncia del ditranol (patré en bon estat

de conservacid),
m: valor per la dissolucié anterior a diferents temps. Correspon, en l'equacié no
simplificada, a I'absorbancia d’una mostra a analitzar.

- dantrona:
da: és constant, ja que correspon al valor del patré6 de dantrona en I'equacié no
simplificada.

Per calcular la riquesa de mostres amb I'expressid anterior no simplificada cal conéixer
tant la concentracid dels patrons, com el pes de mostra analitzada, de manera que
s'introdueixen aquests valor a I'equacio no simplificada (USP XX) . El pes de mostra a analitzar,
pero, és dificil d’obtenir quan es volen analitzar aliquotes obtingudes en les diferents etapes de
preparacié dels liposomes amb el farmac (algunes aliquotes sén d’éter, cloroform, ...). Es per
aixd que per tal de calcular valors de riquesa d'una forma rapida en les diferents etapes
d’obtencid de liposomes (MLV's i REV’s) amb el farmac, s'ha definit un nou parametre (Q%).
Aquest aprofita la rapida variacié dels maxims d’absorcié que s’observa durant la degradacio del
ditranol per donar informacié semi-quantitativa del percentatge de farmac no degradat. Es

calcula com el quocient entre el quocient d’absorbancies a 355 nm i 430 nm (que son els

maxims del ditranol, Aygs , i de la dantrona, A,y ) d'una aliquota de la mostra diluida en
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cloroform i el valor que té aquest quocient per una dissolucié de ditranol pur en cloroform
preparada de nou (A;ss/As = 11,16 £ 0,058; n=3). S’ha expressat en tant per cent segons

'equacioé 3:

_UpARy

100 Eq. 3
11,16 7

Q (%)

En I'apartat 4.1.5 es mostren els resultats de la utilitzacié d’aquesta expressid, comparats
amb el métode de la USP XX.

3.1.1.5 QUANTIFICACIO DE CROM MITJANGANT ABSORCIO ATOMICA.

Les determinacions de crom pel calcul del volum encapsulat en liposomes es realitzaren
mitjangant aquesta técnica al Servei d’Analisi Quimica de la UAB. La técnica emprada fou la

absorcié atdmica en cambra de grafit.

3.1.1.6 QUANTIFICACIO DE LES CADENES D’ACID GRAS DE FOSFOLIPIDS | OLI
DE BORRATGE MITJANGANT CROMATOGRAFIA DE GASOS.

La composicidé d’acids grassos de la fosfatidilcolina d'ou i de 'OB fou determinada
obtinguent els corresponents ésters metilics, emprant BF, com a catalitzador (New R.R.C,
1990). La quantificaci6 es realitza al laboratori d’analisi de Puig S.A.

3.1.1.7 MESURA DE L’OSMOLARITAT
La forga ionica de les dissolucions es va determinar indirectament a partir I'osmolaritat,

mesurada mitjangant la disminucié del punt de congelacié amb un Fiske One-ten (E.E.U.U.).

3.1.1.8 MESURA DE L'INDEX DE REFRACCIO.
S’empra un refractometre PZO Warszawa RL2 (Poldnia), després de calibrar-lo amb

aigua i etanol.

3.1.2 METODES DE CARACTERITZACIO DE FOSFOLIPIDS, FARMACS,
SUSPENSIONS DE LIPOSOMES | EMULSIONS D’OLI DE BORRATGE.

En el present apartat es descriuen els métodes analitics no quantitatius que permeten
determinar les caracteristiques fisiques ifo quimiques de ies molécules emprades aixi com les
de les suspensions de liposomes i emulsions amb OB. En els casos en que la tecnica s’ha posat

a punt es descriu el procés a l'apartat de Resultats.
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3.1.2.1 ANALISI DE FOSFOLIPIDS PER CROMATOGRAFIA EN CAPA PRIMA (TLC).

Es realitza per a la identificacié de fosfolipids. S’empraren plaques d’alumini 20x20 Silica
Gel 60 F 5, (Merk KGaA, Alemanya). El medi d’elucio fou, cloroform: metanol:aigua (65:?5':4
vIVv). Les quantitats de mostra aplicades estigueren compreses entre 30 i 100 ug de fosfolipid.
S'empraren diferents reveladors (Stein J. i Smith G., 1982):

REACTIU DE FOSFATS.
S'utilitza pel revelatge especific de fosfolipids (Dittmer J.C. i Lester R.C., 1964). Per

obtenir-lo es dissolen 30 g de MoO, en 300 mL d'H ,SO , calent, dissolucié que s’addiciona, una
vegada freda, sobre 100 mL d'H,0. Després de dissoldre-hi 0,9 g de Mo, |a mescla es torna a
escalfar durant 15 min. Un cop freda es decanta i s'addiciona sobre 450 mL d’H,0. El reactiu es
guarda a temperatura ambient.

El ruixat de les plaques dona lloc, a temperatura ambient, a taques de color blau

indicatives de la preséncia de fosfolipids.

IODE.
El revelatge de les plaques de cromatografia amb vapors de iode dona taques grogues
lipid-positiu.

REVELATGE GENERAL.
Per a la determinacié de tot el material mitjangant carbonitzacid, les plaques es
col-loquen, després del revelatge amb el reactiu de fosfats, a 160°C durant 2 hores.

3.1.2.2 INDEX D’OXIDACIO DE FOSFOLIPIDS | D'OLI DE BORRATGE.

La degradaci6 quimica dels fosfolipids i olis insaturats pot seguir-se espectroscopicament
detectant la formaci6 i 'augment del nimero de dobles enllagos conjugats, els quals absorbeixen
a 233 nm (€,5,=30.000 L.mol".cm™). Aquest fet és una conseqiiéncia de la formacié de radicals
a les cadenes d'acid gras, la qual cosa permet el desplagament de dobles enllagos cap a
posicions conjugades energéticament més afavorides. La reacci6 radicalaria s’estén a altres
cadgnes de fosfolipids adjacents dins la bicapa fins a I'etapa de terminaci6. Donat que ni els
fosfolipids naturals insaturats ni 'OB no presenten diens conjugats, el seu espectre UV presenta
un unic pic centrat al voltant dels 200 nm originat pels grups C=0. Com que [aparici6 dels
dobles enllagos conjugats comporta uns increments d’absorbancia a 233 nm, es pot seguir
I'estat quimic dels fosfolipids i OB mitjangant el quocient d’absorbancies entre els pics anteriors
(AzfA,0 )- Per obtenir les lectures les mostres es dissolen en etanol, que és prou transparent
en aquesta zona de I'espectre electromagnétic.

Com a desavantatges del métode cal assenyalar les possibles interferéncies d’altres
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molécules al realitzar lectures a longituds d’ona tan curtes, o l'aparicié de terbolesa a les
preparacions que pot causar la utilitzacié de medis salins i de molécules poc solubles en etanol.

Totes les molécules amb les quals s’ha treballat produeixen interferéncies en la
determinacié d’aquest index, fet pel qual només s’ha determinat en les mostres de liposomes
sense farmacs i en les emulsions amb oli de borratge. En aquest darrer cas, I'index avalua
conjuntament les cadenes d’'acid gras de I'oli i dels fosfolipids presents.

L’adquisici6 dels espectres es realitza diluint una aliquota de les mostres en etanol
absolut de forma que la concentracié maxima dels fosfolipids no superés els 0,46 mg/mL i la
de I'oli de borratge els 0,13 mg/mL. S'utilitzaren cubetes de quars, i etanol absolut com a
referéncia. Com a consequéncia de la gran intensitat del pic a 200 nm, el seguiment es realitza
mitjangant el quocient entre les absorbancies a 233 nm i 215 nm (Klein R.A., 1970). Les
absorbancies, perd, foren préviament corregides, com es detalla més endavant, amb els valor

dels blancs a les mateixes longituts d'ona:

, A
Index d'oxidacié = 22 Eq. 4

Aquest valor déna una valoracié qualitativa de I'estat de la mostra. Poden obtenir-se

resultats quantitatius calculant el percentatge d’oxidacié segons 'expressio:

% oxidacio =

pmol mL~" diens 100 Eq. 5
umol mL ™" fosfolipid .

emprant el valor de I'e,,, per obtenir la concentracié de diens conjugats.
Per tal d'obtenir 'index d’oxidacié (Eq. 4) sense la interferéncia de la terbolesa del medi
de cada tipus de mostra, es realitzaren les seglents dilucions i tractaments (les validacions del

metode es mostren a 'apartat 4.1.2 dels resultats):

SUSPENSIONS DE LIPOSOMES.
Es determinaren les absorbancies a 215, 2331500 nm de les mostrés obtingudes a partir

de Pro-Lipo S i de blancs (tampé de les suspensions de liposomes) preparats com s'indica tot
seguit;

Composicié de les Dilucié Composicié del blanc Dilucié’
mostres (1L mostra/mL etanol) corresponent {pL. blanc/mL etanol)
S mg F/mL 300/3,00 Tamp6 297/3,003
15 mg F/mL 100/3,20 Tampé 97/3,203 *
50 mg F/mL 30/3,27 Tampé 27132273

D,Volums calculats tenint-en_compte la composicié dels Pro-Lipo S (F/Etanol/Aigua, 30/30/40 p/p).
aquesta manera la relacié aigua/etanol de les dilucions és la mateixa per mostres i blancs.
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Préviament a la determinacid del'index d’oxidacié cal realitzar una correccié per tal
d’eliminar la terbolesa que ocasionen les sals. Es per aixd que s'igualen les absorbancies a 500
nm de les parelles de mostres i blancs i posteriorment es corregeixen les absorbancies de les
mostres a 215 nm i 233 nm restant la contribucié dels blancs. Les dues operacions es
resumeixen a la segiient expressié:

corr _ 4 mostra blanc mostra blanc
AT = AT - AP (4GS - AR)  Eq. 6

on:
A" expressa I'absorbancia corregida a la longitud d'ona de j nm (233 o 215).

A" correspon a I'absorbancia a la longitud d’'ona de j nm de la dilucié de la mostra.

A,."’a”c correspon a I'absorbancia a la longitud d’ona de j nm de Ia dilucié del blanc corresponent.

D'aquesta forma s’obtenen les absorbancies corregides a partir de les quals es calcula

I'index d'oxidacié (Eq. 4).

GELS AMB LIPOSOMES.
Es realitza un blanc amb el tampé de la mostra que contingué Carbopol 940 a la mateixa

concentracidé que la mostra. Les dilucions en etanol foren les seglients:

Composicié de Dilucié . Composicié del blanc Dilucio

la mostra {mg mostra/mL etanol) corresponent (mg blanc/mL etanol)
50 mg F/g ; 30/3,27 0 mg F/g; 30/3,27
0,3 % p/p Carb. 940 0,3 % p/p Carb. 940

Les dissolucions etanoliques de mostres i blancs es centrifuguen en microtubs durant
1 minut a 2.500xg i 4°C. Posteriorment es determinen les absorbancies dels sobrenedants a 215,
233 i 500 nm. Per obtenir l'index d’oxidacié (Eq. 4) es realitza la mateixa correccidé que en el cas

de les suspensions de liposomes (Eq. 6).

EMULSIONS AMB OLI DE BORRATGE.
Es determinaren les absorbancies a 215, 233 i 500 nm de les dilucions en etanol de les

mostres i blancs (tampé de les mostres) preparats com s'indica tot seguit:

Composicié de Dilucié Composicié del blanc Dilucié
la mostra (UL mostra/mL etanol) corresponent (UL blanc/mL etanol)
20 mg F/mL; 2 % p/p OB 20/3 -Tampé 20/3

Es determina l'index d’oxidaci6 (Eq. 4) a partir dels valors de les absorbancies corregides
(Eq. 6).
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GELS AMB OLI DE BORRATGE.
La preparaci6 emprada com a blanc fou un gel de Carbopol 940 a la mateixa

concentracié que la mostra. Les dilucions en etanol foren:

Composicié de Dilucié Composicié del blanc Dilucié
la mostra (mg mostra/mL etanol) corresponent {mg blanc/mL etanol)
20 mg F/g; 20/3 0 mg Fig 20/3
2% p/p OB; 0 % p/p OB
0,3 % p/p Carb. 940 0,3 % p/p Carb. 940

Les dissolucions etandliques es centrifuguen en microtubs durant 1 minut a 12.500xg
i 4°C. Posteriorment es determinen les absorbancies dels sobrenedants a 215, 233 i 500 nm.
L'index d'oxidacié (Eq. 4) s'obté a partir de les absorbancies corregides (Eq. 6).

3.1.2.3 ESPECTROSCOPIA D’'INFRAROIG AMB TRANSFORMADA DE FOURIER.

Aquesta técnica (FTIR) fou emprada per a la caracteritzacié de la PC d'ou purificada (Ap.
4.2.1), per a I'estudi de les interaccions fosfolipid-farmac (Ap. 4.3.3.3 i 4.3.4.2), i per determinar
la relacio en pes d'oli de borratge i de fosfolipid en les diferents fases que constitueixen les
emulsions que s’obtingueren amb aquestes dues sustancies (Ap. 4.3.5.2). Aquesta darrera
aplicacié va anar precedida per la posada a punt del métode, els resultats de la qual es decriuen
a l'apartat 4.1.6.

Els espectres d'infraroig s’obtingueren emprant finestres de AgCl en un espectrometre
Mattson Polaris. Per obtenir cada espectre es realitzaren 200 scans a una ressolucié de 2 cm’”
(amb un punt cada 0,5 cm™ ). Els scans s’obtingueren en blocs de 10 per tal d’eliminar la
contribucié del vapor d’aigua present. Durant tota I'adquisicié, que té una durada aproximada de
13,5 min, hi hagué una purga d’aire sec amb un punt de rosada igual o menor a -40°C. La
determinacio de la posicid del maxims dels pics d'absorcié es realitza de dues formes:
directament a partir de I'espectre original per la caracteritzaci6 de 'EPC i per 'estudi de les
emulsions OB/F, i a partir de la quarta derivada per a la determinacié de les interaccions farmac-
fosfolipid. Aquest darrrer métode minimitza els desplagament dels maxims deguts als
solapaments totals o parcials dels pics que es poden produir quan s’analitzen mescles de varies
substancies.

L'adquisici6 dels espectres es va realitzar de dues maneres, bé introduint a I'aparell una
pel.licula seca de la mostra (liposomes o emulsi6 OB/F), bé introduint-hi una mostra a alta
concentracio sense assecar préviament (pel.licula humida).

Per obtenir una pel.licula seca es diposita sobre una finestra la quantitat necessaria de
mostra (EPC: maxim 4 mg, dissolts en cloroform; OB/F: ~20 ulL d’emulsi6 al 2 % p/p) i s’asseca
amb un corrent de nitrogen. Posteriorment es coloca en un dessecador amb P,0, durant un

temps minim d't h abans de realitzar els espectres.
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Per obtenir una pel.licula humida s’estengué la quantitat necessaria de mostra de
suspensié de liposomes a alta concentracié sobre una finestra, de manera que es produi
'assecament de la mostra durant I'analisi.

En dos metodes de preparacio es tingué en compte que la quantitat de mostra no

originés absorbancies majors de la unitat.

3.1.2.4 DETERMINACIO DE LA SEDIMENTACIO DE LIPOSOMES | DE
L’ESTABILITAT FISICA DE LES PREPARACIONS MITJANGANT
ESPECTROFOTOMETRIA UV-Vis.

Les caracteristiques optiques de les suspensions de liposomes i emulsions d’OB estan
relacionades, entre altres factors, amb la quantitat de vesicules i amb la seva distribucio de
grandaries (també depenen, per exemple, de la forga ionica del medi). Les alteracions
d'aquestes dues variables poden ser seguides per variacions de la densitat optica (DO), la qual
cosa implica una metodologia facil d’'emprar i no necessitada d’instrumental especialitzat. La
bibliografia descriu assaigs semblants per caracteritzar la capacitat de sedimentacié dels
liposomes (New RRC., 1990) i d’altres en els quals les variacions de la DO que tenen lloc quan
s’addicionen quantitats determinades d’etanol, es relacionen amb I'estat fisico-quimic de les
bicapes de liposomes (Choi M.J. et al., 1992).

La relacié entre la DO i la quantitat de vesicules presents a la suspensio, s’ha dut a
terme per determinar de forma rapida si durant I'eliminacié per centrifugacié dels farmacs
hidrofobics presents en excés en forma solida a les preparacions, té lloc una sedimentacio dels
liposomes. Només cal comparar els valors de la DO a la longitud d’ona escollida (generalment
al voltant de 500 nm) de dilucions d’aliquotes de la mostra centrifugada i del sobrenedant
corresponent (dilucions que situaren les DO per sota d'1 UA). Si els valors no sén
significativament diferents és deguta a que no té lloc cap sedimentaci6 de les vesicules (les
dilucions sén prou grans com per que el solid, en sedimentar rapidament, no interfereixi a les
lectures).

Cal tenir present que el metode descrit no és quantitatiu: no déna informacié sobre la
concentracié de fosfolipids al sobrenedant, ja que si es produeix sedimentacid, la distribucié de
granqéries de liposomes al sobrenedant és diferent de la de la suspensié original. Es per aix0
que, en cas necessari, cal relitzar una quantificacié dels fosfolipids per métodes quimics.

D'altra banda I'estabilitat amb el temps de les suspensions de liposomes i emulsions
d’OB s'ha determinat mitjangant les DO a 500 nm (o 550 nm) de dilucions d'aliquotes de les
mostres. Les dilucions es calcularen per cada preparacié, de manera que proporcionaren unes
DO a temps zero compreses entre 0,3 i 0,8 UA. El valor de la diluci6 trobat per cada suspensio
es mantingué constant en les analisi realitzades al llarg del temps. El medi de dilucié fou sempre
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el medi aquds de la mostra analitzada. Els resultats s’expressen com el quocient entre la DO a

un temps determinat i la DO a temps zero (DO,/ DO,).

3.1.25 ESTABILITAT DE LES SUSPENSIONS D’OLI DE BORRATGE
CENTRIFUGADES.

Per tal de realitzar un assaig accelerat d’estabilitat fisica de les emulsions d’OB, es
centrifugaren aliquotes de 10 mL a 2000 x g durant 30 minuts a 4°C en un rotor d’angle fix. Es
comprova el comportament macroscopic de preparacions amb diferents relacions OB/F, aixi com
els diametres de les microgotes constituents de les preparacions no centrifugades i les de les

centrifugades i homogeneitzades posteriorment per agitacié amb un vortex (Ap. 4.3.5.1).

3.1.2.6 MESURA DE LA VISCOSITAT DINAMICA.

La determinacié de la viscositat dinamica de les suspens:ans de liposomes es va du a
terme amb viscosimetres del tipus Cannon-Fenske per liquids transparent (Afora, Barcelona).
En aquest tipus d'aparell es mesura e} temps que triga un volum determinat de mostra en
desplagar-se, per accio de la gravetat, entre dues marques situades als extrems d'un bulb. El
producte del temps mesurat per una constant propia de cada aparell proporciona el valor de la
viscositat cinematica en cSk. Per tal d'obtenir la viscositat dinamica en cP cal multiplicar el valor
de la viscositat cinematica per la densitat del fluid, que en tots els casos estudiats, i donat que

no s’ha superat mai un 3 % p/p d’alcohols (2% d’etanol i 1% de glicerol) s’ha considerat 1 g/cm®.

3.1.2.7 MICROSCOPIA.
S’ha emprat la microscopia optica per detectar a les preparacions la vesicules més grans
d’1 um, la microscopia electronica de rastreig per a la caracteritzacié de les membranes

d'extrusio, i a la microscopia electronica de transmissio per mesurar el diametre dels liposomes.

MICROSCOPIA OPTICA. ,
S'utilitza un microscopi dptic invertit de contrast de fase Leica DMRB (Alemanya) acoblat
a una camera de CCD Hammamatsu C-5310. Les mostres es dipositareh directament per

capilaritat en una cambra de Neubauer (Brand, Alemanya) tapada amb un cobreobjectes.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE RASTREIG.

Per tal de determinar amb exactitud el diametre dels porus de les membranes d'extrusio,
es realitza la seva analisi utilitzant la microscopia de rastreig. Aquesta analisi resulta necessaria
per tal de comparar els resultats amb els valors nominals donats pel fabricant (Turanek J.,

1994), ja que de la distribuci6 de diametres depén la grandaria cels liposomes obtinguts per
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extrusio.

Es retallaren fragments d’un quart de circumferéncia de les membranes i es colocaren
mitjangant cinta adhesiva damunt de suports d’alumini. Les mostres es cobriren d'or amb un
metal-litzador E5000 Sputter Coater (Polaron Equipment Ltd., Anglaterra). Posteriorment
s'obtingueren fotografies de les imatges proporcionades per un microscopi Hitachi S-570 (Hitachi
Ltd., Japd). A partir d’elles es determina la distribucié de diametres de cada tipus de membrana

de policarbonat. Els resultats es presenten a 'Ap.4.2.2,

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISIO AMB TINCIO NEGATIVA.

Aquest tipus de microscopia s'empra per quantificar el diametre de les poblacions de
liposomes. Les mostres es diluiren, en cas de necessitat, fins a una concentracio situada entre
5115 mg/mL. Es dipositaren 15 pL de les dilucions damunt reixetes de coure cobertes amb
formward i s'espera 2 minuts abans d'assecar-les, lateralment, amb paper de filtre, tot vigilant
de no tocar la part interna de les reixetes. A continuacié es dipositaren 15 pL de dissolucid al 1
% d'oxid de molibdé (solubilitzat amb NaOH) a pH 7, esperant 1 min abans de retirar-los de la
manera abans indicada. D'aquesta forma la sal de molibdé es diposita sobre la superficie de les
reixetes, esdevenint opaca al feix d'electrons incident sobre la mostra, que s'analitza amb un
microscopi Hitachi H-7000 (Hitachi Ltd., Japo). Els liposomes, pel contrari, resuiten transparents,
ja que no queden coberts per la sal. Es realitzaren fotografies que s'empraren per determinar

el diametre de les vesicules i el nombre de bicapes.

3.1.2.8 DETERMINACIO DEL DIAMETRE DE VESICULES MITJANGANT
TECNIQUES ESPECTROSCOPIQUES.

La mesura del diametre dels liposomes mitjangant métodes espectroscopics presenta
l'avantatge de la petita manipulacié de la mostra que aquestes técniques impliquen. En general,
la dilucié en el medi en el qual es troben els liposomes és I'inica operacié que cal realitzar, no
produint-se aixi alteracions de la distribucié de diametres de la poblacié®. Durant la realitzacio
del present treball s'han emprat dos tipus d'aparells, que difereixen en la disposicié dels
sistemes optics i en el procés matematic que s'aplica a les dades que proporciona un feix de
llum laser que ha interaccionat amb la mostra. A continuacié es descriuen per cada técnica
(espectroscopia de correlacié fotonica i analisi de I'espectre de freqiiéncies), les condicions en
les quals es realitzaren les lectures. En el cas de I'espectroscopia de correlacié fotonica es fa

una breu introduccio tedrica, ja que el métode ha estat ampliament emprat per la determinacio

? Cal tenir en compte que no es treballi amb sistemes que poden variar la composicio de fases en funcio de
la concentracio, com ara la solubilitzacié de liposomes amb tensioactius, o vora de la concetracid micel.lar critica
dels fosfolipids.



METODES analitics 45

diametre dels liposomes. En el cas de l'analisi de I'espectre de freqiiéncies, donada la seva
relativa novetat, es descriu amb més detall el seu funcionament. Com a tret comua, dir que les
dues técniques analitzen les caracteristiques de la llum dispersada que s’origina quan un feix

de llum monocromatica interacciona amb una vesicula de determinada grandaria en suspensio.

ESPECTROSCOPIA DE CORRELACIO FOTONICA.

En aquest cas es mesura la variacié de la intensitat de la llum dispersada a 90° del feix
incident en la mostra en funcié del temps (Fig. 15). La grandaria de la particula condiciona, junt
amb la viscositat a una temperatura determinada de la fase continua (medi extern dels
liposomes), la seva velocitat al si de la suspensié. D'aquesta forma la intensitat de la llum
dispersada varia de forma diferent en funcié de la distribuci6 de grandaries de la poblacié de la
mostra analitzada. Un tractament matematic de les dades acumulades durant un cert periode
de temps permet relacionar-les amb una distribucié de diametres concreta (Ostrowsky N., 1993).
Les restriccions propies que imposa aquest tractament fan, perd, que sigui necessari un
parametre que avalui si aquestes sén aplicables al tipus de mostra analitzat. Aquest estimador
qualitatiu és I'index de polidispersié, que varia
entre 0 i 1. La mesura és tan més correcta
quan més petit és el seu valor, fet que esta
directament relacionat amb el caracter
unimodal de les vesicules.Per tal de d’obtenir
analisi correctes amb qualsevol tipus de
mostra, fins i tot amb les multimodals, han
aparegut técniques que convinen la separacio
de les vesicules constituents de les
suspensions amb ['analisi per correlacié
fotonica (Giddings J.C., 1993; Korgel B.A. et
al., 1998). Amb aquestes técniques no sén

Fig. 15 Esquema d’un espectrometre de correlacio
necessaries restriccions referents a la forma ni  fotonica. S’analitza la llum dispersada a 90° respecte del

a la de distribuci6 de diametres de les feix incident.
vesicules.

Les mesures es realitzaren amb un Autosizer lic (Malvern, Anglaterra), equipat amb un
laser heli-neé de 623,8 nm i una poténcia de 5 mW. En cas necessari, les mostres es diluiren
en el medi aqués de les suspensions fins que proporcionaren una intensitat de llum dispersada

valida per a realitzar les lectures (I'aparell avalua aquest paramentre). Les condicions de les

lectures foren: :
Temps de lectura:~1 minut.
Viscositat del medi: 0,866 cP (25°C).
fndex de refraccio6 de P'aigua: 1,332.
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Els resultats obtinguts pogueren expressar-se en diferents tipus de distribucid: intensitat,
quan es mostra el diametre de les vesicules que proporciona un determinat percentatge del
senyal total;, massa, si el que s'indica és el percentatge del volum total de vesicules que
correspon a un diametre determinat; i nimero, quan es mostra la quantitat relativa de vesicules
de cada grandaria. Com parametres globals de I'analisi es proporciona un valor mitja, la seva
desviacié standard (interval de diametres que inclou el 68% de la distribucié de vesicules) i

I'index de polidispersio.

ANALIS!| DE L'ESPECTRE DE FREQUENCIES.

Aquesta técnica també sol anomenar-se deteccid heterodina. En els aparells que operen
segons aquest métode es compara la llum dispersada a 0° respecte del feix incident (Fig. 16)
amb el propi feix incident. Com a conseqiiéncia del moviment de les vesicules, la llum
dispersada té un desplagament de la freqiéncia original (desplagament Doppler) que depén de
la velocitat de les vesicules. La diferéncia entre la freqiiéncia de la llum incident i les de Ia
dispersada son massa petites per ser mesurades directament, per la qual cosa el detector
avalua la pulsacié, és a dir, la interferéncia que té lloc quan interaccionen els dos feixos
(Fig.17a). A parlir dels parells de dades

intensitat-temps es realitza el tractament
FIBRA OPTICA l SUSPENSIO

matematic que, mitjan¢ant la trasformada de

EMISOR
LASER

Fourier, permet obtenir els parells intensitat-

;
AN

frequéncia (Fig. 17b), els quals es

distribueixen segons una funcié Lorentziana

DETECTOR

\

quan totes les vesicules sén de la mateixa :> Llum incident de freqdéncia V),

grandaria, o una suma d’elles si la mostra mee=p  Llum dispersada, sense canvi de freqdéndia,

Llum dispersada amb variacio de la freqiéncia
original.

conté vesicules de diametres diferents. Es

aquesta funcié, o la deconvolucié de la suma
Fig. 16 Esquema d’un espectrometre d’andlisi de
’espectre de freqiteéncies. S’analitza la llum dispersada

de diametres de les particules de la a0°respectedel feix incident.

d’elles, la que es relaciona amb la distribucio

suspensio.

Per a la realitzacio de les lectures s’empra un Microtrack UPA 150 (Honeywell, USA). Les
mostres es diluiren amb el seu medi aqués fins a una concentracié que proporciona un index
de carrega en l'aparell situat entre 0,1 i 0,2 (parametre que determina el nivell del senyal al
detector). La viscositat del medi a 20 i 30°C i el seu index de refraccié s'introduiren com a
variables segons el tipus de mostra analitzada. Com a conseqiiéncia de les dilucions realitzades
per tal d'ajustar 'index de carrega, amb la majoria d’analisi es treballa amb els valors de l'aigua
que s'indiquen tot seguit, interpolant 'aparell la viscositat en funcié de la temperatura detectada

a la cel-la de lectura:



METODES analitics 47

Viscositat (25°C): 1,002 cP
Viscositat (30°C): 0,797 cP
ndex de refraccié: 1,332

La resta de parametres es fixa en els seglients valors:
Temps de lectura: 10 minuts (minim)
Index de refraccié dels fosfolipids: 1,49
index de refraccié de I'oli de borratge: 1,47
Densitat dels liposomes: 1,01 g/cm®
Densitat de les microgotes d’'OB amb F: 0,898 g/cm®
Tipus de particules: esfériques.

Com en el cas de la correlaci6 fotonica, els resultats poden expressar-se en diferents
tipus de distribucio: intensitat; volum; area (indica el percentatge de I'area externa total de les
vesicules que correspon a un diametre determinat) i nimero. Com a parametres globals de
I'analisi es proporciona, entre d’altres, un valor mitja, la seva desviacié standard (interval de
diametres que inclou el 68% de la distribucié de vesicules) i els percentils.

Donat que la Unica restriccié que imposa el tractament matematic és que les vesicules
tinguin un moviment de tipus brownia (amb una distribucié de velocitats de Maxwell-Boltzman),
el fabricant indica que la desviacié standard correspon a una mesura de l'auténtica amplada de
la distribucié de grandaries. Per tant no resulta necessari un parametre que avalui en quin grau
les caracteristiques de la mostra permeten les restriccions que imposa el tractament matematic
(index de polidispersid)

Per aquest motiu, i per a diferenciar-la de la desviacié standard estadistica que estima
la dispersié de varies lectures experimentals, en el present treball la desviacié standard del
diametre mitja d’'una poblacié de liposomes sera anomenada com a amplada.

A la Fig. 18 es mostra la taula de resultats d’'una analisi d’'una suspensié de liposomes

T Ones provinents de 1a mostra 10
T Ul A I .
l‘l;\',\“\"'\/,’..’\f‘, Oam

VAU AN
- . W WWWWA Y - N
R \
E Resultant al detector E_; 1 \ \8 nm

. 02, 0.4 - \ N

| £ ~<Onm ~—

02 4! ~_ T
- ':200nm ~~
T T T T T 00 T T ———
Temps 0 2000 4000 6000 8000 10000

a b Frequéncia (Hz)

Fig. 17 a) El detector d’un espectrometre d’anlisi de freqiiéncies mesura la polsacié originada entre el senyal original
i originat per les particules de la suspensid, el qual presenta un desplagament de la frequéncia original. b) Les dades
intensitat-temps acumulades es transformen mitjangant la transformada de Fourier en parells intensitat-frequéncia (al
grific es mostra el desplagament Doppler, la diferéncia respecte a v), senyal que depén de la velocitat, i per tant de la
grandaria, de les particules en suspensio.
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i el seu grafic corresponent. La novetat en l'aplicaci6 d'aquesta técnica per a la determinacio
de diametre dels liposomes ha fet necessari un estudi per tal de validar I'aparell. Els resultats

es presenten a l'apartat 4.1.8.
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Fig. 18. Informe d’una analisi realitzada amb el Microtrack UPA 150. La taula mostra els diferents resultats
proporcionats: Distrib. Format: indica el tipus de representacié escollit (% vol, % drea, % ntmero, % mtensitat),
Summary Data: mostra el didmetre mitja pels diferents tipus de distribucions (mv.% vol; ma.% drea; mn: % nimero)
1 "amplada (sd') pel tipus de distribuci6 escollida al Distrib. Format. La série de nimeros presentada a la part inferior
mostra els limits superior dels canals de que consta I’analisi (ch top), el % de particules per sobre o sota el canal
considerat (% pass; 0 % retn) i el % de particules dins del canal (%-chn).

El grafic representa les dades de cada canal a les abcises (expressat en micres), i dos eixos d’ordenades, un amb el %
de panticules a cada canal, corresponent al %-chn (DIF VOLUME %), i I’alire amb el percentatge acumulat
corresponent al % pass (CUM VOLUME %)
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3.1.3 METODES D'AVALUACIO DE L'EFECTIVITAT DE LES
FORMULACIONS.

Des del punt de vista de I'agressivitat dels métodes in vivo vers l'individu estudiat, s'han
dut a terme dos tipus de métodes per tal de quantificar I'efectivitat de diferents preparacions: no
invasius i histologics. Les técniques no invasives es basen en la mesura de parametres fisics
de la pell relacionats amb les seves qualitats i funcions (brillantor, hidratacio, efecte barrera, etc).
Aquestes técniques no impliquen cap mena d'agressié al subjecte, la qual cosa presenta
nombrosos avantatges, que arriben, fins i tot, als publicitaris i als comercials. Els meétodes
d'aquesta mena emprats han estat les mesures de la pérduda transepidérmica d'aigua (Ap.
3.1.3.1), de la capacitancia (Ap. 3.1.3.2), i de la microcirculacié cutania (Ap. 3.1.3.3). En tots
aquests casos l'experimentacié s'ha dut a terme en un laboratori climatitzat a una temperatura
de 20°C i amb una humitat relativa situada entre el 40 i 50%, variables que tenen un efecte molt
important sobre els parametres estudiats (Bircher A. et al., 1994). Pel que fa a l'avaluacié
histoldgica, s'ha realitzat per quantificar el poder atrofiant de I'HBP en crema i en liposomes, i
es descriu a la seccié 3.1.3.4.

D’altra banda, per I'estudi del grau d'irritacié dels liposomes amb ditranol, s’ha emprat
un metode in vitro. Aquest es basa en la mesura el grau d'alliberament d’un colorant induit per

la degradacié d’'una matriu de colagen i queratina (Ap. 3.1.3.5).

3.1.3.1 MESURA DE LA PERDUDA TRANSEPIDERMICA D'AIGUA (TEWL)™.

La quantificaci6 de la perduda d'aigua a través de la pell és I'objete de la mesura que es
realitza amb una sonda especialment dissenyada per aquest fi. Els valors que s'obtenen sén
indicatius de I'estat de la funcié barrera a 'aigua, és a dir, de la capacitat de retenci6 de I'aigua
de l'organisme per part de la pell. Tot seguit es descriuen els principis fisics de la mesuraii la
métodologia de I'estudi.

PRINCIPIS TEORICS DE LA MESURA DE LA PERDUDA TRANSEPIDERMICA D'AIGUA.
Des de l'interior del cos huma s'estableix un flux d'aigua que, a través de fa pell, s'allibera
al medi circumdant en estat vapor. Aquest fenomen és el que es coneix com a pérduda
transepidérmica d'aigua. El flux total d'aigua esta constituit pel que té lloc per difusié passiva,
i per l'originat per sudoracié, perd només el primer és el que déna informacié de la funcié barrera
de la pell. Com a conseqiiéncia d'aquesta pérduda d'aigua es forma una capa de vapor al voltant
de la pell que, en abséncia de conveccions i/o corrents externs, té un gradent aproximadament
constant de pressié de vapor d'aigua. En aquestes condicions el gradent es pot extendre fins

19 De l'anglés, transepidermal water loss.
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els 10 o 14 mm (Serup J. i Jemec G.B.E,

1995), de manera que la mesura de la pressio

Sensors
de vapor en dos punts de la capa és la que Sonda 4 /

223

proporciona les dades per calcular la TEWL.

Els aparells que realitzen aquesta tasca Pell

disposen d'una sonda com la que es descriu a

la Fig. 19. La sonda es coloca sobre la pell,

; . Fig. 19 Tall transversal d’una sonda per la mesura de
abarcant una area de lectura determinada. En
la TEWL.

aquells aparells en els quals la sonda és oberta

(no hi ha oclusié sobre l'area de lectura) el flux de vapor d'aigua transcorre per un conducte
cilindric on hi ha dos sensors. Cadascun dels dos sensors, separats per una ditancia L, estan
constituits per polimers que tenen constants dieléctriques que depenen de la humitat relativa,
i per un component sensible a la temperatura. D'aquesta forma es calcula la pressié de vapor

i, a partir d'aqui, la concentracié d'aigua en el medi que envolta cada sensor:

C,-C,

TEWL (g/m?h) = D Eq. 7

on:
D és el coeficient de difusio de {'aigua en Faire.
C, és la concentracié d'aigua detectada en cada sensor.

Com a consequéncia de les caracteristiques de la técnica cal extremar el control de les
condicions en les quals s'han de realitzar les lectures per avaluar la funcié barrera de la pell. Aixi
€s necessari remarcar que:

- El laboratori on es realitzin les lectures ha d'estar exent de corrents d'aire i, com ja s'ha indicat
a la introduccié del capitol, ha de tenir unes condicions de temperatura i humitat relativa
constants.

- L'individu sobre el qual es realitza la lectura no ha de presentar sudoracio, ja que aixd
proporcionaria falsos valors de la TEWL. A més, préviament a la lectura, cal que hagi passat per
un periode d'aclimatacio a les codicions del laboratori.

- Cal esperar un minim de 15 minuts abans de calibrar el zero de resposta de l'instrument i de
realitzar la primera lectura amb ell.

- Una la sonda s’ha situat sobre la pell cal deixar transcérer el temps necessari fins que el

gradent de vapor d'aigua s'estabilitza.

METODE OPERATORI.

S'engaxaren en avantbragos de voluntaris, i després de la lectura de la TEWL basal,
pegats oclusius de 9 mm de diametre que contingueren 0,1 mL de mostra (crema, suspensio
de liposomes o medi aqués). La disposicié de cada mostra fou rotativa en cadascun dels llocs



METODES analitics 51

possibles d'aplicaci, evitant aixi possibles efectes anatomics en els resultats. En cada individu
es realitza també un control (sense pegat). El tractament es dugué a terme durant 4 hores,
després de les quals s’eliminaren les restes de la preparacié netejant suaument la zond
d'aplicacié amb un paper absorbent fi.

Les lectures es realitzaren amb un Evaporimeter EP2 (ServoMed, Suécia). Les
caracteristiques de I'aparell i les condicions de les adquisicions foren:

Area de lectura: 1 cm?.

Distancia dels sensors a la pell: 319 mm.
Temps d'estabilitzacié: 1 minut.

Constant de temps: 0,5 segons.
Lectura:1 minut.

Rang: 0 a 300 g/hm?.

3.1.3.2 MESURA DE LA CAPACITANCIA.

L'estat d'hidrataci6 de la pell, i en especial el contingut d'aigua de I'estrat corni, determina
la oposicié al pas d'un corrent eléctric altern. La mesura d'un dels components d'aquesta
oposicid, la capacitancia, és una de les técniques no invasives emprades en el present treball.
A continuacié es descriuen els fonaments de la técnica, i es detalla ia realitzacié experimental.

PRINCIPIS TEORICS DE LA MESURA DE LA CAPACITANCIA.
La impedancia (Z), és a dir, I'oposicid al pas d’un corrent eléctric altern de freqiiéncia f,
esta composta per la resisténcia (R) i per la capacitancia (C).Des del punt de vista formal

l'equacié que descriu la relacié és:
Z = [R? + (12nf0)4 2 Eq. 8

la qual, fisicament i en un circuit eléctric, correspon a la impedancia que presenten una
resisténcia i un condensador connectats en série amb un generador que té un voltatge variable.
Com la capacitancia depén de la constant dieléctrica del medi, en un sistema biologic com la
pell, n’és el contingut d’aigua el que condiciona el seu valor en les mesures que es realitzen.
Aixo es deu a que I'aigua és una molécula amb un dipol eléctric constant, orientada a I'atzar, i
que per tant aflebleix el camp eléctric que s’origina entre les plaques d’'un condensador (o el
sistema que presenta un comportament assimilable a tal component electronic). La disminucio
del camp implica una disminuci6 de la diferéncia de potencial, fet pel qual la capacitancia, que
és inversament proporcional al voltatge, augmenta. Aixi, a major contingut d’aigua en la pell
major valor de la capacitancia.

A la pell, l'estrat comi és la zona que té un menor grau d'hidratacié i presenta un gradent
de la concentracioé d'aigua per efecte de la seva pérduda cap al medi extern. Per tant, l'es?rat
comi és un medi dieléctric amb baixa conductivitat, el qual mostra un canvi sobtat de les seves
propietats eléctriques quan s'hidrata (Leveque J.V., 1989). D'aquesta forma, les mesures de la
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impedancia, de la conductancia (l'invers de la resisténcia), o de la capacitancia de la pell, sén
en gran part el resultat de I'estat d'hidratacio de I'estrat corni, estat que es relaciona directament
amb les propietats mecaniques de la pell. En I'actualitat es disposa d'aparells que mesuren
aquells paramentres eléctrics de la pell mitjangant sondes amb les quals se li aplica un corrent
eléctric d'alta freqiiéncia (Tagami H., 1995). Durant la mesura s'estableix un corrent entre els
eléctrodes de la sonda el qual travessa I'estrat corni fins la dermis (Rietchel R.L. i Spencer T.S.,
1990). La mesura dura pocs segons, impedint-se aixi I'acumulaci6 d'aigua entre la sonda i la pell
com a conceqiiéncia de la TEWL. Els valors de la capacitancia que s'obtenen sén convertits a
valors relatius, en unitats arbitraries, i que es relacionen directament amb el grau d'hidratacio

de l'estrat corni i de 'epidermis.

METODE OPERATORI.

Les condicions d'aplicacié de les preparacions (pegats, aplicacié, durada) sén les
mateixes que les descrites a la seccié 3.1.3.1.

Les determinacions de la capacitancia es realitzaren amb un Corneometer CM 820 PC
(Courage-Khazaka Electronic GmbH, Alemanya). Es realitza un minim de 3 lectures de cada lloc

d'aplicacié. Les caracteristiques de l'instrument i condicions de lectura foren:

Freqiiéncia del corrent mesurat: de 40 a 75 kHz.

Pressid de l'electrode sobre la pell: 1,6 N/m? (s'aconsegueix amb una molla

incorporada dins la sonda).

Fondaria maxima de la lectura: fins 100 pm (capes superficials de I'epidermis).

Area de lectura: 7 x 7 mm.

Rang de lectura: de 20 fins a 150 unitats arbitraries (30-60: pell molt seca; 60-70:
pell seca; 70-90: pell hidratada; >90 pell moit hidratada).

3.1.3.3 AVALUACIO DE LA CAPACITAT VASOCONSTRICTORA DEL BUTIRAT-
PROPIONAT D’HIDROCORTISONA MITJANGANT VELOCIMETRIA DE LASER

DOPPLER (VLD).

Els corticoides aplicats topicament provoquen una disminucié de la circulacié sanguinia
a la dermis (vasoconstriccid) la magnitud de la qual depén de la seva poténcia com a farmac.
Es la mesura d'aquesta variacié la que indica l'efectivitat de les diferents formulacions amb
corticoides. La circulacié sanguinia pot mesurar-se mitjangant la velocimetria de laser Doppler
(VLD), técnica que es basa en la interaccié d'un feix de llum monocromatica amb les cél-lules
que circulen pels vasos i capilars de la pell. El butirat-propionat d’hidrocortisona (HBP), que se
situa dins dels corticoides de poténcia mitjana (Tauber U., 1994), produeix una variacié poc
important de la microcirculacié cutania respecte del nivell basal. Es per aixd que l'avaluacio de
la seva accid s'ha fet mitjangant la mesura de la inhibicié de la vasodilatacié provocada per un
agent aplicat posteriorment al farmac.
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PRINCIPIS TEORICS DE LA MESURA DE LA VLD.

L'epidermis humana no presenta cap mena de vasos sanguinis, de forma que es nodreix
des de la dermis per efectes de difusi6. Es en aquesta zona més profunda on hi ha una
important xarxa de capilars. Els de la zona més externa son responsables d'alimentar entre 0,04
i 0,27 mm? de la superficie de la pell, mentre que els més interns tenen funcions de
termoregulacié. Tot aquest conjunt constitueix la microcirculacié cutania, i son les seves
variacions I'objecte la lectura que es realitza mitjangant la velocimetria de laser Doppler. Per tal
d'obtenir-la es coloca en contacte amb la pell una sonda que, a través de fibra optica, emet llum
laser provinent d'una font emisora. La penetracié del feix incident en la pell decreix
exponencialment amb la distancia, no estant determinat amb precisié el seu valor absolut, ja que
es donen valors compresos entre els 0,14 i els 1,5 mm. Durant el seu trajecte la llum
interacciona amb la matéria sigui per absorcié o dispersié. En particular, quan la dispersio es
originada per elements en moviment, la llum emergent presenta una freqiiéncia diferent de la
inicial, el valor de la qual depén de la velocitat de les particules amb les quals ha interaccionat
(efecte Doppler). A la zona de lectura que abarca el feix incident sén els capilars de la dermis
els conductes per on discorren les cél-lules del flux sanguini i per tant aquestes son les
responsables del desplagament de freqiiéncia que presenta part de la llum dispersada (Fig. 20).
Una fraccié d'aquesta llum, amb i sense variacid de la freqtiéncia original, retorna a la sonda i
és transportada per la fibra optica cap al detector, que genera un senyal conseqiiéncia de la
interferéncia de tots el feixos que hi incideixen, senyal que és funcié del producte del nimero de
cél'lules en moviment (generalment es considera
que sén nomeés eritrocits) per la seva velocitat. El Sonda

senyal és processat i finalment s'expressa en
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funci6 del temps. Un increment en la
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del feix incident el senyal, que és una mesura
semiquantitati esta 2 .

quantitativa, esta afectal nomes pels Fig. 20 La sonda de VLD emet un feix de lum laser
capilars, que representen al voltant d'un 10% de  que penetra a través de la pell i interacciona amb els
elements mobils que circulen pels capilars sanguinis,
modificant-se aixi la seva freqiéncia original. La

vascular més interna de la dermis. mesura d’aquesta alteracié propociona valors relatius
de la microcirculacié cutania.

fa microcirculacioé total, o pels capilars i la xarxa

PARAMETRES DE LA VLD. v
Es habitual la determinaci6 de I'efectivitat dels corticoides mitjangant la inhibicié de la

vasodilatacié provocada per nicotinats d'alquil (generalment metil o hexil) aplicats a la pell
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després de l'aplicacié del farmac. L'agent escollit en el present treball per a provocar la urticaria

de contacte ha estat el nicotinat de metil, la resposta del qual es mostra a la Fig.21. A

continuacié es presenten els paramentres més caracteristics, mentre que a la seccio 4.1.9 es

mostren els resultats de I'analisi de les seves interelacions.

Unitats de perfusio

100 -

Lot Temps (minuts)

Fig. 21 Senyal de VLD originat per I’aplicacié de nicotinat de metil 1 pardmetres representatius de la vasodilatacio
originada

correspon al valor de la microcirculacié abans de produir-se 'augment del flux sanguini.
Les unitats, arbitraries, s'anomenen unitats de perfusio.

és el temps de laténcia, és a dir, el temps transcorregut des de I'aplicacié del nicotinat
d'alquil fins a l'inici de la vasodilatacié. En el present treball s'expressa en minuts.
temps de resposta maxima. Aquest parametre és, en ocasions, equivoc, ja que la
resposta pot presentar un pla seguit d'un nou increment del senyal. Els dos temps que
proporciona aquest comportament sén, pero, proporcionals (Oestmann et al., 1993). Pel
que fa al nostre estudi, en els casos on s'ha donat aquest fet s'ha escollit la primera
estabilitzacio del senyal com a valor de t,,.

Es el pendent de la recta ajustada entre ¢, i t,,.

Correspon a l'increment del senyal d'unitats de perfusio calculat com la diferéncia entre
el valor maxim assolit (I, calculat com a la mitjana en un interval estable) i V'inicial (ly).
Es l'area compresa sota la corba en els 15 minuts segients a t,.
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METODE OPERATORI.

Previament a I'estudi del poder vasoconstrictor de 'HBP es realitza un test per tal de
seleccionar voluntaris que donessin resposta positiva en els avantbragos a una dissolucié
aquosa de nicotinat de metil 3 mM. Un cop escollits, se’ls hi aplicaren, amb diferéncies de 10
minuts, un maxim de 3 pegats oclusius (Leucotest) de 9 mm de diametre en cada avantbrag. Els

pegats amb producte contingueren 0.1 g d’un dels seglients actius i placebos:

Actius:
- Isdinium crema: 0.1 % HBP w/w.
- Liposomes amb HBP: 0.1 % w/w HBP; 30 mg/mL fosfolipids. (Es
conservaren en la foscor i a 4°C).
Placebos:

- Liposomes, amb 30 mg F/mL. (Conservats en foscor a 4°C)
- Medi aqués dels liposomes (2 % EtOH, 1 % GlyOH).

El temps d’aplicacié de cada pegat fou de 4 h. En cada individu es realitza també, com
a minim, un control (sense pegat).

Passat el temps indicat es retira el producte i es marcaren acuradament les zones
d'aplicacid, deixant transcorrer 30 minuts abans d’aplicar el nicotinat de metil. Durant aquest
temps es realitzaren lectures del nivell basal en, al menys, tres zones diferents de cada
avantbrag durant un temps minim de dos minuts. No es realitzaren lectures a la zona d’aplicacié
degut a que, en quedar la sonda de VDL fixada a la pell mitjangant un plastic adhesiu, en retirar-
la es produia vermellor a la pell.

Transcorreguts els 30 minuts anteriors, s'aplicaren a un paper de filtre de 9 mm de
diametre 45 yL d'una dissolucié aquosa 3 mM de nicotinat de metil. Després d'esperar pocs
segons a que el paper quedés saturat del liquid, es coloca damunt la zona de I'avantbra¢ en
estudi durant 1 minut, procurant que el liquid mullés bé la pell, evitant alhora que s'escampés
a altres zones. Transcorregut el minut, es retira I'aplicacié i s'eixuga la zona marcada amb un
paper absorbent suau, colocant la sonda als 45 segons i iniciant la lectura al complir-se el minut.
D'acord amb aquest procediment, s’ha sumat un minut als parametes t, i t;, de les lectures.

Les condicions de I'enregistrament de la microcirculacié cutania amb el Periflux PF3

(Perimed, Suécia) es detallen a continuacié:

Temps d'adquisicié: minim 20 minuts, que comprenen t, i, com a minim, els 15
minuts posteriors a l'inici de 'augment del senyal.

Rang de la mesura: 0-200 (resolucié 0,78).

Unitats: Unitats realtives de perfusio.

Laser: Heli/Ned de 632,8 nm i 2 mW.

Constant de temps: 0,2 segons.
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3.1.3.4 AVALUACIO HISTOLOGICA DEL PODER ATROFIANT DEL BUTIRAT-
PROPIONAT D'HIDROCORTISONA.

Els corticoides aplicats per via topica presenten efectes secundaris, el més freqlent dels
quals és l'atrofia cutania. Aquest efecte no desitjat es caracteritza per la disminucié del gruix de
diferents teixits constituents de la pell, i per limitar el creixement d’algunes linies cel-lulars. Es
per aixo que la mesura del poder atrofiant de I’'HBP en les diferents formes galéniques resulta
una mesura indirecta de la capacitat del farmac per actuar a nivell cutani. Amb aquesta intencié
es realitza un estudi histologic comparatiu de la capacitat atrofiant del butirat propionat
d'hidrocortisona encapsulat en liposomes i incorporat en una crema (Woodbury R., i Kligman
AM., 1992).

METODE OPERATORI.
Es van emprar 14 ratolins hairless Skh-HR agrupats de la seglient manera:

4 animals tractats amb Isdinium crema (0,1 % HBP),
4 animals tractats amb liposomes-HBP (0,1 % HBP),
6 animals no tractats (control).

Durant I'assaig, que dura tres setmanes, els animals es mantingueren a 20-22°C de
temperatura, a una humitat relativa del 60-80 %, i reberen un cicle alternat de llum/foscor de 12
hores. L'alimentacié fou una dieta estandard, administrant-se "ad libitum". De dilluns a divendres
s'aplicaren diariament 0.1 ml de producte sobre I'esquena dels animals realitzant un lleuger
massatge amb el dit dins un gua de latex. La suspensi6 de liposomes es conserva en la foscor

i a 4°C. A la seglent taula es mostren els pesos dels animals al principi i al final dels

tractaments.
Tractament Pes inicial (g) Pes final (g)
Isdinium crema 20,420 216+23
Liposomes-HBP 214+£33 225+28
Control 239+13 26,0+ 3,1

Taula 1 Pesos del ratolins a l'inici i fina! dels tractaments.

S’obtingueren biopsies que, un cop fixades en formol tamponat (10 %), es van embeure
en parafina per tal d'obtenir talls de 5 um de gruix. Posteriorment es tenyiren amb hematoxilina-
eosina per tal de realitzar 'analisi histométrica. L'avaluacié microscopica es realitza, en cec, amb
un microscopi Bausch & Lomb i amb un analitzador d'imatges Olympus Cue-3.

Préviament a les lectures es determina l'error experimental de les mesures amb un
micrometre Wild (Heerburg, Suissa) amb linies calibrades a 10, 100 i 500 pm realitzant un minim
de 10 lectures a diferents distancies.
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Els parametres quantificats a I'estudi histométric foren:

- Atrofia epidérmica: Es va determinar el nombre de capes cel-lulars i el gruix de
I'epidermis excloent I'estrat corni. Es llegiren com a minim 10 camps de cada tall’
histologic a 400 augments.

- Atrofia dérmica: El gruix de la dermis es determina en 10 camps diferents a 100
augments.

- Atrofia del teixit adip6és. Es mesura en 10 camps a 100 augments.

- Atrofia muscular. Es va quantificar com a minim en 5 camps independents i a 200
augments.

- Regresio de les glandules sebacies. Es determina el niUmero de sebocits visibles a les
glandules sebacies en, com minim, 10 camps a 200 augments. El resultat s'expressa
com el valor mitja en un camp.

Un cop establertes les condicions 6ptimes d’exposicio, es van prendre fotografies dels
talls amb les diferéncies més significatives mitjangant una camera fotografica acoblada al
microscopi, emprant Kodak Ektachrome T 64 ISO com a material sensible.

3.1.3.5 TEST D’IRRITACIO IN VITRO (SKINTEX).

L'Skintex és un test in vitro emprat per predir la irritacid dérmica que poden produir
diferents compostos. Aquest procés implica, entre altres fets, la desnaturalitzacié de proteines,
lisi cel-lular, i citotoxicitat. La prediccié in vitro d’aquests fenomens esta basada en un model
fisico-quimic que considera la pell constituida per dos compartiments: I'estrat corni, que actua
com a barrera principal front del medi extern, i Ia dermis. L’equivalent artificial a I'estrat corni és
una matriu de queratina i colagen enllagada, amb glutaraldehid, a un suport de cel-lulosa.
Aquesta matriu inclou, a més, un colorant, el Basic Red 2. Com a model del compartiment
dérmic s'empra un liofilitzat que conté globulines, colagen, glicosaminoglicans, acids grasos,
aminoacids, fosfolipids i sals. Una vegada hidratat, la suspensié resultant actua com a reactiu
de les substancies que s’assajen.

La mostra, en un volum comprés entre 30 i 100 pL, es diposita a la matriu, la qual es
coloca dins del medi reactiu durant 2 hores a temperatura ambient. En funcié de la capacitat
irritant de la mostra, es produeix un determinat grau d’interaccié amb la matriu de queratina i
colagen que origina l'alliberament del colorant, el qual es quantifica amb I'absorbancia a 450
nm. El fabricant presenta una relacié entre les absorbancies i I'index d'irritacié in vivo (PDI]) que
és el resultat de I'estudi de 200 productes. La interpolacié dels resultats obtinguts proporciona
el grau d'irritacié previst.

w

Els parametres i condicions emprats en I'estudi han estat el segients:
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- Escala d’avaluacio de la irritacio:

>4,75

Valor PDII {Skintex) I 0-0,5 ‘ 0,5-2,05 ' 2,05-475

Tipus d’irritacié IMinim Lleu l Moderat

- Volum d’aplicacié de les mostres: 30, 50i 100 uL.

Agut
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3.2
METODES PREPARATIUS.

Quatre soén els apartats que constitueixen el present titol: La purificacio de la
fosfatidilcolina d’ou (Ap. 3.2.1), els métodes generals per a I'obtencié de liposomes i microgotes
olioses amb i sense farmacs (Ap. 3.2.2), els processos posteriors a que poden sotmetre’s per
tal de variar la seva mida o presentacié (Ap. 3.2.3), i els métodes utilitzats per separar
liposomes o microgotes olioses amb substancies encapsulades del medi que conté les

substancies no encapsulades (Ap. 3.2.4).

3.2.1 PURIFICACIO DE FOSFATIDILCOLINA D’OU.

El rovell d’'ou és molt ric en lipids que actuen com a font d’energia i components
estructurals pel desenvolupament de I'embrié. Esta compost basicament per triacilglicerols,
fosfolipids i colesterol en una relacié que oscil.la al voltant de 70:25:5 p/p/p (Kuksis A, 1992). Per
aquest motiu és una de les matéres primeres d’origen natural emprades amb més freqiiéncia
per a ['obtencio de lipids. E! procés seguit per a la purificacié de la fosfatidilcolina d’ou esta basat
en dues metodologies diferents. En la primera etapa es duen a terme extraccions i precipitacions
en dissolvents organics, procediment perfeccionat del que ja va emprar Fourcroy el 1793 en els
primers estudis cientifics dels fosfolipids (Levente P.A. i Roif I.P., 1921). A la segona etapa es

realitza una cromatografia en columna d’alimina.

PRECIPITACIO EN ACETONA.

S’ajunten 12 rovells d’ou i es mesclen amb 500 mL d’acetona mantenint I'agitacié durant
5 minuts. A continuacié es deixa reposar la mescla durant 1 hora en atmosfera de nitrogen.
Passat aquest temps s’agita i es filtra amb Bichner. El precipitat es renta amb 200 mL d’acetona
freda (5-10°C).

DISSOLUCIO EN ETANOL.

A continuacié es recupera el precipitat i s’extreuen els fosfolipids en 500 mL d’etanol del
95%, mantenint I'agitacié durant 5 minuts, passats els quals es deixa la mescla de nou en repés
durant 1 hora en atmosfera de nitrogen. Una posterior filtracié en Blichnner permet obtenir un
filtrat ric en fosfolipids. Es repeteix I'operacioé sobre les restes del precipitat dues vegades més,
per6 ara amb 200 mL d'etanol, s'ajunten els tres filtrats i es rotavapora fins a maxima sequetat.
PRECIPITACIO EN ETER-ACETONA.

El residu anterior es dissol en 100 mL d’éter etilic, als quals s’hi afegeixen, a pleret, 500
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mL d’acetona. La dissolucié es manté en agitacié durant tota I'addici6, que en originar un canvi
de polaritat del medi causa una precipitacié dels fosfolipids. Es decanta i es renta el precipitat
amb 100 mL d’acetona freda. El solid es torna a dissoldre en 100 mL d'éter i es repeteix la
precipitacié afegint-ne, de nou, 500 mL d'acetona en les mateixes condicions indicades
anteriorment. Després d’un nou rentat amb acetona el precipitat, constituit basicament per
fosfolipids i amb poca quantita de carotens, es dissol en uns 50 mL de cloroform.

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA D’ALUMINA.

La dissolucid cloroférmica de fosfolipid s’aplica a una columna d’alimina (27x3 cm, placa
filtrant del n°® 4, rentada préviament amb 1 L de cloroform). L’elucié (a flux lliure) s’inicia amb 300
mL de cloroform, que no es recullen com a fraccid, i continua amb 700 mL de cloroform:metanol
(9:1 viv), recollint-se fraccions de 70 mL. La seva analisi per cromatografia en capa prima (Ap.
3.1.2.1) indica quines d’elles contenen la PC pura.

Una vegada s’ajunten les fraccions escollides es rotavaporen fins a pes constant del
residuu sec, el qual s’enrasa amb cloroform fins a un volum predeterminat i es conserva a la
foscor a -20°C.

3.2.2 METODES DE PREPARACIO DE LIPOSOMES | D’EMULSIONS
AMB OLI DE BORRATGE. |

Les suspensions de liposomes utilitzades foren obtingudes per diferents métodes en
funcié del tipus de vesicula amb que es vulgués treballar. En ocasions aquests meétodes inicials
proporcionaren directament els liposomes desitjats, pero en d’altres fou necessari un tractament
posterior per tal de modificar-los (Ap. 3.2.3). Els métodes generals es descriuen tot seguit
(seccions 3.2.2.1 a 3.2.2.4). Pel que fa a les emulsions amb OB, aquestes s’obtingueren 4
emprant el Microfluidizer 110S (Ap. 3.2.2.5).

3.2.2.1 OBTENCIO DE LIPOSOMES MULTILAMINARS GRANS (MLVs).

S’addiciona a un balé de vidre una dissolucio de lipids en cloroform que es rotavapora
a 40°C fins a obtenir una pel-licula homogeénia i seca que es deixa al buit, com a minim, durant
2 hores. Posteriorment s’addiciona la quantitat necessaria de medi aqués per obtenir la
concentracid desitiada de fosfolipid. El contingut s’agita vigorosament (vortex) realitzant
escalfaments intermitents en un bany a 40°C fins a la desaparicié de la pel-licula i obtencié d’'una
suspensio opalescent que conté liposomes multilaminars grans (el seu diametre €s de varies
micres).

En el cas en que la matéria primera sigui solida, el procés s'inicia amb I'addicié de la
quantitat necessaria el medi aqués a 50-60°C, mantenit-se la mescla a aquesta temperatura i
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amb agitacid constant fins a la desaparicié del solid (aproximadament 20-30 min).

Si es volen obtenir liposomes amb molécules hidrofobiques encapsulades, aquestes
s'addicionen en la primera etapa del procediment mesclant-les amb els lipids en cloroform. Per
I'encapsulacié de molécules hidrofiliques, cal addicionar-les dissoltes en el medi aqués. La resta
del métode operatori és el descrit anteriorment.

Com a materies primeres es varen emprar PC d’ou purificada i dissolta en cloroform (Ap.
3.2.1) i PC de soja Emulmetik 930 en estat solid (Lucas Meyer France; 95 % p/p SPC, maxim
3 % p/p LPC).

3.2.2.2 EVAPORACIO EN FASE REVERSA.

S'afegeix a un balé de vidre la quantitat necessaria de lipid per tal d’obtenir la
concentracio final desitjada, i no major de 50 mg/mL, en 5 mL finals de preparacié''. El lipid pot
estar dissolt en un dissolvent organic volatil o afegir-se sdlid. (En el primer cas, i abans de
continuar, es procedeix a rotovaporar el dissolvent fins a obtenir una pel-licula homogénia).
Posteriorment s’afegeixen 9 mL d’éter dietilic exent de perdxids'™ i s'agita fins a la dissolucié total
del lipid. A continuacié s’adicionen 3 mL del medi aquds escollit i es sonica amb una sonda de
3,5 mm de diametre (Dynatech, USA) durant 5 minuts a una poténcia relativa del 35%. Durant
la sonicacié el bal6 es manté en un bany de gel fonent per tal de d’evitar la degradacié de la
mostra. Una vegada s’ha obtingut la emulsié (w/o) es rotavapora a 25°C, a una pressi6 de 460
mm Hg, i a baixes revolucions. L'emulsid, amb I'evaporaci6 progressiva de I'éter, es colapsa i
forma un gel compacte que posteriorment reverteix a una fase fuida i viscosa (el procés pot
durar fins 30 minuts) a la qual s'afegeix 1 mL del medi aquds. Aquesta suspensio es rotovapora
a 25°C, al maxim buit i durant un minim de 20 minuts (o fins la desaparicié total de I'éter) a les
maximes revolucions. Posteriorment s’enrasa a 5 mL. La suspensié aixi obtinguda conté
liposomes REVs (acronim de reverse evaporation vesicles) majoritariament unilaminars, i de
diferents mides (Szoka F. i Papahadjopoulos D., 1978): grans (LUVs) i petits (SUVs).

En la preparacié de suspensions de major volum cal tenir present que la relacié medi
aquds/éter que ha de formar 'emuisié w/o ha d'ésser 1/3 v/v.

Per a la incorporacié als liposomes de molécules hidrofobiques, aquestes s’addicionen
en la primera etapa, mesclant-se amb els lipids en la dissolucié d'éter. Si les molécules sén
hidrofiliques, s’addicionen amb el medi aqués que es sonica per tal d’obtenir 'emulsié w/o.

Cal destacar que la bibliografia descriu la utilitzacié d’altres dissolvents organics enlloc
de I'éter dietilic. L'etanol, I'acetat d'etil o mescles d’ambdés, resulten medis més apropiats per
obtenir formulacions amb liposomes REVs destinades als humans, ja que les traces presents

(¥

'! Si la relaci6 fosfolipid/aigua és massa elevada s’originen vesicules multilaminars.

12 Per preparar-lo I’éter s’agita vigorosament amb un volum igual d’aigua.
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a les suspensions finals resulten menys toxiques (Cortesi R. et al., 1999).
Com a matéries primeres s’empraren PC d’ou purificada i dissolta en cloroform (Ap.
3.2.1) i EPA (Sigma, USA).

3.2.2.3 PRO-LIPO S.

Aquesta mescla d’alcohols (etanol i gicerol), fosfolipids (SPC/fosfolipids carregats
negativament 80:20 p/p), i aigua en una relacié 20:10:30:40 p/p, proporciona liposomes
mitjangant la simple dilucié en un medi aqués a temperatura ambient (Ap. 1.4). La rapidesa i
simplicitat del procés el fa apte per a la produccié a gran escala, i ha estat escollit com a métode
principal per a la incorporacié de farmacs en el present treball. El fabricant del producte és Lucas
Meyer France SA.

Es mesclen amb agitacié i a temperatura ambient les quantitats de Pro-Lipo S i medi
aquos necessaries per a obtenir la concentracié de fosfolipid desitjada. La mescla pot realitzar-
se en una unica etapa, pero és recomanable dur-la a terme amb addicions successives de

dissolvent, de manera que s’evita totalment I'aparicié de grumolls:

12.- Pro-Lipo 8 / medi aqués (1/0,5 p/p): s’obté una mescla A de 200 mg F/g,

27.- mescla A / medi aqués (1,5/0,5 p/p): s’obté una mescla B de 150 mg F/g,

32.- addici6 de la resta de medi aqués a la mescla B. Obtenint-se una suspensié de
liposomes oligolaminars amb un didametre situat entre 1i 2 ym (Perret S. et al,,
1991).

Si es pretén incorporar molécules hidrofobiques subministrades en forma solida poden
emprar-se dos sistemes:
a.- per mescla directa del sélid amb Pro-Lipo S mitjangant agitacié fins homogenitat,
realitzant posteriorment I'addicié del medi aquos,
b.- per mescla mitjangant agitacié d’una dissolucié etandlica del farmac amb Pro-Lipo S
i posterior addicié del medi aqués.
En el cas de les molécules hidrofiliques, aquestes s’addicionen dissoltes en el medi
aquds. En mesclar aquest amb el Pro-Lipo S, el procés de formacié dels liposomes permet la
seva incorporacié dins el volum aqués intern.

3.2.2.4 NATIPIDE II.

Els gels de Natipide |l estan constituits per etanol, aigua i fosfolipids en una relacié
16:64:20 p/p/p. Els fosfolipids majoritaris sén SPC (76 % p/p), LPC (maxim 6 % p/p), PE (5 %
p/p) i PA (8 % p/p). La composicié d’aquest sistema ternari (Ap. 1.4) fa que els liposomes ja

estiguin formats, per tant, només cal una diluci6 de la matéria primera per obenir les
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suspensions a la concentracié desitjada. El resultat és una preparacié amb liposomes de 200
+ 30 nm amb 4-6 bicapes. El fabricant del producte és Rhéne-Poulenc Group (Naterman
Phospholipid GMBH, Alemanya).
La incorporacié de molécules hidrofobiques pot fer-se de dues formes:
a.- per mescla directa del solid amb el gel Natipide Il mitjangant agitacié fins
homogenitat,
b.- per mescla mitjangant agitacié d’'una dissolucié etanolica del farmac amb gel Natipide
Il. La quantitat d’etanol afegida no ha de superar en cap cas el 20 % del pes del
gel al que s’addiciona. Mentre es realitza I'addicié s’aplica un corrent de nitrogen
per tal d’evaporar I'etanol en excés. El procés es controla mitjangant el pes de
la mescla, portant-la al pes inicial després de cada addici6 d’alcohol. D’aquesta
forma s’evita un excés d’etanol que causaria el trencament del liposomes ja
formats al gel comercial.
En el cas en que s’incorporin molécules hidrofiliques, aquestes s’addicionen dissoltes
en el medi aquds. De la seva permeabilitat a través de les membranes depén la seva

incorporacié als liposomes.

3.2.2.5 EMULSIONS D’OLI DE BORRATGE.

En la composicié de les emulsions d'oli de borratge (OB) s’inclogué Pro-Lipo S per tal
mesclaren amb agitacid6 magnética les quantitats predeterminades de Pro-Lipo S i OB
(Gattefossé SA, Franga). A la mescla s’afegi el medi aquds escollit de forma que la preparacio
tingués un 2 % p/p d'OB, i posteriorment es processa en un Microfluidizer 110S, a temperatura
ambient, a una pressié d’entrada de 4 bars, i sense recirculacié. El numero de cicles varia

segons la preparacid, i determina la grandaria de les vesicules obtingudes.

3.2.3 METODES DE PROCESSAT DE LIPOSOMES | D’EMULSIONS
D’OLI DE BORRATGE.

Els diferents tractaments a a que poden sotmetre’s les suspensions de liposomes i les
emulsions d’OB permeten obtenir vesicules amb caracteristiques determinades (diametre,
lameralitat, volum encapsulat, ...) i en diversos estats fisics (suspensions, gels o liofilitzats). A
continuacié es detallen les técniques utilitzades i el tipus de vesicula i preparacions que
proporcionaren.
3.2.3.1 SONICACIO.

Aquest métode és un dels primers que es van emprar per a la preparacié de SUVs
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(Barenholz Y. et al., 1977). Es realitza amb sonda, la qual es submergeix en lots de 5 mL de
suspensions de liposomes mantinguts en un bany de gel fonent. La poténcia relativa aplicada
és del 35%, a intervals de 2 minuts fins a un total de 10 minuts, i amb una sonda de 3,5 mm de
diametre (Dynatech, USA). El resultat és una suspensio opalescent translicida caracteristica
dels SUVs.

Posteriorment a la sonicacio cal eliminar les restes de titani que solen desprende’s de
la sonda, bé per centrifugacié (12.500 x g, 12,5 min), bé per filtraci6 a trravés de membranes
de policarbonat amb porus de 400 nm de diametre (Nucleopore, Costar Scientific Corporation,
USA).

3.2.3.2 EXTRUSIO.

Les suspensions de liposomes es fan passar a través de membranes de policarbonat de
porus predeterminat (Nucleopore, Costar Scientific Corporation, USA). L’extrusié consecutiva
a través de membranes de diametre decreixent aconsegueix reduir el diametre dels liposomes
en funcié de la Ultima membrana emprada i del niumero de vegades que es faci passar la
suspensio. En tots els casos les mostres s’extrusionaren un minim de 3 vegades per 'iltima
membrana escollida i un minim de 2 per les anteriors.

A la secci6 4.2.3 es determinen les possibles pérdudes de fosfolipids durant I'extrusio,
i a l'apartat 4.2.2 es realitza un estudi, per microscopia electronica, dels diametres reals de les

membranes de policarbonat, comparant-los amb els nominals.

3.2.3.3 HOMOGENITZACIO A ALTA PRESSIO.

Les suspensions de liposomes es processaren a temperatura ambient amb un
Microfluidizer 110S. La maxima pressié d’entrada emprada fou de 4 bars. No s'utilitza la
recirculacié (Ap. 1.4), de forma que per caracteritzar una mostra s’ha emprat la pressio (p) i el
numero de vegades, o cicles (C), que ha passat per la cambra d'interaccid.

Les caracteristiques del liposomes que s’obtenen amb aquesta técnica depenen de la
naturalesa de la mostra (MLVs, Pro-Lipo S, medi aquds, ...), del nimero de cicles i de la pressid

d’entrada emprada.

3.2.3.4 LIOFILITZACIO.

Les suspensions de liposomes que es van liofilitzar es prepararen emprant sacarosa com
a crioprotector. Aquesta s’inclogué en el medi aquds afegit durant els processos d'obtencié. La
relacié sacarosa / fosfolipid fou sempre 1/1 p/p (Ap.4.2.6). Les mostres, en volums maxims de
5 mL, es congelaren per inmmersié en nitrogen liquid i es liofilitzaren durant 48 hores (Modulyo
Edwards, Anglaterra). Per cada tipus de preparacio es calcula, a partir del volum de mostra

inicial i del pes de liofilitzat obtingut, la quantitat d’aigua que calia afegir al liofilitzat per
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resospendre’l i obtenir una suspensié amb la mateixa concentracié de fosfolipids que la inicial.

3.2.3.5 INCORPORACIO EN HIDROGELS.

L'agent gelificant emprat fou el Carbopol 940 (Goodrich Chemical Company, USA).
Inicialment es prepara Carbopol 940 al 2% p/p en aigua (pH+-2,6), i es neutralitza amb NaOH
al 10 % amb la proporcié 1/ 0.055 p/p Carbopol 940 2 %:NaOH 10 %. A aquesta mescla
neutralitzada (pH~6,5) s'ajunta la quantitat adient de suspensi6 de liposomes o d’emulsié d’'OB.
La mescla es realitza mitjangant agitacié (votex) per volums de fins a 5 mL, i amb un agitador
de pales RW20 (Janke & Kunkel GMBH and Co., Alemanya) a 150 rev/min durtant 1 h. en el cas
de preparacions de gran volum.

Per tal de determinar I'estabilitat fisica dels liposomes en els gels en el moment de la -
seva preparacio, s’escolliren les quantitats de gel neutralitzat, de suspensié de liposomes, i la
concentracié d’aquestes suspensions, en funcié de les concentracions de fosfolipid i de
Carbopol 940 desitjades en els gels finals.

Pel que fa a la obtencié i seguiment de I'estabilitat a llarg termini de gels amb liposomes
(amb o sense farmac) i a la de gels amb vesicules d’oli de borratge, les quantitats de Carbopol
940 al 2% neutralitzat i de suspensié emprades en la mescla foren, respectivament, 1/5,3 p/p.
D’aquesta forma la concentracié de Carbopol 940 al gel final fou sempre de 0,3 % p/p.
Complementariament, la concentracié de les suspensions de liposomes o d'OB que s’empraren
per la mescla foren tals que els gels finals tingueren la concentracié de fosfolipids o de sustancia

activa desitjada.

3.2.4 METODES DE SEPARACIO EMPRATS EN LA QUANTIFICACIO DE
LES SUBSTANCIES ASSOCIADES A LIPOSOMES | A MICROGOTES
OLIOSES.

S’han emprat diferents técniques per tal de determinar I'encapsulacié de diferents
molécules en els liposomes o per determinar la formacié de microgotes d’ OB estabilitzades amb
fosfolipids. Per cada cas concret, s’ha estudiat si la técnica era apropiada, mostrant-se les
avaluacions a I'apartat de Resultats. Les caracterisques generals per a I'aplicacié de cadascun

d’ells es desciuen a continuacio.

3.2.4.1 CROMATOGRAFIA D’EXCLUSIO MOLECULAR.

Es realitza en columnes PD-10 de Sephadex G-25 medium (Amersham-Pharmacia,
Suécia). Aquesta técnica fou emprada majoritariament per a la determinacié de I'encapsulacié
de substancies hidrosolubles. En el cas dels farmacs molt poc solubles en aigua, I'acumulacié

de solid en les columnes les feu Utils per una Gnica aplicacid, fet pel qual només s’empra en
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comptades ocasions. La posta a punt de la técnica per diferents molécules es descriu a I'apartat
4241,

Per tal d’evitar que el gel retingués fosfolipid de les preparacions, s’aplica a les columnes
noves 1 mL de suspensié de liposomes (Pro-Lipo S, 20 mg fosfolipid/mL), eluint-se amb medi
aqués abans d’aplicar qualsevol mostra. D’aquesta manera les columnes resultaren saturades
amb fosfolipid, rentades, i es determina alhora el seu volum mort (aproximadament 2 mL).
S'aplicaren volums de mostra de 200 pL, realitzant-se I'eluci6 a flux lliure amb el medi aquds de
les preparacions incloent-hi, quant fou necessari, una sal per tal de minimitzar la diferéncia de

pressid osmotica entre el interior dels liposomes i el medi extern.

3.2.4.2 CENTRIFUGACIO DE MINICOLUMNES D’EXCLUSIO MOLECULAR.

Aquest tipus especial de cromatografia té un volum mort molt petit, la qual cosa permet
obtenir els liposomes molt poc diluits respecte de la concentracié de I'aplicacid, a diferéncia de
la cromatografia d’exclusié molecular classica.

Es coloca a la sortida d’'una xeringa de plastic de 2 mL un tros del diametre escaient de
filtre Whatman GF/B (Whatman International Ltd, Anglaterra). A continuacié s’omple amb
Sephadex G-50 coarse hidratat. La xeringa es coloca dins un tub i es centrifuga a 600xg durant
2 minuts en una centrifuga de sobretaula de rotor basculant. Aixi s’elimina I'excés de dissolvent
(eluit al tub d’assaig) i s'obtenen columes del gel compactes. A aquestes columnes aixi rentades
se'ls apliquen 0,1 mL de suspensié de liposomes i es tornen a centrifugar en les mateixes
condicions. D’aquesta forma en el primer eluit (~ 0,1 mL) apareixen liposomes amb el material
encapsulat. Cada nova aplicacié de tampé i posterior centrifugacié permeten obtenir fraccions
amb liposomes (les fraccions inicials) i, posteriorment, el material no encapsulat (les darreres
fraccions).

La validesa del métode per diferents sustancies es descriu als Ap. 4.2.4.2.

3.2.4.3 CENTRIFUGACIO.
La centrifugaci6 a baixes o a altes gravetats (ultracentrifugacié) fou funcié de la grandaria
de les vesicules de les suspensions i de la finalitat de la técnica: eliminar solid en excés,

sedimentar liposomes, o separar les diferents fases de les emulsions d’'OB amb fosfolipids.

BAIXES g.

La centrifugacid a baixes g (com a maxim 12.500 x g) es porta a terme per I'eliminacio
del farmac no solubilitzat i present solid en les suspensions de liposomes. Les condicions de
centrifugacié depengueren del diametre de la poblacié de liposomes de les suspensions.

Aquelles preparacions amb liposomes més grans d'1 um es centrifugaren en un rotor
d’angle fix en volums de 2 mL a 1.100 x g durant 10 minuts a 4°C (Centrikon H-401, Kontron,
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Suisa). L'avaluacio del métode es descriu a I'apartat 4.2.4.3.

Les aliquotes de suspensions de liposomes amb diametres inferiors a 1 um, es
centrifugaren en microtubs a 12.500 x g, durant 1 minut a 4°C. L'avaluaci6 del métode es descriu
alapartat 4.2.4.3.

Pels dos tipus de vesicules, quan es volgueren obtenir grans volums de mostra sense
I'excés de farmac solid, es centrifuga la suspensié en una centrifuga preparativa (Centrikon H-
401, Kontron, Suisa) en les condicions d’acceleracié i temps determinades préviament per cada

cas, i en recipients escaients.

ULTRACENTRIFUGACIO.

La centrifugacié en alts camps gravitatoris s’empra per sedimentar els liposomes amb
un diametre aproximat de 200 nm i per a la separaci6é de I'oli de borratge que constitueix
microgotes estabilitzades amb fosfolipids de I'oli que no les forma. En ambdés casos s’utilitza
una ultracentrifuga Sorvall Combi-Plus (Du Pont, USA).

Per tal d’obtenir la sedimentacié dels liposomes d’aproximadament 200 nm de diametre
la suspensions es centrifugaren a 140.000xg durant 15 hores a 4°C en un rotor d’angle fix T-865.
La validacié es descriu a apartat 4.2.4.4.

Les emulsions amb oli de borratge es centrifugaren, en volums de 30 mL, a 100.500 x
g durant 120 minunts a 4°C en un rotor d’angle variable AH-629. La validacié esta descrita a
lapartat 4.2.4.4.

3.2.4.4 ULTRAFILTRACIO.

Es va emprar aquesta técnica per quantificar la concentracié d’hidrocortisona en el medi
aquods no encapsulat de les suspensions de liposomes. S'utilitza una cel-la d'ultrafiltracié Amicon
de 50 mL amb agitacidé magnética. La pressié aplicada fou de 4 bars i s’obtingé insuflant
nitrogen. Les membranes foren Nadir PA5 (Intersep Filtration Systems, Anglaterra) constituides
per poliamida i polipropilé, amb un tall de 5000 Daltons (equivalent a un porus de 0,5-1 nm per
a proteines globulars). Abans de la seva utilitzacié es rentaren 4 vegades durant 15 minuts en
medis aquosos saturats d’HC. La bibliografia descriu la utilitzacié d’aquest métode amb finalitats
preparatives (Vemuri S., 1991) i analitiques (Miller K. i Schuster A., 1990) fent esment, en
aquest darrer cas, de les interaccions que poden originar-se entre les membranes i les
molécules constituents de la mostra. Es per aixd que, en el nostre cas, ha estat necessaria una

validacié del metode, la qual es descriu a I'apartat 4.2.4.5.

of
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3.3
METODES MATEMATICS.

Per tal d’obtenir els maxims resulats amb els minims experiments possibles, s’han
emprat técniques de disseny experimental i d’avaluacié dels models de les respostes en la major
part d’experiments. El procediment emprat esta basat en el llibre de Deming S.N. i Morgan S.L.
(1987). D’altra banda, per a la obtencié de la situacié dels maxims dels espectres d’'FT-IR s’ha
emprat el procediment de la 42 derivada.

Amdds métodes matematics es decriuen tot seguit.

3.3.1 DISSENY | AVALUACIO D’EXPERIMENTS.

MODELS EMPIRICS.

En 'estudi del comportament de qualsevol sistema, podem emprar dos tipus de models
per tal de descriure el seu comportament: el mecanicista, i 'empiric. En el primer cas, es
proposa un procés amb el qual s’explica com unes variables afecten a la resposta del sistema.
En funcié de la seva complexitat, és possible establir una funcié6 matematica que relaciona els
factors. En 'ambit de la ciéncia basica, aquest és el tipus de model predilecte, ja que permet
conéixer intimament el sistema i relaciona els aspectes tedrics amb els fets experimentals. Un
exemple sén les equacions que descriuen la velocitat de les reaccions quimiques.
Contrariament, en els models empirics el que es pretén és assolir una aproximacié prou bona
que descrigui el comportament del sistema. No interessa el per quée del seu funcionament. El
sistema és una caixa negra, i 'equacié que es proposa conté uns parametres que s’han ajustat
a partir de les dades experimentals en equacions generals.

Molts models empirics sén de tipus lineal. El terme lineal fa referéncia a que les
equacions estan compostes per termes additius, cadascun dels quals inclou només un
parametre com a producte. Per exemple, en un sistema on s’estudii I'efecte del factor x sobre
la resposta z, 'equacid seguent, on intervenen els parametres b,, b,, b, i b; és lineal:

z= by + bx + 5,10 + byx?

No passa el mateix amb b, a la segtlient equacio:

z = bgexp(-bx)

tot i que, en aquest cas, pot linealitzar-se mitjangant logaritmes.
Una de les equacions lineals més utils per descriure sistemes amb dues variables (x i
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y) és la que correspon al model polinomic complet de segon ordre™, i que correspon a

Pexpressio:

z=b0+bux+b1yy+b2xx2+b2yy2+bxyxy Eq. 9

on:
b, indica que és el parametre i de la variable j.

Es pot considerar que cadascun dels termes de l'equacié descriu diferents

comportaments del sistema:

b,, correspon al nivell (valor) de z quan les variables x i y tenen nivell O,

b,, X, indica que les variacions de z sén b « vegades proporcionals a les de x, aquest terme
correspon al que s’anomena interaccié de primer ordre,

b, X°, indica que la influéncia de x en z depén del propi valor de x. Aquest terme es pot
expressar com (b,, x) X, per tant, el pendent de x varia juntament amb el seu valor: quan x és
petit el pendent també ho és, i a l'inrrevés. Es una interaccid de segon ordre, o autointeraccio,
b,, xy, indica que I'efecte d’un factor sobre z depén del nivell de l'altre. Es una interacci6 creuada
entre els factors xiy.

Cal incloure un altre terme per que I'equacié 9 s’ajusti a la realitat. D’'una banda, tota
mesura té associat un error experimental, per tant és possible que els termes anteriors no
proporcionin exactament els valors mesurats de z. A més, en tractar-se d’'un model, és poc
probable que el sumatori de termes proporcioni amb absoluta precissio el valor de z, de manera
que hi haura una manca d'ajust propia del model proposat. Aquestes desviacions constitueixen
el que s’anomena el residual (r) de I'equacié. No és un parametre a ajustar, sin6 el terme que
té en compte tant I'error experimental com la manca d’ajust del model. Per tant, 'equacié

completa és:

z=by + by x + by +byx? by b xy+r Eq. 10

La solucié d’'un sistema com I'anterior només necessita de prou equacions independents
a partir de les quals es troben els valors dels parametres b, . Per tant, en estudiar un sistema,
i una vegada escollits els factors que es volen variar, podem realitzar n experiments amb
diferents convinacions de nivells de cada factor fins aconseguir una série de relacions en les

quals les incognites son els parametres b, :

13 Des d’un punt de vista analitic, es pot considerar com una série de Taylot truncada i, per tant, una
aproximacio a la funcié continua que descriu el sistema.
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2 2 -
by + by %, + b1yy1+b2xx12 + b2yy12 + byxy,trp =24
by + by X, + Dy Y, ¥ by X’ + byt + by, + 1, =2

2 2 -
by + by X, + by, Yo+ by X" + by, + byXoY ot Ty =2,

El conjunt es pot expressar en forma matricial:

2,2

1 X Yy X12 y12 X1¥4 b, ry Z,

1% ¥ X7 Y XY, by r Z,
] + =

1 x x2y2? x b r z

n Yn X3 Y oY n Xy, n n

que en forma resumida resulta: XB+R=2

La solucié algebraica d’aquest sistema té algunes restriccions. En primer lloc el producte
de X'X ha s’ésser inversible, per tant no sén possibles qualsevol série d’experiments. D'altra
banda s'impossa que el sumatori dels residuals al quadrat tingui el minim valor possible, la qual
cosa afecta directament als valors de B. La matriu solucid, § que compleix aquestes condicions
val ’E§=(X’X)'1 (X'2), on X' indica la matriu transposta de X. L'obtencié d’aquests valors és rapida
mitjangant el programes informatics que realitzen aquests calculs.

Cal tenir en compte que no sempre és necessari treballar amb I'equacié 10, siné que
eliminant diferents termes obtenim altres models més simples que poden ajustar-se al
comportament del sistema. El segiient pas és plantejar-se quins experiments realitzar per I'ajust

que es vol fer, i determinar si aquest és prou bo.

DISSENY EXPERIMENTAL.

Quan es realitza una analisi empirica
d'un sistema presumiblement afectat per varis
factors (o variables), no és necessari mantenir
un d'ells constant mentre es varia de forma
sistematica el nivell de la resta, sin6é que és
possible variar tots ells alhora i, amb una
analisi matematica adient, obtenir els

parametres de cada terme a les equacions

empiriques proposades. Aquest procediment X
és el que es coneix com a diseny factorial. En
ell s’escullen les convinacions entre factors

. , LA Fig. 22 Variacio en P’error del pendent en funcio de la
adients per obtenir la matriu B, de manera que, istancia entre els nivells d’un factor.
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a més, cadascun dels parametres té el minim error possible associat. La influéncia dels nivells
de cada factor en la determinacié dels parametres es pot posar de manifest amb uns exemples

simples sense entrar en I'analisi matematica:

a) En el cas de I'ajust d’'un model z = b,x + r, la distancia que separa els experiments realitzats
a diferents nivell de x determina 'error associat a b,. Si es realitzen varis experiments a dos
nivells x, i x,, el conjunt de replicats permet I'ajust de varies rectes, les pendents de les quais
depenen de la distancia entre x, i x,. Com s'aprecia a la Fig.22, com més a prop estiguin aquests
nivells (a) més indeterminacié hi haura en el valor de b,. En allunyar x, i %, i suposssant que

I'error experimental en cada cas és el mateix, el valor estimat de b, resulta ésser més precis (b).

b) A més de la distancia entre factors, també és Z - - -

|
important la seva situacio. En 'ajust d'un model -1 = —
z= b,y + byx +r, la indeterminacié en b, pot variar

en funcié d’on estiguin situats x, i x,. A la Fig.

!
|

23 s'observa que en situar els factors — ."".‘-8 —

Ly

equidistants del nivell 0, I'error en b, ja no depén -

de l'error de b,, siné que unicament varia en

funcié de I'error experimental. Aquest exemple X X X",
posa de manifest que la indeterminacioé en un i
parametre pot afectar a la d'un altre. Es el que Fig. 23 Variacié en I’error de P’ordenada a 'origen en
es coneix com a covarianga. funcio6 de la posicid dels nivells dels factors
Per minimitzar aquests efectes negatius,

els dissenys factorials situen els nivells entre factors en intervals equidistants i centrats amb
l'origen. Els intervals queden establerts pel propi experimentador en dividir el rang estudiat en
parts iguals on realitzar les mesures. La situacio central de l'origen s'assoleix mitjangant un canvi
de variables, obtenint valors codificats que, per simplificar els calculs i poder identificar-los

facilment, es normalitzen amb l'expressio:

xt= " g

on

x" indica el valor de x, codificat

X. indica el valor del factor que ocupa el centre en el rang estudiat,
d indica la distancia entre nivells consecutius de la variable x.

Cada disseny factorial es caracteritza pel nimero minim d'experiments independents
(convinacions a diferents nivells entre factors) que permeten la ressoluci6 de la matriu B, és a
dir, que fan que es compleixin les restriccions ja comentades de minims quadrats i d’inversio de



METODES matematics 73

matrius. Els dissenys més emprats son el de 2 nivells, el d’estrella, i el compost.

Com indica el seu nom, en els dissenys factorials de 2 nivells nomeés es realitzen
experiments a dos nivell en cada factor. El nimero minim d’experiments (f) per obtenir §esté
donat per la relacié f = m*, on m indica els nivells dels factors, i k el numero de factors que
s’estudien. Per exemple, en un sistema en el que s’estudiin dos factors (x i y), calen f=2°=4
convinacions de factors a diferents nivells (les convinacions entre x, i x, amb y, i y,). Aquestes
convinacions son les representades a la Fig. 24a (espai bidimensional de factors). El model
lineal que amb més freqiiencia s’ajusta al conjunt de resultats obtinguts és

z=Dby+ b, x+by+bxy+r
i, com s’aprecia, permet estimar els efectes de primer ordre i els creuats entre els factors. Amb
altres models és possible que no es pugui invertir la matriu X’X. La mateixa figura mostra el

disseny en el cas de treballar amb tres factors (espai tridimensional de factors).
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Fig. 24 Convinacions de factors en un diseny de 2 nivells amb 2 factors (a) i amb3 factors (b).

Per estimar els efectes de segon orde en sistemes amb k factors, s’empren els dissenys
en estrella, els quals proporcionen f=2k+1 convinacions de factors (Fig. 25a) i, per tant, els
models poden contenir 2k+1 parametres. Per exemple, amb 2 factors, el més emprat inclou
termes de primer ordre i de segon:

z=by+ by Xx+b, y+b,x*+byy?+r,
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Fig. 25 Convinacions de factors en un diseny d’estrella amb 2 factors (a) i amb 3 factors (b).
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El disseny compost és el resultat de la uni6 dels dos anteriors. En el cas en que els
centres coincideixin s’anomena compost centrat. A la Fig. 26a es mostren les posicions dels
experiments en el cas d’un sistema on variin 2 factors. Aquests disenys son els que permeten
obenir els parametres dels models polinomics complets de segon ordre, els quals tenen
1/2(k+1)(k+2) parametres. Un exemple, pel cas de 2 factors, és I'Eq.10.

Una vegada establerts el models i les convinacions es fa necessari avaluar-los.
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Fig. 26 Convinacions de factors en un diseny compost centrat amb 2 factors (a) i amb 3 factors (b).

AVALUACIO DELS MODELS.

Un cop escollit el diseny experimental, obtingudes les repostes del sistema, i determinats
els parametres de 'equacié empirica proposada, cal establir procediments que indiquin si els
resultats s6n acceptables. Aquesta qualificacio es basa, generalment, en la satisfaccio de tres
condicions. La primera és establir en quin grau els canvis que s’observen en la resposta del
sistema son deguts als canvis intencionats que s’han realitzat sobre els factors estudiats. La
segona condicié avalua la manca d’ajust del model que s’ha escollit, comparant-la amb I'error
experimental propi del sistema. La tercera es planteja per determinar quins termes del model
proporsat son els més significatius.

Per resoldre aquestes qliestions resulta imprescindible conéixer I'error experimental,
accio que implica la realitzacio de replicats en, com a minim, una de les convinacions de factors,
qua acostuma a ser el nivell central codificat en el cas del model compost centrat. Davant Ia
possibilitat que 'error no sigui igual a tot el rang estudiat, és recomanable realitzar els replicats
a diferents nivells repartits per igual en el rang d'estudi dels factors.

El procediment que se segueix per solucionar el problema plantejat és conegut com a
I'analisi de la varianga (Anova) per models lineals, i esta fonamentat en la consideracio de que
cadascuna de les respostes d'un sistema poden considerar-se fomades per varies parts. Per a
realitzar I'Anova s’obtenen les variances associades a cadascun d'aquests intervals.

Quan s’ha obtingut una série de respostes en 'estudi d'un sistema, la distancia des de
l'origen (nivell de resposta zero) fins la mitjana de tots els valors obtinguts se situa al punt mitja
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de totes les respostes

experimentals'. Des d'aquest - | | | ]

punt (Fig. 27), Ia distancia fins el |l ! T !
0 Z Z Z Z,

valor que prediu el model per cada i

nivell (2,), és un parametre que Fig. 27 Segments que descriuen el desplagament des de I"origen, fins
indica si aquest és prou bo aunaresposta concreta del sistema.

explicant les variacions en les

respostes. La distancia des dels valors que prediu el model en cada nivell fins els valors de la
mitjana en aquests nivells (si es que hi ha replicats) indica la manca d'ajust del model. Com més
petita sigui més bones seran\ les previsions. Per ultim, la distancia entre les mitjanes
experimentals i els valors individuals corresponents, mesuren 'error experimental

Per treballar i quantificar totes aquestes distancies, es treballa amb sumatoris de termes
al quadrat, els quals tenen associats uns graus de llibertat (GL) en funcié de quines variables
els composen. Es a partir d'aquests sumatoris que s’analitzen les bondats del model.

El primer d'ells és el sumatori total de quadrats (SS;), que s’obté elevar al quadrat totes
les respostes experimentals i sumar-les (Taula 2). El nombre de graus de llibertat és la quantitat
de lectures realitzades: n. Aquest sumatori es pot descomposar en dos en el cas de treballar
amb models on hi ha ordenada a l'origen (by). El primer és el sumatori d’n vegades dels quadrats
de la mitjana obtinguda amb totes les respostes (SS,,), que té un grau de llibertat; l'altre és el
sumatori de quadrats ajustats amb la mitjana (SS,;), que té n-1 graus de llibertat. Aquest darrer
sumatori ens indica en quin grau s'allunyen els valors experimentals de la mitjana de tots ells.
Es pot demostrar que SS; = S§,+ S§;, i que passa el mateix amb els respectius graus de
llibertat. Les relacions entre sumatoris es mostren a la Fig. 28. En el cas en que el model no
incorpori by, SS; es descomposa directament en els segiients.

En proposar un model empiric, la quantitat que els valors experimentals s’allunyen de la
seva mitjana (SS,) es pretén explicar amb els factors que hi participen. Per aixo es comparen
les respostes que proporciona el model amb el valor de la mitjana dels punts experimentals,
procés que dona lloc al sumatori de quadrats originats pels factors (SS;,.). Si els resultats del
model expliquen bé Fallunyament de la mitjana experimental, les diferéncies éntre ambdos faran
que SS,,, també ho sigui, i sera del mateix ordre que SS,. Pero cal avaluar en quin grau el model
s’ajusta als punts experimentals, ja que el cas anterior el que mesura és la variacié global
respecte de la mitjana. Aixo es fa amb el sumatorni dels quadrats dels residuals (SS,.,). Els graus
de llibertat de cada sumatori es mostren a la Taula 2, on p indica el numero de parametres que
inclou el model.

El darrer pas es determinar si els residuals anteriors son originats per que el model

' Per aixd, quan es ealitzen replicats, és convenient situar-los en I’origen de factors codificats en cas de
realitzar-los en un sol nivell, o distribuir-los per igual si es realitzen a diferents nivells.
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8§,
Sumatori Operacié  Graus de llibertat (0)
S - 2
SSr 2=z ! SSm/\ssaj
ss ., >z 1 ¢)) (n-1)
ss,, SZZ) n-1 / \
sS 5 (2 I'i )2 p-l SS fac SS res
ss. 3Gy *b op
res ZrZ n-p /

SS 1y $EZ) f-p SfS fof \ S
SS exp )3 (Z FE |)2 n-f ( ’p) (II-D
Taula 2 Relacié entre els sumatoris quadratics i Fig. 28 Relacions additives entre els sumatoris de
graus de llibertat per models amb b,. En cas con- quadrats i els graus de llibertat per models amb by,
trari no hi ha SS,, ni SS8s,;, 1 8S,,. t¢ p graus de

Hibertat.

s'allunya dels punts experimentals sense cap rad, o si, en cas de fer-ho, és per que el sistema
té forga error experimental, de manera que el model el que fa és apropar-se a la mtjana dels
valors mesurats a cada nivell. El primer fet es quantifica amb el que s’anomena sumatori de
quadrats de la manca d'ajust (Ss,,), en fer les diferéncies entre les mitjanes de cada niveli (si
hi ha) i el valor previst pel model. Si s’han realitzat f convinacions de factors a diferents nivells,
els graus de llibertat associats sén f-p. Per dltim, I'error experimental es mesura a partir de la
diferéncia entre els valors obtinguts a cada nivell i les respectives mitjanes (SS,,,), i té n-p graus
de llibertat.

Els primers parametres que avaluen el model sén els coeficient de determinacio i de
correlacio. Si els factors estudiats tenen poca influéncia en les respostes del sistema, SS, sera
molt més gran que SS,,.. En cas contrari els dos sumatoris seran del mateix ordre. Per tant, el
quocient entre els dos és una mesura relativa de en quin grau les variacions que s’observen amb

els factors sén explicades amb el model propossat. El quocient és el coeficient de determinacio
muitiple, R, i val:

SS
R? = ﬁ Eq. 12

9

2 .
| R* varia entre 0, quan els factors del model no expliquen la resposta, i 1, quan ho fan
tota . ; i i6 multi
ment. La seva arre| quadrada és el coeficient de correlacié multiple.
Be , . . T
rialde Completar I'estudi dels factors del model, cal realitzar la prova de significacio

de la regressié miti . .
gressio mitjangant el quocient de variances®™ dels factors dels residuals. Les
—

1% Les vari »
associats, ANces s’obtenen amb el quocient dels sumatoris quadratics entre els respectius graus de llibertat
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comparacions de variances es realitzen mitjangant els valors critics de F de Fisher tabulades
(F.» al grau de significacié escollit. Si la varianca dels factors és significativament més gran que
la dels residuals, els termes del model expliquen bé les variacions del sistema. Per tant, es
calcula la F amb les variances esmentades (F.,.) i €s compara amb la F,; tabulada. En models

que contenen b,, I'expressié val:

_ Sy ! -1 Spe
P 5S L (p) 52

res

Eg. 13

on:
(p-1; n-p) indica els graus de llibertat n,in,de fa F,.

La determinacio de la varianga dels residuals permet calcular I'interval de confianga dins
del qual, amb una probabilitat determinada, cal esperar una nova lectura. Per a una convinacié

de nivells de factors concreta, aquest interval interval ve donat per 'espressié:

SS. ) -
+ J F(l,n_p) (n—;) [1+X, .09 IXO ] =% \[F(Ln_p) s,ig [1+X X% X, 1 Eq. 14

on:
Fu.np correspon al valor tabulat de F amb 1 i n-p graus de llibertat al valor de significacio escollit,
X,  ésuna matriu amb una tnica filera que conté la convinaci6 de nivells estudiada.

La segona prova s’efectua per determinar si hi ha una manca d’ajust significativa del
model. En aquest cas les, variances que es comparen sén les de {a manca d’ajust i la de I'error

experimental segons I'expressio:

- SSIaf/ (f-p) _ Slzf
Fernd " S5_Top 2
ep Sexp

Eq. 15

on:
(f-p; n-f) indica els graus de llibertatn,in, de la F,, .

Si la varianga de la manca d’ajust resulta significativament major que la de 'error
experimental (F_,. > F., ) el model no és estadisticament correcte, ja que les diferéncies entre
les respostes que proporciona i les mitjanes experimentals s’allunyen forca més del que es pot
justificar per 'error experimental. ’

En moltes ocasions, la prova de I'ajust del model indica que I'equacié proposada no és

estadisticament acceptable encara que comprovem que s’ajusta bé. Aquest fet té lloc
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especialment en sistemes en els quals la mesura té molt poc error experimental associat. En
aquests casos, encara que la manca d’ajust sigui molt petita i des del punt de vista experimental
no sigui important, 'analisi estadistica indica que s’hauria de rebutjar el model com a
conseqiiéncia de la seva imprecisio. Es per aixd que, en el casos en que els residuals siguin
prou petits com per poder considerar que no tenen una importancia practica, no és necessari
realitzar la prova de la manca d'ajust.

Per ultim indicar que,en propossar un model, incialment no s’accepten tots els
parametres que conté, siné que només en formaran part aquells que sigin significativament
diferents de 0. El procés té lloc comparant els residuals que s'originen en incloure un nou
parametre amb els que causava el model anterior, de manera que, un a un, només aquells que
causen una millora del model hi sén inclosos. Afortunadament, aquest procés es desenvolupen
els programes de tractament de dades addients a partir dels valors experimentals i del model

complet que es propossa.

3.3.2 TRACTAMENT D’ESPECTRES MITJANGANT LA 4 DERIVADA.

L’absorcié de la radiacié infraroja per part de la matéria esta determinada pels modus
de vibracié moleculars que presenten els enllagos entre els atoms. En funcié de I'energia de
cada enllag, la qual depén tant dels atoms implicats com del seu entorn, la radiacié infrarroja

d'una determinada freqiiéncia sera o no

absorbida'®. Per tant, a partir de 'espectre 0.4
d’'infraroig d'un compost es pot extreure
informacié de la seva estructura, ja que les _b
diferents freqiéncies absorbides poden
relacionar-se amb un tipus d'enllag en un ¢
o 0.2~
entorn concret. <€
A la practica, les absorcions no es

donen a una frequéncia unica, sind que

s'obtenen bandes I'amplada de les quals

0.0

depén de la ressoluciéd instrumental, dels T I 2

microentorns de cada grup excitat, i de la 1600 1500 1400

velocitat amb la qual es disipa I'energia A
absorbida. El resultat sén bandes d’amplada cm

variable que, en alguns casos, poden Fig 29 Fragment de I’espectre d’absorci6 a I'infraroig de
. la fosfatidilcolina (a) i i 4* derivada (b) de I’interval
solapar-se parcialment o total, de manera

'S Historicament, a P’espectroscopia d’infraroig s’ha emprat el numero d’ona (9) enlloc de la frequencia
(v) per caractenitzar la radiacié. La relacio entre ambdues és 0 = v/c, on ¢ és la velocitat de Ia llum .
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que l'assignacio de la posicié dels maxims pot resultar molt imprecissa (Fig. 29a).

Hi ha diversos procediments matematics de tractament d’espectres que permeten
superar aquesta limitacié. Un d’ells és 'obtencié de la 42 derivada de I'espectre. En funci6 de /
Vinterval amb el qual es deriva, aquesta técnica ressol en major 0 menor grau les bandes
components d’un conjunt solapat. La corva resultat presenta maxims la posicié dels quals és la
de les bandes de I'espectre original (Fig. 29b).

[y
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4. RESULTATS

L’apartat esta dividit en els seguents temes:
4.1 Validacio dels métodes d’analisi.
4.2 Resultats dels métodes preparatius.

4.3 Resultats de suspensions i emulsions.
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4.1
VALIDACIO DELS METODES
D’ANALISI.

En el present apartat es descriuen les determinacions d'interferéncies en els metodes
analitics emprats, i les validacions dels nous i dels d'Us freqiient al faboratori perd utlitzats per

primera vegada per al tipus de mostra analitzat.

Entre la detecccié d'interferéncies cal destacar la que es produeix en la determinacio de
Findex d’oxidacié dels fosfolipids com a consequiéncia de les sals del tamp6 de la suspensi6 (Ap.
4.1.2), i la del cromat i I'oli de borratge en la quantificacié de fosfolipids mitjangant el

ferrotiocianat amonic (Ap. 4.1.1).

La determinaci6é de la grandaria dels liposomes mitjangant I'analisi de I'espectre de
freqliéncies ha resultat sotmesa a moltes més restriccions de les que indica el fabricant de
l'aparell. A 'Ap. 4.1.8 es descriu I'estudi exahustiu de les variables que afecten la seva precissi6
i exactitut, analitzant tant les caracteristiques globals de la suspensié (diametre i amplada

mitjanes) com els intervals de classe en que es divideix el rang d’analisi de I'aparell.

La resta d’apartats ha permés validar diversos métodes d’'analisi (volum encapsulat en
liposomes, concentracié de fosfolipids, etc) o establir quines variables recollir en estudis in vivo

de I'eficacia dels liposomes (Ap. 4.1.9).
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4.1.1 INTERFERENCIES EN LA QUANTIFICACIO DE FOSFOLIPIDS.

S’estudiaren les possibles interferéncies que les molécules a encapsular en liposomes
podien originar en el métode de quantificacié de fosfolipids basat en la formacié de complexes
amb ferrotiocianat amonic. Amb aquesta finalitat es compararen els resultats de les analisi de
diferents suspensions de liposomes (obtingudes a partir de Pro-Lipo S) que contingueren o no
la molécula a encapsular, tenint totes elles la mateixa concentracié de fosfolipids. En el cas dels
farmacs hidrofébics, la concentracié total d’aquests a les mostres fou la que es pretenia
aconseguir en els preparats amb finalitat farmacologica, sense considerar si estaven o no
encapsulats (ditranol (DT): 0,1 % p/p; hidrocortisona (HC): 0,5 % p/p; butirat-propionat
d’hidrocortisona (HBP): 0,1 % p/p; oli de borratge (OB): 2 % p/p). En el cas del cromat, emprat
com a marcador del volum intern dels liposomes, la seva concentracié fou de 1,04.10° ppb de
crom total, que és la maxima concentracié a la qual s’ha emprat com a marcador. Com a prova
complementaria per les molécules amb absorbancia a 470 nm, també es determina el seu
coeficient d’extincié molar en cloroform a aquesta longitud d’ona i el seu espectre UV-Vis entre
380 i 520 nm. D’aquesta forma s’avalua, per les mostres anteriors, si la concentracié maxima
que pot assolir el farmac en la fase organica en la qual es realitza I'extraccié (Ap. 3.1.1.1)
produeix una absorbancia significativa que interfereixi en la quantificacié dels fosfolipids..

Donada la inestabilitat quimica del ditranol, també es va comprovar si la dantrona (DA),
que és el principal subproducte del seu procés de degradacié, produia alguna interferéncia en
el métode d’andlisi. Es va suposar una estequiometria 1:1 mol/mol per aquest procés.

Els resultats es mostren a la Taula 3. En ella s’aprecia que, a les concentracions
maximes de farmac a les que es pretenen obtenir les suspensions, no es produeixen
absorbancies significatives en la fase organica que interfereixin a la longitud d’ona del maxim
d’absorci6 del complex que forma el ferrotiocianat amb els fosfolipids. Per altre costat, s’oberva
que en els casos del DT, DA, HC, i HBP, la quantificacié dels fosfolipids no resulta afectada per
la presencia dels farmacs. Amb I'OB i el cromat, pero, si que hi ha una variacié significativa de
la concentracié del complexe fosfolipid-ferrotiocianat en la fase organica, produint-se una
interferéncia que altera els resultats.

La bibliografia estableix la formacié dels complexos amb diferents fosfolipids, i indica la
no existéncia d'interferéncies del acids grasos lliures (Stewart J.Ch.M., 1980). Per aquesta rad
els resultats obtinguts amb I'OB sén destacables, ja que posen de manifest la formacié d’un
complex amb un lipid neutre, en el qual és possible que sigui necessaria la participacio dels
fosfolipids.

D’altra banda, la interferéncia del cromat pot estar relacionada amb una competicié
d'aquesta molécula amb el ferrotiocianat per la unié als fosfolipids. Els resultats, en presentar
una absorbancia menor de la del control, indiquen que el complexe resultant no és soluble en
cloroform amb el qual es realitza I'extraccié.
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Molécula " Espectre“ % Fosfolipidm
L miﬂgm_1 A47° mo;tra amb la molécula
. UA - (mostra sense la molécula)
(cloroform) (cloroform) 380-520 nm
Ditranol 239+10 < 0,001 NDt NS
n=2) (2,21.10° M) (2,21.10°M) 99.4+ 6; n=3
(100 £ 3; n=3)
Dantrona 3.170 + 140 < 0,01 NDt NS
(n=2) (2,21.10° M) (2,21.10°M) 103 £2; n=2
(100 £ 3; n=3)
Hidrocortisona NDt NDt NDt NS
(461.10°M) (461.10°M) 104 £ 7; n=6
(100 £ 6; n=5)
Butirat- NDt NDt NDt NS
propionat (2,76.10° M) (2,76.10° M) 100+ 7; n=5
d’hidrocortisona (100 £ 6; n=8)
Olide NDt NDt NDt S
borratge (2,25.10° M) (2,25.10° M) 230+ 14;n=10
(100 £ 7; n=7)
Cromat NDt NDt NDt S
83,6 £ 6; n=4
(100 £ 6; n=3)

Taula 3 Determinacié de la interferéncia de diferents molécules en la quantificacié de fosfolipid.
Els resuitats s’expressen com a mitjana + desviaci6 standard.
NS: No significatiu; S: Significatiu (o = 0.05); NDt: No detectable.

* N s e g . , <. .
: Entre paréntesi s’indica la concentracié a la qual s’ha calculat I'absorbancia emprant el coeficient €.

*k \ o g . e ’ B '
: Entre paréntesi s'indica la concentracié a la qual s’ha realitzat I'espectre.

*kk . \
:Els resultats estan referits al valor de la mostra sense la molécula a encapsular.

4.1.2 INTERFERENCIES EN LA DETERMINACIO DE L’ INDEX
D’OXIDACIO.

La determinacié de l'index d’oxidacié de fosfolipids i oli de borratge mitjangant el quocient
de les absorbancies a 233 i 215 nm, esta afectada per la terbolesa que causen les sals
utilitzades per tamponar les suspensions i per la preséncia o no de gelificant a les preparacions.
Aquest efecte origina que suspensions de liposomes de diferents concentracions acabades de
preparar, i obtingudes amb la mateixa matéria primera, presentin indexs d’oxidacié diferents. Per
corretgir aquesta interferéncia s’ha determinat, en primer llioc, I'efecte de la concentracié de sals
i de gelificant i, després, les correccions necessaries durant I'analisi rutinaria dels fosfolipids.
L'efecte de la concentraci6 del tampé en la determinacié de I'index es mostra a la Fig. 30a, on
apareixen els espectres UV-Vis de mescles d’'etanol absolut amb tampons de diferents
concentracions de fosfat sddic. La referéncia fou etanol absolut. Les proporcions de tamp® i
etanol sén 0.1/3 v/v respectivament (New R.R.C., 1990). La terbolesa que s’observa fa que
Findex d’oxidacié de les mostres depengui de la dilucié que es faci a I'hora d’obtenir el seu
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Fig. 30. Resultats de I’estudi de les interferéncies del tampo en la determinacié de I’index d’oxidaci6 dels
fosfolipids

a) Espectres obtinguts afegint a 3 mL d’etanol absolut 100 pL de tampd fosfat sddic de diferents concentracions
10 mM (=), 25 mM (- - -); S0 mM (—).

b) Index d’oxidacié de suspensions de liposomes de diferents concentracions (O: 50 mg F/mL; O 15 mg F/mL, V
5 mg F/mL) diluides en etanol absolut fins a una concentracié de 0,45 mg F/mL. Els indexs d’oxidacié directes
(simbols buits) augmenten amb la quantitat de mostra diluida en etanol, mentre que es mostren independents de la
diluci6 s1 s’obtenen corretgint la terbolesa (simbols negres).

c) Espectres obtinguts diluint 30 pL(—), 100 pL (- - - ) 1 300 pL (-+-+-) de tamp6 fosfat sédic 10 mM pH 7.4 en 3
mlL d’etanol absolut.

d) Espectres corresponents a les dilucions de 100 pL d’una suspensio de liposomes de 15 mg F/mL en tampo fosfat
sodic 10 mM (—) i de 100 pL de tampé fosfat sodic 10 mM (-++++ ) en 3 mL d’etanol absolut
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espectre. Aixo es posa de manifest a la Fig. 30b on amb simbols blancs es mostren els indexs
d'oxidacié de suspensions de liposomes (Pro-lipo S) de diferents concentracions, obtingudes per
dilucions succesives d’una suspensié mare, i analitzades segons es descriu a la bibliografia'’
(New R.R.C., 1990). Com s’aprecia, aparentment hi ha un increment de P'index d’oxidacid,
increment que és conseqiiéncia de la quantitat de fase aquosa (i per tant de sals) afegida a
I'etanol, ja que la concentraci6 de fosfolipid en cubeta fou sempre la mateixa'. Aixd déna lloc
a un fals index que no és representatiu de I'oxidacio dels fosfolipids. Per evitar aquest artefacte
es realitzaren blancs amb dilucions en etanol del tampé emprat en les suspensions (Fig. 30c).
Aquests es restaren dels espectres de les mostres després d’igualar les absorbancies a 550 nm
(Fig. 30d), longitud d’ona prou allunyada dels cromofors i on només cal esperar 'efecte de la
terbolesa del medi. Els resultats corretgits d’aquesta manera es mostren, en simbols negres,
a la Fig.1b. S'observa que d’aquesta forma I'index és independent de la dilucio de la mostra.

L'efecte del carbopol s’estudia per I'inic tipus de mostra preparada: 50 mg/g de fosfolipid
i 0.3 % p/p Carbopol 940. Donades les caracteristiques fisiques de les mostres (gels), la dilucio
en etanol en aquest cas fou en pes volum, i del mateix ordre que les suspensions aquoses de
liposomes: 30 mg mostra/ 3 mL etanol. La Fig. 31 mostra I'espectre de blancs de Carbopol a
aquesta dilucié. S’aprecia una terbolesa major que en el cas dels blancs amb tampg,
conseqléncia de la baixa solubilitat del carbopol en etanol. Per tal de millorar la determinacio
de l'absorbancia deguda només als fosfolipids, es

centrifugaren les dissolucions etandliques de 05

carbopol en microtubs (1 min, 12.500xg). 0.4 A
L'aparici6 d'un  pellet permeté obtenir o

sobrenedants sense terbolesa, l'espectre dels 0.3

<
quals és el del carbopol solubilitzat (Fig. 31). Aixi, D 0.2 —

per a l'analisi dels indexs de les mostres amb 0.1 —

carbopol, les dilucions en etanol de totes les

preparacions es centrifugaren en les condicions 0.0 _] B B e
descrites anteriorment, de forma que la diferéncia 200 300 400 500
entre els espectres del sobrenedant de la mostra nm

i del sobrenedant del blanc corresponent Fig. 31 Espectres resultants de la mescla de 30 mg de
Carbopol 940 al 0,3 % p/p en tamp6 fosfat sodic 10
mM pH 7,4 amb 3 mL d’etanol. Mescla centrifugada

es calcula I'index d’oxidacié dels fosfolipids. (—); mescla no centrifugada ().

proporciona les absorbancies a partir de les quals

o

'7 La concentracié de fosfolipid de les dilucions en etanol es, en tots els casos, 0,45 mg/mL.

18 ’efecte de la contracci6 de volum és de I’odre de 1’1%, fet pel qual no s’ha tingut en compte.
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4.1.3 INTERFERENCIES EN LA QUANTIFICACIO DE FARMACS PER
HPLC.

Per tal de comprovar I'existéncia o no d’interferencies causades pels fosfolipids i pel
Carbopol 940 en la quantificacié dels farmacs per HPLC, s’injectaren quantitats equivalents
d'aquests compostos a les que proporcionen les dilucions per a I'analisi de les preparacions de
liposomes amb farmacs. En cap dels métodes emprats es detecta un pics significatius amb

mateix temps de retenci6 que el farmac analitzat.

4.1.4 QUANTIFICACIO DE FOSFOLIPIDS MITJANGANT LA DENSITAT
OPTICA (DO) A L’'UV-Vis.

La validacié d’aquesta metodologia s’ha dut a terme en tres etapes. Inicialment, s’analitza
la relacio entre la concentracié de fosfolipids i la densitat optica (DO) a 550 nm mitjangant ia
dilucio de suspensions de liposomes de diferents diametres. En segon lloc es compararen els
resultats proporcionats per aquesta metodologia amb els que s’obtingueren amb I'analisi amb
ferrotiocianat amonic (Ap. 3.1.1.1), que és el métode de referéncia per a la quantificacié de
fosfolipids. Complemetariament, també es compararen amb aquest métode els resultats de les
quantificacions dutes a terme realitzant lectures de DO a 280 nm (enlloc de 550 nm). D’aquesta
manera es comprova que a aquesta longitud d'ona també s’obtenen resultats quantitatius
d'exactitud acceptable i es poden analitzar mostres més diluides i de liposomes més petits del
que permet la quantificacié de la DO a 550 nm.

En darrera instancia es comprova les

possibilitats d’'aplicar aquesta metodologia per

determinar la concentracié de fosfolipid en les

N

IAI;IIIILIILII

fraccions d’eiucid de columnes d’'exclussio

molecular.

Abs,.,

4.1.4.1 ANALISI DE REGRESSIO.

A partir d'una suspensié mare

de liposomes en tamp¢ fosfat sodic 10 mM pH 0
7,4 obtinguda amb Pro-Lipo S, es prepararen 0 5 10 15 20
d'altres amb liposomes de diferents diametres mg F/mL

bé mitjangant extrusio, bé per processat amb el

Microfiuidizer. S’estudiaren quatre tipus de  Fig, 32 Relacié entre les densitats optiques a 550 nm
de suspensions de liposomes de diferents didmetres i la
seva concentracio, (0: No extrusionats; O: Extr. 400;
liposomes que contingueren foren: 1- No  a:Extr 200; v: Microfluidizer C9p4).

extrusionada (diametre (% vol): 958 + 496 nm;

preparacions i les caracteristiques dels
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15 mg F/mL), 2- Extrusionada fins 400 nm (479 + 220 nm; 15 mg F/mL), 3- Extrusionada dins
200 nm (208 + 79 nm; 15 mg F/mL ), 4- Processada en el Microfluidizer (31,0 £ 10 nm, 20 mg
F/mL). ‘
Es realitzaren lectures de DO a 550 nm d'aliquotes de diferent concentracié d’aquestes
suspensions inicials. Com s’observa a la Fig. 32, la DO depén de la concentracié de fosfolipids
i de la grandaria dels liposomes. En tots els casos presenta una zona susceptible d’ajustar-se
a una linia recta (model linial de dos parametres directament proporcional al factor), la qual cosa
permet realitzar rectes de calibratge amb suspensions de concentracié coneguda i, d’aquesta
manera, quantificar aliquotes seves sempre i quan no es produeixin variacions de la distribucio
de diametres. A la Taula 4 es mostra I'andlisi estadistica de les zones rectes de les
representacions anteriors. Els nivells del factor compresos en l'interval estudiat es normalitzaren

previament a 'analisi de la varianga:

Taula 4 Resultats de I'analisi de la varianga dels models lineals per la quantificacié de suspensions de

liposomes mitjangant la DO a 550 nm.

Agitats (No extrusionats)

Totals Mitjana Ajustats Factors Residuals Mancaajust  Err. Exp.
SS, 4,405 3,198 1,207 1,203 3,98.10° 3,84.10° 1,42.10*
GL 15 1 14 1 13 4 9

Coeficient de determinaci6 (r?): 0,9969

Coeficient de regressio (r): 0,9985

Test de significacié de la regressi6 (F,..,): 3928; (F..~ 4,67)
Test de significaci6 del model (F,,): 60,84; (F.,= 3,63)
Error standard del model: 0,0175

Extr. 400 nm
Totals Mitjana Ajustats Factors Residuals Manca ajust  Err. Exp.
SS, 7,002 4,166 2,836 2,822 0,0142 0,0139 3,1.10*
GL 18 1 17 1 16 5 11

Coeficient de determinacié (r?): 0,9952

Coeficient de regressié6 (r): 0,9976

Test de significaci6 de la regressio (F,..): 3178; (F,= 4,49)

Test de significaci6é del model (Fs.,,): 96,73; (F«= 3,20) -
Error standard del model: 0,0298




80

Extr. 200 nm
Totals Mitjana Ajustats Factors Residuals Manca ajust  Err. Exp.

S8, 6,038 4,056 1,983 1,981 2,46.10° 2,38.10° 8.10°
GL 13 1 12 1 1" 3 8

Coeficient de determinaci6 (r): 0,9988

Coeficient de regressio (r): 0,9994

Test de significacio de la regressié (F,.,,): 8848; (F.,= 4,84)
Test de significacié del model (F,,): 78,73; (F,= 4,07)
Error standard del model: 0,0153

Microfluidizer C9p4

Totals Mitjana Ajustats Factors Residual Manca ajust Err. Exp.
SS, 0,0102 7,38.10° 2,86.10° 2,86.10° 3.10° 2.10°® 10°®
GL 8 1 7 1 6 3 3

Coeficient de determinacio (r%): 0,9999

Coeficient de regressio (r): 0,9999

Test de significacio de la regressio (F, ¢): 4663; (F.~ 5,99)
Test de significaci6 del model (F,,): 2,155; (F.,= 9,29)
Error standard del model: 8.10™

Tots els resultats posen de manifest Ia possibilitat d’emprar aquest métode per a la

quantificacié de suspensions de liposomes.

4.1.4.2 CORRELACIO AMB L’ANALISI AMB FERROTIOCIANAT AMONIC. ANALISI

AMB LA DENSITAT OPTICA A 280 nm. - 40 o]
Per tal de comprovar la validesa de la "é 30 ¢
metodologia descrita anteriorment, s’han comparat Q
els resultats que proporciona el métode d'analisi _((8% 20 - vg
mitjangant la DO a 550 nm amb els de =
prop'orcionen I'analisi amb ferrotiocianat aménic. LTE_ 10 v 8
A més, amb ['objectiu d’assolir una major g 0 98 ©
sensibilitat en la quantificacié per densitat optica, i 1T 1 © 17
degut a que dispersi6 de la llum és inversament 0 10 20 30 40
proporcional a la quarta poténcia de la longitud mg F/mL (ferrotiocianat)

d'ona (Harris D.A. i Bashford C.L., 1987), s’ha Fig, 33 Correlacié entre la quantificacio de

comprovat la possibilitat de realitzar quantificacions ~fosfolipids mitjanant ferrotiocianat amonic i la
densitat Optica a diferents longituts d’ona (0: DOy,

de fosfolipids realitzant lectures de DO a 280 nm.  V: DO,,,).
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S’ha escollit aquesta longitud d’ona com a valor minim per tal de que fos superior al maxim
d’absorci6 dels triens conjugats que es formen durant la degradacié dels fosfolipids. En cas
d’emprar longituds d’ona menors, la lectura no correspondria Unicament a la terbolesa de les
mostres i la quantificacié es veuria afectada pel seu grau d’oxidaci6. La validacié d’aquesta
metodologia s’ha realitzat, com en el cas de la DO a 550 nm, analitzant mostres de liposomes
de diferents concentracions i comparant els resultats amb els que proporciona el métode del
ferotiocianat.

Els resultats es mostren a la Fig. 33, on es representen els valors de la concentracié de
fosfolipids de diferents suspensions de liposomes en funcié del métode emprat. En comparar
els métodes de DO a 550 nm i 280 nm amb el del ferrotiocianat, s’aprecia una bona correlacio
entre les diferents metodologies. Els pendents de les rectes de correlacié foren 1,000 per la
DO, i 0,9657 per la DO,q,. Per dur a terme I'analisi estadistica es normalitzaren els valors de

concentracié determinats amb la formacié del complex. Els resultats es mostren a la Taula 5.

Taula 5 Méetode

DO, Vv ferrotiocianat DO, v ferrotiocianat

Coeficient de determinacié (r°) 0,9855 0,9924
Coeficient de regressio (r) 0,9927 0,9962
Test de significaci6 de la

correlacio (F.,,); (F.= 4,60) 947,9 1813
Error standard 1,60 1,11

Taula § Comparacié de {es quantificacions mitjangant la DO i el ferrotiocianat.

4.1.4.3 ANALISI DE FOSFOLIPID A LES
FRACCIONS D’ELUCIO EN COLUMNES

~ 600

< Q ]
D’EXCLUSSIO MOLECULAR. °\>° 450 T ° 5 ° 4 o

El darrer assaig realitzat per tal de validar £ ]

el métode ha estat I'analisi del diametre dels % 300 ]
liposomes presents en les diferents fraccions *3 150 _i* * A 4 A a

d’elucié obtingudes amb una columna d’exclussié :5 R
molecular (Sephadex G-25). En cas que les O 0 B i o o

fraccions presentessin liposomes de diferents
grandaries no es podria quantificar els fosfolipids
emprant com a patrd la suspensio original, ja que
el pendent de les rectes que relacionen la
concentracié amb la DO depén de la grandaria dels
liposomes (Fig. 32).

Amb aquesta finalitat s’aplicaren per

00 03 06 09 12
Volum (mL)

Fig. 34 Diametre dels liposomes presents a les
fraccions d’eluci6 de columnes d’exclussio
molecular a les quals s’han aplicat aliquotes de
suspensions amb liposomes de 200 nm (©) i de 400
nm (V). Les fraccions mostren una distribuci6 de
granddries equivalent a la que presenten les
suspensions no eluides (fraccié 0).
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separat 0,2 mL de suspensions de liposomes de 200nm i de 400 nm a les columnes indicades,
i es recolliren fraccions que s'analitzaren per espectroscopia de correlacié fotonica. Els resultats,
que apareixen a la Fig. 34, mostren que totes les fraccions tenen liposomes amb una distribucid
de grandaries equivalent a la de les suspensions originals. Com a conseqiéncia d’aquests

resultats, és posible realitzar quantificacions de fosfolipid a les fraccions d’elucié mitjangant la

DO.

4.1.5 QUANTIFICACIO DEL DITRANOL PER ESPECTROSCOPIA UV-Vis
(VALIDACIO DE Q%).

Per determinar la validesa del quocient Q% (Ap. 3.1.1.4) en la determinacié de I'estat de
degradaci6 del ditranol, s’han analitzat disolucions del farmac en diferents disolvents expossades
o no a la llum. Es realitza la determinacié de la riquesa segons el métode adaptat (Eq. 2) que
es descriu a la USP XX i es compararen els resultats amb els valors de Q%.

La Fig. 35 mostra la relacié entre tots dos

valors. S'observa que Q decreix rapidament al 100 — %

disminuir la riquesa de ditranol, de forma que 80 -: >

podem detectar facilment riqueses per sotadel 90 o gg 0o

% de ditranol. Es posa de manifest el caracter 2 40 a (ﬁ

semi-quantitatiu de Q% degut a la relacidque té 20 ] QOO

lloc a alts percentatges de riquesa de ditranol amb 0 1 o o)
R

el métode quantitatiu acceptat. Per tant, és factible
0 20 40 60 80 100

% ditranol (USP XX)

. . . Fig. 35 Relacié entre la riquesa en ditranol
liposomes, essent possible relacionar el seu valor determinada segons la USP XX (adaptada) i el

la seva aplicacié per avaluar I'estat del ditranol

durant els diferents processos de preparacié de

amb la riquesa del fai€mac, en especial per sota del  quocient Q%.
90 %.

41.6 QUANTIFICACIO DE LA RELACIO oOLI DE
BORRATGE/FOSFOLIPID PER ESPECTROSCOPIA D’INFRAROIG.

Aquesta técnica s’ha emprat per analitzar la relacié en pes entre aquestes dues
molécules en diferents preparacions. Les mostres analitzades foren les fraccions que
s’obtingueren per centrifugacié de les emulsions OB/F obtingudes amb el Microfluidizer. El
metode s’ha bassat en les intensitats relatives entre els pics a 968 cm™ i 1468 cm’'. D’acord amb
l'asignacio dels pics de la fosfatidilcolina d’ou (Ap. 4.2.1), el pic a 968 cm™' correspon a la tensi6

del grup colina de la molécula, grup que no esta present al triglicérid (Fig. 36). D’altra banda,
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l'absorci6 a 1467 cm™ correspon a les dues molécules a la deformacio CH,. Aixi, s’ha estudiat

la variacié del quocient d'intensitats als nimero d’ona indicats en funcié de la quantiat relativa
de cada molécula. Els patrons es realitzaren amb mescles de ofi de borratge i Pro-Lipo S, les
quals s'assecaren sobre finestres de AgCl, segons el decrit a 'Ap. 3.1.2.3, per tal d’obtenir
pel.licules. Els resultats que es mostren a la Fig. 37 estan expressats en fraci6 en pes d'oli de

borratge al patré (mgg). La relacio amb el tant per u d'oli amb que es mostren els resultats de les

emulsions vé donada per I'expressio:

on.

Pog _ My Eq. 16

Pr I - Myp

p, indica la quantitat de la sustancia i
Mg indica la fraccié en pes d’oli de borratge a la mescla analitzada.

L’analisi de correlacié proporciona els segiients resultats:

Coeficient de determinacio (r?): 0,9946

Coeficient de regressio (r): 0,9973

Test de significacié de la correlacio: F,.,,= 3469; (F = 4,38)
Error standard: ¢,0214

Els resultats ens indiquen que es poden realitzar determii:acions quantitatives amb una

precisié del valor de myy de + 0,03. Cal esmentar que també es varen assajar altres quocients

d'intensitats proporcionats per aitres pics (1486 cm™, 1740 cm™), perd fou Vindicat anteriorment

el que mostra uns resultats més precisos.
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Q -9 ]
< .
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cm™ Mog
Fig. 36 Espectres d’absorci6 a infraroig de I’oli de Fig. 37 Relaci6 en .2 la el quocient d’intensitats a
borratge (vermell) i dels fosfoiipids que 968 cm™ i 1467 cm! i la fraccié en massa d’oli de ¥

constitueixen el Pro-Lipo S (negre).

borratge en una mescla amb Pro-Lipo S.



94

4.1.7 UTILITZACIO DE L’10 CROMAT COM A MARCADOR DEL VOLUM
INTERN DELS LIPOSOMES.

L'Gs del cromat per aquesta finalitat va anar precedida per 'estudi de la seva idoneitat.
Aquest procés es dugué a terme en diferents etapes:

- la determinacié de I'estabilitat de I'anié en medis que continguéssin els alcohols que presenten
les mostres preparades a partir de Pro-Lipo S (els altres tipus de suspensions de liposomes no
presenten cap altre disolvent diferent de ['aigua),

- la estabilitat quimica dels fosfolipids en preséncia de I'ié cromat,

- la deteccid de les possibles variacions de la concentracioé de cromat al processar les mostres
en el Microfluidizer,

- i la mesura de la fuita de l'ani6 encapsulat en liposomes que es pot produir durant la
cromatografia per columnes d’exclusié molecular.

Donada la preséncia d'alcohols en la composicié dels Pro-Lipo S, inicialment es va seguir
I'estabilitat de I'anidé en medis que els continguéssin. Per a tal fi s'estudia I'evolucié amb el temps
de diferents dissolucions de cromat amb una concentracié inicial de 1,04.10° ppb de crom (2 mM
CrO%) en:

Mostra A: dissolucié de tampé fosfat sodic 10 mM pH 7,4, etanol i glicerol,
95:3,3:1,67 (p/p/p). Aquesta relacié és equivalent a la que proporciona
una suspensié de liposomes de 50 mg de F/mL obtinguda a partir de
Pro-Lipo S.

Mostra B: una dissolucid d'etanol (33 %) i glicerol (16,7 %) en el tampd esmentat
anteriorment. La mescla equival a la composicié en alcohols dels Pro-
Lipo S subministrats pel fabricant.

Mostra C: el tanip6 descrit anteriorment.

Les anteriors disolucions de cromat es mantingueren a 4°C i en la foscor. A diferents
intervals de temps es prengueren aliquotes. Aquestes es centrifugaren (12.500xg, 5 minuts) i
es mesura l'absorbancia a 274 i 370 nm de dilucions dels sobrenedants en tampé fosfat sodic
10 mM pH 7,4 (150 uL sobrenedant / 850 uL tampd). Durant I'analisi, les dilucions dels
sobrenedants comresponents a la mostra B (amb alt cotingut d'alcohols) mostraren una variaci6
de I'absorbancia que s'estabilitza a partir dels 3 minuts, fet pel qual s'espera aquest temps per
fer les lectures de totes les mostres.

Els resultats mostren, d'una banda, les variacions de la concentracié del cromat. Aquesta
s'ha expressat mitjangant el quocient entre I'absorbancia a 370 nm en un temps determinat, i
l'absorbancia inicial a la mateixa longitut d'ona (Fig. 38). També mostren, encara que de forma
qualitativa, les variacions en la composicid de les mostres, expressant-se pel quocient entre les
absorbancies a 370 i 274 nm en un moment donat i el seu valor a temps zero (Fig. 39). Com

s'aprecia, Unicament la preparacié amb alt contingut d'alcohols mostra un baixa estabilitat del
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Cr®% que es manifesta, a més de la disminucié de I'absorbancia a 370 nm i la variaci6 del
quocient d'asorbancies, per l'aparicié d'una coloracié verdosa que origina un precipitat del mateix
color (compostos de Cr*).

Per determinar si I'anié cromat incrementa la hidrolisi dels fosfolipids fins el moment de
la determinacié del volum encapsulat, es realitza una cromatografia en capa prima on es
compararen les taques proporcionades per una suspensio de liposomes preparada en preséncia
de I'anié (2 mM de cromat), amb les corresponents a una suspensié exempta d’ell, i a les d’'una
dissolucié cloroférmica del fosfolipid emprat com a matéria primera. Les suspensions foren de
MLV i es prepararen a partir ’Emulmetik 930, fet pel qual calgué escalfar les mostres a 50-60°C
durant la seva preparacid. Les taques obtingudes a les capes primes foren les mateixes en tots
els casos (SPC majoritaria amb una petita quantitat de liso-SPC), pel que es pot afirmar que no
hi ha una degradacié apreciable dels fosfolipids. El fet de que no es detecti un increment de la
quantitat de liso-SPC en un proces en el qual hi ha un escalfament important de la mostra,
permet assegurar que tampoc no hi ha cap degradacié en aquells métodes que es realitzen a
temperatura ambient (Pro-lipo S, sonicacio, processament en el Microfluidizer,...).

Conegudes tant la estabilitat de I'i6 cromat en medis amb alcohols, com I'estabilitat dels
fosfolipids en preséncia d'aquest ani6, es determina si durant el processament en el
Microfluidizer es produien variacions de la concentracié i composicié de les disolucions de
cromat. Per aixo s'hi feren passar, fins un total de 15 cicles i a 4 bars de pressié d'entrada, 45
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Fig. 38 Evolucié de la concentraci6é de cromat al
llarg del temps en diferents disolucions: Tampé
fosfat sodicl0 mM pH 7,4: (©); Tamp6é amb
quantitats d’etanol (3,3%) i glicerol (1,67%)
equivalents a la que proporciona una suspensi6 de
liposomes de 50 mg F/mL obtinguda a partir de Pro-
Lipo S:(0); Tampé amb etanol al 33% i glicerol al
16,7%: (V).

=

(I)E 4 g
o]

< 10q@m o @ g 8
U)E i ° “

A

el a &

< 08 1 —

~._ 4

—~~ = n B

E g —\/\/\
& 06 0
< T T T
\E ] 200 pm 600
é 0.4 I T l T I T I P /l/

0 10 20 30 400
Temps (dies)

Fig. 39 L’evolucié amb el temps de la relacio dels
pics a 274 i 370 nm s’ha emprat per seguit
Pestabilitat del Cr®". Els simbols es corresponen als
de la Fig. 38. El grafic insertat mostra ’espectre
d’absorci6 del cromat.
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mL de Mostra A, prenent-se aliquotes als 1, 3, 5, 7 i 9 cicles. Les analisi de les mostres no
detectaren variacions significatives ni de la concentracioé de I'anié ni del quocient d'absorbancies
(Fig. 40).

El darrer assaig de la posta a punt del métode consisti en determinar el grau de
desencapsulacio del cromat que té loc durant I'elucié en columnes d'exclusié molecular. Aquest
fet cal tenir-lo present en el calcul del volum encapsulat. Si la fuita del cromat des de l'interior
dels liposomes durant la seva eluci6é és massa gran, la hipotesi de que la concentracié al medi
aqués intem dels liposomes acabats d'eluir és la mateixa que la del medi extern de la suspensié
mare, sera falsa. En aquest cas els volums encapsulats que es calculin serian menors al reals.
Tenint en compte que I'elucié dels liposomes en les condicions descrites té lloc en uns 4 minuts
(Ap. 3.2.4.1), i que els liposomes que més fuita poden mostrar son els SUVs, es va determinar
la fuita en un interval de 30 minuts per suspensions compostes per aquest tipus de liposomes.

Aixi,a les columnes d'exclussié molecular s'aplicaren 200 L de suspensions de SUVs
amb cromat (1,04.10° ppb de crom) obtingudes a partir de Pro-Lipo S en el Microfluidizer.
L'elucié es realitza amb el tampé del medi (fosfat sédic 10 mM, pH 7,4) que contingué Na,SO,
2 mM per tal de minimitzar els canvis de pressié osmoética. Un cop recollida la fraccido amb
liposomes (aprox. 2 mL) s'espera 15 i 30 minuts per realitzar aplicacions d'aliquotes seves, de
les quals es recolli de nou les fraccions amb SUVs. Les quantificacions de fosfolipid mitjangant
la DO a 550 nm i la de crom per absorci6 atdmica, permeteren calcular el volum encapsulat en
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Fig. 40 El processament de disolucions de cromat en
el Microfluidizer no produeix variacions
significatives de la concentracié:(0), ni de
I’estabilitat de I’ani6: (). El grafic mostra, referits
als valors inicials de la disolucié mare, P’evolucio de
la concentracid 1 del quocient de les absorbancies a
2741370 nm en funcié del nimero de cicles.

Fig. 41 Variacié del volum encapsulat inicial en
SUVs en funci6 del temps. A partir dels resultats
(n=3) de la fuita del cromat s’aprecia que, en el
temps d’elucié en columnes PD-10 (uns 4 minuts),
la disminucié maxima del volum encapsulat inicial
és del 10 %.
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cada cas'®. La seva variaci6 és indicativa de la desencapsulacié del cromat. A la Fig. 41 es
mostren els resultats expressats com el quocient entre el volum encapsulat en un moment donat
(i) i el valor inicial (0). S'observa que en el temps que dura I'elucié dels liposomes (4 minuts) es
produeix una desencapsulaciéo maxima del 10 %. Aquest valor s'ha tingut en compte Gnicament
per tal de corretgir els volums encapsulats dels SUVs, ja que és especialment en aquest tipus
de vesicula on la permeabilitat esta incrementada com a conseqiéncia del petit radi de corvatura

que presenten.

4.1.8 MESURA DEL DIAMETRE DE LIPOSOMES MITJANGANT EL
MICROTRACK UPA 150.

Donada la novetat de la utilitzacié d’analitzadors d’espectres de freqliéncies per a I'analisi
de grandaries de particules, s’ha dut a terme un estudi de la seva viabilitat per la determinacié
de diametres de liposomes, aplicacié encara menys estesa. Aquest estudi s’ha realitzat en
diferents apartats, de forma que en conjunt caracteritzen les variables que afecten a les lectures
amb Faparell. Aixi, les seccions i continguts dels quals es composa aquest apartat sén:
4.1.8.1- L’analisi de la variabilitat en la determinacié del diametre i 'amplada (dispersi6 de la

poblacié) de liposomes en funcié del temps de lectura de aparell i en funcié de la

grandaria de les vesicules analitzades.

4.1.8.2- L’analisi de la variabilitat en la determinacié del percentatge de particules en cada
interval de classe (canal) en qué esta dividit el rang de lectura, en funcié del temps de
lectura del Microtrack UPA 150, i en funcié de la grandaria dels liposomes.

4.1.8.3- L'analisi de la variabilitat global en tots els canals en funcié del temps de lectura i en
funcioé de la grandaria dels liposomes.

4.1.8.4- Estudi de I'exactitut del Microtrack UPA 150 en funci6 de la concentracié de les mostres
analitzades.

4.1.8.5- Analisi de I'efecte creuat entre el temps de lecura, el diametre i la concentracié.

4.1.8.6- La determinacio de I'exactitut del Microtrack UPA 150 mitjangant la comparacié dels
resultats obtinguts amb els que proporcionen altres métodes.

4.1.8.7- La determinacié de la precissié i exactitud en mostres bimodals.

4.1.8.1VARIABILITAT EN LA DETERMINACIO DEL DIAMETRE | AMPLADA.

Per realitzar aquest estudi s’'obtingueren suspensions de liposomes de diferents
diametres de forma que s’'abarqués en el possible el rang de lectura de I'aparell. Aixi, d’'una

'% A 550 nm no hi ha interferéncia del cromat en la quantificacié dels fosfoliids mitjancant la densitat
Optica, ja que a aquesta longitud d’ona i en el rang de concentracié que es treballa, 1’ani6 no presenta una
absorbancia mesurable. Observi’s la Fig. 39.
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banda, es prepararen MLVs amb EPC/PA 9:1 (mol/mol) en tamp¢ fosfat sodic 10 MM pH 7,4 a
una concentracié de fosfolipids de 4 mg F/mL. Part de la preparacié no s’extrusiona, part
s’extrusiond, i la resta es sonica (Ap. 3.2.3). D’aquesta forma, partint dels MLVs, es disposa de

les seglents 6 suspensions:

1) No extrusionada (No extr.) 2) Extrusionada fins 800 nm (E800)
3) Extrusionada fins 400 nm (E400) 4) Extrusionada fins 200 nm (E200)
5) Extrusionada fins 100 nm (E100) 6) Sonicada (Sonic.)

D'altra banda, a partir de Pro-Lipo S i en el mateix tampo, es prepararen SUVs mitjangant
el Microfluidizer, processant la mostra 9 vegades a 4 bar de pressié d’entrada (suspensio
indicada com Microf. als grafics). ‘

De cadascuna d’aquestes 7 suspensions es dilui fins que el senyal al detector de I'aparell
tingués un index situat entre 0,1 i 0,15. Tot seguit es realitzaren lectures de diferent temps de
durada amb el Microtrack UPA 150. Els temps escollits i els replicats foren:

Temps de lectura (min.) | 1 | 3 | 75 l 15

Nuamero de lectures | 15 | 5 l 3 | 3

Taula 6 Durada i nimero de lectures realitzades
amb totes les suspensions de liposomes.

Préviament a les analisi dels MLVs no extrusionats, es comprova que no es produis una
sedimentacié apreciable d’aquestes vesicules en 15 minuts, ja que aquest suposit interferiria
en els resultats del I'aparell, el qual fonamenta tots els calculs en que les particules de les
suspensions analitzades tenen un moviment brownia. Per aquest motiu es determina la densitat
optica a 780 nm i durant 15 minuts de dilucions d’aquesta preparacié®. La constancia del valor
inicial durant aquest temps permete realitzar les analisi de 15 minuts, de forma que entre
cadascuna de les 3 lectures de 15 minuts s’agita la mostra.

Els valors de diametres i amplades proporcionats per les lectures es mostren a la Fig.
42. Mitjiangant el test de Kolmogorov-Smimov es comprova que per tots els temps de lectura els
resultats de diametre i amplada s’ajusten a una distribucié normal. Pel que fa a la comparacié
de les mitjanes de cada temps per cada tipus suspensid, no es trobaren diferéncies
significatives (a=0,05).

Per tal de determinar el temps minim de lectura en I'analisi del diametre i amplada dels
diferents tipus de liposomes, s’empra la desviacié standard i el coeficient de variacié que
proporcionaren cadascun dels temps d’analisi de la Taula 6. Préviament, perd, calgué
caracteritzar cadascuna de les 7 preparacions segons la seva situacié dins del rang de lectura

de I'aparell. Aixo es realitza amb el diametre obtingut com a mitjana de les mitjanes de cada

%% EI Microtrack UPA 150 realitza I’analisi mitjangant un feix ldser de 780 nm de longitud d’ona, per
aquest motiu s excolli aquest valor per a la detecciod de la possible sedimentacié.
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temps (Taula 7).
Suspensié
No extr. E800 E400 E200 E100 Sonic. Microf
Diametre % std 14981+ 30 728+42 403128 202%33 134+ 0,5 74 £2577 40+ 23
(nm, % vol) (n=4)
Amplada * std 87167 357148 221+47 728174 433122 490+51 17,1456

{nm ; % vol) (n=4)

Taula 7 Diametres i amplades dels liposomes cada tipus de suspensié obtinguts a partir de la mitjana de
les mitjanes proporcionades per cada temps de lectura.

Els resultats es presenten a les Fig. 43 a i b, on es representa la desviacid
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Fig. 43 (a,b,c,d): Desviacions standard i coeficients de variacié del diamelre i de I’amplada en funcié del temps de
durada de ’andlisi i de la grandaria de la poblacié de liposomes analitzada. (e,f): Corves de nivell dels coeficients de

variacto.

DIAMETRE (nim. % vol)
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standard (STD) del diametre i de I'amplada dels liposomes de les suspensions analitzades en
funcio del temps de lectura i del diametre mitja mostrat a la Taula 7. En els grafics s'aprecia que
la desviacio standard del diametre i 'amplada depenen d’una manera directament proporcional
a la grandaria dels liposomes analitzats i inversament proporcional al temps de lectura. A partir
d’aquestes dades obtenim els corresponents coeficients de variacio (CV) i llurs corbes de nivell
(Fig. 43 c,d,e i f). Com s’observa, el coeficient de variacid presenta una marcada dependéncia
del temps de lectura. .

En els grafics anteriors’és possible estimar el temps de t2ctura minim que proporciona
el menor coeficient de variacié. En el cas del coeficient de variacio del diametre, aquest fet te
lloc a partir d’'un temps que se situa entre els 4,5 i 8 minuts, interval en el que assoleix un valor
mitja del 5 %. Pel que fa al coeficient de variacié de 'amplada, el seu valor minim mitja és del
10 %, el temps minim necessari per assolir-lo és d'uns 8 minuts. Aixi, per a les analisi de
preparacions que continguin liposomes de grandaries compreses entre els 40,2 i 1498 nm,
aquests resultats posen de manifest que és necesari un temps minim de lectura de 8 minuts per
determinar el diametre i 'amplada amb les precisions indicades anteriorment.

Establert el temps de lectura minim, per cada diametre s'ha calculat l'interval de
confianga al 95 % de probabilitat en el qual cal esperar qualsevol lectura de 8 o més minuts de
durada. Per cada diametre només es disposa de tres lectures que superin els 8 minuts, pero
com s’observa a la Fig. 43, I'error experimental és practicament constant a partir d’aquesta
durada. Es per aixd que les mitjanes i error experimentals presentats a la Taula 7 s’'han emprat
per determinar els parametres de I'Eq. 14. En aquest cas, la matriu X, de I'Eq. 14 consta
unicament del valor de la mitjana, fet pel qual la varianga dels residuals és la mateixa que la
varianga experimental (el model consta inicament de I’ordenad.fa' a l'origen). Per tant, linterval

de confianga al voltant de les mitjanes de la Taula 7 val:

150 ] o} 300 -
120 o )
T ] of © W 200 :
= — = ] 0
e ] & :
£ 60+ g -
c i £ 100 -
30 71 o © ]
| o) | 0
0 "*r“TTT\’TTrTOT—I’Tqu—T—TW‘H O LB RALLL LARLELARLLL LERELEAI
10 100 1000 10 100 1000
Diametre (nm; % vol) Amplada (nm; % vol)

Fig. 44 Intervals de confianga del diametre i ’amplada (al 95 % de probabilitat) de les lectures realitzades en 8 0 més
minuts.
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El contatge del nimero de punts experimentals que cauen dins dels intervals de la Fig.44
permet avaluar el temps de lectura minim que proporciona resultats que no son estadisticament
diferents del que proporciona una lectura d’1h. 38min. Aixo és cert quan el percentatge de punts
dins de l'interval és de 'odre de la probabilitat que s’ha establert (95%). Per tant, s’ha seguit
aquest criteri per tal de comprovar si el temps de lectura minim escollit compleix aquesta
condicid. Els resultats es mostren a la Fig.46. Donat que les diferéncies entre els diferents tipus
de liposomes no foren significatives, als grafics es mostren els percentatges de punts
experimentals que cauen dins dels intervals de confianga tnicament en funcié dels temps
d’analisi. Les barres d'error corresponen a la desviacié standard de cada mitjana obtinguda a

partir dels set tipus de preparacions. Es confirma la necessitat de realitzar lectures amb un
temps major o igual als 8 minuts.

© 100 %100

- . > .

[0 R _9 N

£ 1T kS |

@ 1 » .
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2 i ° |

5 16 _ 5 1

- 1 Diametre a ] Amplada

N X

50 l‘lfl]lllll"ll'[lr 50 IlTllll_fljlllll
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Fig. 46 Percentatge de punts experimentals de diametre (a) i amplada (b) que es situen dins I’interval de confianga
al 95% de probabilitat establert al voltant del valor del model (equivalent a una lectura d’ 1h 38 min).

4.1.8.2 DETERMINACIO DE LA TOLERANCIA EN ELS CANALS DE LECTURA.

A partir de les analisi efectuades a la seccié anterior es realitza I'estudi de la precisi6 dels
resultats en cada canal de mesura de I'aparell (intervals de classe amb els que el programa que
governa l'aparell divideix el rang de lectura).

Per al present estudi es treballa en el que el fabricant anomena modus standard, és a
dir, amb 45 intervals de classe, de forma que cadascun d'ells és 1,189 vegades (arrel quarta de
2) més gran que I'anterior. Aquest métode és el resultat de la conversié directa de les dades
obtingudes pel detector de I'aparell, ja que quan es treballa en progressio geomeétrica de 1.091

(arrel vuitena de 2) es tenen 90 intervals de classe, i el que té lloc és una interpolacié a partir
de les dades originals.
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Les analisi amb el Microtrack UPA 150 de cadascuna de les 7 suspensions emprades
a l'apartat 4.1.8.1 durant els mateixos temps (15 lecures d’1 min, 5 lectures de 3 min, 3 lectures
de 7,5 min, i 3 lectures de 15 min) mostren resultats similars als que es presenten a la Fig. 47
pel cas de 'E200. S'observa que per cada canal de lectura s’obté un nibol de punts. Cadascun
d'aquests punts és el resultat, en un canal determinat, d’un dels replicats realitzats. Es a partir
d’aquests valors que es porta a terme l'estudi de la precisié en cada interval de classe.

Préviament a 'analisi de la precisi6é en els canals de lectura es determina si, per cada

tipus de suspensi6 i per cada canal, els diferents valors que proporcionen les analisi durant un

40 - 40 .
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Fig. 47 Resultats de les analisi amb el Microtrack UPA 150 d’una suspensi6 de liposomes extrusionats fins a 200
nm. Cada grafic correspon a varies lectures de diferent temps de durada. Els punts negres corresponen al
percentatge de particules en cada canal, i els punts blancs la mitjana dels anteriors.
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temps determinat segueixen una distribucié normal (test de Kolmogorov-Smirnov). Aquest estudi
es dugué a terme només en aquells canals que donaren un resultat diferent del nul. La resta
d'intervals de classe no fou considerada, ja que indiquen I'abséncia de resposta. Els resultats
es mostren a la Taula 8. En ella es mostra, en funcié del temps de lectura i per a cada un dels
7 tipus de preparacions de liposomes, el percentatge de canals que s’ajusta a una distribucio

normal.

Temps de lectura (min.)

1(=15) 3(=5) 7,5(=3) 15 (n=3)

No extr. 100 100 100 100
E800 100 100 100 100
E400 90,9 100 100 100
E200 947 100 100 100
E100 92,9 100 100 100
Sonic. 95,2 100 100 100
Microf. 952 100 100 100
GLOBAL 95,6 100 100 100

Taula 8 Percentatges de canais que s’ajusten a una distribuci6
normal segons el tipus de suspensié i el temps de lectura.

S’aprecia que només en el cas de les lectures d’'1 minut una part del canals amb
resposta no s’ajusten a la distribucié gaussiana. Per aquests temps, els resultats globals,
independents del tipus de suspensid, mostren que menys d’'un 5% dels canals no ho fan, fet pel
qual s’ha considerat que, per qualsevol dels temps estudiants, les diferéncies entre els valors
experimentals si que sén consequéncia de fenomens aleatoris.

Pel que faa la comparacié de les mitjanes de cada canal per cada tipus de
suspensié, no es trobaren diferéncies significatives entre cap dels quatre temps de lectura
(a=0,05). La desviacié standard de cada canal, per cada tipus de suspensi6 de liposomes,
es mostra a les Fig. 48. S'aprecia un comportament similar al que s’obtingué quan, a la seccié
anterior, s'avalua la precisié del diametre i amplada: la desviaci6 standard disminueix amb el
temps de lectura de la mostra. A la mateixa figura, la lletra M (models) indica les desviacions
standard en cada canal de les corves de la Fig. 45. '

Per tal de quantificar els resultats que es mostren a les Fig. 48, on es posa de manifest
Faugment de la precisié amb la durada de I'analisi, es calcula, per cada temps i per cada
suspensid, la desviacié standard mitjana per canal (Std,). El procediment seguit ha estat el
seglient:

1.- A partir dels f replicats de cada temps, s’ha calculat SS, (Ap. 3.3.1) en

cadascun deils p canals que tenen una mitjana diferent de zero. El
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Fig. 48 Desviacions standard mitjanes per cada
canal (didmetre; pm)en funcio del temps (min.)
de les analisi de suspensions de liposomes de
diferent grandaria. Al’eix del temps, I’M
indica la desviaci6 standard mitjana dels
models, calculats a partir de les mitjanes de
cada temps d’analisi.
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producte p x t, on t és el nimero de replicats de cada temps, correspon
al namero total de lectures experimentals n.

2.- El sumatori de les variances anteriors (2SS, ) té associats n-p graus de
libertat, ja que p és també el nimero de parametres (la mitjana de cada
canal).

3.- L'arrel quadrada del quocient 2SS, / n-p correspon a la desviacié standard
mitjana per canal.

Aquest procediment queda resumit a I'expressié seglent:

Z X (c, —-c—p-)2
Std, = 2t Eq. 18
pt-p

on:
c,: correspon al valor de la lectura £ en el canal p (només en canals amb mitjana diferent de zero).
C,: correspon a la mitjana en el canal p.

La Fig. 49 mostra els resultats per cada tipus de suspensié i en forma de diagrames de
caixes. Els resultats mostren que és necessari un temps minim de 7,5 min per realitzar qualsevol
analisi que tingui una variacié per canal minima.

El resultat anterior, i el fet de que per cada tipus de liposoma les mitjanes en cada canal,
i per cada temps d’analisi, no sén significativament diferents, dugué a calcular amb els models

6 //// ///
= 54 ° —
S a¥ © o MLV
N 4 — g . o E800
£ 3 - o e > 4 E400
e Q v E200
0 | Q g o 7 o E100
= © o § E: o Sonic
) - | :

1 © 8 & o Microf.

0 ] | { | //// I [ ] / /

0 51015 M 0 5 10 15 M
Temps (min)

Fig. 49 Valors de la desviaci6 standard per canal de les analisi de suspensions de liposomes amb el Microtrack
UPA 150. Els diagrames de caixes mostren el valor mitja d’aquest estadistic en funcié del temps de lectura
independentment del didmetre dels. liposomes. El valor M d’abcises correspon al del model obtingut a partir de les
mitjanes de cada temps.
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(Fig. 45) la desviacié standard per canal. El resultat
esta indicat amb la lletra M a la Fig. 49. A partir de
les dades de la Fig.49, s’ha calculat per cada temps
d’analisi la desviacié standard mitjana per canal
independentment del tipus de liposoma analitzat. |
amb aquests valors s’han obtingut els respectius
intervals de confianga al 95% (Eq. 14), tenint en
compte que en aquest cas la desviacié s'ha obtingut
a partir de 7 valors (Fig. 50). Aquests intervals s’han
considerat com la tolerancia maxima de les variacions
entre lectures d'una mateixa mostra. Donat el
comportament assimptotic el temps de lectura optim

resulta ésser igual o major a 10 min, i en aquest

12 // yi
10

0
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>

R IANG
4 — 5 -
2 — 117 A~

0O 5 10 15 M
Temps (min)

Fig. 50 Interval de confianga al 95% en funcid
del temps de lectura al voltant dels valors en
cada canal.

casos el valor mitja de l'interval és de * 3,4%. Cal remarcar que, en aquest cas, i donat a que

les unitats d’aquest interval corresponen a percentatge de particules en volum en cada canal,

el simbol de % inidica el valor absolut de la poblacié determinat per I'aparell, no un coeficient de

variacio.

D’aquesta manera, a les mesures dutes a terme en temps iguals o superiors als 10 min

es pot representar, al voltant d’aquells canals amb lectura diferent de zero, un interval de
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Fig. 51 Limits de tolerancia per canal determinats per les mesures de 10 o més minuts realitzades amb el Microtack
UPA 150. La mostra analitzada és una suspensio de liposomes extrusionats per membranes de 200 nm.
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tolerancia que s’ha arrodonit a + 3 % (Fig. 51). Les desviacions d’'aquesta previsié no poden ser
interpretades, en la majoria dels casos, com efectes d’'imprecissié de I'aparell, sino que cal
considerar-les com variacions de la grandaria de les vesicules estudiades.

Com a métode de comprovacié del temps d’analisi minim s’ha emprat la mateixa

metodologia que la descrit a 'apartat 4.1.8.1: a partir 15

del percentatge de punts experimentals en cada canal ]
que s6n dins lintervals de confianga al 95% de la 12
mitjana emprada com a model (que correspon a una g o _

lectura d’1h i 38 min). Els resultats es mostren ala &, _/
Fig. 51, on les corbes de nivell indiquen el g ! o

percentatge de lectures que se situen dins l'interval.

S'aprecia que a l'augmentar el diametre de les 3 ] ®
particules analitzades és necessari un major temps de ] T . ,’ — ,,6?5
lectura perque els resultats estiguin dins l'interval de 100 1000
confianga. A la vista d’aquests resultats es confirma Diametre (nm: % vol)

treballar amb un temps minim d’analisi de 10 minuts. Fig. 52 Variaci6 del percentatge d’analis dins

En aquestes condicions els resultats s6n comparables de Pinterval de confianga del model amb el
. . temps de lectura i el diametre dels hiposomes
amb el que proporcionen lecures de fins 1 h 38 min.

4.1.8.3 VARIABILITAT GLOBAL EN ELS CANALS DE LECTURA.

Fins el moment s’han determinat el temps minim de lectura (10 min.) per obtenir resultats
reproduibles del diametre, amplada i composicié en cada canal, i, per una altra banda, la
tolerancia en cadascun d’aquests canals (+ 3%). Qualsevol replicat que sobrepassi aquest limit,
és susceptible d’ésser interpretat com una variacié significativa en la distribucié de diametres
de liposomes respecte a una lectura de referéncia. Pero resulta arriscat donar per diferents dues
mesures que nomes superin el £ 3% en 1 o pocs canals. D'altra banda, si es considera
Unicament la tolerancia en cada canal, dues lectures que es diferenciessin en cadascun dels
seus canals en, per exemple, el 2,7 %, no podrien considerar-se diferents, ja que en cap cas es
supera el maxim del 3%.

Per tal d'establir un criteri general alhora de considerar que dues lectures diferents, s’ha
determinat la variacio conjunta de tots els canals de lectura (variacié global). El procés es basa
en la quantificacié, per cada temps d’analisi, del valor absolut de la diferéncia entre varies
lectures d’'una mateixa mostra. A la Fig. 53 es mostra un exemple del procediment emprat: a
partir de dues lectures d’una mateixa mostra (a i b) s’obté la diferéncia entre elles (d). El valor
absolut de la diferéncia en cada canal és indicatiu de la precisi6 de les analisi.

L’estudi s’ha dut a terme realitzant aquest procediment entre els replicats de la Taula 6,
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el grafic posa de manifest la necessitat d’eleccié d’'un temps de lectura minim. Aquest se situa

novament entre els 7,5 i 15 minuts, confirmant-se de nou els 10 min com a periode optim.

4.1.8.4 EFECTE DE LA CONCENTRACIO EN L’EXATITUT DE LES ANALISI.

La quantitat de senyal que arriba al detector del Microtrack UPA 150 s’expressa en
unitats arbitraries anomenades index de carrega. Els valors optims per a les analisi se situen
entre 0,1 i 1, de manera que cal ajustar la concentracié de les mostres per que els index que
proporcionen estiguin dins de 'interval anterior. La Fig. 55 correspon a les analisi de 10 min de
durada de dos tipus de suspensions de liposomes en aigua i extrusionades. Es realitzanren
dilucions succesives per obtenir una série d’analisi a diferents concentracions. En els dos casos
s'observa que en diluir les mostres canvia el resultat de les analisi, convergint en un valor proper
al dels porus de les membranes d’extrusié per sota d’'una concentracié critica. En tots els casos,
perd, hi ha concentracions que proporcionen distribucions de diametres allunyades de I'esperada
i que tenen uns indexs de carrega situats entre 0,1 i 1. Aquest comportament anomal s’ha
detectat amb liposomes d'altres caracteristiques de diametre i laminaritat que els mostrats a la
Fig. 55. A la majoria de casos, el procés sempre té lloc de la mateixa manera si es té com a
referéncia les mostres diluides que tenen un index de carrega lleugerament superior a 0,1: en
augmentar la concentracid, hi ha un valor critic a partir del qual es produeix un increment
progressiu del diametre de la poblacié i, en continuar augmentant-la, apareixen noves poblacions
amb diametres menors de l'inicial. La magnitud de la variacié depén del tipus de mostra, de
manera que en ocasions no s’arriba a produir I'aparicio de vesicules petites.

El fet que la desviacio sigui progressiva (tret dels SUVs, hi ha un desplagament de tot
el pic, no una aparicié d'altres i disminucié de l'original), i que en alguns casos apareguin
poblacions de petit diametre en incrementar la concentracié de les mostres, indica que la causa
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Fig. 55 Variaci6 de les distribucions de grandiries de suspensions de liposomes en aigua en funcié de la seva
concentracio. a) ML Vs obtingnts amb Emulmetik 930 (SPC), extrussionats fins 800 nm. b) Pro-Lipo § extrussionats
fins 200 nm.
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d’'aquesta anomalia no soén les agregacions entre les 3
vesicules. A més, en cap cas les absorbancies a 780 N [e]
nm no mostren un canvi del pendent a la zona on 2

[=3

0

~
supossadament tindria lloc [l'agregacié dels OCJ i

liposomes (Fig. 56). 17

Daltra banda, les suspensions de ] a
concentracio elevada mostren una major viscositat, L L B
fet que podria associar-se a I'increment del diametre 0.0 25 5.0
observat (a major viscositat, menor velocitat de les 0.2 B {
vesicules, de manera que si no es corretgeix el valor i 5
que figura en 'aparell, Yanalisi mostrara un augment 2 §
del diametre). Aquest fet, pero, no té per que afectar 8 01 B
a les lectures, ja que tot i que es produeix i un ]
augment de la viscositat de la suspensio, el medi on 0.0 ] < S ,b

es troben els liposomes continua essent el mateix, i 0 5 10 15

és la seva viscositat el que cal tenir en compte, no la mg F/mL

viscositat macroscopica aparent. En qualsevol cas, Fig. 56 Variaci de DO 2 780 nm de suspensions
tampoc no explica I'aparicié de poblacions de petit de liposomes en aigua en funcié de la seva
concentracio. Les fletxes indiquen la concentracid
critica per sota de la qual els resultats son
esperar. convergents. a) ML Vs obtinguts amb Emulmetik
930 (SPC), extrussionats fins 800 nm. b) Pro-Lipo
S extrussionats fins 200 nm.

diametre, fet que va en sentit invers del que caldria

Per comprovar I'efecte de la viscositat, s’han
obtingut les viscositats aparents de les diferents
suspensions de liposomes en funci6 de la seva concentraci6 (Fig. 57), i les dels medis aquosos
emprats (Taula 7) . Per tal de descartar qualsevol inteferéncia del medi aqués de Pro-Lipo S,
s'ultracentrifuga una suspensié de 30 mg F/mL obtinguda en aigua, i es mesura la viscositat del
sobrenedant exent de liposomes. El seu valor és equivalent al que proporciona una dissolucio
que conté etanol i glicerol (components del medi aquds de Pro-Lipo S) a la mateixa concentracio

que el sobrenedant, valor que si que és tingut en compte alhora de fer les lectures.

Medi
Aigua Tampo fosfat sodic  NaCl 0,9% Medi Pro-Lipo S Aigualetanol/glicerol
10 mM, pH 7,4 (30 mg F/mL) 97/12/1 plplp
Viscositat 0,901 + 0,887 ¢ 0,901 ¢ 0,975+ 0,995 ¢+
(cP) 0,015 (n=2) 0,011(n=3) 0,022 0,023 (n=2) 0,005 (n=2)
(n=3)

Taula 7 Viscositat a 25°C dels medis aquosos en que s’han obtingut liposomes.

En recalcular les analsi de les mostres concentrades amb els valors de viscositat

macroscopica trobats (Fig. 57), no s’obtenen distribucions de diametres equivalents a les de les
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1b Fig. 57 Viscositat de suspensions de liposomes en funcio de la
] § concentraci6 de fosfolipids i del medi aquoés.
i a) Suspensions de obtingudes a partir de Pro-Lipo S:
o 2 (©) Extrusionades fins 800 nm; (O)Extrusionades fins 200
© b nm; (a) SUVs obtinguts amb el Microfluidizer.
] o § b) Suspensions en aigua obtingudes a partir de:
i ¥ MLVs d’EPC: (®) Extr. 800 nm; () Extr. 200 nm.
1 —jg0% g ¥ MLVs d’Emulmetik 930 (SPC): (+) Extr.800 nm; (v) Extr.200
l T I T l I ] nm.
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mg F/mL

mostres diluides. Aixo indica que la variacié6 observada no és causada per un canvi en la
viscositat del medi en el qual es troben els liposomes.

Un altre parametre que pot afectar als resultats de les lectures és I'index de refraccié de
les mostres (Trainer M.N. et al., 1992). Com més s’apropa a zero la diferéncia entre I'index de
refraccié de la finestra (1,76) per on el feix laser incideix amb la mostra i el d’'una mostra que
s'analitza, menys quantitat del feix incident es reflexa. Aixo causa una disminucié del senyal de
referencia al detector, fet que distorsiona els resultats en incrementar-se la proporcio de senyal
homodi (senyal dispersat per la mostra). A la Taula 8 es mostren els index de refracci6é de
diferents suspensions de liposomes a una concentracié de 30 mg/mL. Els valors obtinguts sén
propers als de I'aigua (1,333), per tant, fins i tot a aquesta concetracid, la diferéncia amb l'index

de refraccio de la finestra continua éssent elevada i no pot causar les variacions de grandaria

observades.
Medi
Aigua Tampé fosfat sodic 10 mM,pH 7,4 NaCl 0,9%
MLVs (EPC)800 nm 1,339 1,339 1,342
MLVs (EPC)200 nm 1,339 1,359 1,341
SUVs (EPC) 30 nm 1,339 1,340 1,340
Pro-Lipo S 800 nm 1,334 1,334 1,334
Pro-Lipo S 200 nm 1,334 1,335 1,336
Pro-Lipo S SUVs 30 nm 1,336 1,336 1,338

Taula 8 Index de refraccié de suspensions de liposomes obtingudes a partir d'ECP i a partir
de Pro-Lipo S, a 30 mg F/mL. Les suspensions s'extrusionaren fins 800 o 200 nm, o pro-
cessaren en el Microfluidizer per tal d'obtenir SUVs.



114

Descartats el fenomens d’agregacio, canvi de viscositat i variacié de I'index de refraccio,
es realitzaren una série d’analisi amb diferents tipus de liposomes i en diferents medis. Totes
les analisi que es presenten en aquest apartat es dugueren a terme en un temps minim de
lectura de 10 min. A la Fig. 58 es mostra la variacié de I'index de carrega en funcié de la
concentracié de fosfolipids per diferents tipus de suspensions de liposomes. A conseqiéencia
de les caracteristiques dels SUVs, només s'indiquen els obtinguts a partir d'MLVs, que sén
equivalents als que es preparessin a partir de REVs. En tots els casos les vesicules estigueren
constituides per fosfatidilcolina i el medi de la preparacié fou aigua.En cada grafic les linies
discontinues indiquen la parella critica de valors index de carrega-concentracié de fosfolipid per
sota de la qual les lectures sén convergents. En el cas del SUVs, les fletxes indiquen el valor
minim que pot tenir aquest, ja que en tot el rang de concentracions estudiat les lectures han
estat equivalents.

Els resultats posen de manifest que, a la majoria de casos, les suspensions de
liposomes amb diametres grans (extrussionats fins 800 nm) i alta concentracié no superen
l'index de carrega de valor 1. Les barres d’error indiquen que en algunes mostres inclus té lloc
un descens de lindex un cop assolit el maxim a una concetracié més baixa. Per tant, I'index de
carrega no pot ser emprat com a referéncia tnica per determinar si la mostra es troba a una
concentracié addient per realitzar I'analisi. Exceptuant les mostres amb SUVs, en el rang
estudiat |a resta de suspensions presenta una relaci6 no lineal entre la concentracié i I'index. En
el cas dels liposomes multilaminars i dels SUVs, les concetracions que proporcionen analisi
correctes se situen dins de la zona lineal de la relacié anterior, tot i que en algun cas es pot
trobar un valor maxim adjacent al limit superior d’aquest interval.

Els resultats anteriors indiquen que en el cas de MLV i SUVs constituits per fosfolipids
neutres i en aigua, és necessari que les lectures es realitzin dins de la zona lineal de les parelles
de valors index de carrega-concentracié de les mostres.

Com s’observa, aquesta premisa no es compleix en el cas del REVs. En aquest tipus de
liposoma les concentracions critiques estan situades per sota del maxim valor de I'interval lineal.
Tot i que la relacié index-concentracié té un comportament similar al de les altres mostres
preparades a partir d’'EPC, és necessari diluir-les forga més per aconseguir lectures correctes.
L'unica diferéncia entre els REVs i els MLVs és el nimero de bicapes per liposoma, de manera
que els unilaminars (REV) encapsulen una major quantitat del medi aqués que els conté. Per
aquesta rao, s’han determinat els volums encapsulats en els diferents tipus de liposomes que

s’empren en aquest estudi, i que es mostren a la Taula 9.
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Fig. 58 Variaci6 de I’index de cérrega del Microtrack UPA 150 en funcié de la concentracié de fosfolipids. Les linies
discontinues indiquen la concentraci6 critica per sota de la qual els resultats de les analisi foren covergents i iguals als
esperats. Les rectes corresponen a les rectes de regressio de la zona lineal de cada conjunt de punts.
MLV EPC: liposomes multilaminars obtinguts a partir I’ EPC. MLV SPC: liposomes multilaminars obtinguts a partir
d’Emulmetik 930, REV EPC: liposomes unilaminars obtinguts per evaporaci6 en fase reversa a partir ’EPC.

800 nm: mostres extrussionades fins 800 nm; 200 nm; mostres extrussionades fins 200 nm; 30 nm: mostres de SUVs
obtingudes amb el Microfluidizer,
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Volum Tipus de suspensid
encapsulat )
(L / mol) Extr. 800 nm Extr. 200 nm SUVs

MLVEPC 1,29:0,14 (n=2) 1,69 + 0,08 (n=3) 0,378 0,035 (n=2)
MLVSPC  1,52:021(n=2) 1,50 £0,22 (n=2) 0,805 + 0,094 (n=4)

REV EPC 798+029 (n=3) 4,53 £0,35 (n=2) ND
Taula 9 Volums encapsulats de diferents suspensions de liposomes.
ND: no determinat.

Aquets resultats permeten calcular la fraccié en volum del medi aqués que realment
actua com a dissolvent o fase continua (FVp,) per cada tipus de liposoma i a cada concentracio.
Per obtenir-la cal conéixer la fraccié de volum ocupada pels fosfolipids (FV;) i la fracci6 de
dissolvent encapsulat (FVg,). E! volum ocupat pels fosfolipids s’ha calculat a partir de la
concentracio de fosfolipids (A mg F/mL) i de la densitat mitjana de les bicapes d’EPC, que és
P~=1,0135 g/mL. La fracci6 en volum encapsulat per cada tipus de liposoma s’ha obtingut a partir
del volum encapsulat ( X mLg, /mmol F) presentat a la Taula 9. Com a pes molecular mitja de
la fosfatidilcolina (EPC i SPC) s’ha emprat 750 g/mol. Per tant:

1

FV. = A mg FimL
1013,5 mg FimL F

1 mmol F X mLy,

FV,, = A mg FimL
" 750 mg F 1 mmol F

i

FVps =1 - FVp - FVp,

Els resultats es presenten a la Fig. 59. En ells s’aprecia que els REVs de 800 nm i de
200 nm presenten una fraccié de dissolvent menor que els liposomes MLV d’igual grandaria peré
amb menor volums encapsulat. En interpolar les concentracions critiques experimentals dels
REVs, s’obté un valor mitja de fraccié en volum de dissolvent de 0,97+ 0,013.

Aquest fet proporciona una segona condicié per tal d’obtenir analisi correctes amb el
Microtrack UPA 150. A més de la realitzar les lectures dins de la relacié lineal entre la
concentracié de mostra i el senyal al detector, és necessari que en els limits anteriors la fraccié
en volum de dissolvent sigui major a 0,97. Com s’aprecia, aquestes dues condicions es
compleixen alhora pels MLV en tot l'inteval lineal, mentre que en el cas dels REVs només té lloc
en una petita porcid. La condicié anterior, perd, no es compleix en el cas dels SUVs: malgrat
presentar a 30 mg F/mL una fraccié de dissolvent menor a 0,97, les analis continuen essent

correctes.
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Fig. 60 Variacio de I'index de carrega del Microtrack UPA 150 en funcio ce la concentracio de fosfolipids de
suspensions de liposomes carregats negativament (F neutres/F carregats 20% p/p). Les linies discontinues indiquen la
concentracio critica per sota de la qu.l els resultats de les analisi foren covergnts i iguals als esperals. Les recles
corresponen a les rectes de regressio de la zona lineal de cada conjunt de punts.

AIGUA: Suspensions preparades en a;gua. TAMPO: Suspensions preparades ex tampd fostat sodic 10 mM, pH 7,4.
NaCl 0,9 %: Suspenstons preparades cn el medi indicat,

800 nm: mostres extrussionades fins 810 nm; 200 nm: mostcs extrussionades fi,.s 200 nm; SUVs: mostres de SU Vs
obtingudes amb el Microfluidizer. :
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de la relacié index-concentracio, i de

fracccio en volum del dissolvent major a

0,97. Com en el cas anterior, el SUVs 1.00 —: %\A\
continuen essent 'excepcié: a 30 mg F/mL 0.95 - A
encapsulen més d'un 3% del dissolvent, i la ” E
relacié index-concentracié no és lineal, ~° 0.90 -
perd les analisi son correctes. - E

Els resultats indiquen que és 0.85 -
necessari produir un apantallament de les ;
carregues presents a les bicapes per tal de 0.80 L1 I
minimitzar la repulsié entre liposomes, ja 0 10 20 30
que en cas contrari s'altrera la distribucio mg F / mL

de velocitats de la poblacid. La forga ionica Fig. 61 Dependéncia de la fraccié en volum de dissolvent en

del tamp6 fosfat sodic 10 mM pH 7,4 és funcié de la concentracié i del volum encapsulat dels
. . liposomes carregats negativament. (0) Extr. 800 nm.; (0)

suficient per causar aquest efecte, ja que Extr. 200 nm: (a) SUV.

els resultats son equivalents als que

s'obtenen amb les suspensions preparades en NaCl 0,9%.

Per tal de comprovar aquest fet es compararen els diametres dels liposomes en aigua
abans i després d’addicionar NaCl. A aliquotes de 3 mL de 3 tipus de suspensions diferents
(extrussionades fins 800 nm, 200 nm, o0 SUVs obtinguts amb el Microfluidizer) preparades amb
Pro-Lipo S en aigua, se'ls hi afegiren 9 uL. de NaCl 4 M, resultant una concentracié final de NaCl
12 mM. D’'aquesta manera s'assoleixen dos objectius: la pressidé osmética inicial entre l'interior
i exterior vesicular és petita (22,5 mOsm-kg™), i les forces ioniques de les suspensions amb
tamp6 fosfat 10 mM (F): 22,2 mol-kg™") i de les aliquotes amb NaCl resulten comparables. Com
a referencia s’empra el diametre de les suspensions en aigua i obtingut per sota de la
concentracioé critica. En el cas dels SUVs, degut a que la concentracié critica proporciona index
menors a 0,1, s’empra el diametre de mostres diluides fins un index proper i superior a 0,1, i que
proporcionaren un diametre mitja de 233 nm. A la Fig. 62 es mostren els resultats. Quan es
comparen les referéncies amb les mateixes suspensions en aigua pero a alta concentracio de
fosfolipids (indicades a la figura), s'observa que en el cas dels liposomes de 800 i 200 nm hi ha
diferencies superiors a les que estableix l'interval de tolerancia de la Fig. 44 (linia de punts a
la Fig. 62). En el cas dels SUVs no té lloc aquest fet, ja que no hi ha una concentracio critica
amb index superior a 0,1, i el diametre de la referéncia és erroni. En afegir NaCl fins una
concentraci6 de 12 mM, les analisi de liposomes de 800 nm i 200 nm sén lleugerament inferiors
de les respectives referéncies. En el cas del SUVs ho sén en escreix com a conseqiiéncia de
que en aquestes condicions les lectures proporcionen diametres coherents per aquest tipus de

preparacié (al voltant de 30 nm), cosa que no succeeix amb les que estan en aigua. Per ultim,
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la comparaci6 amb  diferents

suspensions preparades en medis

salins (tampé fosfat sodic 10 mM, pH 400
300
7,4, o NaCl 0,9 %) permet comprovar — ] &
E 2004 & @
que els diametres de les aliquotes ales g 450 | "ﬁ | 7.5mg Fim
, . . . 3 S R T
que s’ha afegit NaCl se situen dins del § 0 1 ’B‘T f [ A (aigua)
rang dels que s'obtenen amb mostres 2 190 ] - B (+NaCl)
-200 & C (medis salins)
que no tenen diferéncia de pressi6 Y —
osmotica. 10 100 1000

Donada la petita diferéncia entre Diametre (nm, % vol)

els diametres de les aliquotes amb . ) . . .
Fig. 62 Diferéncia de didmetres entre suspensions de liposomes
NaCl 12 mM i les referencies de 800 i carregats negativament, en aigua, i diluides per sota de la
concentracié critica i: (A) Les mateixes suspensions a la
concentracio indicada (n=3); (B): Les suspensions (A) després
determinar si la diferéncia de pressié d’afegir-ne NaCl fins 12 mM (n=3); (C): Suspensions a la mateixa
concentracié que (A) perd preparades en medis salins (tampo
fosfat sodic 10 mM, o NaCl 0,9 %; n=3).

200 nm, es realitzaren dos assajos per

osmatica causada amb l'addicié de la
sal podia induir canvis significatius en la
distribucié de grandaries de la poblacié de liposomes.

En el primer es comprova que en afegir 9 yL de NaCl 4M a 3 mL de suspensions de
SUVs de 30 mg F/mL preparats en tampo o en NaCl 0,9 %, no es produien canvis de la
distribucié de grandaries (Taula 11). Aquest fet indica que en produir-se una diferéncia de
concentracions entre l'interior i 'exterior vesicular de 12 mM de NaCl, els liposomes unilaminars
no s'alteren, de manera que els canvis observats en les analisi de les suspensions en aigua

(Taula 11) corresponen als efectes de I'apantallament de carregues, i no a variacions de

diametre.
Medi
Tamp6é Tampé NaClo0,9% NaCl0,9% Aigua Aigua
+NacCl + NacCl + NacCl
Diametre * amplada 36,5 326 63,0 63,6 240 39,8
(nm; % vol) +14 +12 +30 +30 +134 +12
(n=3) (n=1) (n=3) (n=1) (n=3) (n=2)

Taula 11 Diametres dels liposomes SUVs de 30 mg F/mL abans i després de |'addici6 de NaCl fins
assolir una concentracié de 12 mM,

En el segon assaig, a suspensions de liposomes en aigua s'afegiren quantitats creixents
de NaCl i es realitzaren analisi de les poblacions i mesures de DO a 780 nm. Les concentracions
de les mostres s’ajustaren de manera que proporcionaren DO menors a 1 UA, Els resultats es
motren a la Fig. 63, en ella 'origen d’abcises correspon a analisi de mostres en aigua diluides
per sota de la concentracio critica (excepte els SUVs, que no en tenen amb un index superior

a 0,1). S'observa que unicament en el cas dels liposomes de major grandaria hi ha un efecte
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apreciable de la concentracié de sals al medi extern. En incrementar la quantitat de sals
disminueix el diametre mitja dels liposomes. Aquest efecte no té lloc en les mostres de la
mateixa naturalesa perd de concentracié 7,5 mg F/mL (Fig. 62), de manera que pot ser atribuible
a la menor concentracié. A la resta de suspensions, les desviacions son dins de l'error
experimental. Els canvis en la DO s’han expressat com l'increment respecte de la suspensio
aquosa, corretgint en cada cas pel factor de dilucié causat en afegir el NaCl. Les variacions
observades mostren que els ions provoquen un canvi en la dispersio de la llum, canvi que arnba
al maxim entre 12 i 60 mM de NaCl. Les concentracions de sal superiors no causen increments
majors de DO, fet que indica que la poblacié de liposomes no experimenta variacions notables

de volum ni d’eficiéncia de dispersié de la llum.

o
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R I § ° o o 1@
£ 400 ° £ 80
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Fig. 63 Vanaci6 del didmetre 1 de la densitat optica a 780 nm de suspensions de liposomes amb fosfolipids negatius,
en funcio de la concentraci6 de NaCl resultant en afegir volums vartables de la sal L’origen d’abcises correspon a les
mostres en aigua (©) Liposomes extrussionats fins 800 nm, 1,61 mg F/mL, (O) Liposomes extrusstonats fins 200 nm,
7,5 mg F/mL, () SUVs obtinguts amb un Microfluidizer, 30 mg F/mL

4.1.8.5 EFECTE CREUAT EN LA PRECISIO DE LES LECTURES.

Per determinar I'existéncia o no d'interaccions creuades entre diferents parametres, s'ha
dut a terme un estudi de la variabilitat en la resposta seguint un disseny aproximat®' de cub
centrat amb estel emprant com a factors el temps de lectura, I'index de carrega, i el diametre
dels iposomes (Taula 12). De forma complementaria s'inclogueren les convinancions en diseny
d'estel per liposomes extrusionats fins 200 nm. Com a matéria primera s'utilitzaren Pro-Lipo S,
obtenint-se les suspensions en tampo fosfat i processant-les amb diferents técniques per tal

2 L aproxumacié al diseny de cub centrat amb estel és deguda a la dificultat d"obtenir poblacions de
liposomes monodisperses amb didmetres que es corresponguin exactament als mivells que demana el diseny
experimental escollit
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d’obtenir els diametres desitjats (agitats, extrusionats o tractats en el Microfluidizer). Cada
suspensi6 s'analitza segons la convinacié de factors que li pertoca, i es calcula el coeficient de
variacié pel diametre i per 'amplada dels liposomes. En els resultats presentats a la Taula 12
es mostra només la mitjana dels coeficients de variacié, obtinguda a partir de I'analisi de
suspensions independents de liposomes.

index de carrega  Temps de lectura  Diametre (D) n Coef. variacié Coef. variacio

(t) (seq) (nm; % vol) diametre (%) amplada (%)
0,55 (0) 480 (0) 400 (0) 3 6,02 8,65
0,55 (0) 480 (0) 1150 (1,88) 3 2,59 17,63
0,55 (0) 480 (0) 40 (-0,9) 3 2,83 6,04
0,55 (0) 900 (2) 400 (0) 3 4,48 11,20
0,55 (0) 60 (-2) 400 (0) 3 15,1 59,57
10 @ 480 (0) 400 (0) 3 5,31 3,50
0,1 (-2) 480 (0) 400 (0) 3 4,39 8,69
0,78 (1) 690 (1) 800 (1) 2 1,90 15,40
0,78 (1) 690 (1) 200 (-0,5) 2 3,29 13,80
0,78 (1) 270 (1) 800 (1) 2 2,55 29,47
0,78 (1) 270 (-1) 200 (-0,5) 2 5,09 15,50
0,33 (-1) 690 (1) 800 (1) 2 4,34 10,52
0,33 (-1) 690 (1) 200 (-0,5) 2 3,86 11,30
0,33 (-1) 270 (-1) 800 (1) 2 7,32 26,35
0,33 (-1) 270 (-1) 200 (-0,5) 2 5,35 8,88
1.0 @ 900 (2) 200 (-0,5) 3 3,50 ' 2,27
1.0 @ 480 (0) 200 (-0,5) 3 443 4,24
0,55 (0) 60 (-2) 200 (-0,5) 3 21,64 19,43
0,55 (0) 480 (0) 200 (-0,5) 3 8,34 6,56
0,55 (0) 900 (2) 200 (-0,5) 3 2,57 7,06
0,1 (-2) 480 (0) 200 (-0,5) 3 2,82 5,83

Taula 12 Convinacions de nivells dels factors (normalitzats entre paréntesi) emprades per a 'estudi de
I'efecte creuat entre el temps d'analisi i I'index de carrega en el Microtrack UPA 150. Els resultats
corresponen a les mitjanes dels coeficients de variacié del diametre i de I'amplada trobats en cada
experiment independent.

A partir dels valors dels coeficients de variacié de cada replicat es realitza I'analisi
estadistica ajustant els resultats a partir d’'una equacié lineal completa. Tant en I'ajust del
coeficient de variacié del diametre com en el de I'amplada, les equacions resultants no
contingueren cap terme on I'index de carrega fos un factor. Aquest fet indica que l'index de
carrega no té cap efecte en la precisi6 de les analisi amb el Microtrack UPA 150.

A la Taula 13 s’indiquen els resultats de I'analisi, i a les Fig. 64 i 65 es mostren les
superficies de resposta que s’obtenen en fixar el diametre del liposomes i el temps de lectura.
Com s'observa, no hi ha cap efecte de I'index de carrega sobre la precisié de les lectures en el
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Variable

Coef. var. diametre

Coef. var. amplada

Coeficients dels factors

Coef. de determinacié (%)
Coef. de regressio (r)

Test de significacio de la
correlacio (Fs,); 2,52<F 4<2,61

Error standard

Ctnt: 4,00; D" -1;t: -2,78
t%1,6;Dt:1,81

Ctnt: 8,75: D":6,91;
t:-6,90;t% 4 46; D't -4,37

0,679
0,824

24,30

7,99

Taula 13 Resultat de I'analisi de I'efecte creuat de I'index de carrega en la precissié del Microtrack UPA

150.
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Fig. 64 Dependencia, amb I’index de carrega i
amb el temps de lectura, del coeficient de
variaci6 en I’andlisi del didmetre de liposomes
extrusionats fins 200 nm
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Fig. 65 Dependeéncia, amb ['index de carrega i
amb el didmetre dels liposomes, del coeficient de
variaci6 en ’analisi del didmetre de liposomes
amb lectures de 690 segons de durada.

4.1.8.6 DETERMINACIO DE L’EXACTITUT EN L’ANALISI DE SUSPENSIONS DE

LIPOSOMES.

Per realitzar aquest estudi s'’han comparat els resultats proporcionats per diferents
tecniques amb els obtinguts amb el Microtrack UPA 150. Les técniques de referéncia emprades

han estat: l'espectroscopia de correlacio fotonica, la microscopia electronica de tranmissié amb

tinvié negativa, la determinaci6 dels volums encapsulats de liposomes unilaminars de diferent
diametre, i 'extrusié de suspensions de liposomes per membranes de policarbonat amb diferents
grandaries de porus. A continuacié es descriuen el resultats de cadascun d’aquests apartats.
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Fig. 66 Diametres dels liposomes REVs no
extrusionats, i extrusionats fins 800, 400 200 i
100 nm. Els resultats foren obtinguts amb el
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