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INTRODUCCIO

PRESENTACIO.
El terme liposomes ha assolit una difusió notable fora de l'ámbit científic des que, el

1986, la companyia Christian Dior va comercialtzar el primer producte cosmétic -Capture TM-

que incorporava aqüestes vesícules. Tot ¡ que feia mes de 20 anys que s'experimentava amb

els liposomes, la seva aplicado no va ser viable fins que la mateixa companyia no va posar a

punt métodes de producció a gran escala (Redziniak G. i Meybeck A., 1985), ja que les patents

contemporánies proposaven métodes poco gens transferibles a la industria (Manibhai Patel H.,

1985). Des d'enfá, la quantitat de productes que es poden trabar al mercat s'ha incrementat

extenent-se fins al terreny farmacéutic. Aquesta variado d'aplicacions té el seu origen en

l'evolució deis métodes d'obtenció de liposomes, que, en fundó de la seva finalitat, han deixat

d'ésser vesícules constituidos per una superficie lipídica que conté aigua en el seu interior, per

arribar a ser, en un deis casos mes complexos, vesícules on els lípids están coberts d'uns

polímers que fan que els liposomes no siguin eliminats peí sistema immunitari huma, que a mes

teñen anticossos enllacats a la seva superficie externa que els fan interaccionar només amb

cél-lules molt concretes i, finalment, que contenen al seu interior aquós un fármac que actúa

sobre aqüestes cél-lules.

Fou en els anys 1960 quan Bangham et al. (1965) encetaren una serie d'estudis

sistemátics que permeteren caracteritzar la interacció entre els lípids i l'aigua. Pero ja en el segle

anterior, com a mínim el 1854, s'havien observat els fenómens d'inflament que teñen lloc quan

les lecitines es posen en contacte amb medís aquosos (Lassic D.D., 1993). A principis del segle

XX, el 1911, apareixien publicáis dibuixos detallant les estructures microscópiques que es

formen, i que foren batejades com a cél-lules artificiáis. No fou fins que s'associá la formado

d'aquestes estructures al fet de que l'aigua quedava inclosa en elles, que s'iniciá la recerca

científica que en pocs anys incrementa espectacularment el número de grups dedicats al seu

estudi, i que porta a Bangham a difondre-les per televisió, encara per un públic reduit, dins la

serie anglesa de divulgado científica Open University. Poc després el marqueting faria la seva

feina a un altre nivell.

Les característiques deis liposomes están determinadas peí tipus especial de lípids que

els constitueixen ja que no tots els lípids, naturals o artificiáis, poden formar aqüestes vesícules.

Es per aixó que a l'apartat 1.1 es descriuen els principáis components de la superficie deis

liposomes, els fosfolípids, i les propietats que fan d'ells els seus precursors. Els liposomes, pero,

no son les úniques estructures que poden originar-se en interaccionar els fosfolípids i l'aigua.

Hi ha una gran varietat que depén, entre altres factors, de la relació en pes entre ambdós

components i de la temperatura. El comportament de les méseles fosfolípid-aigua

(comportament liotrópic) a diferents temperatures (comportament termotrópic) es descriu a

l'apartat 1.2, on principalment es mostren aquelles agrupacions de fosfolípids que están



relacionadas amb els liposomes.

La ¡nteracció deis lípids que no formen liposomes amb l'aigua sota determinades

condicions permet obtenir sistemes mes o menys estables que teñen diverses aplicacions. Les

característiques d'aquestes méseles d'oli en un excés d'aigua (emulsions o/w), en les que s'han

inclós fosfolípids per a estabilitzar-les, son el contingut de l'apartat 1.3.

La producció industrial de formulacions amb liposomes no va ser possible fins l'aparició

de sistemes de producció a gran escala, de metodología molt diferent a l'emprada en els

laboratoris. Actualment existeixen técniques que son aplicables en aquests dos entorns, fet que

facilita el contacte entre la investigado básica i la seva aplicado. Dos d'aquests métodes es

presenten a l'apartat 1.4: l'un basat en el comportament de les méseles ternaries fosfolípid-

etanol-aigua, i l'altre en la interacció a gran pressió de méseles fosfolípid-aigua.

Com ja s'ha comentat anteriorment, el camp d'aplicació deis liposomes s'ha diversificat

en els darrers 20 anys: des del seu immediat ús com a sistemes model de les membranes

biológiques, avui dia fins ¡ tot s'ha arribat a les aplicacions téxtils. A l'apartat 1.5 es fa una breu

exposició deis variats camps en els que podem trabar referéncies de la seva utilització.

Finalment, donat que el present treball experimental ha estat dirigit cap a la preparado

de formulacions basades en fosfolípids per a la seva aplicado tópica, a l'apartat 1.6 es descriuen

les característiques d'estructura, constítució i fundó de la pell humana, i a l'apartat 1.7 la seva

¡nteracció amb preparacions amb líposomes.

Dibuixos que mostren l'inflament de lípids en aigua apareguts el 1911 en el llibre d'Otto
Lehmenn "Els cristalls fluidificáis" . Extret de "Liposomes" (Lasic D D., 1993)



INTRODUCCIO

1.1 LÍPIDS, TRIACILGLICÉRIDS, I FOSFOLÍPIDS.
Els lípids son molécules que es caracteritzen per la seva molt baixa o nul-la solubilitat

en aigua degut, principalment, a que están constituidos en part o totalment per un esquelet

hidrocarbonat. Entre els lípids complexos (aquells que inclouen ácids grassos en la seva

estructura, Fig. 1) hi ha dos, els triacilglicérids1 i els glicerofosfolípids, que comparteixen un altre

element estructural: el glicerol.

Els triacilglicérids son els lípids mes abundants en els organismes vius i constitueixen

el que anomenem greix, quan a temperatura ambient es presenten en estat sólid, i olis quan ho

fan en estat líquid. Estructuralment están compostos per un glicerol esterificat amb tres ácids

grassos (Fig. 2a). Son la Margada i número d'insaturacions d'aquests els que caracteritzen el

comportament del triacilglicérid amb la temperatura: com mes curta es la cadena de l'acid gras

i/o mes ¡nsaturacions presenta, mes baixa es la temperatura a la qual fon el triacilglicérid.

S'anomenen lípids neutres ja que, degut a la seva composició, son totalment apolars i

insolubles en aigua. En els ésser vius teñen funcions de reserva energética i de transport. En

aquest darrer cas son el component majoritari deis quilomicrons i de les lipoprote'ínes de molt

baixa densitat. Aqüestes vesícules incorporen proteínes i altres lípids a un nucli constitu'ít pels

triglicérids, difonent-se per l'organisme mitjancant la sang. Els olis d'origen vegetal també teñen

un interés nutricional en el cas deis mamífers: tots els ácids grassos que presenten dobles

enllagos en posicions iguals o menors a la 7 respecte del grup metil terminal, son deriváis de

l'acid linoléic i i de l'ácid linolénic incorporáis a la dieta en lípids d'origen vegetal.

La possibilitat de formar emulsions unida a les seves característiques nutricionals, fan

que els triacilglicérids vegetáis siguin els components majoritaris de nombrases preparacions

pera ús parenteral (Aboofazeli et al., 1993; Redden P.R. et al., 1995; Rotenberg M. et al., 1991;

Sjóstróm B. et al., 1993). Com a conseqüéncia de que els ácids grassos insaturats presents en

NOM COMÚ NOM SISTEMÁTIC ABREVIACIÓ NOM COMÚ NOM SISTEMÁTIC ABREVIACIÓ -

Láuric

Mirístic

Palmillo

Palmitoéic

Dodecanóic

Tetradecanóic

Hexadecanóic

9-Hexadecano¡c

CI2:0

CI4:0

CI6:0

CI6:I

Esteáric

Oléic

Linoléic

Ct-Linoléic

Y-Linoléic

Octadecanóic

9-octadecanóic

9,12-octadecanoic

9,12,15-octadecanók

6,9,12-octadecanók

CI8:0

CI8:I

CI8:2

CI8:3

CI8:3

Fig. 1 Ácid grassos naturals mes freqüents.

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



els olis vegetáis resulten útils també en tractaments cutanis, també son presents en moltes

formulacions d'aplicació tópica en forma de cremes.

A la Fig. 2b es mostra l'estructura general deis fosfolípids o glicerofosfolípids. Aqüestes

molécules presenten, des del punt de vista estructural, tres dominis ben diferenciats: el primer

constituTt per dues cadenes d'ácid gras unides, en aquest cas m¡tjan9ant enlla9os éster, al

segon, format peí glicerol, que té, a la posició 3, un substituent polar que presenta un grup fosfat.

A conseqüéncia de la seva estructura els fosfolípids son molécules polars amb carácter amfifílic.

Les cadenes d'ácid gras constitueixen la part apolar deis fosfolípids. La seva composició

i situació de l'enllap amb el glicerol depenen del seu origen: per exemple, la meitat de les

cadenes de la fosfatidilcolina d'ou son saturades, essent la del tipus 16:0 la mes abundant i

ocupant la posició 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 be, la fosfatidilcolina de soja només presenta un 15% de

cadenes saturades. A mes, es possible trabar en un mateix organisme teixits rics en fosfolípids

amb ácids grassos saturáis i insaturats: els fosfolípds que formen part del fluid alveolar deis

pulmons contenen majoritáriament ácids grassos 16:0. Gairebé totes les insaturacions presents

en els lípids naturals son del tipus cis (o Z) i, peí que fa a la conformado deis enlla9os simples

C-C, depén de la temperatura. Quan aquesta es baixa, la molécula no té prou energía com per

que els enllacos simples rotin i adoptin una conformado gauche, en la qual els átoms de carboni

adjacent a l'enllag estarien mes propers entre ells (Fig. 3). En aquesta situació els enlla9os

simples C-C adopten una conformado trans (o anti), que minimítza les repulsions. En

incrementar la temperatura poden superar la barrera energética i, a través de les formes

eclipsades, adoptar les conformacions gauche. Amb prou energía els enlla9os giren lliurement

assolint totes les conformacions.

La presencia de dobles enlla9os en els ácids grassos es un deis principáis factors que

Zona apolar Capgai polar

•CH2-CO-O-CH2
I

•CH2-CO-O-CH
I

•CH2-CO-O-CH2

¡
| sn-2 1

1 ,
sn-31

, CH2
11
1
1

o'
1

• O - P -
|f
0

0-R

Fig. 2 a) Estructura deis triacilglicerols. b) Estructura deis fosfolípids.
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0° 60«
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afecten a l'estabilitat química deis fosfolípids. Els

alquens son centres d'atracció electrófila susceptibles

de reaccions d'addició i d'etapes d'iniciació de

reaccions radicaláries. Aqüestes darreres solen ser

promogudes per radiacions electromagnétiques prou

energétiques, com ara l'ultraviolat. L'etapa de

propagació s'estén rápidament per les cadenes deis Fig. 3 Algunes de les conformacions
fosfolípids adjacents fins que té lloc l'etapa de possibks en la rotado deis enl̂ os sunples

r ' ^ r C-C de les cadenes d acid gras deis
terminado. En aquest estadi es poden donar diferents fosfolípids.

alteracions deis ácids grassos en funció de la quantitat
..--•"" Q

d'oxígen present en el medi (Fig. 4): trencament de la

cadena; formado de peróxids; i aparició de dobles

enlla9os conjugats (que no son presents en els

fosfolípids d'origen natural). Les cadenes d'ácid gras

saturades eviten aquest problemes, es per aixó que

molts fabricants obtenen fosfolípids saturáis a partir „. . „ , , , , - . , , AFig. 4 Productes de degradacio de les cadenes
d'ácid gras com a conseqüéncia de reaccions
radicaláries.

deis naturals, sobre el quals s'han realitzal

hidrogenacions catalítiques.

El grup glicerol actúa com a zona de polaritat mitjana degut ais enlla9os éster amb els

ácids grassos. Cal senyalar que no tots els fosfolípids presenten aquest enlla9os: en els cas deis

plasmalógens hi ha un éter a,p-insaturat en cis a la posició sn-1. Tots els enlla9os amb el g

licerol son susceptibes d'hidrólisi. Quan aquesta reacció té lloc s'originen el que s'anomena

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

la pérdua de totes dues.

Peí que fa posició sn-3 de tols els fosfolípids, está ocupada sempre per I'enlla9 amb el

grup fosfat del cap polar. Aquest correpon a la zona mes hidrofílica de la molécula. Els

substituents enlla9ats al grup fosfat (Fig. 5) condicionen la cárrega global del fosfolípid, la

Grup R

-H

-CH2CHNHj*COa
-CH2CHOHCH2OH
-HC6HS(OH)S

Nom del fosfolípid

Ác. fosfatídic
Fosfatidilcolina
Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilserina
Fosfatidilglicerol
Fosfatidilinositol

Abreviado
PA
PC
PE
PS
PG
Pl

Cárrega

Negativa
Zwiterió
Zwiterió
Negativa
Nevativa
Negativa

Fig. 5 Caps polars mes freqüents, nom i cárrega a pH físfiológic deis fosfolípids corresponents.
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hidrofilicitat, i la possibiliat d'establir ponts d'hidrogen amb altres molécules. El substituent mes

abundant es el grup colina, de manera que s'origina la fosfatidilcolina, el fosfolípid mes abundant

en les membranes biológiques. Degut a la presencia de l'amina quaternária, aquest fosfolípid

resulta ser zwiteriónic a pH fisiológic.

Les característíques d'una molécula de fosfolípid depenen de les diferents convinacions

possibles entre cadenes d'ácid gras i caps polars. La relació entre les árees transversals

d'aquestes zones proporciona el que s'anomena la forma del fosfolípid, un parámetre que

explica en part les diferents estructures que poden formar-se quan té lloc una agregado de

fosfolípids2. En el cas de la fosfatidilcolina (PC) les dues árees son similars, de manera que la

seva forma es la d'un cilindre. Per aquesta rao, quan té lloc l'agregació de varíes molécules

aqüestes formen estructures lamelars (Fig. 6). Son aqüestes 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 conseqüéncia de la temperatura els enllagos simples de les

cadenes d'ácid gras poden girar lliurement, l'área transversal de la zona apolar resulta ser major

que la de la zona polar, i el fosfolípid té una forma cónica que indueix agregacions de micel-les

invertides o hexagonal II. El fenómen contrari es el que té lloc amb les formes liso deis

fosfolípids, de manera que s'agreguen en estructures micel-lars (hexagonal I).

Pero hi ha mes factors que ¡nflueixen en els estats d'agregació possibles. Anteriorment

s'han exposat les diferents conformacions deis enllagos simples C-C. Quan aquests es troben

en una conformado tot-trans, el fosfolípid presenta un estat similar al sólíd, i que s'anomena gel.

En estat gel la zona hidrofóbica té una área transversal menor de la que té quan tots els enllagos

simples giren lliurement (estat de cristall líquid), de manera que, per exemple, la PE en estat gel

forma estructures lamelars. La
Forma Organitzacló Fase Forma Organitzacló Fase

temperatura en la qual te lloc la

transido des de l'estat gel al

cristall líquid, temperatura de

transido, es característica de

cada fosfolípíd, ¡ el seu valor es

inversament proporcional al

número d'insaturacions de les

cadenes d'ácid gras, i

dírectament proporcional a la

seva Margada i a la quantiat

d'enllagos d'hidrogen que els

Hexagonal I Hexagonal II

Con invertit Micel les Con Micelles
invertides

Lamimar Ap
VÍ

Laminar

Cilindre Bicapa "Mésela" Bicapa

Fig. 6 Formes moleculars i estats d'agregació que originen.

: Aquest parámentre por quantifícar-se amb l'empaquetament, que val P=V/(a.l), on Kés el
volum molecular, a es l'área del cap9al polar, i / es la Margada de les cadenes d'ácid gras.
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caps polars estableixen entre ells3. Aqüestes variables son algunes de les que s'empren per

dissenyar liposomes que, constituits majoritáriament amb PE, alliberen el seu contingut en fundó

del pH o de la temperatura de l'entom en el qual es troben (Collins D. et al., 1990; Hazemoto N.

etal., 1993).

La temperatura de transido té un efecte directe sobre la permeabilitat de les bicapes deis

liposomes per a diferents soluts. En estat gel la seva rigidesa dificulta la difussió passiva des

d'un costat a altre, mentre que en estat líquid (cristall-líquid) la permeabilitat es major. A la

tempetaura de transido mostren una permeabilitat encara superior degut a la coexistencia de

dominis de les dues fases, de manera que les membranes presenten ¡rregularitats estructuráis

que afavoreixen la circulado de molécules.

1.2 ELS SISTEMES BINARIS FOSFOLÍPID-AIGUA.
Els fosfolípids presenten una solubilitat máxima molt baixa en aigua, amb un valor una

mica menor a 10"7 M (aprox. 0,75 ug/mL). Per sobre d'aquesta concentrado les molécules

s'agregen i formen estructures on la relació fosfolípid/aigua i la temperatura son els factors mes

determinants. A la Fig. 7a es mostren algunes de les diferents associacions possibles de

fosfolípids (Sackmann E., 1982). Observis com en totes elles h¡ ha una ordenado de les

molécules formant zones comuns hidrofóbiques amb les cadenes hidrocarbonades i hidrofíliques

amb els caps polars. Cadascuna de les estructures anteriors presenta propietats diferents que

teñen significado biológica en fenómens com la fusió o la permeabilitat cel-lulars. La Fig. 7b es

el diagrama de fases d'un fosfatidilcolina d'origen natural. Les diferents fases que h¡ apareixen

están constitu'ídes per algunes de les estructures anteriors. La mes habitual en els sistemes

biológics él la lamelar, en la qual les cadenes hidrofóbiques es sitúen en la zona interior de

bicapes que presenten els caps polars en contacte amb el medi aquós. Quan el contingut

d'aigua es sitúa entre, aproximadament, el 5 i el 45 % en pes, el resultat es una serie de bicapes

apilades les unes sobre les altres. Quan la temperatura está per sobre de ia temperatura de

transido Tc, indicada amb una línia discontinua a la part inferior del gráfic, es coneix com a fase

lamelar fluida La, en cas contrari les bicapes esdevenen la fase lamelar gel L p. Com s'observa,

la Tc varia en fundó del contingut d'aigua de la mésela. 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 aquós. El resultat es una suspensió de vesícules en un medi continu, l'aigua: el sistema

está format per dues fases diferents.

Com a conseqüéncia de les insaturacions, la gran majoria de les membranes biológiques

están en fase La, al igual que tots els liposomes que s'obtinguin amb fosfatidilcoJines

3L'efecte de les insaturacions i la llargada de les cadenes d'ácid gras explica el comportament
deis triacilglicérids amb la temperatura descrit anteriorment.



10

Liquida \ Dues fases liquides
V-

H¡0

Laminar La Liposomes H,O (% p/p)

Fig. 7 a) Exemples d'estructures liotrópiques deis sistemes fosfolípid-aigua. b) Diagrama de fasses de la fosfatidilcolina
d'origen natural (adaptat de Lasic D.D., 1993).

¡nsaturades. La Tc d'aquests tipus de membranas es sitúa entre -15 i -7°C.

Poden formar-se diferents tipus de liposomes atenent a la seva grandária i al número de

bicapes que contenen. El rang de diámetre de les vesícules es sitúa entre un valor mínim

assolible d'aproximadament 15 nm, i els varis micrómetres. El límit inferior es degut a les

restriccions estériques que teñen lloc a la vesícula en teñir un radi de corvatura tan petit i una

ampiada mitjana de la bicapa de 4 nm. Els liposomes amb diámetres 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 deis SUVs. Com s'observa, el rang de grandáries deis liposomes

abasta un ordre de magnitud, fet que els hi dona característiques molt diferents que permeten

diferents aplicacions. Es importan! teñir en compte que les preparacions están formades per

vesícules de radis diferents i que, en el millor deis casos, s'obtenen distribucions unimodals amb

poca dispersió de grandáries. Segons la quantitat de bicapes s'acostuma a diferenciar entre

liposomes unilaminars (amb una), oligolaminars (amb varíes), i multilaminars (amb moltes). En

ocasions també es parla de liposomes multivesiculars, els quals están contituTts per varis

liposomes envoltats per una bicapa.

L'obtenció de liposomes amb unes característiques de grandária i número de bicapes

determináis está en relació amb el métode de preparado. Ja s'ha descrit anteriorment que els

primers estudis de les interaccions entre lípids i aigua posaren de manifest Pinflament i formació

d'estructures visibles amb el microscopi óptic. Si un sistema com aquest es sotmés a agitado

s'indueix la formació de líposomes multilamínars grans (MLVs). Aqüestes suspensions

acostumen a ser poc estables, produint-se agregadons, fusions i sedimentació de les vesícules.

Com que es el métode mes simple d'obtenció de liposomes, amb freqüéncia es el primer pas

de molts altres que impliquen tractaments posteriors. Altres métodes mes sofisticáis permeten

aconseguir liposomes de grandária definida amb un única bicapa.

El volum encapsulat pels liposomes es una funció directa de la seva grandária i del
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número de bicapes. Per a una concentrado determinada de fosfolípids, el percentatge de volum

de la dispersió encapsulat en liposomes unilaminars es una funció directa del radi vesicular al

cub. Si els liposomes incorporen mes d'una bicapa disminueix l'eficácia d'encapsulació, es a dir,

la relació entre el volum encapsulat per mol de fosfolípid. Aquest fet es deu principalment a que

diferents bicapes comparteixen part del volum encapsulat i, en menor grau, a que les bicapes

de les vesícules interiors exclouen dissolvent.

La utilitat deis liposomes com a vehicles peí transport de substancies está relacionada

amb les dues fases que els constitueixen. L'interior aquós permet encapsular substancies

hidrosolubles, mentre que la part interna de la bicapa pot incorporar molécules hidrofóbiques

com ho son altres lípids no formadors de bicapes (colesterol, a-tocoferol, etc) o fármacs difícils

d'obtenir en disolucions aquoses.

L'estabilitat física de les preparacions amb liposomes depén, si no hi ha alteració química

de la mostra, de la grandária i composició deis liposomes. Les vesícules de gran diámetre

constituídes per fosfolípids neutres sedimenten, i les de diámetre menor també poden fer-ho con

a conseqüéncia de fenómens d'agregació i fusió. En tots dos casos, la inclusió de fosfolípids

carregats alenteix tots els procesos com a resultat de les forces de repulsió que s'estableixen

entre les bicapes. L'eficácia d'aquesta mesura depén de l'apantallament que tinguin les

cárregues com a conseqüéncia de la naturalesa -deis ¡ons presents i de la seva concentrado en

el medí aquós. Peí que fa a la temperatura, en general es recomana la conservado a 4°C. Cal

teñir en compte que, en el cas deis SUVs, remmagatzematge a temperatures per sota de la

temperatura de transició afavoreix la fusió entre vesícules ja que, donada la rigidesa de les

bicapes i el seu petit radi, teñen una tensió elevada que es minimitza en formar liposomes mes

grans.

Una altra mena de vesícules relacionada amb els liposomes son els niosomes. Aquests

están constituits per molécules amfifíliques no ióniques (Fig. 8) que en medis aquosos formen

els liposomes-no-iónics. Els métodes de preparado son similars ais deis liposomes, i al igual que

aquests poden incorporar tant substancies hidrofíliques com hidrofóbiques, fet peí qual en moltes

ocasions el productes que els contenen incorporen colesterol.

R-O-CH2(CHO)nH R-O-(CH2CH2O)nH
I
CH2OH R,-O

I
R,-O CH2OH CH2

I I I
R2-CH2-O-CH2-(CHO)nH R2-CH-O(CH2-CH2-O)n H

Fig. 8 Molécules formadores de liposomes no ionios o niosomes. n oscil-la entre 3 i 8. R, i R¡ son cadenes
hidrocarbonades que contenen entre 12 i 16 átoms de carboni. (Adaptat de Lasic D.D., 1993).
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1.3 EMULSIONS OLI/AIGUA (O/W).
El carácter apolar deis triacilglicérids causa que, en presencia d'aigua, el sistema tendeixi

a teñir la mínima superficie de contacte entre els dos líquids. Aquest fet origina que les dues

fases esdevinguin ¡mmiscibles espontániament, i que en el cas en que un aport energétic causi

la dispersió d'una d'elles dins de l'altra (una emulsió), el sistema evolucioni de manera mes o

menys rápida cap a l'estat inicial.

Per tal d'incrementar l'estabilitat de les emulsions, s'introdueix en una de les fases, o en

totes dues, substancies que son adsorbides a les interfases que es formen entre Poli i l'aigua.

Aqüestes substancies, conegudes com a emulsionants, permeten la divisió d'una de les fases

(fase interna o dispersa) dins de l'altra (fase externa o continua). El grup d'emulsionants mes

emprat correspon ais tensoactius, que acostumen a estar constituíts per un grup polar enlla9at

a una cadena hidrofóbica i son, pertant, son amfifils. Se'ls classifica segons la seva cárrega en:

aniónics, catiónics, anfóters i no-iónics. En els no-iónics acostumen a teñir funcions alcohol i

enlla9os éter, els quals els h¡ proporcionen el carácter polar.

Cal teñir en compte que quan un olí i l'aigua s'emulsionen, poden obtenir-se dos tipus

de producte: una emulsió w/o o una elulsió o/w4. El resultat final es fundó deis volums relatius

de cada fase i deis emulsionants emprats. El carácter mixte deis emulsionants es quantifica

mitjancant el balan? hidrófil-lipófil (HLB), un valor semi-empíric 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 son dispersables en olis,

i entre 10 i 40 que ho son en medí aquós (Albiol M., 1973). Per méseles d'emulsionants, el valor

d'HLB resultant es la mitjana proporcional ais pesos de cadascun en la mésela:

HLBmescla = í («/o), HLBt Eq. 1
/-i

on:
(%)¡ indica el percentatge en pes de la substancia en la mésela,
HLB,: indica I'HLB de la substancia i.

A partir del balan? hidrófil-lipófil i deis percentatges en pes de cada component, es pot

determinar la mésela d'emulsionants óptima per que una emulsió amb una relació de volums

concreta adopti la forma o/w o w/o (de Lúea M. et al., 1991; Tadros T.F., 1992; Wilkinson J.B.,

1973).

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

de problemes: la formado de crema, el trencament de l'emulsió, i la inversió de fase.

4També es poden formar les emulsions múltiples o/w/o i w/o/w.
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Quan es forma la crema (l'emulsió es crema), té lloc la separado en dues o mes fases

cadascuna de les quals conté vesícules de diferent grandária. A les emulsions o/w, la fase

oliosa sura, mentre que a les w/o l'aquosa sedimenta. Aquests procesos son el resultat de la

diferencia de densitat entre les dues fases constituents, i es minimitza augmentant la viscositat

de la fase continua i disminuint la grandária de les vesícules de la fase dispersa. En la majoria

de casos la fase dispersa encara existeix en forma de vesícules, de manera que l'agitació del

producte el reverteix al seu estat original.

Una emulsió es trenca quan les fases constituents deixen d'estar disperses i l'agitació

no aconsegueix dur el sistema a l'estat inicial. Aquest fenómen es la conseqüéncia de

l'agregació (floculado) i posterior fusió (coalescéncia) de les vesícules de la fase dispersa

formant altres de grandária major. Per tant, el número de vesícules de l'emulsió disminueix

paral-lelament a Tarea ¡nterfacial entre les dues fases. Aquests procesos s'esdevenen

consecutivament fins que els sistema be forma dues fases separados, be assoleix una grandária

crítica de vesícules que esdevenen estables. Tant les altes com les baixes temperatures

indueixen al trencament de les emulsions.

La reversió de fase es produeix quan la fase dispersa d'una emulsió passa a ser la

continua. Una de les causes d'aquest fenómen en les emulsions o/w es l'evaporació d'aigua, ja

que té lloc un canvi en els volums relatius de cada fase. La reversió de fases no es sempre un

fenómen a evitar, ja que en ocasions es emprada com a métode de preparado d'emulsions.

Per a la determinado de l'estabilitat de les emulsions es realitzen proves d'envelliment

accelerat a 40°C, realitzant controls de degradado química i d'estabilitat física. La resistencia

a la centrifugado (i ultracentrifugació) es un métode molt útil, pero tot i ['equivalencia del

producte g x t, resulta ésser mes un métode comparatiu que un indicador absolut de l'estabilitat

de les emulsions5.

1.4 PREPARACIÓ DE LIPOSOMES I D'EMULSIONS

O/W A GRAN ESCALA.
La gran majoria de métodes d'obtenció de liposomes a escala de laboratori son inviables

per a l'obtenció de grans volums de mostra. Aquesta restricció fa que la producció a escala

industrial per a ús amb humans estigui reduída a poques variacions, les quals están basades

en els mateixos procediments: la mésela amb aigua de dissolucions etanóliques de fosfolípids,

i la interacció sota condicions d'alta pressió de méseles poc elaborades de fosfolípids i aigua.

5 A baixes gravetats, els resultáis d'una centrifugado a g gravetats durant un temps t, son comparables ais
d'altres condicions de gravetat i temps que tinguin el mateix valor del producte g x t. Per tant, les centrifiígacions
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 proposá el

primer métode per obtenir liposomes a partir

de dissolucions de fosfolípids en etanol

(Batzri S. i Korn E., 1973). El procediment,

conegut com a ¡njecció etanólica, consisteix

en l'addició a un medi aquós en agitado

d'una dissolució de fosfolípids en etanol a

través d'una xeringa. En les noves

condicions els fosfolípids s'hidraten i formen

liposomes, quedant l'etanol formant part del

medi hidrófil6. Les característiques de la

suspensió de liposomes depenen de la

velocitat d'injecció i de la concentrado de

<0 60

Etanol (% p/p)

Fig. 9 Diagrana de fases teman del sistema fosfatidtlcolina-
etanol-aigua a 20°C. (Adaptat de Perret S. et al., 1991).

fosfolípids en la dissolució etanólica (Pons M. et al., 1993). Per tal d'incorporar molécules ais

liposomes només cal que el medi aquós siguí una dissolució de la substancia a encapsular.

Aquest métode presenta l'avantatge de que es escalable a nivell industrial, arribant a realitzar-se

simplement mitjan?ant la mésela directa deis dos medís. El principáis inconveniente son la

relativament baixa solubilitat de la fosfatidilcplina en etanol (aproximadament 40 mM), que

¡mpedeix assolir concentracions elevadas de liposomes, ¡ el poc control que s'excerceix sobre

la grandária de les vesícules.

La injecció etanólica ha donat lloc a variacions. En una d'elles, l'etanol es substitu'rt per

éter, que solubilitza mes quantitat de fosfolípids i es pot eliminar del medi aquós amb facilitat.

Mes recentment s'ha desenvolupat un métode en el qual el feix que s'injecta es expossat a un

buit parcial, de manera que el dissolvent orgánic s'evapora rápidament i tot seguit el fosfolípid

es resospén en el medi aquós (Buboltz J.T. i Feigenson G.W., 1999).

Una altra variado que facilita la produció industrial está bassada en l'ús de méseles

temáries fosfolípid-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 fosfolípid emprat es la fosfatidílcolina. Les diferents

relacions en pes entre els tres product.es sitúen les méseles en tres fases ben díferenciades: una

dissolució del fosfolípid en un medi hidrófil constitu'ít per l'aigua i l'etanol, una fase formada per

bicapes de fosfolípid apilados i separados peí medi hidrófil, i una suspensíó de liposomes. El

métode de produció de liposomes conegut com Pro-Lipo S es basa en aquest diagrama de

fases. El sistema está formal per una mésela homogénia de fosfolípids/etanol/glicerol/aigua en

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

sEstrictament, l'etanol es reparteix entre les dues fases: el medi aquós i les bicapes. La constant de
repartiment (K=0,522 g etanol per g fosfolípid / g etanol per g d'aigua; Perret S. et al., 1991) i el fet de que la fase
majoritária es l'aquosa, permet realitzar ¡'aproximado de que l'etanol forma part de la fas continua.



INTRODUCCIO 15

amb aigua (o tampó) i amb agitado moderada s'indueix la formado deis liposomes, de manera

que encapsulen el medí aquós i el que aquest contingui. Degut a que la fase lipídica está

constituida per una mesda de fosfolípids, un 20 % p/p d'ells amb cárrega, els liposomes son

oligolaminars i d'un diámetre aproximat d'1 um. Si el que es pretén es encapsular molécules

hidrofóbiques, només cal addicionar-les al producte i homogeneitzar la mésela abans de l'addició

del medi aquós.

El métode es 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 dissolució/mol fosfolípid, en fundó de la mésela de lípids).

L'altre gran grup de métodes d'obtenció de liposomes está basat en aplicar altes

pressions a méseles de fosfolípids en aigua, de manera que s'homogenitzen i formen vesícules

de grandária menor a la inicial (Bachmann D. et al., 1993; Brandl M. et al., 1990; Mayhew E. et

al., 1984). Aquesta metodología també es útil per a la preparado d'emulsions (Lidgate D.M. et

al., 1992; Sjóstróm B. i Bergenstahl B., 1992). En alguns casos els sistemes porten acoblades

membranes amb porus de diámetre definit, de manera que pot controlar-se amb molta precisió

el diámetre final de les vesícules (SchneiderT. et al., 1994; Turánek J., 1994).

Un deis homogenitzadors a alta pressió que ofereix el mercal es el Microfluidizer. Aquest

aparell (Fig. 10) consta d'un reservón on es deposita la mésela de fosfolípids en medi aquós, la

qual es impulsada a alta pressió mitjan9ant una bomba pneumática a través d'un prefiltre amb

porus de 5 um diámetre i, posteriorment, entra en una cambra d'interacció on el flux es dividit

en dues parts. A continuado els dos fluxos es junten a alta velocitat i pressió mentre circulen per

microcanals cerámics de grandária

definida, on es donen fenómens de

cavitació. El flux final pot retornar al

reservón inicial mesclant-se amb la resta

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

cap a un redpient extern. En el primer cas

l'aparell funciona com un reactor de tañe

agitat, mentre que en el segon ho fa de

manera equivalent a un reactor de flux en

pistó. L'aparell disposa d'una conducció

que pot ser canviada per una altra en

forma de serpentí per tal de termostatar la

mostra. La pressió de treball es regulable:

Fig. 10 Esquema del Microfluidizer 1 IOS. La selecció de la en el model 110S (d'escala laboratori) pot
posició de la válvula A permet operar recirculant la mostra oscj,.|ar entre 1f35.1fy Pa ¡ Q.BS.K/Pa .

Bany terniostátic

Dipósit

Aire

Cambra d'interacció

Coinpressor

Aire

processada al reservón de l'aparell o dipositant-la en un recipient
extern. Aquests valors permeten tractar mostres
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molt concentrades, de fins 225 mg fosfolípid/mL, de manera que la dilució posterior de la

preparado rendeix grans volums de producte. El flux depén de la viscositat de la mostra i de la

pressió de treball. Amb suspensions diluídes, de viscositat semblant a la de l'aigua, els seus

valors mínim i máxim son 20 i 200 mL/min.

Les característiques deis liposomes que s'obtenen son en major grau depenents de la

pressió de treball i del número de cicles que es processa la mostra. En augmentar aquests

parámetres disminueix el diámetro deis liposomes, de manera que una suspensió inicial

constituida per MLVs pot esdevenir de SUVs. La majoria de suspensions que s'obtenen no son

unimodals, sino que presenten vesícules de diámetres dissemblants. Per tant, en cas necessari,

es precís ajustar molt be les condicions de treball per aconseguir poblacions de diámetre

uniforme, i en ocasions, en funció de les característiques de la mostra, aixó pot no ser possible.

Hi ha dues característiques mes molt ¡mportants que fan que el Microfluidizer sigui apte

per a la producció industrial: d'una banda la possibilitat d'esterilitzar els components de l'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 mes estrictament els sistemes fosfolípid-aigua, s'utilitzen en nombroses

disciplines científiques amb finalitats molt diferents, pero que globalment poden ser agrupades

en ciencia básica i en aplicacions mediques. En el primer grup destaquen els estudis relacionáis

amb el seu ús com a models de membranes biológiques, amb aplicacions com la reconstitució

de prote'ínes de membrana, la determinado de permeabilitat, o els estudis de les formes de les

vesícules. Pero son les aplicacions mediques les que causen un major número de publicacions

i les inversions económiques mes importants.

El fet que els liposomes puguin encapsular tant molécules solubles en aigua com

molécules hidrofóbiques, va fer pensar en ells, des de l'inici de la recerca científica, com a

vehicle per a la dosificado de fármacs. L'efectivitat d'un fármac es un balan9 entre els efectes

terapéutics i els no desitjats. En moltes ocasions, els efectes secundaris nocius son una

conseqüéncia de l'acció de la molécula administrada sobre organs o sistemes ais quals no va

dirigida. Es per aquest motiu que el sistema amb el qual es fa arribar el fármac al seu objectiu

resulta tant important com Peficácia de la propia molécula.

El que s'ha anomenat com a liposomes de primera generado, va constituir el primer

intent per adrecar els fármacs de manera que augmentes la seva eficacia terapéutica.

L'endocitosi, o ('aproximado i posterior alliberament del material encapsulat vora les cél-lules

diana, eren els mecanismos previstos per a la millora terapéutica. En aquests liposomes, les
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membranes están constituidas únicament per lípids i, en alguns casos, incorporen tensioactius.

Son vesícules simples que encapsulen molécules hidrosolubles en el seu espai aquós intern,

0 hidrofóbiques a la membrana. Aquests vehicles son biodegradables, els seus subproductes

de degradado no son tóxics, i, la gran majoria, no presenta efectes antigénics importants, de

manera que son un medi inocu apte peí transport de fármacs.

Els primers obstacles que es van haver de superar foren que els liposomes tinguessin

una capacitat d'encapsulació i de retenció del fármac elevadas. Aqüestes necessitats

promogueren el desenvolupament d'un gran número de métodes d'obtenció de liposomes, de

manera que actualment es pot escollir entre un gran número de protocols que proporcionaran

liposomes de diferent diámetre, amb una, varíes o moltes bicapes. La major part d'aquests

métodes, pero, no son aplicables a escala industrial. A mes del tipus de vesícula, també s'han

desenvolupat métodes molt diferents per a encapsular els fármacs. Les variacions en el grau

de saturado de les cadenes d'ácid gras, en el cap polar deis fosfolípids, o entre el medi extern

1 el medi intern deis liposomes, per citar algunes, proporcionen diferents graus d'encapsulació

que depenen de les característiques del fármac (Kulkarni S.B. et al., 1995). Moltes d'aquestes

modificacions afecten a l'altre objectiu, la retenció del fármac. Per exemple, la inclussió de

colesterol a les bicapes fa disminuir la seva permeabilitat, al igual que ho fan els fosfolípids

saturats per sota de la temperatura de transido. La selecció de sistemes amb alguna d'aquestes

modificacions ha fet possible formulacions amb liposomes que teñen per objectiu l'administració

oral (AI-Meshal M.A. et al., 1998; Maitani Y. et al., 1996; Regnault C. et al., 1996).

L'administració endovenosa de liposomes amb fármacs va haver de salvar, en primer

lloc, la seva desestabilització per part de les lipoprote'ínes d'alta densitat (HDL), fenómen que

s'eliminá en vesícules que inclogueren colesterol i/o fosfolípids que a la temperatura corporal

estessin en la fase gel (Gregoriadis G., 1995). D'aquesta manera s'augmentá notablement el

temps de residencia deis liposomes en el torrent sanguini, factor que ha permés la creació i

comercialització 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 circulado ilimitat

en el torrent sanguini, ja que el liposomes també son elimináis per acció deis macrófags del

sistema del reticle endotelial, en especial del fetge i la melsa, com a conseqüéncia de la seva

opsonització previa en la sang. Aixó permet tractaments que tinguin per objectiu aquest sistema.

Pero tot i que la cinética d'aquesta eliminado s'ha mostrat depenent de la grandária deis

liposomes, resultan! les vesícules mes petites les mes estables (Harashima H. et al., 1995), ha

estat necessari desenvolupar estratégies per tal d'eludir l'acció deis macrófags quan la diana

biológica era una altra.

Es aquesta necessitat la que origina els liposomes de segona generado, els quals, en

un principi, contenien majoritáriament fosfolípids saturats, colesterol, i polietilenglicol d'un pes

molecular aproxima! de 2000 Da unit covalentment a fosfatidiletanolamina (Woodle M.C. i Lasic
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D.D., 1992). Actualment s'empren diferents fosfolípids enllagats al polietilenglicol, de manera que

es poden obtenir liposomes neutres, amb cárrega positiva o negativa (Webb M.S. et al., 1998).

En tots els casos els liposomes presenten el polímer exposat al medí aquós. Aquests liposomes

teñen un temps de circulado en sang molt elevat en comparado amb el deis que careixen de

polímer com a conseqüéncia de la redu'ída adsorció d'opsonines. Els resultáis han portat a la

comercialització d'aquesta mena de suspensions de liposomes amb fármacs amb activitat

citostática, preparacions que mostren, a mes, una toxicitat reduída (Gregoriadis G., 1995; Lasic

D.D., 1996). L'ús de polimers no ha quedat limitat al camp deis liposomes, sino que també s'han

preparat micel-les de polientilenglicol per transportar fármacs (Trubetskoy V.S. i Torchilin V.P.,

1996).

La tercera generado de liposomes la constitueixen els immunoliposomes: liposomes que

teñen associats anticossos monoclonals (Morí A. et al., 1993). Els métodes d'unió deis

anticossos van des de la simple adsorció per interacció amb la membrana, fins a I'enlla9

covalent en un extrem de polietilienglicol que forma part del liposomes (Blume G. et al., 1993).

El llarg temps de circulado d'aquesta mena de vesícules unit a la presencia deis anticossos fan

que esdevengui un vehicle totalment dirigit cap a les cél-lules diana (Alien T.M., 1998; Lasic

D.D., 1998).

Dins del camp medie i veterinari, els liposomes de primera generado están substituint

a molts deis adjuvants clássics de les vacunes, la majoria deis quals presenten cert grau de

toxicitat (Gregoriadis G. et al., 1996; McEIrath M.J., 1995). Es precissament l'eliminació deis

liposomes per part deis macrófags del sistema del reticle endotelial, el que ha possibilitat

aquesta aplicació. L'eficácia de les noves formulacions depén, pero, de l'antigen emprat. La

mateixa suspensió de liposomes pot no mostrar-se efectiva amb diferents antígens tot i que

s'incloguin modificacions generalment beneficioses com la inclussió de lipopolisacárids i de

lípids carregats positivament. Aquest comportament está lligat ais mecanismes d'interacció entre

les vesícules i els antígens, que determinen com aquests darrers son expossats al sistema

immune. Segons es produeixi encapsulació a l'interior de la vesícula, o inclussió (o adsorció)

a la membrana, el mecanisme d'activació será diferent. Es per aixó que en alguns casos

s'associa l'efectivitat de les preparacions a un lent alliberament de l'antigen i en altres a la seva

exposició al medi extern. En ocasions s'han preparat liposomes amb els antígens s'han enllafat

covalentment a les bicapes pero, per les raons anteriors, aqüestes técniques no determinen

l'efectivitat (Fortín A. et al., 1996; Thérien H.M. i Shahum E., 1996). Com a resultat mes

destacable troben la comercialització d'una vacuna per humans contra ('hepatitis A.

Una altra aplicació deis liposomes está situada dins del camp de l'enginyeria genética.

Des de fináis de la década de 1980, quan es van comercialitzar amb aquest fi, s'empren com

a vehicle pera la introducció de gens dins de cél-lules en cultius (transfecció) i en viu, amb una

eficiencia major que altres métodes basats en la desestabilització de les membranes cel-lulars
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(Pinnaduwage P. et al., 1989). Les primeras composicions estaven basades en liposomes

clássics que encapsulaven petits fragments de DNA al seu interior. La poca capacita! de

transfecció va fer incloure fosfolípids desestabilitzadors de bicapa com la fosfatidiletanolamina

per tal que, després de l'endocitosi, els liposomes es desestabilitzessin abans de la fusió amb

els lisosomes, orgánol on el DNA resulta malmés. D'altra banda, per tal de promoure la fusió

amb la membrana plasmática s'incorporaren agents fusogénics com protemes viráis o

polietilenglicol amb pes aproximat de 12.000 Da. Pero les millores mes significants es produíren

en incloure lípids 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, sino que les vesícules s'han

desestabilitzat i el resultat es un macro-complex formal per lípids i DNA. Consegüentment, les

formulacions poden obtenir-se simplement per mésela deis segments de DNA amb lípids

catiónics monomérics o micel-lars (Harvie P. et al., 1998), pero l'eficácia ¡n vivo augmenta si,

juntament ais complexos lípid-DNA, també hi ha liposomes catiónics (Song Y.K. i Liu D., 1998).

Tenint en compte les característiques própies del diferents tipus de liposomes de cada

generado, s'han realitzat estudis amb animáis per tal d'avaluar el seu ús com a vehicles per

agents emprats en diagnosi médica mitjanfant imatge (Lasic D.D., 1993). Així, l'encapsulació

de molécules iodades radioopaques (SchneiderT. et al., 1995), de radionucleótids 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 mes espectacular correspon, probablement, a

l'encapsulació de gas per obtenir imatges per sonografia. En aquests casos s'aprofita la hidrólisi

del bicarbonat encapsulat en liposomes per a obtenir in situ el gas. En els assajos realitzats en

animáis s'han obtingut imatges de bona qualitat, mostrant baixa toxicitat (Unger E. et al., 1994).

També s'está investigant la viabilitat deis liposomes com a eritrócits sintétics (Brandl M.

i Gregoriadis G., 1994; Szebeni J. et al., 1999) i transportadora de porfirines (Maman N. i Brault

D., 1998), o com a vehicles per a l'admisnistració de fármacs per vies respiratóries (Ahn B.N.

et al., 1995; Schreier H. et al., 1994a), expectatives que incrementen encara mes les seves

possibles aplicacions mediques.

Fora ja del camp medie, podem trabar referéncies i patents on els liposomes actúen com

a agents que incrementen la capacitat de tinció de teixits disminuint alhora la concentració deis

residus contaminants d'aquests procesos industriáis (de la Maza A. et al., 1998; Dueñas P. et

al., 1997).

1.6 ESTRUCTURA DE LA PELL HUMANA.
La dosificació de liposomes amb o sense fármacs per vía tópica es una de les
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Fol líele pilos Glándula scbácia

Xarxa vascular

Fig. 11 a i b) Esquemes de l'estructura de la pell humana, c) Imatge de repiderniis. d) Imalge de la part mes externa
de 1'epidermis amb tinció fluorescent per tal de visualitzar l'estrat conii.
D: dermis; B: estrat basal; C: estrat comi; E: estrat espinos; G: estrat granulos, (a i b adaptáis de Potts R.O. et al.,
1992;cidadaptatsdeBerlinerD. etal., 1991).

aplicacions mes esteses d'aquestes vesícules. Abans de fer referencia ais resultáis ¡

mecanismes d'acció que es proposen, es necessari teñir en compte l'estructura i funció deis

diferents estrats de la pell humana.

Des del punt de vista estructural la pell humana está formada per tres dominis diferents,

que des del mes extern al mes intern son ('epidermis, la dermis i la hipodermis (Fig. 11). Les

diferencies son degudes a la composició particular de cadascuna d'elles i a la seva funció

biológica.

L'epidermis es el teixit mes extern de l'organisme, fet peí qual es el que en primera

instancia el protegeix de l'entorn. No conté circulació sanguínia, ni limfática, ni sistema nervios

i, en els aproximadament 120 um de gruix que té podem trabar, com a cél-lules mes nombrases,

els queratinócits ¡ els melanócits.

Els queratinócits constitueixen mes del 90% de les cél-lules presents a ('epidermis, i

reben aquest nom per que durant el seu cicle vital produeixen una proteína anomenada

queratina. El pes molecular de la queratina depén de l'estadi concret en el qual es traba el

queratinócit, pero en tots els casos es tracta d'una proteína amb una gran resistencia química

i física, insoluble, i amb ponts d'hidrógen ¡ disulfur intramoleculars que li confereixen dos dominis

d'hélix alfa.

Les diferents etapes del cicle deis queratinócits donen lloc a cadascun del estrats amb

que es diferencia l'epidermis que, des del mes intern al mes extern, son el basal, l'espinós, el
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granulos, i el corni (Fig. 11).

L'estrat basal forma una filera en el límit amb la dermis. Els queratinócts aquí es

distribueixen paral-lels a la superficie de la pell, mostren una gran activitat mitótica, i están fixos

a la unió dermo-epidérmica, fet que els confereix una funció estructural.

L'estrat espinos el formen entre 5 i 10 files de cél-lules poligonals en mosaic que

s'aplanen en apropar-se a la superficie cutánia. Reben el nom per raspéete espinos que

presenten com a conseqüéncia d'unes unions entre cél-lules adjacents (desmosomes).

Per sobre d'aquest trobem l'estrat granulos, amb 2 o 3 fileres de cél-lules aplanades.

Aqüestes, en fusionar-se per formar part de les estructures l'estrat corni, alliberen uns

corpuscles ríes en lípids (corpuscles d'Odland).

L'estrat epidérmic mes extern correspon al corni, que es el que en major grau

desenvolupa la funció barrera de la pell, evitant la pérduda d'aigua corporal i protegint

l'organisme del medi exterior. El component fonamental de l'estrat corni son els corneócits que,

própiament, no son cél-lules, sino estructures mortes anucleades completament plenes de

queratina d'alt pes molecular. Teñen forma polihédrica plana amb un gruix que oscil-la entre 0,5

i 1 um, i una llargada mitjana de 30 um, organitzant-se en capes parcialment solapades de fins

a 20 unitats. Els corneócits adjacents teñen unions mitjan9ant desmosomes modificats, i entre

tots ells hi ha una matriu formada per aigua i lípids provinents de la fusió de les cél-lules de

l'estrat granulos. Aquests lípids son, básicament, ceramides, colesterol, ácids grassos lliures

¡ sulfat de colesterol. La matriu que formen está ordenada en estructures laminars que alternen

zones hidrofíliques i zones hidrofóbiques, amb una ampiada total mitjana de 200 nm. Per tant,

ens trobem amb un sistema liotrópic que necessita mantenir la relació entre els seus

components per tal de preservar l'estructura i, consegüentment, les seves funcions. Una

d'aquestes funcions es l'estructural, actuant com a lligant deis queratinócits i regulant el seu

desprendiment per exfoliado. En segon lloc, juntament amb els corneócits, les estructures

laminars regulen la pérduda d'aigua del eos huma (pérduda transepidérmica), ja que

constitueixen una serie barreres que dificulten el seu pas.

En conjunt, l'epidermis constitueix un sistema en continua renovado, en el qual les

cél-lules basáis aporten les que, després d'un procés de migració i diferenciado, constituirán

l'estrat comi i, finalment, es desprendran de la pell. En els humans el procés de renovació total

dura entre 20 i 40 dies.

Moltes de les funcions i característiques de la pell depenen del bon estat i funcionament

de la renovació cel-lular. Per exemple, la pell seca mostra una manca d'aigua a la part mes

externa de l'estrat corni, de manera que els lípids perden ('estructura laminar i es produeix una

descamado anómala. L'estructura laminar també depén de la composició lipídica, per tant es

important que no hi hagui alteracions en la seva proporció (Fig. 12).

El segon tipus de cél-lula majoritária que hi ha a ('epidermis, el melanócit, es troba en
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menor quantitat que els queratinócits. Els melanócits están situáis entre els queratinócits basáis

en una relació aproximada del 10 %, i fixats a la unió dermoepidérmica. El seu nom es deu a que

sintetitzen la melanina, substancia que té, principalment, una activitat fotoprotectora de

l'ultraviolat, tot i absorbir la radiado electromagnética compresa entre els 200 i 2400 nm. La

melanina, un cop sintetitzada, es transferida ais queratinócits que, en migrar, estenen l'activitat

anti-radiació per tota l'epidermis.

Per sota de repidermis es troba la dermis, que té una ampiada que oscil-la entre els 2000

i 3000 um i compren el 90 % de la pell. Está formada per un teixit connectiu fibrós (col-lagen)

i per mucopolisacárids ácids que li confereixen una consistencia de gel aquós. A diferencia de

l'epidermis, consta tant de xarxa nerviosa com de xarxa vascular amb arterioles, vénules i

capilars.

Els fol-licles pilosos (conjunt d'estructures que acompanyen al peí) travessen l'epidermis

fins a l'exterior. Les glándules sebácies que en formen part, contenen els sebócits, cél-lules

productores i alliberadores del séu. Els mecanismes de regulació impliquen a hormones sexuals

i hipofisiáries. Entre les funcions del séu destaquen la de protecció cutánia, la producció d'olor

corporal, la regulació de l'absorció per via tópica i la possibilitat d'actuar d'emulsionant formant

part d'una emulsió que es sitúa per sobre de l'estrat corni.

Finalment arribem a la hipodermis, situada sota la dermis. Aquest teixit, a mes d'a'íllant

térmic, actúa com a reservón de materia grassa, que es sintetitzada en forma de triacilglicérids

pels adipócits, cél-lules d'un diámetre aproximat de 100 um. Des d'un punt de vista estructural

actúa com a amortidor entre les capes externes de la pell i els músculs i ossos.

60
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Ceramides simples: R,: II; R,: ac. grasos
Acil ceramides: R,: H; R, (satural o insaturat):CHj(CH,).COO(CH,).-

Fig. 12 Estructura deis lipids mes abundants a l'epidermis (adaptat de Carbajo J.M. et al., 1993) i composició lipídica
en diferents estrats (adaptat de Elias P.M., 1992).
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1.7 VESÍCULES LIPÍDIQUES PER APLICACIÓ TÓPICA

DE FÁRMACS.
Les característiques de l'epidermis, ¡ mes concretament l'estructura de l'estrat corni, fan

de la pell humana un sistema molt eficient en l'aTllament del eos, tant peí que fa a mantenir les

seves estructures internes com a evitar la penetrado d'agents externs. Així, tot i l'accessibilitat

que presenta, la fundó barrera que desenvolupa constitueix un desavantage a l'hora de realitzar

tractaments per tal solucionar diverses patologies cutánies. Per tal de millorar ralliberament de

substancies actives a la pell s'han desenvolupat productes que, a mes de solubilitzar els

fármacs, mantenen el producte aplicat a la zona de tractament i, en alguns casos, afavoreixen

la seva absorció. Aquesta estrategia pot no resultar efectiva si els fármacs arriben amb massa

facilitat a la dermis i resulten eliminats per sistema circulatori. A mes, l'absorció percutánia

sistémica pot representar un perill si les molécules que es difonen per l'organisme teñen efectes

no desitjats sobre determináis órgans o sistemes.

Les similituds entre l'estructura deis liposomes i la de l'espai laminar situat entre els

corneócits de l'estrat corni, juntament amb la capacitat d'encapsular-hi substancies hidro ¡

liposolubles, va ferque rápidament s'estudiés la seva utilitat per a ('aplicado tópica. Els primers

assajos mostraren una disminució de l'absorció sistémica deis fármacs i un increment de la seva

concentrado en els diferents estrats de la pell: corticoides marcáis radioactivament, anestesies,

i citostátics, s'acumulaven a l'epidermis i a la dermis (Egbaria K. i Weiner N., 1990), i en els pocs

casos en els quals s'avaluava l'eficácia, aquesta es veia incrementada. A mes de la deposició

local del fármac, també se'ls atribuí un efecte reservori, de manera que els liposomes alliberaven

el fármac d'una manera mes perllongada, ¡ncrementant-se així el temps d'acció. No s'assajaren

només com transportadora de molécules relativament petites, sino que també s'encapsularen

protemes com la superóxid dismutasa. L'aplicació tópica d'aquests proteo-liposomes va fer que

es mantingués l'activitat de l'enzim quan la pell era expossada a radiado ultravioleta.

El prometedor panorama que projectaven els fets anteriors es pertorbá quan noves

experiéncies amb altres fármacs en liposomes posaren de manifest que no totes les

formulacions eren eficaces (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 vesícules que

les contenen no ho fan?

Els factors que poden determinar l'efectivitat deis liposomes son molt nombrosos. A mes

a mes deis relacionáis directament amb les seves característiques, com ara la grandária,

número de bicapes, temperatura de transido deis lípids, cárrega eléctrica, etc, cal teñir en

compte el sistema en el qual es realitza l'experiment (origen de la pell, in v¡vo/in vitró) i el
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d'aplicació de les mostres (oclussió/no oclussió7, líquida, gel, crema, etc)Tots aquests factors

s'han revelat com a determinants en els resultáis. Les múltiples convinacions d'aquestes

variables, i els artefactos experimentáis detectáis temps després de la publicado deis treballs,

han proporcionat en ocasions resultáis contradictoris que, en aparen9a, no tenien justificació.

La majoria de resultats experimentáis recollits fins el moment indiquen que els liposomes

afavoreixen tant el transport de petites molécules hidrofíliques o hidrofóbiques (Gabrijelcic V. et

al., 1994; Michel C. et al., 1992; Short S.M. et al., 1996;Touitou E. et al., 1994), com el de

prote'ínes (Yarosh D. et al., 1994). D'altra banda, ais liposomes buits se'ls associen efectes

hidratants i reestructuraos de la pell (Boddé H.E. et al., 1992; Lasic D.D., 1993), que es

relacionen amb l'aigua d'hidratació deis caps polars deis fosfolípids. Tots aquests efectes es

donen sense que es produeixi una absorció sistémica percútanla, fet peí qual els liposomes

esdevenen vehicles aptes peí tractament de malalties de la pell.

La bibliografía descriu resultats contradictoris peí que fa a estudis comparatius

d'aplicacions realitzades amb o sense oclusió (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 oclussió. Un cas especial el constitueixen els

transfersomes, un tipus de liposoma que incorpora a les bicapes molécules formadores de

micel-les (CevcG. i Blume G., 1992). La quantitat present d'aquestes molécules8 es tal que no

provoca la destrucció de les bicapes i les hi proporciona una gran flexibilitat. En diversos articles

es fa referencia a que el transfersomes, en condicions de no oclussió, arriben a les capes

internes de la pell i son objecte d'absorció sistémica. En cas contrari, quan l'aplicació es en

condicions d'oclussió, no es detecta una penetrado important, i els resultats son equivalents ais

que proporcionen els liposomes amb qualsevol deis dos tipus d'aplicació.

Per explicar els resultats deis transfersomes es fa referencia al gradent osmótic que hi

ha a la pell com a conseqüéncia del difertent grau d'hidratació deis seus estrats (Cevc G. i

Blume G., 1992). En realitzar l'aplicació amb oclussió, el gradent desapareix i els transfersomes

no penetren a la pell, mentre que en cas contrari, aquests es deformen i es difonen peí seu

interior. Els liposomes, en teñir bicapes mes rígides son incapafos de fer-ho inclús en presencia

del gradent. Aquesta interpretació es possada en dubte per altres autors que no traben

diferencies entre la penetrado de liposomes i de transfersomes obtinguts amb altres tensoactius

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

7 Aquests termes fan referencia a com s'aplica la mostra 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 es no oclussiu.

8 Alguns articles indiquen que les vesícules están constituídes per un tensoactiu (colat sódic) i
fosfatidilcolina en una proporció en pes que oscil-la entre el IO i 24 % de colat (Planas ME. et al., 1992), mentre
que en d'altres es l'ácid mirístic, en una relació molar que pot arribar al 50 %, la molécula que junt amb el
fosfolípid forma la bicapa (Lasic D.D., 1993)
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vesículas amb l'estrat corni i/o altres elements cutanis el que determina el pas deis liposomes

o del seu contingut a través de la pell.

Així, amb liposomes que contenten un marcador fluorescent hidrosoluble, s'ha comprovat

que té lloc la deposició a través deis folíeles pilosos (Weiner N.D. et al., 1994), al igual que hi

ha una relació entre el número de folíeles i el grau de penetracíó del marcador. D'altra banda,

varis treballs han comprovat les diferents variacions que experimenta l'estrat corni en presencia

de suspensions de liposomes en condicíons d'oclussió ¡ de no oclussió, proposant un deposició

íntercel-lular (a través deis espais lipidies de l'estrat corni). Aqüestes interaccions s'han mostrat

depenents de la composició en fosfolípíds deis liposomes (Hofland H.E.J. et al., 1995) i del tipus

d'aplicació (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 míním, l'adsorció de liposomes a la

interfase que formen l'estrat comí i l'aplicació, on poden teñir lloc fusions entre les vesícules. En

cas de teñir lloc una interacció major, es detecten canvis a les regions lipídíques multilaminars

que separen els comeócits. Complementáriament, es proposa que els liposomes no mantenen

la seva integritat física en interaccíonar amb l'estrat corni, especialment donada l'estructura

multilaminar del domini lipidie. La possibilitat d'obtenir in vitro aqüestes esructures (Kuempel D.

et al., 1998) pot aportar noves dades sobre aquest fet.

En qualsevol cas, el procés mitjancant el qual els liposomes afavoreixen la penetrado

de substancies no está totalment clarificat, de manera que son necessaris nous assajos per

determinar el mecanisme i poder millorar l'efectívitat.
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2. OBJECTIUS
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1,- Caracteritzar la prodúcelo de liposomes a gran escala emprant Pro-Lipo S com a materia

primera ¡ el Microfluidizer 11 OS com a homogenitzador a alta pressió.

2.- Establir les condicions experimentáis óptimes per a realitzar determinacions de la grandária

de liposomes amb aparells d'análisi de l'espectre de freqüécies (Microtrack UPA 150).

3.- Obtenir .mitjanfant metodologies escalables a la industria, suspensions de liposomes amb

diferents fármacs encapsulats (ditranol al 0,1% p/p, hidrocortisona al 0,5% p/p i butirat-

propionat d'hidrocortisona al 0,1% p/p) peí tractament de dermatopaties per via tópica.

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

tópica.

5.- Establir les metodologies d'análisi i control de les preparacions.

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

L'apartat está dividit en els següents temes:

3.1 Métodes analítics

3.2 Métodes preparatius

3.3 Métodes matemátics
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3.1

MÉTODES ANALÍTICS.
Els métodes analítics es presenten en tres subapartats. En el primer d'ells es mostren

els métodes de quantificació emprats (Ap. 3.1.1), en el segon s'esmenten els métodes de

caracterització deis fosfolípids, de fármacs, de les suspensions de liposomes i de les emulsions

amb OB (Ap. 3.1.2), i en el terceres detallen lestécniques d'avaluació de l'efectivitat d'aquestes

preparacions (Ap. 3.1.3).

3.1.1 MÉTODES DE QUANTIFICACIÓ.

En aquest apartat es decriuen els métodes de quantificació utilitzats en el presen* treball.

En les ocasions en que el métode está adaptat o es nou, la seva validació está descrita a

l'apartat de Resultáis. En alguns casos les análisi es realitzaren en servéis o departaments

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

3.1.1.1 QUANTIFICACIÓ DE LA CONCENTRACIÓ DE FOSFOLÍPIDS PER

COMPLEXACIÓ AMB FERROTIOCIANAT AMÓNIC.

El métode seguit está basat en la determinado de l'absorbáncia d'un complex

ferrotiocianat amónic-fosfolípid soluble en cloroform (Steward J.C.M., 1980). Presenta

l'avantatge de la no interferencia del fósfor ¡norgánic (moltes vegades present en els tampons

aquosos), encara que la seva sensibilitat varia en funció del cap polar del fosfolípid analitzat.

Es verteixen en tubs de vidre amb tap de tefló 2 ml_ de cloroform i 2 mL del següent

reactiu preparat en aigua que conté:

27,03 g/L FeCI3.6H2O

30,40 g/L NH4SCN

A continuado s'addicionen alíquotes de les mostres a analitzar i s'agiten amb un vórtex

durant 30 segons, assegurant que les dues fases es mesclen totalment, afavorint així l'extracció

deis fosfolípids a la fase orgánica. Quan es tornen a separar es retira la fase superior (aquosa)

i es mesura l'absorbáncia a 470 nm de la fase clorofórmica. Els resultáis s'interpolen a una recta

patró realitzada d'igual forma.

Els patrons foren suspensions aquoses de liposomes o dissolucions de fosfolípid 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 l'addició deis 2 mL de
•f

cloroform indicáis anteriorment. Quan els volums d'aquesls patrons a afegir foren iguals o

superiors a 0.1 mL no s'evaporaren, sino que s'afegí cloroform fins a completar un volum de 2

mL
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Peí que fa a les alíquotes de les mostres i patrons aquosos, s'afegiren en un volum

máxim de 0.1 mL, sense cap modificado del métode.

Les quantitats de palrons i de mostres afegides es calcularen de tal forma que no es

sobrepassessin els 0,1 mg/mL de fosfolípid en el cloroform deis tubs on es realitzá l'extracció

(suposant que aquest es dissol només a la fase orgánica). El límit anterior té una absorbáncia

aproximada d'1 UA a 470 nm. Quan les concentracions de fosfolípid foren massa grans per

mesurar alíquotes amb un volum reproduíble, es realitzá un dilució previa o es dobla el volum

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

3.1.1.2 QUANTIFICACIÓ DE FOSFOLÍPIDS MITJANCANT LA DENSITAT ÓPTICA

UV-Vis DE LES SUSPENSIONS DE LIPOSOMES.

El métode s'emprá per calcular la concentrado de totes aquelles suspensions de

liposomes a les quals s'aplicá algún procés que només impliques dilució, sense que hi bagues

cap modificado de la distribució de grandáries deis liposomes.

Com a patró s'utilitza una alíquota de la suspensió mare de liposomes, de la qual es

realitzen dilucions amb el medí aquós de la preparació. Aqüestes s'ajusten de forma que

proporcionen suspensions amb un rang de densitat óptica (DO) linial a la longitud d'ona escollida

(entre 280 i 550 nm) emprant el medi aquós com a referencia. L'ordre de les dilucions depén de

les concentracions iniciáis i de la distribució de grandáries deis liposomes de cada suspensió.

Les suspensions problemes s'analitzen de la mateixa manera, realitzant dilucions quan les DO

no son dins l'interval de la recta patró.

La validado del métode está descrita a l'apartat 4.1.4, on s'avalua la correlació linial

entre les concentracions i les DO i es compararen els resultáis amb la quantificació deis

fosfolípids peí métode del ferrotiocianat amónic.

3.1.1.3 QUANTIFICACIÓ DE FÁRMACS PER CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA D'ALTA

RESSOLUCIÓ (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 isocrátic i es treballá a

temperatura ambient. Les característíques de les análisi per a cada molécula foren:

DITRANOL / DANTRONA.

Columna:Spherisorb W (gel de sílica) 25x0.46 cm, 10 um.
Fase móbil: n-hexá:diclormetá:ác. acétic glacial (82:12:6 v/v).
Cabal: 2 ml_/m¡n.
Detecció: Absorbáncia a 330 nm.
Temps de retenció (tr): 2 min 5 seg.
Preparació 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 diclormetá, enrasant a 10 ml_ amb la fase móbil. Les mostres i els
patrons es protegiren de la llum.
Injecció: 20 uL.
Aqüestes mateixes condicions son aptes per a la detecció i la quantificació de la dantrona (tr=
2 min 25 seg).

HIDROCORTISONA.

Columna: Spherisorb ODS-2 (C18) 25x0.46 cm, 10 um.
Fase móbil: MetanohAigua (50:20 v/v).
Cabal:1 mL/min.
Detecció: Absorbencia a 254 nm.
Temps de retenció (tr): 2 min 15 seg.
Preparado de les mostres: aproximadament 0,1 g de mostra (0.5 % p/p hidrocortisona) pesats
amb exactitud i enrasáis en 5 mL d'etanol.
Injecció: 20 uL.

BUTIRAT-PROPIONATD'HIDROCORTISONA.

Columna: Spherisorb ODS-2 (C18) 25x0.46 cm, 10 um.
Fase móbil: MetanokAigua (70:30 v/v).
Cabal: 1,5 mL/min.
Detecció: Absorbencia a 254 nm.
Temps de retenció (tr):8 min.
Preparado 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.
Injecció: 20 uL.

3.1.1.4 QUANTIFICACIÓ DEL DITRANOL PER ESPECTROFOTOMETRIA UV-Vis.

Per a la determinado rápida de la riquesa en ditranol en diferents dissolvents i condicions

d'il-luminació s'ha utilitzat el métode descrit a la United States Pharmacopeia XX (USP XX).

Com a mesura semi-quantitativa s'ha assajat una variado del mateix.

A la Fig.13 es mostren els espectres UV-Vis en cloroform del ditranol i del seu producte

de degradado majoritari, la dantrona. Aquest

procés pot induTr-se amb la presencia de petites

quantitats d'ácid o de base. A la Fig. 14 s'aprecia

l'evolució de l'espectre del ditranol en cloroform

en afegir NaOH, resultan! una concentrado 0,5 <

mM de la base. Les modificacions de l'espectre

durant la degradado son emprades per quantificar

espectrofotométricament i de forma rápida la

riquesa en ditranol (USP XX).

Per tal d'avaluar l'estabilitat del ditranol en

fundó del temps en els dissolvents emprats en els

procesos d'obtenció de liposomes s'ha calculat la p¡g 13 Espectres uv.vjs de, d¡trano, (_}.

relació d'absorbáncies descrita a la bibliografía, de la dantrona (—) en cloroform.

300 500
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Així, es prepararen dissolucions de ditranol i de

dantrona en diferents dissolvents de forma que les

absorbáncies deis máxims respectius a 355 i 430 nm

es situessin entre 0,5 i 1 DA. Els valors iniciáis foren

emprats com a absorbáncies de referencia (la de

patrons en bon estat de conservado). El seguiment al

llarg del temps de ('absorbencia de les dissolucions de

ditranol en diferents condicions d'il-luminació

proporciona la riquesa en ditranol en cada instant.

Operant d'aquesta forma les concentracions inicals de

patró i mostra son les mateixes, ja que son la mateixa

dissolució, i s'obté la següent expressió simplificada

peí cálcul de la riquesa de ditranol:

300 350 400 450 500

nm
Fig. 14 Evolució amb el temps de Pespecüe
UV-Vis de ditranol 0,25 inM en cloioíbnn (—)
amb l'addició de NaOH fins a una concentrado
0,5 inM:l minut (—), 45 niinuts (—),
14 hores ( ).

¿m .da _ .m .da

R (%) = 355 43° 43° 355 * 100 Eq. 2
V / t. 3 . t. J Jdi _ A" A

430

on:
R (%) expressa la riquesa de ditranol en %,
Aj indica l'absorbáncia a la longitud d'ona de "j" nm de dissolucions "i" de:

- ditranol:
di: valor per temps inicial. Correspon al valor de referencia del ditranol (patró en bon estat
de conservació),
m: valor per la dissolució anterior a diferents temps. Correspon, en l'equació no
simplificada, a l'absorbáncia d'una mostra a analitzar.

- dantrona:
da: es constan!, ja que correspon al valor del patró de dantrona en l'equació no
simplificada.

Per calcular la riquesa de mostres amb l'expressió anterior no simplificada cal conéixer

tant la concentrado deis patrons, com el pes de mostra analitzada, de manera que

s'introdueixen aquests valor a l'equació no simplificada (USP XX) . El pes de mostra a analitzar,

pero, es difícil d'obtenir quan es volen analitzar alíquotes obtingudes en les diferents etapes de

preparado deis liposomes amb el fármac (algunes alíquotes son d'éter, cloroform, ...). Es per

aixó que per tal de calcular valors de riquesa d'una forma rápida en les diferents etapes

d'obtenció de liposomes (MLV's i REV's) amb el fármac, s'ha definit un nou parámetre (Q%).

Aquest aprofita la rápida variado deis máxims d'absorció que s'observa durant la degradado del

ditranol per donar informació semi-quantitativa del percentatge de fármac no degradat. Es

calcula com el quocient entre el quocient d'absorbáncies a 355 nm i 430 nm (que son els

máxims del ditranol, A^5 , i de la dantrona, A£O ) d'una alíquota de la mostra diluida en
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cloroform i el valor que té aquest quocient per una dissolució de ditranol pur en cloroform

preparada de nou (A355/A43o= 11,16 ± 0,058; n=3). S'ha expressat en tant per cent segons

l'equació 3:

Q (0/) = „ 100 E 3
11,16

En l'apartat 4.1.5 es mostren els resultáis de la utilització d'aquesta expressió, comparats

amb el métode de la USP XX.

3.1.1.5 QUANTIFICACIÓ DE CROM MITJANCANT ABSORCIÓ ATÓMICA.

Les determinacions de crom peí cálcul del volum encapsulat en liposomes es realitzaren

mitjan9ant aquesta técnica al Servei d'Análisi Química de la UAB. La técnica emprada fou la

absorció atómica en cambra de grafit.

3.1.1.6 QUANTIFICACIÓ DE LES CADENES D'ÁCID GRAS DE FOSFOLIPIDS I OLÍ

DE BORRATGE MITJANQANT CROMATOGRAFÍA DE GASOS.

La composició d'ácids grassos de la fosfatidilcolina d'ou i de I'OB fou determinada

obtinguent els corresponents ésters metílics, emprant BF3 com a catalitzador (New R.R.C.,

1990). La quantificació es realitzá al laboratori d'análisi de Puig S.A.

3.1.1.7 MESURA DE L'OSMOLARITAT

La for9a iónica de les dissolucions es va determinar indirectament a partir l'osmolaritat,

mesurada mitjanfant la disminució del punt de congelado amb un Fiske One-ten (E.E.U.U.).

3.1.1.8 MESURA DE L'ÍNDEX DE REFRACCIÓ.

S'emprá un refractómetre PZO Warszawa RL2 (Polonia), després de calibrar-lo amb

aigua i etanol.

3.1.2 MÉTODES DE CARACTERITZACIÓ DE FOSFOLÍPIDS, FÁRMACS,

SUSPENSIONS DE LIPOSOMES I EMULSIONS D'OLI DE BORRATGE.

En el present apartat es descriuen els métodes analítics no quantitatíus que permeten

determinar les característiques físiques i/o químiques de les molécules emprades així com les

de les suspensions de liposomes i emulsions amb OB. En els casos en que la técnica s'ha posat

a punt es descriu el procés a l'apartat de Resultáis.
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3 1 2.1 ANÁLISI DE FOSFOLÍPIDS PER CROMATOGRAFÍA EN CAPA PRIMA (TLC).

Es realitzá per a la identificado de fosfolípids. S'empraren plaques d'alumini 20x20 Silica

Gal 60 F 254 (Merk KGaA, Alemanya). El medí d'elució fbu, cloroform: melanohaigua (65:25:4

v/v). 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'ulililzá peí revelatge específic de fosfolípids (Dittmer J.C. i Lester R.C., 1964). Per

obtenir-lo es dissolen 30 g de MoO3 en 300 ml_ d'H 2SO « calent, dissolució que s'addiciona, una

vegada freda, sobre 100 mL d'H2O. Després de dissoldre-hi 0,9 g de Mo, la mésela es torna a

escalfar durant 15 min. Un cop freda es decanta i s'addiciona sobre 450 mL d'H2O. 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 presencia de fosfolípids.

IODE.
El revelatge de les plaques de cromatografía amb vapors de iode dona taques grogues

lípid-positiu.

REVELATGE GENERAL.

Per a la determinació de tot el material mitjanfant carbonització, les plaques es

col-loquen, després del revelatge amb el reactiu de fosfats, a 160°C durant 2 hores.

3.1.2.2 ÍNDEX D'OXIDACIÓ DE FOSFOLÍPIDS I D'OLI DE BORRATGE.

La degradado química deis fosfolípids i olis ¡nsaturats pot seguir-se espectroscópicament

detectant la formado i l'augment del número de dobles enllacos conjugáis, els quals absorbeixen

a 233 nm (e^=30.000 LmoM.cm'1). Aquest fet es una conseqüéncia de la formado de radicáis

a les cadenes d'ácid gras, la qual cosa permet el despla9ament de dobles enlla9os cap a

posicions conjugades energéticament mes afavorides. La reacció radicalária s'estén a altres

cadenes de fosfolípids adjacents dins la bicapa fins a l'etapa de terminado. Donat que ni els

fosfolípids naturals ¡nsaturats ni I'OB no presenten diens conjugáis, el seu espectro UV presenta

un úníc píe cenlral al voltant deis 200 nm original pels grups C=O. Com que l'aparició deis

dobles enlla9os conjugáis comporta uns incremenls d'absorbáncia a 233 nm, es pot seguir

l'eslal químíc deis fosfolípids ¡ OB m¡tjan9ant el quocient d'absorbáncies enlre els pies anteriors

(AZE/̂ OO )• Per oblenir les leclures les moslres es dissolen en elanol, que es prou transparent

en aquesla zona de l'espectre electromagnélic.

Com a desavanlalges del mélode cal assenyalar les possibles ¡nlerferéncies d'altres
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moléculas al realitzar lecturas a longituds d'ona tan curtes, o 1'aparició de terbolesa a les

preparacions que pot causar la utilització de medís salins i de molécules poc solubles en etanol.

Totes les molécules amb les quals s'ha treballat produeixen ¡nterferéncies en la

determinado d'aquest índex, fet peí qual només s'ha determínat en les mostres de liposomes

sense fármacs ¡ en les emulsions amb oli de borratge. En aquest darrer cas, l'índex avalúa

conjuntament les cadenes d'ácid gras de l'oli i deis fosfolípids presents.

L'adquisició deis espectres es realitzá diluint una alíquota de les mostres en etanol

absolut de forma que la concentrado máxima deis fosfolípids no superes els 0,46 mg/mL ¡ la

de l'oli de borratge els 0,13 mg/mL S'utílítzaren cúbeles de quars, i etanol absolut com a

referencia. Com a consequéncia de la gran intensitat del pie a 200 nm, el seguiment es realitzá

mitjancant el quocient entre les absorbáncies a 233 nm i 215 nm (Klein R.A., 1970). Les

absorbáncies, pero, foren préviament corregides, com es detalla mes endavant, amb els valor

deis blancs a les mateixes longítuts d'ona:

índex d'oxidado = 733

i corr
4
A'

Eq. 4

Aquest valor dona una valorado qualitativa de l'estat de la mostra. Poden obtenir-se

resultats quantitatius calculant el percentatge d'oxidació segons l'expressió:

% oxidado =
limo I mL ~l fosfolípid

emprant el valor de I'e233 per obtenir la concentrado de diens conjugáis.

Per tal d'obtenir l'índex d'oxidació (Eq. 4) sense la interferencia de la terbolesa del medi

de cada tipus de mostra, es realitzaren les següents dilucions i tractaments (les validacions del

métode es mostren a l'apartat 4.1.2 deis resultats):

SUSPENSIONS DE LIPOSOMES.

Es determinaren les absorbáncies a 215,233 i 500 nm de les mostres obtingudes a partir

de Pro-Lipo S i de blancs (lampó de les suspensions de liposomes) preparáis com s'indica lol
seguit:

Composició de les
mostres

Dilució
(uL mostra/mL etanol)

Composició del blanc
corresponent

Dilució'
(uL blanc/mL etanol)

5 mg F/mL

15mgF/mL

mg F/mL

300/3,00

100/3,20

30/3,27

Tampó

Tampó

Tampó

297/3,003

97 / 3,203

27 / 3,273au mg i-/mL 30/3,27 Tampó 27/3.273

* Volums calculáis leninl en compte la composició deis Pro-Lipo S (F/Etanol/Aigua, 30/30/40 p/p)
ü aquesla manera la relació aigua/elanol de les dilucions es la maleixa per moslres ¡ blancs.
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Préviament a la determinado del'índex d'oxidació cal realitzar una correcció per tal

d'eliminar la terbolesa que ocasionen les sais. Es per aixó que s'igualen les absorbáncies a 500

nm de les parelles de mostres i blancs i posteriorment es corregeixen les absorbáncies de les

mostres a 215 nm i 233 nm restant la contribució deis blancs. Les dues operacions es

resumeixen a la següent expressió:

i corr _ ¡ mostra _ i blanc ¡ i mostró _ i blanc •. 77 f
A ~ A A \ A500 -^500 / c'"- °

on:
Aj"" expressa l'absorbáncia corregida a la longitud d'ona de j nm (233 o 215).
Amos** correspon a l'absorbáncia a la longitud d'ona de j nm de la dilució de la mostra.
AJ

b"ne correspon a l'absorbáncia a la longitud d'ona de j nm de la dilució del blanc corresponent.

D'aquesta forma s'obtenen les absorbáncies corregidos a partir de les quals es calcula

l'índex d'oxidació (Eq. 4).

GELS AMB LIPOSOMES.

Es realitzá un blanc amb el tampó de la mostra que contingué Carbopol 940 a la mateixa

concentració que la mostra. Les dilucions en etanol foren les següents:

Composició de
la mostra

50 mg F/g ;
0,3 % p/p Carb. 940

Dilució
(mg mostra/mL etanol)

30 / 3,27

Composició del blanc
corresponent

0 mg F/g;
0,3 % p/p Carb. 940

Dilució
(mg blanc/mL etanol)

30/3,27

Les dissolucions etanóliques de mostres i blancs es centrifuguen en microtubs durant

1 minut a 2.500xg i 4°C. Posteriorment es determinen les absorbáncies deis sobrenedants a 215,

233 i 500 nm. Per obtenir l'índex d'oxidació (Eq. 4) es realitzá la mateixa correcció que en el cas

de les suspensions de liposomes (Eq. 6).

EMULSIONS AMB OLÍ DE BORRATGE.

Es determinaren les absorbáncies a 215, 233 i 500 nm de les dilucions en etanol de les

mostres i blancs (tampó de les mostres) preparáis com sindica tot seguit:

Composició de Dilució Composició del blanc Dilució
la mostra (uL mostra/mL etanol) corresponent (uL blanc/mL etanol)

20 mg F/mL; 2 % p/p OB 20/3 Tampó 20/3

Es determina l'índex d'oxidació (Eq. 4) a partir deis valors de les absorbáncies corregidos

(Eq. 6).
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GELS AMB OLÍ DE BORRATGE.

La preparado emprada com a blanc fou un gel de Carbopol 940 a la mateixa

concentrado que la mostra. Les dilucions en etanol foren:

Composició de
la mostra

20 mg F/g;
2 % p/p OB;

0,3 % p/p Carb. 940

Dilució
(mg mostra/mL etanol)

20/3

Composició del blanc
corresponent

0 mg F/g
0 % p/p OB

0,3 % p/p Carb. 940

Dilució
(mg blanc/mL etanol)

20/3

Les dissolucions etanóliques es centrifuguen en microtubs durant 1 minut a 12.500xg

¡ 4°C. Posteriorment es determinen les absorbáncies deis sobrenedants a 215, 233 ¡ 500 nm.

L'índex d'oxidació (Eq. 4) s'obté a partir de les absorbáncies corregides (Eq. 6).

3.1.2.3 ESPECTROSCOPIA D'INFRAROIG AMB TRANSFORMADA DE FOURIER.

Aquesta técnica (FTIR) fou emprada per a la caracterització de la PC d'ou purificada (Ap.

4.2.1), pera l'estudi de les interaccions fosfolípid-fármac (Ap. 4.3.3.3 i 4.3.4.2), i per determinar

la relació en pes d'oli de borratge i de fosfolípid en les diferents fases que constitueixen les

emulsions que s'obtingueren amb aqüestes dues sustancies (Ap. 4.3.5.2). Aquesta darrera

aplicado 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 AgCI en un espectrómetre

Mattson Polaris. Per obtenir cada espectre es realitzaren 200 scans a una ressolució de 2 cnv1

(amb un punt cada 0,5 cnv1). Els scans s'obtingueren en blocs de 10 per tal d'eliminar la

contribució del vapor d'aigua present. Durant tota l'adquisició, 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

determinado de la posició del máxims deis pies d'absorció es realitzá de dues formes:

directament a partir de l'espectre original per la caracterització de I'EPC i per l'estudi de les

emulsions OB/F, i a partir de la quarta derivada per a la determinado de les interaccions fármac-

fosfolípid. Aquest darrrer métode minimitza els desplacament deis máxims deguts ais

solapaments totals o parcials deis pies que es poden produir quan s'analitzen méseles de varíes

substancies.

L'adquisició deis espectres es va realitzar de dues maneres, be introduint a l'aparell una

pel.lícula seca de la mostra (liposomes o emulsió OB/F), be introduint-hi una mostra a alta

concentració sense assecar préviament (pel.lícula húmida).

Per obtenir una pel.lícula seca es dipositá sobre una finestra la quantitat necessária de

mostra (EPC: máxim 4 mg, dissolts en cloroform; OB/F: -20 uL d'emulsió al 2 % p/p) i s'assecá

amb un corrent de nitrogen. Posteriorment es coloca en un dessecador amb P2O5 durant un

temps mínim d'1 h abans de realitzar els espectres.
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Per obtenir una pel.lícula húmida s'estengué la quantitat necessária de mostra de

suspensió de liposomes a alta concentrado sobre una finestra, de manera que es produí

l'assecament de la mostra durant l'anál¡s¡.

En dos métodes de preparado es tingué en compte que la quantitat de mostra no

origines absorbáncies majors de la unitat.

3.1.2.4 DETERMINACIÓ DE LA SEDIMENTACIÓ DE LIPOSOMES I DE

L'ESTABILITAT FÍSICA DE LES PREPARACIONS MITJANCANT

ESPECTROFOTOMETRIA UV-Vis.

Les característiques óptiques de les suspensions de liposomes i emulsions d'OB están

relacionados, entre altres factors, amb la quantitat de vesícules i amb la seva distribució de

grandáries (també depenen, per exemple, de la for9a iónica del medí). Les alteracions

d'aquestes dues variables poden ser seguides per variacions de la densitat óptica (DO), la qual

cosa implica una metodología fácil d'emprar i no necessitada d'instrumental especialitzat. La

bibliografía descríu assaigs semblants per caracterítzar la capacitat de sedimentado deis

liposomes (New RRC., 1990) i d'altres en els quals les variacions de la DO que teñen lloc quan

s'addicionen quantitats determinades d'etanol, es relacionen amb l'estat fisico-químic de les

bicapes de liposomes (Choi M.J. et al., 1992).

La relació entre la DO i la quantitat de vesícules presents a la suspensió, s'ha dut a

terme per determinar de forma rápida sí durant relíminacíó per centrifugado deis fármacs

hidrofóbics presents en excés en forma sólida a les preparacions, té lloc una sedimentació deis

liposomes. Només cal comparar els valors de la DO a la longitud d'ona escollida (generalment

al voltant de 500 nm) de dilucions d'alíquotes de la mostra centrifugada i del sobrenedant

corresponent (dílucions que situaren les DO per sota d'1 UA). Si els valors no son

signifícativament diferents es deguta a que no té lloc cap sedimentació de les vesícules (les

dilucions son prou grans com per que el sólid, en sedimentar rápidament, no ¡nterfereixí a les

lectures).

Cal teñir present que el métode descrít no es quantitatíu: no dona informado sobre la

concentrado de fosfolípíds al sobrenedant, ja que si es produeix sedimentado, la distríbució de

grandáries de liposomes al sobrenedant es diferent de la de la suspensió original. Es per aixó

que, en cas necessari, cal relitzar una quantificació deis fosfolipids per métodes químics.

D'altra banda l'estabilitat amb el temps de les suspensions de liposomes i emulsions

d'OB s'ha determina! mitjan9ant les DO a 500 nm (o 550 nm) de dilucions d'alíquotes de les

mostres. Les dilucions es calcularen per cada preparado, de manera que proporcionaren unes

DO a temps zero compreses entre 0,3 i 0,8 UA. El valor de la dilució trobat per cada suspensió

es mantingué constant en les análisi realitzades al llarg del temps. El medí de dilució fou sempre
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el medí aquós de la mostra analitzada. Els resultáis s'expressen com el quocient entre la DO a

un temps determinat i la DO a temps zero (DO¡/ DO0).

3.1.2.5 ESTABILITAT DE LES SUSPENSIONS D'OLI DE BORRATGE

CENTRIFUGADES.

Per tal de realitzar un assaig accelerat d'estabilitat física de les emulsions d'OB, es

centrifugaren alíquotes de 10 mL a 2000 x g durant 30 minuts a 4°C en un rotor d'angle fix. Es

comprová el comportament macroscópic de preparacions amb diferents relacions OB/F, així com

els diámetres de les microgotes constituents de les preparacions no centrifugades i les de les

centrifugades i homogeneitzades posteriorment per agitació amb un vórtex (Ap. 4.3.5.1).

3.1.2.6 MESURA DE LA VISCOSITAT DINÁMICA.

La determinació de la viscositat dinámica de les suspensons de liposomes es va du a

terme amb viscosímetres del tipus Cannon-Fenske per líquids transparent (Afora, Barcelona).

En aquest tipus d'aparell es mesura el temps que triga un volum determinat de mostra en

despla?ar-se, per acció de la gravetat, entre dues marques situa-des ais extrerns d'un bulb. El

producte del temps mesurat per una constant propia de cada aparell proporciona el valor de la

viscositat cinemática en cSk. Per tal d'obtenir la viscositat dinámica en cP cal multiplicar el valor

de la viscositat cinemática 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 ¡ 1 % de glicerol) s'ha considerat 1 g/cm3.

3.1.2.7 MICROSCOPÍA.

S'ha emprat la microscopía óptica per detectar a les preparacions la vesícules mes grans

d'1 um, la microscopía electrónica de rastreig per a la caracteritzacíó de les membranes

d'extrusió, i a la microscópia electrónica de transmíssió per mesurar el diámetre deis liposomes.

MICROSCOPÍA ÓPTICA.

S'utilitzá un microscopi óptic ¡nvertit de contrast de fase Leíca DMRB (Alemanya) acoblat

a una camera de CCD Hammamatsu C-5310. Les mostres es dipositaren directament per

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

MICROSCÓPIA ELECTRÓNICA DE RASTREIG.

Per tal de determinar amb exactitud el diámetre deis porus de les membranes d'extrusió,

es realitzá la seva análísi utilitzant la microscópia de rastreíg. Aquesta análisi resulta necessária

per tal de comparar els resultats amb els valors nomináis donáis peí fabricant (Turánek 0.,

1994), ja que de la distribució de diámetres depén la grandária ¿els liposomes obtinguts per
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extrusió.

Es retallaren fragmenta d'un quart de circumferéncia de les membranes ¡ es colocaren

mitjanfant cinta adhesiva damunt de suports d'alumini. Les mostres es cobriren d'or amb un

metal-litzador E5000 Sputter Coater (Rolaron Equipment Ltd., Anglaterra). Posteriorment

s'obtingueren fotografíes de les imatges proporcionades per un microscopi Hitachi S-570 (Hitachi

Ltd., Japó). A partir d'elles es determina la distribució de diámetres de cada tipus de membrana

de policarbonat. Els resultáis es presenten a l'Ap.4.2.2.

MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓ AMB TINCIÓ NEGATIVA.

Aquest tipus de microscopía s'emprá per quantificar el diámetre de les poblacions de

liposomes. Les mostres es diluiren, en cas de necessitat, fins a una concentrado situada entre

5 i 15 mg/mL. Es dipositaren 15 uL de les dilucions damunt reixetes de coure cobertes amb

formward i s'esperá 2 minuts abans d'assecar-les, lateralment, amb paper de filtre, tot vigilant

de no tocar la parí interna de les reixetes. A continuació es dipositaren 15 uL de dissolució al 1

% d'óxid 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'analitzá amb un

microscopi Hitachi H-7000 (Hitachi Ltd., Japó). Els liposomes, peí contrari, resulten transparents,

ja que no queden coberts per la sal. Es realitzaren fotografíes que s'empraren per determinar

el diámetre de les vesícules i el nombre de bícapes.

3.1.2.8 DETERMINACIÓ DEL DIÁMETRE DE VESÍCULES MITJANCANT

TÉCNIQUES ESPECTROSCÓPIQUES.

La mesura del díámetre deis líposomes mitjan9ant métodes espectroscópics presenta

l'avantatge de la petita manipulado de la mostra que aqüestes técniques impliquen. En general,

la dilució en el medí en el qual es troben els liposomes es Túnica operado que cal realitzar, no

produint-se així alteracíons de la dístribució de diámetres de la poblado9. Durant la realítzacíó

del present treball s'han emprat dos tipus d'aparells, que difereíxen en la disposició deis

sistemes óptics i en el procés matemátic que s'aplica a les dades que proporciona un feix de

llum láser que ha interaccionat amb la mostra. A continuació es descriuen per cada técnica

(espectroscopia de correlació fotónica i análisi de l'espectre de freqüéncies), les condicions en

les quals es realitzaren les lectures. En el cas de l'espectroscópia de correlació fotónica es fa

una breu introducció teórica, ja que el métode ha estat ámpliament emprat per la determinado

9 Cal teñir en compte que no es treballi amb sistemes que poden variar la composició de fases en íimció de
la concentració, com ara la solubilització de liposomes amb tensioactius, o vora de la concetració micel.lar crítica
deis fosfolípids.
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diámetre deis liposomes. En el cas de l'análisi de l'espectre de freqüéncies, donada la seva

relativa novetat, es descriu amb mes detall el seu funcionament. Com a tret comú, dir que les

dues técniques analitzen les característiques de la llum dispersada que s'origina quan un feix

de llum monocromática interacciona amb una vesícula de determinada grandária en suspensió.

ESPECTROSCOPIA DE CORRELACIÓ FOTÓNICA.

En aquest cas es mesura la variado de la intensitat de la llum dispersada a 90° del feix

¡ncident en la mostra en fundó del temps (Fig. 15). La grandária de la partícula condiciona, junt

amb la viscositat a una temperatura determinada de la fase continua (medi extern deis

liposomes), la seva velocitat al si de la suspensió. D'aquesta forma la intensitat de la llum

dispersada varia de forma diferent en fundó de la distribució de grandáries de la poblado de la

mostra analitzada. Un tractament matemátic de les dades acumulades durant un cert període

de temps permet relacionar-les amb una distribució de diámetres concreta (Ostrowsky N., 1993).

Les restriccions própies que imposa aquest tractament fan, pero, que siguí necessari un

parámetre que avalui si aqüestes son aplicables al tipus de mostra analitzat. Aquest estimador

qualitatiu es l'índex de polidispersió, que varia

entre O i 1. La mesura es tan mes correcta

quan mes petit es el seu valor, fet que está

directament relacionat amb el carácter

unimodal de les vesícules.Pertal de d'obtenir

análisi correctes amb qualsevol tipus de

mostra, fins i tot amb les multimodals, han

aparegut técniques que convinen la separado

de les vesícules constituents de les

suspensions amb l'análisi per correlació

fotónica (Giddings J.C., 1993; Korgel B.A. et

al., 1998). Amb aqüestes técniques no son

necessaries restriccions referents a la forma ni

a la de distribució de diámetres de les

vesícules.

. Les mesures es realitzaren amb un Autosizer lie (Malvern, Anglaterra), equipat amb un

láser heli-neó de 623,8 nm i una potencia de 5 mW. En cas necessari, les mostres es diluiren

en el medi aquós de les suspensions fins que proporcionaren una intensitat de llum dispersada

válida per a realitzar les lectures (l'aparell avalúa aquest parámentre). Les condicions de les

lectures foren:

Temps de lectura:-1 minut.
Viscositat del medi: 0,866 cP (25°C).
índex de refracció de l'aigua: 1,332.

Fig. 15 Esquema d'un espectrómetre de correlació
fotónica. S'analitza la llum dispersada a 90° respecte del
feix incident.
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Els resultáis obtinguts pogueren expressar-se en diferents tipus de distribució: intensitat,

quan es mostra el diámetre de les vesícules que proporciona un determina! percentatge del

senyal total; massa, si el que s'indica es el percentatge del volum total de vesícules que

correspon a un diámetre determinat; i número, quan es mostra la quantitat relativa de vesícules

de cada grandária. Com parámetres globals de l'análisi es proporciona un valor mitjá, la seva

desviado standard (interval de diámetres que inclou el 68% de la distribució de vesícules) i

l'índex de polidispersió.

ANÁLISI DE L'ESPECTRE DE FREQÜÉNCIES.

Aquesta técnica també sol anomenar-se detecció 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 conseqüéncia del moviment de les vesícules, la llum

dispersada té un desplacament de la freqüéncia original (desplafament Doppler) que depén de

la velocitat de les vesícules. La diferencia entre la freqüéncia de la llum incident ¡ les de la

dispersada son massa petites per ser mesurades directament, per la qual cosa el detector

avalúa la pulsado, es a dir, la interferencia que té lloc quan interaccionen els dos feixos

(Fig.17a). A partir deis parells de dades

intensitat-temps es realitza el tractament

matemátic que, mitjanpant la trasformada de

Fourier, permet obtenir els parells intensitat-

freqüéncia (Fig. 17b), els quals es

distribueixen segons una funció Lorentziana

quan totes les vesícules son de la mateixa % Uum¡nddentdefreqüénda v*0.

Uum dispersada, sense canvi de freqüéncia.

FIBRA ÓPTICA SUSPENSIÓ

*" Uum dispersada amb variado de la freqüéncia
original.

Fig. 16 Esquema d'un espectrómetre d'análisi de
l'espectre de freqüéncies. S'analitza la llum dispersada
a 0° respecte del feix incident.

grandária, o una suma d'elles si la mostra

conté vesícules de diámetres diferents. Es

aquesta funció, o la deconvolució de la suma

d'elles, la que es relaciona amb la distribució

de diámetres de les partícules de la

suspensió.

Per a la realització de les lectures s'emprá un Microtrack UPA 150 (Honeywell, USA). Les

mostres es diluiren amb el seu medi aquós fins a una concentrado que proporciona un índex

de cárrega en l'aparell situat entre 0,1 i 0,2 (parámetre que determina el nivell del senyal al

detector). La viscositat del medi a 20 i 30°C i el seu índex de refracció s'introduiren com a

variables segons el tipus de mostra analitzada. Com a conseqüéncia de les dilucions realitzades

per tal d'ajustar l'índex de cárrega, amb la majoria d'análisi es treballá amb els valors de l'aigua

que s'indiquen tot seguit, interpolant l'aparell la viscositat en funció de la temperatura detectada

a la cel-la de lectura:
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Viscositat (25°C): 1,002cP
Viscositat (30°C): 0,797 cP
índex de refracció: 1,332

La resta de parámetres es fixá en els següents valors:

Temps de lectura: 10 minuts (mínim)
índex de refracció deis fosfolípids: 1,49
índex de refracció de l'oli de borratge: 1,47
Densitat deis liposomes: 1,01 g/cm3

Densitat de les microgotes d'OB amb F: 0,898 g/cm3

Tipus de partícules: esfériques.

Com en el cas de la correlació fotónica, els resultáis poden expressar-se en diferents

tipus de distribució: intensitat; volum; área (indica el percentatge de Tarea externa total de les

vesícules que correspon a un diámetre determinat) i número. Com a parámetres globals de

l'análisi es proporciona, entre d'altres, un valor mitjá, la seva desviado standard (¡nterval de

diámetres que inclou el 68% de la distribució de vesícules) i els percentils.

Donat que la única restricció que imposa el tractament matemátic es que les vesícules

tínguin un moviment de tipus browniá (amb una distribució de velocitats de Maxwell-Boltzman),

el fabricant indica que la desviado standard correspon a una mesura de l'auténtica ampiada de

la distribució de grandáries. Per tant no resulta necessari un parámetre que avalui en quin grau

les característiques de la mostra permeten les restriccions que imposa el tractament matemátic

(índex de polidispersió)

Per aquest motiu, i per a diferenciar-la de la desviado standard estadística que estima

la dispersió de varíes lectures experimentáis, en el present treball la desviació standard del

diámetre mitjá d'una poblado de liposomes será anomenada com a ampiada.

A la Fig. 18 es mostra la taula de resultáis d'una análisi d'una suspensió de liposomes

, Ones provinenta de la mostra

oo

a
Temps 2000 4000 6000 8000 10000

Freqüéncia (Hz)

Fig. 17 a) El detector d'un espectrómetre d'análisi de freqüéncies mesura la polsació originada entre el senyal original
i l'originatper les partícules de la suspensió, el qual presenta un desplacament de la freqüéncia original, b) Les dades
intensitat-temps acumulades es transformen mitjancant la transformada de Fourier en parells intensitat-freqüéncia (al
gráfic es mostra el desplapament Doppler, la diferencia respecte a v0), senyal que depén de la velocitat, i per tant de la
grandária, de les partícules en suspensió.
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i el seu gráfic corresponent. La novetat en l'aplicació d'aquesta técnica per a la determinado

de diámetre deis liposomes ha fet necessari un estudi per tal de validar l'aparell. Els resultáis

es presenten a l'apartat 4.1.8.
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Fig. 18. Informe d'una análisi realitzada amb el Microtrack UPA 150. La taula mostra els diferents resultáis
proporcionáis: Distríb. Formal: indica el tipus de representació escollit (% vol, % área, % número, % intensitat),
Summary Data: mostra el diámetre mitjá pels diferents tipus de distribucions (mv.% vol; ma.% área; mn: % número)
i l'amplada (sd) peí tipus de distribució escollida al Distríb. Formal. La serie de números presentada a la part inferior
mostra els línuts superior deis cañáis de que consta l'análisi (ch top), el % de partícules per sobre o sota el canal
considera! (%pass; o % retri) i el % de partícules dins del canal (%-chn).
El gráfic representa les dades de cada canal a les abcises (expressat en micres), i dos eixos d'ordenades, un amb el %
de partícules a cada canal, corresponent al %-chn (DIF VOLUME %), i l'altre amb el percentatge acumulat
corresponent al %pass (CUM VOLUME %)
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3.1.3 METODES D'AVALUACIÓ DE L'EFECTIVITAT DE LES

FORMULACIONS.

Des del punt de vista de l'agressivitat deis métodes in vivo vers l'individu estudiat, s'han

dut a terme dos tipus de métodes per tal de quantificar l'efectivitat de diferents preparacions: no

invasius i histológics. Les técniques no ¡nvasives es basen en la mesura de parámetres físics

de la pell relacionats amb les seves qualitats i funcions (brillantor, hidratado, efecte barrera, etc).

Aqüestes técniques no impliquen cap mena d'agressió al subjecte, la qual cosa presenta

nombrosos avantatges, que arriben, fins i tot, ais publicitaris i ais comerciáis. Els métodes

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 microcirculació cutánia (Ap. 3.1.3.3). En tots

aquests casos ('experimentado 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 teñen un efecte molt

important sobre els parámetres estudiats (Bircher A. et al., 1994). Peí que fa a l'avaluació

histológica, s'ha realitzat per quantificar el poder atrofiant de I'HBP en crema i en liposomes, ¡

es descriu a la secció 3.1.3.4.

D'altra banda, per l'estudi del grau d'irritació deis liposomes amb ditranol, s'ha emprat

un métode in vitro. Aquest es basa en la mesura el grau d'alliberament d'un colorant indu'ít per

la degradado d'una matriu de colágen i queratina (Ap. 3.1.3.5).

3.1.3.1 MESURA DE LA PÉRDUDA TRANSEPIDÉRMICA D'AIGUA (TEWL)10.

La quantificació de la pérduda d'aigua a través de la pell es l'objete de la mesura que es

realitza amb una sonda especialment dissenyada per aquest f¡. Els valors que s'obtenen son

indicatius de l'estat de la fundó barrera a l'aigua, es a dir, de la capacitat de retenció de l'aigua

de l'organisme per part de la pell. Tot seguit es descriuen els principis físics de la mesura i la

metodología de l'estudi.

PRINCIPIS TEÓRICS DE LA MESURA DE LA PÉRDUDA TRANSEPIDÉRMICA D'AIGUA.

Des de l'interior del eos huma s'estableix un flux d'aigua que, a través de la pell, s'allibera

al medi circumdant en estat vapor. Aquest fenómen es el que es coneix com a pérduda

transepidérmica d'aigua. El flux total d'aigua está constituít peí que té lloc per difusió passiva,

i per l'originat per sudoració, pero només el primer es el que dona informado de la funció barrera

de la pell. Com a conseqüéncia 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 pressió de vapor d'aigua. En aqüestes condicions el gradent es pot extendre fins

10 De l'anglés, transepidermal water loss.
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Sonda , Sensors

els 10 o 14 mm (Serup J. i Jemec G.B.E,

1995), de manera que la mesura de la pressió

de vapor en dos punts de la capa es la que

proporciona les dades per calcular la TEWL.

Els aparells que realitzen aquesta tasca

disposen d'una sonda com la que es descriu a

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

abarcant una área de lectura determinada. En

aquells aparells en els quals la sonda es oberta

(no h¡ ha oclusió sobre Tarea de lectura) el flux de vapor d'aigua transcorre per un conducta

cilíndric on hi ha dos sensors. Cadascun deis dos sensors, separats per una ditáncia L, están

constituTts per polímers que teñen constants dieléctriques que depenen de la humitat relativa,

i per un component sensible a la temperatura. D'aquesta forma es calcula la pressió de vapor

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

Pell

Fig. 19 Tall transversal d'una sonda per la mesura de
la TEWL.

TEWL (g/m2h) = D Eq. 1

on:
D es el coeficient de difusió de l'aigua en Taire.
C, es la concentrado d'aigua detectada en cada sensor.

Com a conseqüéncia de les característiques de la técnica cal extremar el control de les

condicions en les quals s'han de realitzar les lectures per avaluar la funció barrera de la pell. Així

es 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 introducció del capítol, ha de teñir unes condicions de temperatura i humitat relativa

constants.

- L'individu sobre el qual es realitza la lectura no ha de presentar sudoració, ja que aixó

proporcionaría falsos valors de la TEWL. A mes, préviament a la lectura, cal que hagi passat per

un període d'aclimatació a les codicions del laboratori.

- Cal esperar un mínim 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 transcórer el temps necessari fins que el

gradent de vapor d'aigua s'estabilitza.

MÉTODE OPERATORI.

S'engaxaren en avantbragos de voluntaris, i després de la lectura de la TEWL basal,

pegats oclusius de 9 mm de diámetre que contingueren 0,1 mL de mostra (crema, suspensió

de liposomes o medi aquós). La disposició de cada mostra fou rotativa en cadascun deis llocs
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possibles d'aplicació, evitant així possibles efectes anatómics en els resultáis. En cada individu

es realitzá també un control (sense pegat). El tractament es dugué a terme durant 4 hores,

després de les quals s'eliminaren les restes de la preparado netejant suaument la zona

d'aplicació amb un paper absorbent fí.

Les lectures es realitzaren amb un Evaporimeter EP2 (ServoMed, Suécia). Les

característiques de l'aparell i les condicions de les adquisicions foren:

Área de lectura: 1 cm2.
Distancia deis sensors a la pell: 3 i 9 mm.
Temps d'estabilització: 1 minut.
Constant de temps: 0,5 segons.
Lectura: 1 minut.
Rang: O a 300 g/hm2.

3.1.3.2 MESURA DE LA CAPACITANCIA.

L'estat d'hidratació de la pell, i en especial el contingut d'aigua de l'estrat corni, determina

la oposició al pas d'un corrent eléctric altero. La mesura d'un deis components d'aquesta

oposició, la capacitancia, es una de les técniques no invasives emprades en el present treball.

A continuado es descriuen els fonaments de la técnica, i es detalla la realització experimental.

PRINCIPIS TEÓRICS DE LA MESURA DE LA CAPACITANCIA.

La ¡mpedáncia (Z), es a dir, l'oposició al pas d'un corrent eléctric altern de freqüéncia f,

está composta per la resistencia (R) i per la capacitancia (C).Des del punt de vista formal

l'equació que descriu la relació es:

Z = [R2 + (l/27t/C)2]1/2 Eq. 8

la qual, físicament i en un circuit eléctric, correspon a la impedáncia que presenten una

resistencia i un condensador connectats en serie amb un generador que té un voltatge variable.

Com la capacitancia depén de la constant dieléctrica del medi, en un sistema biológic com la

pell, n'és el contingut d'aigua el que condiciona el seu valor en les mesures que es realitzen.

Aixó es deu a que l'aigua es una molécula amb un dipol eléctric constant, orientada a l'atzar, i

que per tant aflebleix el camp eléctric que s'origina entre les plaques d'un condensador (o el

sistema que presenta un comportameni assimilable a tal component electrónic). La disminució

del camp implica una disminució de la diferencia de potencial, fet peí qual la capacitancia, que

es inversament proporcional al voltatge, augmenta. Així, a major contingut d'aigua en la pell

major valor de la capacitancia.

A la pell, l'estrat comi es la zona que té un menor grau d'hidratació i presenta un gradent

de la concentrado d'aigua per efecte de la seva pérduda cap al medi extern. Per tant, l'estrat

comi es 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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impedáncia, de la conductancia (l'invers de la resistencia), o de la capacitancia de la pell, son

en gran part el resultat de l'estat d'hidratació de l'estrat corni, estat que es relaciona directament

amb les propietats mecániques de la pell. En l'actualitat es disposa d'aparells que mesuren

aquells parámentres eléctrics de la pell mitjanpant sondes amb les quals se li aplica un corrent

eléctric d'alta freqüéncia (Tagami H., 1995). Durant la mesura s'estableix un corrent entre els

eléctrodes de la sonda el qual travessa l'estrat corni fins la dermis (Rietchel R.L. i Spencer T.S.,

1990). La mesura dura pocs segons, impedint-se així l'acumulació d'aigua entre la sonda i la pell

com a conceqüéncia de la TEWL. Els valors de la capacitancia que s'obtenen son convertits a

valors relatius, en unitats arbitráries, i que es relacionen directament amb el grau d'hidratació

de l'estrat corni i de ('epidermis.

MÉTODE OPERATORI.

Les condicions d'aplicació de les preparacions (pegats, aplicado, durada) son les

mateixes que les descrites a la secció 3.1.3.1.

Les determinacions de la capacitancia es realitzaren amb un Corneometer CM 820 PC

(Courage-Khazaka Electronic GmbH, Alemanya). Es realitzá un mínim de 3 lectures de cada lloc

d'aplicació. Les característiques de l'instrument i condicions de lectura foren:

Freqüéncia del corrent mesurat: de 40 a 75 kHz.
Pressió de l'electrode sobre la pell: 1,6 N/m2 (s'aconsegueix amb una molla
incorporada dins la sonda).
Fondária máxima de la lectura: fins 100 um (capes superficials de l'epidermis).
Área de lectura: 7 x 7 mm.
Rang de lectura: de 20 fins a 150 unitats arbitráries (30-60: pell molt seca; 60-70:

pell seca; 70-90: pell hidratada; >90 pell molt hidratada).

3.1.3.3 AVALUACIÓ DE LA CAPACITA! VASOCONSTRICTORA DEL BUTIRAT-

PROPIONAT D'HIDROCORTISONA MITJANCANT VELOCIMETRIA DE LÁSER

DOPPLER (VLD).

Els corticoides aplicats tópicament provoquen una disminució de la circulado sanguínia

a la dermis (vasoconstricció) la magnitud de la qual depén de la seva potencia com a fármac.

Es la mesura d'aquesta variado la que indica l'efectivitat de les diferents formulacions amb

corticoides. La circulado sanguínia pot mesurar-se mitjangant la velocimetria de láser Doppler

(VLD), técnica que es basa en la interacció d'un feix de llum monocromática amb les cél-lules

que circulen pels vasos i capilars de la pell. El butirat-propionat d'hidrocortisona (HBP), que se

sitúa dins deis corticoides de potencia mitjana (Taüber U., 1994), produeix una variació poc

¡mportant de la microcirculació cútanla respecte del nivel! basa). Es per aixó que ('avaluado de

la seva acció s'ha fet mitjan9ant la mesura de la inhibido de la vasodilatació provocada per un

agent aplicat posteriorment al fármac.
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PRINCIPIS TEÓRICS 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 difusió. Es en aquesta zona mes profunda on ni ha una

important xarxa de capilars. Els de la zona mes externa son responsables d'alimentar entre 0,04

i 0,27 mm2 de la superficie de la pell, mentre que els mes interns teñen funcions de

termoregulació. Tot aquest conjunt constitueix la microcirculació cutánia, i son les seves

variacions l'objecte la lectura que es realitza mitjanfant la velocimetria de láser Doppler. Per tal

d'obtenir-la es coloca en contacte amb la pell una sonda que, a través de fibra óptica, emet llum

láser provinent d'una font emisora. La penetrado del feix incident en la pell decreix

exponencialment amb la distancia, no estant determinat amb precisió el seu valor absolut, ja que

es donen valors compresos entre els 0,14 i els 1,5 mm. Durant el seu trajéete la llum

interacciona amb la materia siguí per absorció o dispersió. En particular, quan la dispersió es

originada per elements en moviment, la llum emergent presenta una freqüéncia diferent de la

inicial, el valor de la qual depén de la velocitat de les partícules amb les quals ha ¡nteraccionat

(efecte Doppler). A la zona de lectura que abarca el feix incident son els capilars de la dermis

els conductes per on discorren les cél-lules del flux sanguini i per tant aqüestes son les

responsables del desplacament de freqüéncia que presenta part de la llum dispersada (Fig. 20).

Una fracció d'aquesta llum, amb i sense variado de la freqüéncia original, retorna a la sonda ¡

es transportada per la fibra óptica cap al detector, que genera un senyal conseqüéncia de la

interferencia de tots el feixos que hi incideixen, senyal que es funció del producto del número de

cél-lules en moviment (generalment es considera

que son només eritrócits) per la seva velocitat. El

senyal es processat i finalment s'expressa en

funció del temps. Un increment en la

microcirculació es manifesta per un augment del

senyal, i visualment, segons la magnitud de

l'increment, es relaciona amb un augment de la

vermellor de la pell. En funció de la penetrado

del feix incident el senyal, que es una mesura

semiquantitativa, está afectat només pels

capilars, que representen al voltant d'un 10% de

la microcirculació total, o pels capilars i la xarxa

vascular mes interna de la dermis.

Lum láser dispersada
amb canvi de freqüend

Llum láser emesa

Fig. 20 La sonda de VLD emet un feix de llum láser
que penetra a través de la pell i interacciona amb els
elements móbils que circulen pels capilars sanguinis,
modificant-se aixi la seva freqüéncia original. La
mesura d'aquesta alteració propociona valors relatius
de la microcirculació cutánia.

PARÁMETRES DE LA VLD.

Es habitual la determinado de l'efectivitat deis corticoides m¡tjan9ant la inhibido de la

vasodilatació provocada per nicotinats d'alquil (generalment metil o hexil) aplicáis a la pell
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després de l'aplicació del fármac. 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

continuado es presenten els parámentres mes característics, mentre que a la secció 4.1.9 es

mostren els resultáis de l'análisl de les seves ¡nterelacions.

100

co
•t
0)
o.
0)
•o
en

ID

30

Temps (minuts)

60

Fig. 21 Senyal de VLD original per l'aplicació de nicotinat de meül i parámetres representatius de la vasodilatació
onginada

P:

Al:
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correspon al valor de la microcirculació abans de produir-se l'augment del flux sangumi.

Les unitats, arbitráries, s'anomenen unitats de perfusió.

es el temps de laténcia, es a dir, el temps transcorregut des de l'aplicació del nicotinat

d'alquil fins a l'inici de la vasodilatacló. En el present treball s'expressa en minuts.

temps de resposta máxima. Aquest parámetre es, en ocasions, equívoc, ja que la

resposta pot presentar un pía seguit d'un nou increment del senyal. Els dos temps que

proporciona aquest comportament son, pero, proporcionáis (Oestmann et al., 1993). Peí

que fa al nostre estudi, en els casos on s'ha donat aquest fet s'ha escollit la primera

estabilització del senyal com a valor de tM.

Es el pendent de la recta ajustada entre t0 i tM.

Correspon a l'increment del senyal d'unitats de perfusió calculat com la diferencia entre

el valor máxim assolit (IM, calculat com a la mitjana en un interval estable) i l'inicial (I0).

Es l'área compresa sota la corba en els 15 minuts següents a t0.
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MÉTODE OPERATORI.

Préviament a l'estudi del poder vasoconstrictor de I'HBP es realitzá un test per tal de

seleccionar voluntaris que donessin resposta positiva en els avantbrapos a una dissolució

aquosa de nicotinat de metil 3 mM. Un cop escollits, se'ls ni aplicaren, amb diferencies de 10

minuts, un máxim de 3 pegats oclusius (Leucotest) de 9 mm de diámetre en cada avantbrag. Els

pegats amb producte contingueren 0.1 g d'un deis següents actius i placebos:

Actius:

- Isdinium crema: 0.1 % HBPw/w.
- Liposomes amb HBP: 0.1 % w/w HBP; 30 mg/mL fosfolípids. (Es

conservaren en la foscor i a 4°C).
Placebos:

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

El temps d'aplicació de cada pegat fou de 4 h. En cada individu es realitzá també, com

a mínim, un control (sense pegat).

Passat el temps indicat es retirá el producte i es marcaren acuradament les zones

d'aplicació, deixant transcórrer 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

avantbra9 durant un temps mínim de dos minuts. No es realitzaren lectures a la zona d'aplicació

degut a que, en quedar la sonda de VDL fixada a la pell mitjangant un plástic 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

diámetre 45 uL d'una dissolució aquosa 3 mM de nicotinat de metil. Després d'esperar pocs

segons a que el paper quedes saturat del líquid, es coloca damunt la zona de l'avantbrag en

estudi durant 1 minut, procuran* que el líquid mulles be la pell, evitant albora que s'escampés

a altres zones. Transcorregut el minut, es retirá l'aplicació i s'eixugá la zona marcada amb un

paper absorben! suau, colocant la sonda ais 45 segons i inicíant la lectura al complir-se el minut.

D'acord amb aquest procediment, s'ha sumat un minut ais párameles tQ i tM de les lectures.

Les condicions de l'enregistrament de la microcirculació cutánia amb el Periflux PF3

(Perimed, Suécia) es detallen a continuado:

Temps d'adquisició: mínim 20 minuts, que comprenen t0 i, com a mínim, els 15
minuts posteriors a l'inici de l'augment del senyal.

Rang de la mesura: 0-200 (resolució 0,78).
Unitats: Unitats realtives de perfusió.
Láser: Heli/Neó de 632,8 nm i 2 mW.
Constant de temps: 0,2 segons.
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3.1.3.4 AVALUACIÓ HISTOLÓGICA DEL PODER ATROFIAN! DEL BUTIRAT-

PROPIONAT D'HIDROCORTISONA.

Els corticoides aplicats pervia tópica presenten efectes secundarte, el mes freqüent deis

quals es l'atrofia cútanla. Aquest efecte no desitjat es caracteritza per la dlsminucló del gruix de

dlferents telxits constituents de la pell, i per limitar el creixement d'algunes línies cel-lulars. Es

per aixó que la mesura del poder atrofiant de I'HBP en les diferents formes galéniques resulta

una mesura indirecta de la capacitat del fármac per actuar a nivell cutani. Amb aquesta intenció

es realitzá un estudi histológic comparatiu de la capacitat atrofiant del butirat propionat

d'hidrocortisona encapsulat en liposomes i incorporal en una crema (Woodbury R., i Kligman

A.M., 1992).

MÉTODE OPERATORI.

Es van emprar 14 ratolins hairless Skh-HR agrupats de la següent manera:

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

Durant l'assaig, que dura tres setmanes, els animáis 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'alimentació fou una dieta estándard, administrant-se "ad libitum". De dilluns a divendres

s'aplicaren diariament 0.1 mi de producte sobre ('esquena deis animáis realitzant un lleuger

massatge amb el dit dins un gua de látex. La suspensió de liposomes es conserva en la foscor

i a 4°C. A la següent taula es mostren els pesos deis animáis al principi i al final deis

tractaments.

Tractament

Isdinium crema

Liposomes-HBP

Control

Pes inicial (g)

20,4± 2,0

21 ,4 ±3,3

23,9 ±1,3

Pes final (g)

21 ,6 ±2,3

22,5 ± 2,8

26,0 ± 3,1
Taula 1 Pesos del ratolins a l'inici i final deis 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 l'análisi histométrica. L'avaluació microscópica es realitzá, en cec, amb

un microscopi Bausch & Lomb i amb un analitzador d'imatges Olympus Cue-3.

Préviament a les lectures es determina Terror experimental de les mesures amb un

micrómetre Wild (Heerburg, Su'íssa) amb línies calibrados a 10,100 i 500 um realitzant un mínim

de 10 lectures a diferents distancies.
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Els parámetres quantificats a l'estudi histométric foren:

- Atrofia epidérmica: Es va determinar el nombre de capes cel-lulars i el gruix de

('epidermis excloent l'estrat corni. Es llegiren com a mínim 10 camps de cada tall

histológic a 400 augments.

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

augments.

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

- Atrofia muscular. Es va quantificar com a mínim en 5 camps ¡ndependents i a 200

augments.

- Regresió de les glándules sebácies. Es determina el número de sebócits visibles a les

glándules sebácies en, com mínim, 10 camps a 200 augments. El resultat s'expressa

com el valor mitjá en un camp.

Un cop establertes les condicions óptimes d'exposició, es van prendre fotografíes deis

talls amb les diferencies mes significatives mitjan9ant una camera fotográfica acoblada al

microscopi, emprant Kodak Ektachrome T 64 ISO com a material sensible.

3.1.3.5 TEST D'IRRITACIÓ IN MITRO (SKINTEX).

L'Skintex es un test in vitm emprat per predir la irritació dérmica que poden produir

diferents compostos. Aquest procés implica, entre altres fets, la desnaturalització de prote'ínes,

lisi cel-lular, i citotoxicitat. La predicció in vitro d'aquests fenómens está basada en un model

físico-químic que considera la pell constituida per dos compartiments: l'estrat corni, que actúa

com a barrera principal front del medi extern, i la dermis. L'equivalent artificial a l'estrat corni es

una matriu de queratina i colágen enlla?ada, amb glutaraldehid, a un suport de cel-lulosa.

Aquesta matriu inclou, a mes, un colorant, el Basic Red 2. Com a model del compartiment

dérmic s'empra un liofilitzat que conté globulines, colágen, glicosaminoglicans, ácids grasos,

aminoácids, fosfolípids i sais. Una vegada hidratat, la suspensió resultant actúa com a reactiu

de les substancies que s'assajen.

La mostra, en un volum compres entre 30 i 100 uL, es diposita a la matriu, la qual es

coloca dins del medi reactiu durant 2 hores a temperatura ambient. En fundó de la capacitat

irritant de la mostra, es produeix un determinat grau d'interacció amb la matriu de queratina i

colágen que origina l'all¡berament del colorant, el qual es quantifica amb l'absorbáncia a 450

nm. El fabricant presenta una relació entre les absorbáncies i l'índex d'irritació in vivo (PDII) que

es el resultat de l'estudi de 200 productes. La interpolado deis resultáis obtinguts proporciona

el grau d'irritació previst.

Els parámetres i condicions emprats en l'estudi han estat el següents:
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- Escala d'avaluació de la irritado:

Valor PDII (Skintex)

Tipus d'irritació

0-0,5

MInim

0,5-2,05

Lleu

2,05-4,75

Moderat

>4,75

Agut

- Volum d'aplicació de les mostres: 30, 50 i 100 \iL.
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3.2

METODES PREPARATIUS.
Quatre son els apartáis que constitueixen el present títol: La purificado de la

fosfatidilcolina d'ou (Ap. 3.2.1), els métodes generáis per a l'obtenció de liposomes ¡ microgotes

olioses amb ¡ sense fármacs (Ap. 3.2.2), els processos posteriors a que poden sotmetre's per

tal de variar la seva mida o presentado (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 PURIFICACIÓ DE FOSFATIDILCOLINA D'OU.

El rovell d'ou es molt ric en lípids que actúen com a font d'energia i components

estructuráis peí desenvolupament de l'embrió. Está compost básicament per triacilglicerols,

fosfolípids i colesterol en una reladó que oscil.la al voltant de 70:25:5 p/p/p (Kuksis A, 1992). Per

aquest motiu es una de les matéres primeres d'origen natural emprades amb mes freqüéncia

per a l'obtenció de lípids. El procés seguit per a la purificado de la fosfatidilcolina d'ou está basat

en dues metodologies diferents. En la primera etapa es duen a terme extraccions i precipitacions

en dissolvents orgánics, procediment perfecciona! del que ja va emprar Fourcroy el 1793 en els

primers estudis científics deis fosfolípids (Levente P.A. i Rolf I.P., 1921). A la segona etapa es

realitza una cromatografía en columna d'alúmina.

PRECIPITACIÓ EN ACETONA.

S'ajunten 12 rovells d'ou i es mesclen amb 500 mL d'acetona mantenint l'agitació durant

5 minuts. A continuado es deixa reposar la mésela durant 1 hora en atmosfera de nitrogen.

Passat aquest temps s'agita i es filtra amb Büchner. El precipitat es renta amb 200 mL d'acetona

freda(5-10°C).

DISSOLUCIÓ EN ETANOL.

A continuado es recupera el precipitat i s'extreuen els fosfolípids en 500 mL d'etanol del

95%, mantenint ('agitado durant 5 minuts, passats els quals es deixa la mésela de nou en repós

durant 1 hora en atmosfera de nitrogen. Una posterior filtrado en Büchnner permet obtenir un

filtrat ric en fosfolipids. Es repeteix l'operació sobre les restes del precipitat dues vegades mes,

pero ara amb 200 mL d'etanol, s'ajunten els tres filtráis i es rotavapora fins a máxima sequetat.
9ÍS

PRECIPITACIÓ EN ÉTER-ACETONA.

El residu anteriores dissol en 100 mL d'éter etílic, ais quals s'hi afegeixen, a pleret, 500
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ml_ d'acetona. La dissolució es manté en agitado durant tota l'addició, que en originar un canvi

de polaritat del medí causa una precipitado deis fosfolípids. Es decanta i es renta el precipitat

amb 100 ml_ d'acetona freda. El sólid es torna a dissoldre en 100 mL d'éter i es repeteix la

precipitado afegint-ne, de nou, 500 mL d'acetona en les mateixes condicions indicades

anteriorment. Després d'un nou rentat amb acetona el precipitat, constitu'ít básicament per

fosfolípids i amb poca quaníiía de carotens, es dissol en uns 50 mL de cloroform.

CROMATOGRAFÍA EN COLUMNA D'ALÚMINA.

La dissolució clorofórmica de fosfolípid s'aplica a una columna d'alúmina (27x3 cm, placa

filtrant del n° 4, rentada préviament amb 1 L de cloroform). L'elució (a flux lliure) s'inicia amb 300

mL de cloroform, que no es recuden com a fracció, i continua amb 700 mL de clorofornrmetanol

(9:1 v/v), recollint-se fraccions de 70 mL. La seva análisi per cromatografía 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 MÉTODES DE PREPARACIÓ DE LIPOSOMES I D'EMULSIONS

AMB OLÍ DE BORRATGE.

Les suspensions de liposomes utilitzades foren obtingudes per diferents métodes en

funció del tipus de vesícula amb que es vulgués treballar. En ocasions aquests métodes iniciáis

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 generáis es descriuen tot seguit

(seccions 3.2.2.1 a 3.2.2.4). Peí que fa a les emulsions amb OB, aqüestes s'obtingueren

emprant el Microfluidizer 110S (Ap. 3.2.2.5).

3.2.2.1 OBTENCIÓ DE LIPOSOMES MULTILAMINARS GRANS (MLVs).

S'addiciona a un baló de vidre una dissolució de lípids en cloroform que es rotavapora

a 40°C fins a obtenir una pel-lícula homogénia i seca que es deixa al buit, com a mínim, durant

2 hores. Posteriorment s'addiciona la quantitat necessária de medi aquós per obtenir la

concentració desitjada de fosfolípid. El contingut s'agita vígorosament (vórtex) realitzant

escalfaments intermitents en un bany a 40°C fins a la desaparició de la pel-lícula i obtenció d'una

suspensió opalescent que conté liposomes multilaminars grans (el seu diámetre es de varíes

micres).

En el cas en que la materia primera siguí sólida, el procés s'inicia amb l'addició de la

quantitat necessária el medi aquós a 50-60°C, mantenit-se la mésela a aquesta temperatura i
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amb agitació constant fins a la desaparició del sólid (aproximadament 20-30 min).

Si es volen obtenir liposomes amb molécules hidrofóbiques encapsulades, aqüestes

s'addicionen en la primera etapa del procediment mesclant-les amb els lípids en cloroform. Per

l'encapsulació de molécules hidrofíliques, cal addicionar-les dissoltes en el medí aquós. La resta

del métode operatori es 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 sólid (Lucas Meyer France; 95 % p/p SPC, máxim

3 % p/p LPC).

3.2.2.2 EVAPORACIÓ EN FASE REVERSA.

S'afegeix a un baló de vidre la quantitat necessária de lipid per tal d'obtenir la

concentrado final desitjada, i no major de 50 mg/mL, en 5 mL fináis de preparado11. El lípid pot

estar dissolt en un dissolvent orgánic volátil o afegir-se sólid. (En el primer cas, i abans de

continuar, es procedeix a rotovaporar el dissolvent fins a obtenir una pel-lícula homogénia).

Posteriorment s'afegeixen 9 mL d'éter dietílic exent de peróxids12 i s'agita fins a la dissolució total

del lípid. A continuado s'adicionen 3 mL del medi aquós escollit i es sónica amb una sonda de

3,5 mm de diámetre (Dynatech, USA) durant 5 minuts a una potencia relativa del 35%. Durant

la sonicació el baló es manté en un bany de gel fonent per tal de d'evitar la degradado de la

mostra. Una vegada s'ha obtingut la emulsió (w/o) es rotavapora a 25°C, a una pressió de 460

mm Hg, i a baixes revolucions. L'emulsió, amb l'evaporació progressiva de l'éter, es colapsa i

forma un gel compacte que posteriorment reverteix a una fase fuída i viscosa (el procés pot

durar fins 30 minuts) a la qual s'afegeix 1 mL del medi aquós. Aquesta suspensió es rotovapora

a 25°C, al máxim buit i durant un mínim de 20 minuts (o fins la desaparició total de l'éter) a les

máximes revolucions. Posteriorment s'enrasa a 5 mL. La suspensió així obtinguda conté

liposomes REVs (acrónim de reverse evaporation vesicles) majoritáriament unilaminars, i de

diferents mides (Szoka F. i Papahadjopoulos D., 1978): grans (LUVs) i petits (SUVs).

En la preparado de suspensions de major volum cal teñir present que la relació medi

aquós/éter que ha de formar l'emulsió w/o ha d'ésser 1/3 v/v.

Per a la incorporado ais liposomes de molécules hidrofóbiques, aqüestes s'addicionen

en la primera etapa, mesclant-se amb els lípids en la dissolució d'éter. Si les molécules son

hidrofíliques, s'addicionen amb el medi aquós que es sónica per tal d'obtenir l'emulsió w/o.

Cal destacar que la bibliografía descriu la utilització d'altres dissolvents orgánics enlloc

de l'éter dietílic. L'etanol, l'acetat d'etil o méseles d'ambdós, resulten medis mes apropiáis per

obtenir formulacions amb liposomes REVs destinados ais humans, ja que les traces presents

11 Si la relació fosfolípid/aigua es massa elevada s'originen vesicales multilaminars.

12 Per preparar-lo l'éter s'agita vigorosament amb un volum igual d'aigua.
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a les suspensions fináis 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)iEPA(S¡gma, USA).

3.2.2.3 PRO-LIPO S.

Aquesta mésela d'alcohols (etanol i gicerol), fosfolípids (SPC/fosfolípids carregats

negativament 80:20 p/p), i aigua en una relació 20:10:30:40 p/p, proporciona liposomes

mitjangant la simple dilució en un medi aquós a temperatura ambient (Ap. 1.4). La rapidesa i

simplicitat del procés el fa apte per a la producció a gran escala, i ha estat escollit com a métode

principal per a la incorporado de fármacs en el present treball. El fabricant del producte es Lucas

Meyer France SA.

Es mesclen amb agitado i a temperatura ambient les quantitats de Pro-Lipo S i medi

aquós necessáries pera obtenir la concentrado de fosfolípid desitjada. La mésela pot realitzar-

se en una única etapa, pero es recomanable dur-la a terme amb addicions successives de

dissolvent, de manera que s'evita totalment 1'aparició de grumolls:

1a.- Pro-Lipo S / medi aquós (1/0,5 p/p): s'obté una mésela A de 200 mg F/g,

2a.- mésela A / medi aquós (1,5/0,5 p/p): s'obté una mésela B de 150 mg F/g,

3a.- addició de la resta de medi aquós a la mésela B. Obtenint-se una suspensió de

liposomes oligolaminars amb un diámetre situat entre 1 i 2 um (Perret S. et al.,

1991).

Si es pretén incorporar molécules hidrofóbiques subministrados en forma sólida poden

emprar-se dos sistemes:

a.- per mésela directa del sólid amb Pro-Lipo S mitjan9ant agitació fins homogenitat,

realitzant posteriorment l'addició del medi aquós,

b.- per mésela mitjancant agitació d'una dissolució etanólica del fármac amb Pro-Lipo S

i posterior addició del medi aquós.

En el cas de les molécules hidrofíliques, aqüestes s'addicionen dissoltes en el medi

aquós. En mesclar aquest amb el Pro-Lipo S, el procés de formado deis liposomes permet la

seva incorporació dins el volum aquós intern.

3.2.2.4 NATIPIDE II.

Els gels de Natipide II están constituíts per etanol, aigua i fosfolípids en una relació

16:64:20 p/p/p. Els fosfolípids majoritaris son SPC (76 % p/p), LPC (máxim 6 % p/p), PE (5 %

p/p) i PA (8 % p/p). La composició d'aquest sistema ternari (Ap. 1.4) fa que els liposomes ja

estiguin formáis, per tant, només cal una dilució de la materia primera per obenir les
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suspensions a la concentrado desitjada. El resulta! es una preparado amb liposomes de 200

± 30 nm amb 4-6 bicapes. El fabricant del producte es Rhóne-Poulenc Group (Naterman

Phospholipid GMBH, Alemanya).

La incorporado de molécules hidrofóbiques pot fer-se de dues formes:

a.- per mésela directa del sólid amb el gel Natipide II mitjangant agitado fins

homogenitat,

b.- per mésela mitjangant agitado d'una dissolució etánolica del fármac amb gel Natipide

II. 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 l'addició s'aplica un corrent de nitrogen

per tal d'evaporar l'etanol en excés. El procés es controla mitjangant el pes de

la mésela, portant-la al pes inicial després de cada addició d'alcohol. D'aquesta

forma s'evita un excés d'etanol que causaría el trencament del liposomes ja

formats al gel comercial.

En el cas en que s'incorporin molécules hidrofíliques, aqüestes s'addicionen dissoltes

en el medí aquós. De la seva permeabilitat a través de les membranes depén la seva

incorporado ais liposomes.

3.2.2.5 EMULSIONS D'OLI DE BORRATGE.

En la composició de les emulsions d'oli de borratge (OB) s'inclogué Pro-Lipo S per tal

d'estabilitzar les microgotes d'oli amb una monocapa externa de fosfolípids. Així, inicialment es

mesclaren amb agitado magnética les quantitats predeterminades de Pro-Lipo S i OB

(Gattefossé SA, Franga). A la mésela s'afegí el medi aquós escollit de forma que la preparado

tingues un 2 % p/p d'OB, i posteriorment es processá en un Microfluidizer 11 OS, a temperatura

ambient, a una pressió d'entrada de 4 bars, i sense recirculació. El número de cicles varia

segons la preparado, i determina la grandária de les vesícules obtingudes.

3.2.3 METODES DE PROCESSAT DE LIPOSOMES I 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 vesícules amb característiques determinades (diámetre,

lameralitat, volum encapsulat, ...) i en diversos estáis físics (suspensions, gels o liofilitzats). A

continuado es detallen les técniques utilitzades i el tipus de vesícula i preparacions que

proporcionaren.
.̂r

3.2.3.1 SONICACIÓ.

Aquest métode es un deis primers que es van emprar per a la preparado 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 potencia relativa aplicada

es del 35%, a intervals de 2 minuts fins a un total de 10 minuts, i amb una sonda de 3,5 mm de

diámetre (Dynatech, USA). El resultat es una suspensió opalescent translúcida característica

deis SUVs.

Posteriorment a la sonicació cal eliminar les restes de titani que solen desprende's de

la sonda, be per centrifugado (12.500 x g, 12,5 min), be per filtrado a trravés de membranes

de policarbonat amb porus de 400 nm de diámetre (Nucleopore, Costar Scientific Corporation,

USA).

3.2.3.2 EXTRUSIÓ.

Les suspensions de liposomes es fan passar a través de membranes de policarbonat de

porus predeterminat (Nucleopore, Costar Scientific Corporation, USA). L'extrusió consecutiva

a través de membranes de diámetre decreixent aconsegueix reduir el diámetre deis liposomes

en funció de la última membrana emprada i del número de vegades que es faci passar la

suspensió. En tots els casos les mostres s'extrusionaren un mínim de 3 vegades per l'última

membrana escollida i un mínim de 2 per les anteriors.

A la secció 4.2.3 es determinen les possibles pérdudes de fosfolípids durant l'extrusió,

i a l'apartat 4.2.2 es realitza un estudi, per microscopía electrónica, deis diámetres reals de les

membranes de policarbonat, comparant-los amb els nomináis.

3.2.3.3 HOMOGENITZACIÓ A ALTA PRESSIÓ.

Les suspensions de liposomes es processaren a temperatura ambient amb un

Microfluidizer 11 OS. La máxima pressió d'entrada emprada fou de 4 bars. No s'utilitzá la

recirculació (Ap. 1.4), de forma que per caracteritzar una mostra s'ha emprat la pressió (p) i el

número de vegades, o cicles (C), que ha passat per la cambra d'interacció.

Les característiques del liposomes que s'obtenen amb aquesta técnica depenen de la

naturalesa de la mostra (MLVs, Pro-Lipo S, medí aquós, ...), del número de cicles i de la pressió

d'entrada emprada.

3.2.3.4 LIOFILITZACIÓ.

Les suspensions de liposomes que es van liofilitzar es prepararen emprant sacarosa com

a crioprotector. Aquesta s'inclogué en el medi aquós afegit durant els processos d'obtenció. La

relació sacarosa / fosfolípid fou sempre 1/1 p/p (Ap.4.2.6). Les mostres, en volums máxims de

5 mL, es congelaren per inmmersió en nitrogen líquid i es liofilitzaren durant 48 hores (Modulyo

Edwards, Anglaterra). Per cada tipus de preparado 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 suspensió amb la mateixa concentrado de fosfolípids que la inicial.

3.2.3.5 IIMCORPORACIÓ 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), ¡ es neutralitzá amb NaOH

al 10 % amb la proporció 1/ 0.055 p/p Carbopol 940 2 %:NaOH 10 %. A aquesta mésela

neutralizada (pH~6,5) s'ajuntá la quantitat adient de suspensió de liposomes o d'emulsió d'OB.

La mésela es realitzá mitjan9ant agitado (vótex) 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 l'estabilitat física deis liposomes en els gels en el moment de la

seva preparado, s'escolliren les quantitats de gel neutralitzat, de suspensió de liposomes, i la

concentració d'aquestes suspensions, en fundó de les concentracions de fosfolípid i de

Carbopol 940 desitjades en els gels fináis.

Peí que fa a la obtenció i seguiment de l'estabilitat a llarg termini de gels amb liposomes

(amb o sense fármac) i a la de gels amb vesícules d'oli de borratge, les quantitats de Carbopol

940 al 2% neutralitzat i de suspensió emprades en la mésela foren, respectivament, 1/5,3 p/p.

D'aquesta forma la concentració de Carbopol 940 al gel final fou sempre de 0,3 % p/p.

Complementáriament, la concentració de les suspensions de liposomes o d'OB que s'empraren

per la mésela foren tais que els gels fináis tingueren la concentrado de fosfolípids o de sustancia

activa desitjada.

3.2.4 METODES DE SEPARACIÓ EMPRATS EN LA QUANTIFICACIÓ DE

LES SUBSTANCIES ASSOCIADES A LIPOSOMES I A MICROGOTES

OLIOSES.

S'han emprat diferents técniques per tal de determinar l'encapsulació de diferents

molécules en els liposomes o per determinar la formado de microgotes d' OB estabilitzades amb

fosfolípids. Per cada cas concret, s'ha estudiat si la técnica era apropiada, mostrant-se les

avaluacions a l'apartat de Resultáis. Les caracterísques generáis per a l'aplicació de cadascun

d'ells es desciuen a continuado.

3.2.4.1 CROMATOGRAFÍA D'EXCLUSIÓ MOLECULAR.

Es realitzá en columnes PD-10 de Sephadex G-25 médium (Amersham-Pharmacia,

Suécia), Aquesta técnica fou emprada majoritáriament per a la determinado de l'encapsulació

de substancies hidrosolubles. En el cas deis fármacs molt poc solubles en aigua, l'acumulació

de sólid en les columnes les feu útils per una única aplicado, fet peí qual només s'emprá en
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comptades ocasions. La posta a punt de la técnica per diferents molécules es descriu a l'apartat

4.2.4.1.

Per tal d'evitarque el gel retingués fosfolípid de les preparacions, s'aplicá a les columnes

noves 1 ml_ de suspensió de liposomes (Pro-üpo S, 20 mg fosfolíp¡d/mL), elu¡nt-se amb medí

aquós abans d'aplicar qualsevol mostra. D'aquesta manera les columnes resultaren saturades

amb fosfolípid, rentades, i es determina albora el seu volum mort (aproximadament 2 ml_).

S'aplicaren volums de mostra de 200 uL, realitzant-se l'elució a flux lliure amb el medi aquós de

les preparacions incloent-hi, quant fou necessari, una sal per tal de minimitzar la diferencia de

pressió osmótica entre el interior deis liposomes i el medi extern.

3.2.4.2 CENTRIFUGACIÓ DE MINICOLUMNES D'EXCLUSIÓ MOLECULAR.

Aquest tipus especial de cromatografía té un volum mort molt petit, la qual cosa permet

obtenir els liposomes molt poc diluíts respecte de la concentrado de l'aplícacíó, a diferencia de

la cromatografía d'exclusió molecular clássica.

Es coloca a la sortida d'una xeringa de plástic de 2 mL un tros del diámetre escaient de

filtre Whatman GF/B (Whatman International Ltd, Anglaterra). A continuació s'omple amb

Sephadex G-50 coarse hidratat. La xeringa es coloca díns un tub i es centrífuga a 600xg durant

2 minuts en una centrífuga de sobretaula de rotor basculant. Així s'elimina l'excés de dissolvent

(elu'ít al tub d'assaig) i s'obtenen columes del gel compactes. A aqüestes columnes així rentades

se'ls apliquen 0,1 mL de suspensió de liposomes i es tornen a centrifugar en les mateixes

condicíons. D'aquesta forma en el primer elu'ít (~ 0,1 mL) apareixen liposomes amb el material

encapsulat. Cada nova aplicado de tampó i posterior centrifugado permeten obtenir fraccions

amb liposomes (les fraccions iniciáis) i, posteriorment, el material no encapsulat (les darreres

fraccions).

La validesa del métode per díferents sustancies es descriu ais Ap. 4.2.4.2.

3.2.4.3 CENTRIFUGACIÓ.

La centrifugado a baixes o a altes gravetats (ultracentrífugació) fou funció de la grandária

de les vesícules de les suspensions i de la finalitat de la técnica: eliminar sólid en excés,

sedimentar liposomes, o separar les díferents fases de les emulsions d'OB amb fosfolípíds.

BAIXES g.

La centrifugado a baixes g (com a máxim 12.500 x g) es porta a terme per l'eliminació

del fármac no solubilitzat i present sólid en les suspensíons de liposomes. Les condicions de

centrifugado depengueren del diámetre de la poblado de liposomes de les suspensions.

Aquelles preparacions amb liposomes mes grans d'1 um es centrifugaren en un rotor

d'angle fíx en volums de 2 mL a 1.100 x g durant 10 minuts a 4°C (Centrikon H-401, Kontron,
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SuTsa). L'avaluació del métode es descriu a l'apartat 4.2.4.3.

Les alíquotes de suspensions de liposomes amb diámetres inferiors a 1 |jm, es

centrifugaren en microtubs a 12.500 x g, durant 1 minut a 4°C. L'avaluació del métode es descriu

a l'apartat 4.2.4.3.

Pels dos tipus de vesícules, quan es volgueren obtenir grans volums de mostra sense

l'excés de fármac sólid, es centrifuga la suspensió en una centrífuga preparativa (Centrikon H-

401, Kontron, Su'ísa) en les condicions d'acceleració i temps determinades préviament per cada

cas, i en recipients escaients.

ULTRACENTRÍFUGACIÓ.

La centrifugado en alts camps gravitatoris s'emprá per sedimentar els liposomes amb

un diámetre aproximat de 200 nm i per a la separado de l'oli de borratge que constitueix

microgotes estabilitzades amb fosfolípids de l'oli que no les forma. En ambdós casos s'utilitzá

una ultracentrífuga Sorvall Combi-Plus (Du Pont, USA).

Per tal d'obtenirla sedimentado deis liposomes d'aproximadament 200 nm de diámetre

la suspensions es centrifugaren a 140.000xg durant 15 hores a 4°C en un rotor d'angle fix T-865.

La validado es descriu a l'apartat 4.2.4.4.

Les emulsions amb olí 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 validado está descrita a

l'apartat 4.2.4.4.

3.2.4.4 ULTRAFILTRACIÓ.

Es va emprar aquesta técnica per quantificar la concentrado d'hidrocortisona en el medí

aquós no encapsulat de les suspensions de liposomes. S'utilitzá una cel-la d'ultrafiltració Amicon

de 50 mL amb agitado magnética. La pressió aplicada fou de 4 bars i s'obtingé ¡nsuflant

nitrogen. Les membranes foren Nadir PA5 (Intersep Filtration Systems, Anglaterra) constitu'ídes

per poliamida i polipropilé, amb un tall de 5000 Daltons (equivalen! a un porus de 0,5-1 nm per

a proteínes globulars). Abans de la seva utilització es rentaren 4 vegades durant 15 minuts en

medís aquosos saturats d'HC. La bibliografía descriu la utílítzació d'aquest métode amb finalitats

preparativos (Vemuri S., 1991) i analítiques (Müller 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 aixó que, en el nostre cas, ha estat necessária una

validado del métode, la qual es descriu a l'apartat 4.2.4.5.
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3.3

MÉTODES MATEMÁTICS.
Per tal d'obtenir els máxims resulats amb els mínims experimenta possibles, s'han

emprat técniques de disseny experimental i d'avaluació deis models de les respostes en la major

part d'experiments. El procediment emprat está basat en el llibre de Deming S.N. i Morgan S.L.

(1987). D'altra banda, per a la obtenció de la situado deis máxims deis espectres d'FT-IR s'ha

emprat el procediment de la 4a derivada.

Amdós métodes matemátics es decriuen tot seguit.

3.3.1 DISSENY I AVALUACIÓ D'EXPERIMENTS.

MODELS EMPÍRICS.

En l'estudi del comportament de qualsevol sistema, podem emprar dos tipus de models

per tal de descriure el seu comportament: el mecanicista, i l'empíric. En el primer cas, es

proposa un procés amb el qual s'explica com unes variables afecten a la resposta del sistema.

En funció de la seva complexitat, es possible establir una funció matemática que relaciona els

factors. En l'ámbit de la ciencia básica, aquest es el tipus de model predilecta, ja que permet

conéixer íntimament el sistema i relaciona els aspectes teórics amb els fets experimentáis. Un

exemple son les equacions que descriuen la velocitat de les reaccions químiques.

Contráriament, en els models empines el que es pretén es assolir una aproximado prou bona

que descrigui el comportament del sistema. No interessa el per qué del seu funcionament. El

sistema es una caixa negra, i l'equació que es proposa conté uns parámetres que s'han ajustat

a partir de les dades experimentáis en equacions generáis.

Molts models empírics son de tipus lineal. El terme lineal fa referencia a que les

equacions están compostes per termes additius, cadascun deis quals inclou només un

parámetro com a producte. Per exemple, en un sistema on s'estudii l'efecte del factor x sobre

la resposta z, l'equació següent, on intervenen els parámetres b0, b.,, b2 i b3 es lineal:

z= b0 + b{x + ¿>210 * + ¿>3x
2

No passa el mateix amb b1 a la següent equació:

z =

tot i que, en aquest cas, pot linealitzar-se mitjan9ant logaritmes.

Una de les equacions lineáis mes útils per descriure sistemes amb dues variables (x i
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y) es la que correspon al model polinomio complet de segon ordre13, i que correspon a

l'expressió:

z= b0 + b^ x + bly y + b^x2 + b2y y
2 + b^xy Eq. 9

on:
b,j indica que es el parámetre i de la variable j.

Es pot considerar que cadascun deis termes de l'equació descriu diferents

comportaments del sistema:

b0, correspon al nivell (valor) de z quan les variables x i y teñen nivell O,

b1x x, indica que les variacions de z son b 1x vegades proporcionáis a les de x, aquest terme

correspon al que s'anomena interacció de primer ordre,

b1x x
2, indica que la influencia de x en z depén del propi valor de x. Aquest terme es pot

expressar com (b1xx) x, per tant, el pendent de x varia juntament amb el seu valor: quan x es

petit el pendent també no es, i a l'inrrevés. Es una interacció de segon ordre, o autointeracció,

byXy, indica que l'efecte d'un factor sobre z depén del nivell de l'altre. Es una interacció creuada

entre els factors x i y.

Cal incloure un altre terme per que l'equació 9 s'ajusti a la realitat. D'una banda, tota

mesura té associat un error experimental, per tant es possible que els termes anteriors no

proporcionin exactament els valors mesuráis de z. A mes, en tractar-se d'un model, es poc

probable que el sumatori de termes proporcioni amb absoluta precissió el valor de z, de manera

que hi haurá una manca d'ajust propia del model proposat. Aqüestes desviacions constitueixen

el que s'anomena el residual (r) de l'equació. No es un parámetre a ajustar, sino el terme que

té en compte tant Terror experimental com la manca d'ajust del model. Per tant, l'equació

completa es:

z= b0 + b^ x + bly y + b^ x2 + b2y y
2 + b^ xy + r Eq. 10

La solució d'un sistema com l'anterior només necessita de prou equacions independents

a partir de les quals es troben els valors deis parámetres b,r 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 serie de relacions en les

quals les incógnites son els parámetres b,,:

13 Des d'un punt de vista analític, es pot considerar com una serie de Taylot truncada i, per tant, una
aproximació a la funció continua que descriu el sistema.
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b0 +b1xx1 +
b0 +b1xx2 +

+ b^y,2 + b^y, + r, = z,
2b 2 y y 2 r2 = z2

b0 +b1xxn n + b2xxn
2 + b2yyn

2 rn = zn

El conjunt es pot expressar en forma matricial:

1 xi yi xi y 1 xiVi \ / uo
x2 y2 x2

2 y2
2 x2y2 \ / b<

yn xn yn xnyn

r'\ íl\

\v
que en forma resumida resulta: XB+R=Z

La solució algebraica d'aquest sistema té algunes restriccions. En primer lloc el producte

de X'X ha s'ésser inversible, per tant no son possibles qualsevol serie d'experiments. D'altra

banda s'impossa que el sumatori deis residuals al quadrat tingui el mínim valor possible, la qual

cosa afecta directament ais valors de B. La matriu solució, B, que compleix aqüestes condicions

val B=(X'X)'1 (X'Z), on X1 indica la matriu transposta de X. L'obtenció d'aquests valors es rápida

mitjan9ant el programes informátics que realitzen aquests cálculs.

Cal teñir en compte que no sempre es necessari treballar amb l'equació 10, sino que

eliminant diferents termes obtenim altres models mes simples que poden ajustar-se al

comportament del sistema. El següent pas es plantejar-se quins experiments realitzar per Pajust

que es vol fer, ¡ determinar si aquest es prou bo.

DISSENY EXPERIMENTAL.

Quan es realitza una análisi empírica

d'un sistema presumiblement afectat per varis

factors (o variables), no es necessari mantenir

un d'ells constant mentre es varia de forma

sistemática el nivell de la resta, sino que es

possible variar tots ells albora i, amb una

análisi matemática adient, obtenir els

parámetres de cada terme a les equacions

empíriques proposades. Aquest procediment

es el que es coneix com a diseny factorial. En

ell s'escullen les convinacions entre factors
.*.

adients per obtenir la matriu B, de manera que,
Fig. 22 Variació en Terror del pendent en funció de la
distancia entre els nivells d'un factor.
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a mes, cadascun deis parámetres té el mínirn error possible associaí. La influencia deis nivells

de cada factor en la determinado deis parámetres es pot posar de manifest amb uns exemples

simples sense entrar en l'análisi matemática:

a) En el cas de l'ajust d'un model z = btx + r, la distancia que separa els experiments realitzats

a diferents nivell de x determina Terror associat a b,. Si es realitzen varis experiments a dos

nivells /! i Xj, el conjunt de replicats permet l'ajust de varíes rectes, les pendents de les quals

depenen de la distancia entre x, i x2. Com s'aprecia a la Fig.22, com mes a prop estiguin aquests

nivells (a) mes indeterminado hi haurá en el valor de bv En allunyar x, i x^ i suposssant que

Terror experimental en cada cas es el mateix, el valor estimat de b, resulta ésser mes precís (b).

-

-

X

-

1

D *

:
^j

-;;.9";'"I

,-;8

' ' '„ ' ' '
o x o v

A;

b) A mes de la distancia entre factors, també es

¡mportant la seva situació. En l'ajust d'un model

z= b0 + b,x + r, la indeterminado en b0 pot variar

en funció d'on estiguin situáis x, i Xj. A la Fig.

23 s'observa que en situar els factors

equidistants del nivell O, Terror en b0 ja no depén

de Terror de b,, sino que únicament varia en

funció de Terror experimental. Aquest exemple

posa de manifest que la indeterminació en un

parámetre pot afectar a la d'un altre. Es el que

es coneix com a covarianfa.

Per minimitzar aquests efectes negatius,

els dissenys factorials sitúen els nivells entre factors en intervals equidistants i centráis amb

Torigen. Els intervals queden establerts peí propi experimentador en dividir el rang estudiat en

parís iguals on realitzar les mesures. La situació central de Torigen s'assoleix mitjan9ant un canvi

de variables, obtenint valors codificáis que, per simplificar els cálculs i poder identificar-los

fácilment, es normalitzen amb Texpressió:

Fig. 23 Variado en Terror de I'ordenada a 1'origen en
funció de la posició deis nivells deis factors

x - x
X - Eq. 11

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 peí número mínim d'experiments independents

(convinacions a diferents nivells entre factors) que permeten la ressolució de la matriu B, es a

dir, que fan que es compleixin les restriccions ja comentades de mínims quadrats i d'inversió de
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matrius. Els dissenys mes emprats son el de 2 nivells, el d'estrella, i el compost.

Com indica el seu nom, en els dissenys factorials de 2 nivells només es realitzen
A

experiments a dos nivell en cada factor. El número mínim d'experiments (f) per obtenir B está

donat per la relació f = mk, on m indica els nivells deis factors, i k el número de factors que

s'estudien. Per exemple, en un sistema en el que s'estudiin dos factors (x i y), calen f=22=4

convinacions de factors a diferents nivells (les convinacions entre x, i x2 amb y, i y2). Aqüestes

convinacions son les representados a la Fig. 24a (espai bidimensional de factors). El model

lineal que amb mes freqüéncia s'ajusta al conjunt de resultáis obtinguts es

z = b0+b1xx + b1yy + bxyxy + r

i, com s'aprecia, permet estimar els efectes de primer ordre i els creuats entre els factors. Amb

altres models es 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).

q
8-

Itttl OT IHOUN I

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 parámetres. Per exemple, amb 2 factors, el mes emprat inclou

termes de primer ordre i de segon:

8-

k"

f.

uní or f(Kt« 11

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 es el resultat de la unió deis dos anteriors. En el cas en que els

centres coincideixin s'anomena compost centrat. A la Fig. 26a es mostren les posicions deis

experiments en el cas d'un sistema on variin 2 factors. Aquests disenys son els que permeten

obenir els parámetros deis models polinómics complets de segon ordre, els quals teñen

1/2(k+1)(k+2) parámetres. Un exemple, peí cas de 2 factors, es l'Eq.10.

Una vegada establerts el models i les convinacions es fa necessari avaluar-los.

Fig. 26 Convinacions de factors en un diseny compost centrat amb 2 factors (a) i amb 3 factors (b).

AVALUACIÓ DELS MODELS.

Un cop escollit el diseny experimental, obtingudes les repostes del sistema, i determináis

els parámetres de l'equació empírica proposada, cal establir procediments que indiquin si els

resultáis son acceptables. Aquesta qualificació es basa, generalment, en la satisfacció de tres

condicions. La primera es establir en quin grau els canvis que s'observen en la resposta del

sistema son deguts ais canvis intencionáis que s'han realitzat sobre els factors estudiáis. La

segona condició avalúa la manca d'ajust del model que s'ha escollit, comparant-la amb Terror

experimental propi del sistema. La tercera es planteja per determinar quins termes del model

proporsat son els mes significatius.

Per resoldre aqüestes qüestions resulta imprescindible conéixer Terror experimental,

acció que implica la realització de replicáis en, com a mínim, una de les convinacions de factors,

qua acostuma a ser el nivell cenlral codificat en el cas del model compost centrat. Davant la

possibilitat que Terror no siguí igual a tot el rang estudiat, es recomanable realilzar els replicáis

a diferents nivells repartits per igual en el rang d'estudi deis faclors.

El procediment que se segueix per solucionar el problema plantejat es conegul com a

Tanálisi de la varianpa (Anova) per models lineáis, i está fonamentat en la considerado de que

cadascuna de les respostes d'un sistema poden considerar-se fomades per varíes parts. Per a

realitzar TAnova s'obtenen les variances associades a cadascun d'aquests ¡ntervals.

Quan s'ha obtingut una serie de respostes en l'estudi d'un sistema, la distancia des de

Torigen (nivell de resposta zero) fins la mitjana de lots els valors obtinguls se sitúa al punt mitjá
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de loles les resposles

experimentáis14. Des d'aquest

punt (Fig. 27), la distancia fins el

valor que prediu el model per cada ^ z Zi z¡ '

nivell ( z¡), es un parámetre que _ . „ _ , , , , , , Í A , ,. • .-v ' Fig. 27 Segments que descnuen el despla9ament des de 1 origen, íins
indica si aquest es prou bo a una resposla concreía del sistema.

explicant les variacions en les

respostes. La distancia des deis valors que prediu el model en cada nivell fins els valors de la

mitjana en aquesls nivells (si es que hi ha replicáis) indica la manca d'ajusl del model. Com mes

petita sigui mes bones serán les previsions. Per últim, la distancia entre les mitjanes

experimenlals i els valors individuáis corresponenls, mesuren Terror experimental

Per treballar i quantificar totes aqüestes disláncies, es Ireballa amb sumatoris de termes

al quadrat, els quals teñen associats uns graus de llibertat (GL) en funció de quines variables

els composen. Es a partir d'aquests sumatoris que s'analitzen les bondals del model.

El primer d'ells es el sumatori total de quadrats (SST), que s'oblé elevar al quadrat totes

les respostes experimentáis i sumar-les (Taula 2). El nombre de graus de llibertat es la quanlitat

de lectures realitzades: n. Aquest sumatori es pot descomposar en dos en el cas de treballar

amb models on hi ha ordenada a Porigen (bo). El primer es el sumatori d'n vegades deis quadrats

de la mitjana obtinguda amb loles les resposles (SSJ, que le un grau de llibertal; l'altre es el

sumatori de quadrals ajustats amb la mitjana (SSa]), que té n-1 graus de llibertat. Aquest darrer

sumatori ens indica en quin grau s'allunyen els valors experimentáis de la mitjana de tots ells.

Es pol demostrar que SST = SS(T,+ SS^, 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 b0, SST es descomposa directament en els següents.

En proposar un model empíric, la quantital que els valors experimentáis s'allunyen de la

seva mitjana (SSaj) es pretén explicar amb els faclors que hi participen. Per aixó es comparen

les respostes que proporciona el model amb el valor de la mitjana deis punts experimentáis,

procés que dona lloc al sumatori de quadrats origináis pels faclors (SSfac). Si els resullals del

model expliquen be l'allunyamenl de la mitjana experimental, les diferencies entre ambdós faran

que SSfe,, també no sigui, i será del mateix ordre que SS .̂ Pero cal avaluar en quin grau el model

s'ajusta ais punts experimentáis, ja que el cas anterior el que mesura es la variado global

respecte de la mitjana. Aixó es fa amb el sumatori deis quadrats deis residuals (SSres). Els graus

de llibertat de cada sumatori es mostren a la Taula 2, on p indica el número de parámetres que

inclou el model.

El darrer pas es delerminar si els residuals anteriors son origináis per que el model

u Per aixó, quan es ealitzen replicáis, es convenient situar-los en l'origen de factors codificáis en cas de
realitzar-los en un sol nivell, o distribuir-los per igual si es realitzen a diferents nivells.
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Sumatori Operado Graus de llibertat

SST

ssm

ssaj

ssrac

ssres

ss,0(

ssexp

z = lz (
2

I z 2

I(z,-z)2

I(z rz)2

I(2rz¿2

I(z,-z)2

I(z rz¿2

n

1

n-1

p-1

n-p

f-p

n-f
Taula 2 Relació entre els sumatoris quadrátics i Fig. 28 Relacions additives entre els sumatoris de
graus de llibertat per models amb bc. En cas con- quadrats i els graus de llibertat per models anib b0.
trari no hi ha SSm ni SSsaj, i SS,ac té p graus de
llibertat.

s'allunya deis punts experimentáis sense cap rao, o si, en cas de fer-ho, es per que el sistema

té forpa error experimental, de manera que el model el que fa es apropar-se a la mtjana deis

valors mesuráis 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 diferencies entre les mitjanes de cada nivell (si

hi ha) i el valor previst peí model. Si s'han realitzat f convinacions de factors a diferents nivells,

els graus de llibertat associats son f-p. Per últim, Terror experimental es mesura a partir de la

diferencia entre els valors obtinguts a cada nivell i les respectives mitjanes (SSexp), i té n-p graus

de llibertat.

Els primers parámetres que avalúen el model son els coeficient de determinació i de

correlació. Si els factors estudiáis teñen poca influencia en les respostes del sislema, SSaj será

molt mes gran que SSfac. En cas contrari els dos sumatoris serán del mateix ordre. Per tant, el

quocient entre els dos es una mesura relativa de en quin grau les variacions que s'observen amb

els factors son explicados amb el model propossat. El quocient es el coeficient de determinació
múltiple, R2, ¡ val:

Eq. 12

vana entre O, quan els factors del model no expliquen la resposta, i 1, quan ho fan

totalment. La seva arrel quadrada es el coeficient de correlació múltiple.

ertal de completar l'estudi deis factors del model, cal realitzar la prova de significado
10 rnitjancant el quocient de variances15 deis factors deis residuals. Les

¡ats
 Ces s obtenen amb el quocient deis sumatoris quadrátics entre els respectius graus de llibertatassociats.
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comparacions de variances es realitzen mitjan9ant els valors crítics de F de Fisher tabulades

(Fcnt) al grau de significado escollit. Si la varianca deis factors es significativament mes gran que

la deis residuals, els termes del model expliquen be les variacions del sistema. Per tant, es

calcula la F amb les variances esmentades (Fca,c) i es compara amb la Fcnt tabulada. En models

que contenen b0, l'expressió val:

SSresl(n-p)

on:
(p-1; n-p) indica els graus de llibertat n, i n2 de la Fcnt.

La determinado de la varian9a deis residuals permet calcular l'interval de conf¡an9a dins

del qual, amb una probabilitat determinada, cal esperar una nova lectura. Per a una convinació

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

* N J = ± F(v,n-) [1 + *o WWX* ] Eq. 14

on:
F(i. n-P) correspon al valor tabulat de F amb 1 i n-p graus de llibertat al valor de significado escollit,
Xo es una matriu amb una única filera que conté la convinació 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 son les de la manca d'ajust i la de Terror

experimental segons l'expressió:

ss,, i (f-p) sLZ7 — uy v rf ley r- i c
V/w-/) " ~ss—/ („_/) " ~T~ q'

«P ^exp

on:
(f-p; n-f) indica els graus de llibertat n, i n2 de la Fcrt.

Si la varian9a de la manca d'ajust resulta significativament major que la de Terror

experimental (Fcate > Fcnt) el model no es estadísticament corréete, ja que les diferencies entre

les respostes que proporciona i les mitjanes experimentáis s'allunyen for9a mes del que es pot

justificar per Terror experimental.

En moltes ocasions, la prova de l'ajust del model indica que Tequació proposada no es

estadísticament acceptable encara que comprovem que s'ajusta be. 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, l'análisi estadística indica que s'hauria de rebutjar el model com a

conseqüéncia de la seva imprecisió. Es per aixó que, en el casos en que els residuals siguin

prou petits com per poder considerar que no teñen una importancia práctica, no es necessari

realitzar la prova de la manca d'ajust.

Per últim indicar que.en propossar un model, incialment no s'accepten tots els

parámetres que conté, sino que només en formaran part aquells que sigin significativament

diferents de 0. El procés té (loe comparant els residuals que s'originen en incloure un nou

parámetre amb els que causava el model anterior, de manera que, un a un, només aquells que

causen una millora del model hi son inclosos. Afortunadament, aquest procés es desenvolupen

els programes de tractament de dades addients a partir deis valors experimentáis i del model

complet que es propossa.

0.4

3.3.2 TRACTAMENT D'ESPECTRES MITJANQANT LA 4a DERIVADA.

L'absorció de la radiado infraroja per part de la materia está determinada pels modus

de vibrado moleculars que presenten els enlla9OS entre els átoms. En fundó de l'energia de

cada enlla?, la qual depén tant deis átoms implicáis com del seu entorn, la radiado infrarroja

d'una determinada freqüéncia será o no

absorbida16. Per tant, a partir de l'espectre

d'infraroig d'un compost es pot extreure

informado de la seva estructura, ja que les

diferents freqüéncies absorbides poden

relacionar-se amb un tipus d'enllac en un

entorn concret.

A la práctica, les absorcions no es

donen a una freqüéncia única, sino que

s'obtenen bandes Tamplada de les quals

depén de la ressolució instrumental, deis

to 0.2 -

0.0

microentorns de cada grup excitat, i de la

velocitat amb la qual es disipa l'energia

absorbida. El resultat son bandes d'amplada

variable que, en alguns casos, poden

solapar-se parcialment o total, de manera

1600 1400

cm
Fig 29 Fragment de l'espectre d'absorció a l'infraioig de
la íbsfatidilcolina (a) i i 4a derivada (b) de l'interval

16 Históricament, a l'espectroscópia d'infraroig s'ha emprat el número d'ona (ü) enlloc de la freqüéncia
(u) per caractentzar la radiació. La relació entre ambdúes es ü = v/c, on c es la velocitat de la llum .
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que l'assignació de la posició deis máxims pot resultar molt ¡mprecissa (Fig. 29a).

H¡ ha diversos procediments matemátics de tractament d'espectres que permeten

superar aquesta limitado. Un d'ells es l'obtenció de la 4a derivada de l'espectre. En funció de

l'interval amb el qual es deriva, aquesta técnica ressol en major o menor grau les bandes

components d'un conjunt solapat. La corva resultat presenta máxims la posició deis quals es la

de les bandes de l'espectre original (Fig. 29b).
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4. RESULTÁIS

L'apartat está dividit en els següents temes:

4.1 Validado deis métodes d'análisi.

4.2 Resultáis deis métodes preparatius.

4.3 Resultats de suspensions ¡ emulsions.
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4.1

VALIDACIÓ DELS MÉTODES

D'ANÁLISI.

En el present apartat es descriuen les determinacions d'interferéncies en els métodes

analítics emprats, i les validacions deis nous i deis d'ús freqüent al laboratori pero utlitzats per

primera vegada per al tipus de mostra analitzat.

Entre la deteccció d'interferéncies cal destacar la que es produeix en la determinado de

l'índex d'oxidació deis fosfolípids com a conseqüéncia de les sais del tampó de la suspensió (Ap.

4.1.2), i la del cromat ¡ l'oli de borratge en la quantificació de fosfolípids mitjan?ant el

ferrotiocianat amóme (Ap. 4.1.1).

La determinado de la grandária deis liposomes mitjanfant l'análisi de l'espectre de

freqüéncies ha resultat sotmesa a moltes mes restriccions de les que indica el fabricant de

l'aparell. A l'Ap. 4.1.8 es descriu l'estudi exahustiu de les variables que afecten la seva precissió

i exactitut, analitzant tant les característiques globals de la suspensió (diámetre i ampiada

mitjanes) com els ¡ntervals de classe en que es divideix el rang d'análisi de Tapare!!.

La resta d'apartats ha permés validar diversos métodes d'análisi (volum encapsulat en

liposomes, concentrado de fosfolípids, etc) o establir quines variables recollir en estudis in vivo

de l'eficácia deis liposomes (Ap. 4.1.9).
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4.1.1 INTERFERÉNCIES EN LA QUANTIFICACIÓ DE FOSFOLÍPIDS.

S'estudiaren les possibles interferéncies que les molécules a encapsular en liposomes

podien originar en el métode de quantificació de fosfolípids basat en la formado de complexes

amb ferrotiocianat amónic. Amb aquesta finalitat es compararen els resultáis de les análisi 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 concentrado de fosfolípids. En el cas deis

fármacs hidrofóbics, la concentrado total d'aquests a les mostres fou la que es pretenia

aconseguir en els preparáis amb finalital farmacológica, sense considerar si estaven o no

encapsulals (dilranol (DT): 0,1 % p/p; hidrocortisona (HC): 0,5 % p/p; butiral-propionat

d'hidrocortisona (HBP): 0,1 % p/p; oli de borralge (OB): 2 % p/p). En el cas del cromal, emprat

com a marcador del volum inlern deis liposomes, la seva concentrado fou de 1,04.105 ppb de

crom total, que es la máxima concentrado a la qual s'ha emprat com a marcador. Com a prova

complementaria per les molécules amb absorbencia a 470 nm, lambe es determina el seu

coeficient d'extinció molar en cloroform a aquesla longitud d'ona i el seu espectre UV-Vis entre

380 i 520 nm. D'aquesla forma s'avaluá, per les moslres anleriors, si la concenlració máxima

que pol assolir el fármac en la fase orgánica en la qual es realilza l'exlracció (Ap. 3.1.1.1)

produeix una absorbáncia significaliva que inlerfereixi en la quanlificació deis fosfolípids..

Donada la ineslabililal química del dilranol, lambe es va comprovar si la danlrona (DA),

que es el principal subproducle del seu procés de degradado, produia alguna interferencia en

el métode d'análisi. Es va suposar una estequiomelria 1:1 mol/mol per aquesl procés.

Els resullals es moslren a la Taula 3. En ella s'aprecia que, a les concenlracions

máximes de fármac a les que es prelenen oblenir les suspensions, no es produeixen

absorbáncies significalives en la fase orgánica que inlerfereixin a la longilud d'ona del máxim

d'absorció del complex que forma el ferroliocianal amb els fosfolípids. Per altre coslal, s'oberva

que en els casos del DT, DA, HC, i HBP, la quantificació deis fosfolípids no resulta afeclada per

la presencia deis fármacs. Amb I'OB i el cromal, pero, sí que hi ha una variado significativa de

la concentrado del complexe fosfolípid-ferroliocianat en la fase orgánica, produinl-se una

interferencia que altera els resultáis.

La bibliografía eslableix la formado deis complexos amb diferenls fosfolípids, i indica la

no exisléncia d'inlerferéncies del ácids grasos lliures (Slewart J.Ch.M., 1980). Per aquesla rao

els resullats obtinguls amb I'OB son deslacables, ja que posen de manifesl la formado d'un

complex amb un lípid neutre, en el qual es possible que siguí necessária la participado deis

fosfolípids.

D'allra banda, la inlerferéncia del cromat pol eslar relacionada amb una competido

d'aquesla molécula amb el ferrotiocianat per la unió ais fosfolípids. Els resultáis, en presentar

una absorbáncia menor de la del control, indiquen que el complexe resultant no es soluble en

cloroform amb el qual es realilza l'exlracció.
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Molécula

Ditranol

Dantrona

Hidrocortisona

Butirat-
propionat
d'hidrocortisona

Olí de
borratge

Cromat

G470
L.moMcnrr1

(cloroform)

239 ±10
(n=2)

3.1 70 ± Í 40
(n=2)

NDt

NDt

NDt

NDt

^470

UA
(cloroform)

< 0,001
(2,21 .1 0-6 M)

<0,01
(2,21 .1 0'6 M)

NDt
(4,61 .1 0'6 M)

NDt
(2,76.1 0-5 M)

NDt
(2,25.1 0'3 M)

NDt

Espectre

380-520 nm

NDt
(2,21 .1 0-6 M)

NDt
(2,21.1 0-6 M)

NDt
(4,61.1 0'6 M)

NDt
(2,76.1 0'5 M)

NDt
(2,25.1 0'3 M)

NDt

% Fosfolípid
mostea amb la molécula

(mostra sense la molécula)

NS
99.4± 6; n=3

(100±3;n=3)

NS
103±2;n=2

(100±3;n=3)

NS
104±7;n=6

(100±6;n=5)

NS
100±7;n=5

(100±6;n=8)

S
230±14;n=10
(100±7;n=7)

S
83,6 ± 6; n=4
(100±6;n=3)

Taula 3 Determinació de la interferencia de diferente molécules en la quantificació de fosfolípid.
Els resultáis s'expressen com a mitjana ± desviado standard.
NS: No significatiu; S: Significatiu (a = 0.05); NDt: No detectable.

*: Entre paréntesi sindica la concentració a la qual s'ha calculat l'absorbáncia emprant el coeficient e4

**: Entre paréntesi s'indica la concentració a la qual s'ha realitzat l'espectre.

***:Els resultats están referits al valor de la mostra sense la molécula a encapsular.

4.1.2 INTERFERÉNCIES EN LA DETERMINACIÓ DE L'INDEX

D'OXIDACIÓ.

La determinado de l'índex d'oxidació de fosfolípids i oli de borratge mitjanfant el quocient

de les absorbáncies a 233 i 215 nm, está afectada per la terbolesa que causen les sais

utilitzades pertamponar les suspensions i perla presencia 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 materia primera, presentin índexs d'oxidació diferents. Per

corretgir aquesta interferencia s'ha determinat, en primer lloc, l'efecte de la concentració de sais

i de gelificant i, després, les correccions necessáries durant l'análisi rutinaria deis fosfolípids.

L'efecte de la concentració del tampó en la determinado de l'índex es mostra a la Fig. 30a, on

apareixen els espectres UV-Vis de méseles d'etanol absolut amb tampons de diferqnts

concentracions de fosfat sódic. La referencia fou etanol absolut. Les proporcions de tampó i

etanol son 0.1/3 v/v respectivament (New R.R.C., 1990). La terbolesa que s'observa fa que

l'índex d'oxidació de les mostres depengui de la dilució que es fací a l'hora d'obtenir el seu
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Fig. 30. Resultáis de l'estudi de les interferéncies del tainpó en la determinado de l'índex d'oxidació deis
fosfolípids
a) Espectres obtinguts afegint a 3 mL d'etanol absolut 100 ^L de lampó fosfat sódic de diferents concentracions
10 mM ( ), 25 mM (- - -); 50 mM (—).
b) índex d'oxidació de suspensions de liposomes de diferente concentracions (O: 50 mg F/mL; D 15 mg F/mL, V
5 mg F/mL) diluides en etanol absolut fins a una concentració de 0,45 mg F/mL. Els índexs d'oxidació directes
(símbols buits) augmenten amb la quantitat de mostra diluida en etanol, mentre que es mostren independents de la
dilució si s'obtenen corretgint la terbolesa (símbols negres).
c) Espectres obtinguts diluint 30 ¿iL(—), 100 [iL (- - -) i 300 fiL ( ) de tampó fosfat sódic 10 mM pH 7,4 en 3
mL d'etanol absolut.
d) Espectres corresponents a les dilucions de 100 ̂ L d'una suspensió de liposomes de 15 mg F/mL en tampó fosfat
sódic 10 mM (—) i de 100 uL de tampó fosfat sódic 10 mM ( ) en 3 mL d'etanol absolut
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espectre. Aixó es posa de manifest a la Fig. 30b on amb símbols blancs es mostren els índexs

d'oxidació de suspensions de liposomes (Pro-lipo S) de diferents concentracions, obtingudes per

dilucions succesives d'una suspensió mare, i analitzades segons es descriu a la bibliografía17

(New R.R.C., 1990). Com s'aprecia, aparentment hi ha un increment de l'index d'oxidació,

increment que es conseqüéncia de la quantitat de fase aquosa (i per tant de sais) afegida a

l'etanol, ja que la concentrado de fosfolípid en cubeta fou sempre la mateixa18. Aixó dona lloc

a un fals índex que no es representatiu de l'oxidació deis fosfolípids. Per evitar aquest artefacte

es realitzaren blancs amb dilucions en etanol del tampó emprat en les suspensions (Fig. 30c).

Aquests es restaren deis espectres de les mostres després d'igualar les absorbáncies a 550 nm

(Fig. 30d), longitud d'ona prou allunyada deis cromófors i on només cal esperar l'efecte de la

terbolesa del medi. Els resultáis corretgits d'aquesta manera es mostren, en símbols negres,

a la Fig.lb. S'observa que d'aquesta forma l'index es independen! de la dilució de la mostra.

L'efecte del carbopol s'estudiá per l'únic tipus de mostra preparada: 50 mg/g de fosfolípid

i 0.3 % p/p Carbopol 940. Donades les característiques físiques de les mostres (gels), la dilució

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 l'espectre de blancs de Carbopol a

aquesta dilució. S'aprecia una terbolesa major que en el cas deis blancs amb tampó,

conseqüéncia de la baixa solubilitat del carbopol en etanol. Per tal de millorar la determinado

de l'absorbáncia deguda només ais fosfolípids, es

centrifugaren les dissolucions etanóliques de

carbopol en microtubs (1 min, 12.500xg).

L'aparició d'un pellet permeté obtenir

sobrenedants sense terbolesa, l'espectre deis

quals es el del carbopol solubilitzat (Fig. 31). Així,

per a l'análisi deis índexs de les mostres amb

carbopol, les dilucions en etanol de totes les

preparacions es centrifugaren en les condicions

descrites anteriorment, de forma que la diferencia

entre els espectres del sobrenedant de la mostra

i del sobrenedant del blanc corresponent Fig. 31 Espectres resultants de la mésela de 30 mg de

proporciona les absorbáncies a partir de les quals ^P0' 94° ?-0-3 * P? en/^P0 fosfat sódic '°r T jj^ pjj 7^4 gjjjb 3 JJJL d etanol. Mésela centriíiígada

es calcula l'index d'oxidació deis fosfolípids. (—); mésela no centrifugada ( ).
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17 La concentració de fosfolípid de les dilucions en etanol es, en tots els casos, 0,45 mg/mL.

18 L'efecte de la contracció de volum es de Podre de 1' 1 %, fet peí qual no s'ha tingut en compte.
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4.1.3 INTERFERÉNCIES EN LA QUANTIFICACIÓ DE FÁRMACS PER

HPLC.

Per tal de comprovar l'existéncia o no d'interferéncies causades pels fosfolípids i peí

Carbopol 940 en la quantificació deis fármacs per HPLC, s'injectaren quantitats equivalents

d'aquests compostos a les que proporcionen les dilucions per a Panálisi de les preparacions de

liposomes amb fármacs. En cap deis métodes emprats es detecta un pies significatius amb

mateix temps de retenció que el fármac analitzat.

4.1.4 QUANTIFICACIÓ DE FOSFOLÍPIDS MITJANQANT LA DENSITAT

ÓPTICA (DO) A L'UV-Vis.

La validado d'aquesta metodología s'ha dut a terme en tres etapes. Inicialment, s'analitzá

la relació entre la concentrado de fosfolípids i la densitat óptica (DO) a 550 nm mitjancant la

dilució de suspensions de liposomes de diferents diámetres. En segon lloc es compararen els

resultáis proporcionáis per aquesta metodología amb els que s'obtingueren amb l'análisi amb

ferrotiocianat amónic (Ap. 3.1.1.1), que es el mélode de referencia per a la quanlificació de

fosfolípids. Complemetáriament, també es compararen amb aquest mélode els resultáis de les

quantificacions dules a lerme realilzanl lectures de DO a 280 nm (enlloc de 550 nm). D'aquesta

manera es comprová que a aquesta longitud d'ona també s'oblenen resullats quantilatius

d'exaclilud acceptable i es poden analitzar moslres mes diluidos i de liposomes mes pelits del

que permet la quantíficació de la DO a 550 nm.

En darrera instancia es comprová les

possibílitals d'aplicar aquesla melodologia per

determinar la concenlracíó de fosfolípíd en les

fraccions d'elució de columnes d'exclussió

molecular.

2 -

m10
W

4.1.4.1 ANÁLISI DE REGRESSIÓ.

A partir d'una suspensió mare

de liposomes en lampó fosfat sódic 10 mM pH

7,4 obtínguda amb Pro-Lípo S, es prepararen

d'altres amb liposomes de diferenls diámetres

be mitjancant extrusió, be per processal amb el

Mícrofluidizer. S'esludiaren qualre típus de

preparacions i les caraclerístiques deis

liposomes que contmgueren foren: 1- No

exlrusionada (diámelre (% vol): 958 ± 496 nm;

0 - TTTT 1-pTTITJTTri]

O 5 10 15 20

mg F/mL

Fig. 32 Relució entre les densitats óptíques a 550 nm
de suspensions de liposomes de diferents diámetres i la
seva concentrado, (o; No extrusionats; Q: Extr. 400;
¿: Extr 200; v: Microfluidizer C9p4).
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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 lecturas de DO a 550 nm d'alíquotes de diferent concentrado d'aquestes

suspensions iniciáis. Com s'observa a la Fig. 32, la DO depén de la concentrado de fosfolípids

i de la grandária deis liposomes. En tots els casos presenta una zona susceptible d'ajustar-se

a una línia recta (model linial de dos parámetros directament proporcional al factor), la qual cosa

permet realitzar recles de calibratge amb suspensions de concentrado coneguda i, d'aquesta

manera, quantificar alíquotes seves sempre i quan no es produeixin variacions de la distribució

de diámetres. A la Jaula 4 es mostra l'análisi estadística de les zones rectes de les

representacions anteriors. Els nivells del factor compresos en l'interval estudiat es normalitzaren

préviament a l'análisi de la varianga:

Jaula 4 Resultáis de l'análisi de la varianca deis models lineáis per la quantificació de suspensions de

liposomes mitjancant la DO a 550 nm.

Agitáis (No extrusionats)

Totals Mitjana Ajustats Factors Residuals Manca ajust Err. Exp.

ss,
GL

4,405

15

3,198

1

1,207

14

1,203

1

3,98.1 0"3

13

3,84.1 0'3

4

1,42.10-"

9

Coeficientde determinado (r2): 0,9969

Coeficient de regressió (r): 0,9985

Test de significado de la regressió (F1;13): 3928; (Fcnt= 4,67)

Test de significado del model (F49): 60,84; (Fcrlt= 3,63)

Error standard del model: 0,0175

Extr. 400 nm

Totals Mitjana Ajustats Factors Residuals Manca ajust Err. Exp.

SS,

GL

7,002

18

4,166

1

2,836

17

2,822

1

0,0142

16

0,0139

5

3,1.10-"

11

Coeficient de determinado (r2): 0,9952

Coeficient de regressió (r): 0,9976

Test de significado de la regressió (F1;16): 3178; (Fcnt= 4,49)

Test de significado del model (F6;11): 96,73; (Fcnt= 3,20)

Error standard del model: 0,0298



90

Extr. 200 nm

Totals Mitjana Ajustats Factors Residuals Manca ajust Err. Exp.

ss,
GL

6,038

13

4,056

1

1,983

12

1,981

1

2,46.1 0'3

11

2,38.1 0'3

3

8.1 0'5

8

Coeficient de determinado (r2): 0,9988

Coeficientde regressió (r): 0,9994

Test de significado de la regressió (F1;11): 8848; (Fcm= 4,84)

Test de significado del model (F38): 78,73; (Fcnt= 4,07)

Error standard del model: 0,0153

Microfluidizer C9p4

Totals Mitjana Ajustats Factors Residual Manca ajust Err. Exp.

SS,

GL

0,0102

8

7.38.103

1

2.86.10-3

7

2,86.1 0'3

1

3.1 0'6

6

2.1 0-6

3

10'6

3

Coeficient de determinado (r2): 0,9999

Coeficient de regressió (r): 0,9999

Test de significado de la regressió (F< 6): 4663; (Fcrlt= 5,99)

Test de significado del model (F3;3): 2,155; (Fcrlt= 9,29)

Error standard del model: 8.10"4

Tots els resultáis posen de manifest la possibilitat d'emprar aquest métode per a la

quantificació de suspensions de liposomes.

4.1.4.2 CORRELACIÓ AMB L'ANÁLISI AMB FERROTIOCIANAT AMÓNIC. ANÁLISI

AMB LA DENSITAT ÓPTICA A 280 nm.

Per tal de comprovar la validesa de la

metodología descrita anteriorment, s'han comparat

els resultáis que proporciona el métode d'análisi

mitjangant la DO a 550 nm amb els de

proporcionen l'análisi amb ferrotiocianat amónic.

A mes, amb l'objectiu d'assolir una major

sensibilitat en la quantificació per densitat óptica, i

degul a que dispersió de la llum es ¡nversament

proporcional a la quarta potencia de la longitud
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d'ona (Harris D.A. i Bashford C.L., 1987), s'ha Fig. 33 Correlació entre la quantificació de

comprovat la possibilitat de realitzar quantificacions fosfol'Pids mitjan9ant ferrotiocianat amonio i la
densitat óptica a diferents longituts d'ona (o; DO550;

de fosfolípids realitzanl lectures de DO a 280 nm. V: D0280).
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S'ha escollit aquesta longitud d'ona com a valor mínim per tal de que fos superior al máxim

d'absorció deis triens conjugats que es formen durant la degradado deis fosfolípids. En cas

d'emprar longituds d'ona menors, la lectura no correspondria únicament a la terbolesa de les

mostres i la quantificació es veuria afectada peí seu grau d'oxidació. La validado d'aquesta

metodología s'ha realitzat, com en el cas de la DO a 550 nm, analitzanl mostres de liposomes

de diferents concentracions i comparan! els resultáis amb els que proporciona el métode del

ferotiocianat.

Els resultáis es mostren a la Fig. 33, on es representen els valors de la concentració de

fosfolipids de diferents suspensions de liposomes en fundó del métode emprat. En comparar

els métodes de DO a 550 nm i 280 nm amb el del ferrotiocianat, s'aprecia una bona correlació

entre les diferents metodologies. Els pendents de les rectes de correlació foren 1,000 per la

00550 i 0,9657 per la DO280. Per dur a terme l'análisi estadística es normalitzaren els valors de

concentració determináis amb la formado del complex. Els resultáis es mostren a la Jaula 5.

Taula 5 Métode

DO™ v ferrolíocianal DO,m v ferrotiocianat

Coeficient de determinado (r2)

Coeficient de regressió (r)

Test de significado de la
correladó (F1;1<); (Fcrt= 4,60)

Error standard

0,9855

0,9927

947,9

1,60

0,9924

0,9962

1813

1,11
Taula 5 Comparado de les quantificacions mitjangant la DO i el ferrotiocianat.

4.1.4.3 ANÁLISI DE FOSFOLIPID A LES

FRACCIONS D'ELUCIÓ EN COLUMNES

D'EXCLUSSIÓ MOLECULAR.

El darrer assaig realitzat per tal de validar

el métode ha eslal l'análisí del diámetre deis

liposomes presents en les diferents fraccions

d'elució obtingudes amb una columna d'exclussíó

molecular (Sephadex G-25). En cas que les

fraccions presentessin liposomes de díferents

grandáries no es podría quantificar els fosfolípíds

emprant com a patró la suspensió original, ja que

el pendent de les rectes que relacionen la

concentració amb la DO depén de la grandáría deis

liposomes (Fíg. 32).

Amb aquesta finalitat s'aplicaren per
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Fig. 34 Diámetre deis liposomes presents a les
fraccions d'elució de columnes d'exclüssió
molecular a les quals s'han aplicat alíquotes de
suspensions amb liposomes de 200 nm (o) i de 400
nm (V). Les fraccions mostren una distribució de
grandáries equivalent a la que presenten les
suspensions no elu'ídes (fracció 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 correlació fotónica. Els resultáis,

que apareixen a la Flg. 34, mostreo que totes les fraccions teñen liposomes amb una distribució

de grandáries equivalen! a la de les suspensions origináis. Com a conseqüéncia d'aquests

resultáis, es posible realitzar quantificacions de fosfolípid a les fraccions d'elució mitjangant la

DO.

4.1.5 QUANTIFICACIÓ DEL DITRANOL PER ESPECTROSCOPIA UV-Vis

(VALIDACIÓ DE Q%).

Per determinar la validesa del quocient Q% (Ap. 3.1.1.4) en la determinació de Testal de

degradado del ditranol, s'han analitzat disolucions del fármac en diferents disolvents expossades

o no a la llum. Es realitzá la determinació de la riquesa segons el métode adaptat (Eq. 2) que

es descriu a la DSP XX i es compararen els resultáis amb els valors de Q%.

La Fig. 35 mostra la relació entre tots dos

valors. S'observa que Q decreix rápidament al

disminuir la riquesa de ditranol, de forma que

podem detectar fácilment riqueses per sota del 90

% de ditranol. Es posa de manifest el carácter

semi-quantitatiu de Q% degul a la relacióque té

lloc a alts percentatges de riquesa de dilranol amb

el métode quanlitaliu acceptat. Per tañí, es factible

la seva aplicado per avaluar l'estat del ditranol

duranl els diferents processos de preparado de
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cJL

CP

°0

Q$
O
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° 20 40 60 80 1 °°% ditran0' (USP XX)
.. . ... . . . . Fie. 35 Relació entre la riquesa en ditranol
Uposomes, essent poss.ble relacionar el seu valor deferminada segons la USP ̂  (adaptada) ¡ el

amb la riquesa del fármac, en especial per sota del

90 %.

quocient Q%.

4.1.6 QUANTIFICACIÓ DE LA RELACIÓ OLÍ DE

BORRATGE/FOSFOLÍPID PER ESPECTROSCOPIA D'INFRAROIG.

Aquesta lécnica s'ha emprat per analilzar la relació en pes entre aqüestes dues

molécules en diferenls preparacions. Les moslres analilzades foren les fraccions que

s'oblingueren per centrifugado de les emulsions OB/F obtingudes amb el Microfluidizer. El

métode s'ha bassat en les intensitats relativos entre els pies a 968 crn"1 i 1468 cnr1. D'acord amb

l'asignació deis pies de la fosfatidilcolina d'ou (Ap. 4.2.1), el pie a 968 cm~1 correspon a la tensió

del grup colina de la molécula, grup que no está presenl al triglicérid (Fig. 36). D'altra banda,
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l'absorció a 1467 crn"1 correspon a les dues moléculas a la deformado CH2. Així, s'ha estudiat

la variado del quodent d'intensitats ais número d'ona indicáis en funció de la quantiat relativa

de cada molécula. Els patrons es realitzaren amb méseles de oli de borratge i Pro-üpo S, les

quals s'assecaren sobre finestres de AgCI, segons el decrit a l'Ap. 3.1.2.3, per tal d'obtenir

pel.lícules. Els resultats que es mostren a la Fig. 37 están expressats en fració en pes d'oli de

borratge al patró (m )̂. La relació amb el tant per u d'oli amb que es mostren els resultats de les

emulsions vé donada per l'expressió:

POB

PF

tn,'OB

1 - m.
Eq. 16

OB

on:
p¡ indica la quantitat de la sustancia i
mOB indica la fracció en pes d'oli de borratge a la mésela analitzada.

L'análisi de correlació proporciona els següents resultats:

Coeficient de determinado (r2): 0,9946
Coeficient de regressió (r): 0,9973
Test de significado de la correlació: F,.19= 3469; (Fcr¡,= 4,38)
Error standard: 0,0214

Els resultats ens indiquen que es poden realitzar determinacions quantitatives amb una

precisió del valor de mOB de ± 0,03. Cal esmentar que també es varen assajar altres quocients

d'intensitats proporcionáis per aitres pies (1486 cnr1, 1740 cm'1), pero fou l'indicat anleriorment

el que mostré uns resultáis mes precisos.

1800 1500 1200 900

Fig. 36 Espectros d'absorció a l'infraroig de l'oli de
borratge (vemiell) i deis fosfoüpids que
constitueixen el Pro-Lipo S (negre).

1.0 -n

0.8 -j

03

J 0.6 -_

J °-4
0.2 -_

0.0

0.0

\ I I J 1 I 1

0.5
m

1.0
OB

Fig. 37 Relació en ,¿ la el quocicnt d'intensilats a
968 cm"1 i 1467 en»1 i la fracció en massa d'oli de
borratge en una mécela amb Pro-Lipo S.
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4.1.7 UTILITZACIÓ DE L'IÓ CROMAT COM A MARCADOR DEL VOLUM

INTERN DELS LIPOSOMES.

L'ús del cromat per aquesta finalitat va anar precedida per l'estudi de la seva ¡doneitat.

Aquest procés es dugué a terme en diferents etapes:

- la determinado de l'estabilitat de l'anió en medís 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 l'aigua),

- la estabilitat química deis fosfolípíds en presencia de l'ió cromat,

- la detecció de les possibles variacions de la concentració de cromat al processar les mostres

en el Microfluidizer,

- i la mesura de la fuita de l'anió encapsulat en liposomes que es pot produir durant la

cromatografía per columnes d'exclusió molecular.

Donada la presencia d'alcohols en la composició deis Pro-Lipo S, inicialment es va seguir

l'estabilitat de l'anió en medís que els continguéssín. Pera tal fi s'estudiá l'evolució amb el temps

de diferents dissolucions de cromat amb una concentració inicial de 1,04.105 ppb de crom (2 mM

CrO4
2') en:

Mostra A: dissolució de tampó fosfat sódic 10 mM pH 7,4, etanol i glicerol,

95:3,3:1,67 (p/p/p). Aquesta relació es equivalent a la que proporciona

una suspensíó de liposomes de 50 mg de F/mL obtinguda a partir de

Pro-Lipo S.

Mostra B: una dissolució d'etanol (33 %) i glicerol (16,7 %) en el tampó esmentat

anteriorment. La mésela equival a la composició en alcohols deis Pro-

Lipo S subministráis peí fabricant.

Mostra C: el tampó descrit anteriorment.

Les anteriors disolucions de cromat es mantingueren a 4°C i en la foscor. A diferents

intervals de temps es prengueren alíquotes. Aqüestes es centrifugaren (12.500xg, 5 minuts) i

es mesura l'absorbáncia a 274 i 370 nm de dilucions deis sobrenedants en tampó fosfat sódic

10 mM pH 7,4 (150 uL sobrenedant / 850 uL tampó). Durant l'análisí, les dilucíons deis

sobrenedants corresponents a la mostra B (amb alt cotingut d'alcohols) mostraren una variació

de l'absorbáncía que s'estabilitzá a partir deis 3 minuts, fet peí qual s'esperá aquest temps per

fer les lectures de totes les mostres.

Els resultáis mostren, d'una banda, les variacions de la concentració del cromat. Aquesta

s'ha expressat mitjan9ant el quocíent entre l'absorbáncia a 370 nm en un temps determinat, i

l'absorbáncia inicial a la mateixa longitut d'ona (Fig. 38). També mostren, encara que de forma

qualitativa, les variacions en la composició de les mostres, expressant-se peí quocient entre les

absorbáncies a 370 i 274 nm en un moment donat i el seu valor a temps zero (Fig. 39). Com

s'aprecia, únicament la preparado amb alt contingut d'alcohols mostra un baíxa estabilitat del
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Cr6* que es manifesté, a mes de la disminució de l'absorbáncia a 370 nm ¡ la variado del

quocient d'asorbáncies, per l'aparició d'una colorado verdosa que origina un precipita! del mateix

color (compostos de Cr3*).

Per determinar si l'anió cromat incrementa la hidrólisi deis fosfolípids fins el moment de

la determinado del volum encapsulat, es reaützá una cromatografía en capa prima on es

compararen les taques proporcionados per una suspensió de liposomes preparada en presencia

de l'anió (2 mM de cromat), amb les corresponents a una suspensió exempta d'ell, i a les d'una

dissolució clorofórmica del fosfolípid emprat com a materia primera. Les suspensions foren de

MLV i es prepararen a partir d'Emulmetik 930, fet peí qual calgué escalfar les mostres a 50-60°C

durant la seva preparado. Les taques obtingudes a les capes primes foren les mateixes en tots

els casos (SPC majoritária amb una petita quantitat de liso-SPC), peí que es pot afirmar que no

hi ha una degradado apreciable deis fosfolípids. 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 degradació en aquells métodes que es realitzen a

temperatura ambient (Pro-lipo S, sonicació, processament en el Microfluidizer,...).

Conegudes tant la estabilitat de l'ió cromat en medís amb aicohols, com l'estabilitat deis

fosfolípids en presencia d'aquest anió, es determina si durant el processament en el

Microfluídizer es produíen variacions de la concentració i composició de les disolucions de

cromat. Per aixó s'hi feren passar, fins un total de 15 cicles i a 4 bars de pressió d'entrada, 45
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Fig. 38 Evolució de la concentració de cromat al
llarg del temps en diferente disolucions: Tampó
fosfat sódiclO mM pH 7,4: (o); Tampó amb
quantitats d'etanol (3,3%) i glicerol (1,67%)
equivalents a la que proporciona una suspensió de
liposomes de 50 mg F/mL obtinguda a partir de Pro-
Lipo S:(D); Tampó amb etanol al 33% i glicerol al
16,7%: (V).

Fig. 39 L'evolució amb el temps de la relació deis
pies a 274 i 370 nm s'ha emprat per seguit
l'estabilitat del Cr6*. Els símbols es correspondí ais
de la Fig. 38. El gráfic insertat mostra l'espectre
d'absorció del cromat.
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ml_ de Mostra A, prenent-se alíquotes ais 1, 3, 5, 7 i 9 cicles. Les análisi de les mostres no

detectaren variacions significatives ni de la concentrado de l'anió ni del quocient d'absorbáncies

(Fig. 40).

El darrer assaig de la posta a punt del métode consistí en determinar el grau de

desencapsulació del cromat que té loe durant l'elució en columnes d'exclusió molecular. Aquest

fet cal tenir-lo present en el cálcul del volum encapsulat. Si la fuita del cromat des de l'interior

deis liposomes durant la seva elució es massa gran, la hipótesi de que la concentrado al medi

aquós intem deis liposomes acabats d'eluir es la mateixa que la del medi extern de la suspensió

mare, será falsa. En aquest cas els volums encapsulats que es calculin serian menors al reals.

Tenint en compte que l'elució deis liposomes en les condicions descrites té lloc en uns 4 minuts

(Ap. 3.2.4.1), i que els liposomes que mes 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.

Així.a les columnes d'exclussió molecular s'aplicaren 200 uL de suspensions de SUVs

amb cromat (1,04.105 ppb de crom) obtingudes a partir de Pro-Lipo S en el Microfluidizer.

L'elució es realitzá amb el tampó del medi (fosfat sódic 10 mM, pH 7,4) que contingué Na2SO4

2 mM per tal de minimitzar els canvis de pressió osmótica. Un cop recollida la fracció amb

liposomes (aprox. 2 mL) s'esperá 15 i 30 minuts per realitzar aplicacions d'alíquotes seves, de

les quals es recollí de nou les fraccions amb SUVs. Les quantificacions de fosfolípid mitjancant

la DO a 550 nm i la de crom per absorció atómica, 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 concentració:(o), ni de
l'estabilitat de l'anió: (D). El gráfíc mostra, referits
ais valors iniciáis de la disolució mare, l'evolució de
la concentració i del quocient de les absorbáncies a
274 i 370 nm en ftinció del número de cicles.

Temps (minuts)

Fig. 41 Variado del volum encapsulat inicial en
SUVs en funció del temps. A partir deis resultáis
(n=3) de la íuita del cromat s'aprecia que, en el
temps d'elució en columnes PD-10 (uns 4 minuts),
la disminució máxima del volum encapsulat inicial
es del 10%.
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cada cas19. La seva variado es indicativa de la desencapsulació del cromat. A la Fig. 41 es

mostren els resultáis 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 relució deis liposomes (4 minuts) es

produeix una desencapsulació máxima del 10 %. Aquest valor s'ha tingut en compte únicament

per tal de corretgir els volums encapsulats deis SUVs, ja que es especialment en aquest tipus

de vesícula on la permeabilitat está incrementada com a conseqüéncia del petit radi de corvatura

que presenten.

4.1.8 MESURA DEL DIÁMETRE DE LIPOSOMES MITJANQANT EL

MICROTRACKUPA150.

Donada la novetat de la utilització d'analitzadors d'espectres de freqüéncies per a l'análisi

de grandáries de partícules, s'ha dut a terme un estudi de la seva viabilitat per la determinado

de diámetres de liposomes, aplicado encara menys estesa. Aquest estudi s'ha realitzat en

diferents apartáis, de forma que en conjunt caracteritzen les variables que afecten a les lectures

amb l'aparell. Així, les seccions i continguts deis quals es composa aquest apartat son:

4.1.8.1- L'análisi de la variabilitat en la determinado del diámetre i ('ampiada (dispersió de la

població) de liposomes en fundó del temps de lectura de l'aparell i en fundó de la

grandária de les vesícules analitzades.

4.1.8.2- L'análisi de la variabilitat en la determinado del percentatge de partícules en cada

interval de classe (canal) en qué está dividit el rang de lectura, en fundó del temps de

lectura del Microtrack UPA 150, i en fundó de la grandária deis liposomes.

4.1.8.3- L'análisi de la variabilitat global en tots els cañáis en fundó del temps de lectura ¡ en

fundó de la grandária deis liposomes.

4.1.8.4- Estudi de l'exactitut del Microtrack UPA 150 en funció de la concentració de les mostres

analitzades.

4.1.8.5- Análisi de l'efecte creuat entre el temps de lecura, el diámetre i la concentració.

4.1.8.6- La determinado de Pexactitut del Microtrack UPA 150 mitjan9ant la comparado deis

resultáis obtinguts amb els que proporcionen altres métodes.

4.1.8.7- La determinado de la precissió i exactitud en mostres bimodals.

4.1.8.1VARIABILITAT EN LA DETERMINACIÓ DEL DIÁMETRE I AMPLADA

Per realitzar aquest estudi s'obtingueren suspensions de liposomes de diferents

diámetres de forma que s'abarqués en el possible el rang de lectura de l'aparell. Així, d'una

19 A 550 nm no hi ha interferencia del cromat en la quantifícació deis fosfolípids mitjan9ant la densitat
óptica, ja que a aquesta longitud d'ona i en el rang de concentració que es treballa, Panió no presenta una
absorbáncia mesurable. Observi's la Fig. 39.
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banda, es prepararen MLVs amb EPC/PA 9:1 (mol/mol) en tampó fosfat sódic 10 mM pH 7,4 a

una concentrado de fosfolípids de 4 mg F/mL. Part de la preparado no s'extrusioná, part

s'extrusioná, ¡ la resta es sónica (Ap. 3.2.3). D'aquesta forma, partint deis MLVs, es disposá de

les següents 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 tampó, es prepararen SUVs mitjancant

el Microfluidizer, processant la mostra 9 vegades a 4 bar de pressió d'entrada (suspensió

indicada com Microf. ais grafios).

De cadascuna d'aquestes 7 suspensions es diluí fins que el senyal al detector de l'aparell

tingues un índex 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 replicáis foren:

Temps de lectura (min.)

Número de lectures

1

15

3

5

7,5

3

15

3

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

Préviament a les análisi deis MLVs no extrusionats, es comprová que no es produís una

sedimentado apreciable d'aquestes vesícules en 15 minuts, ja que aquest supósit interferiría

en els resultáis del l'aparell, el qual fonamenta tots els cálculs en que les partícules de les

suspensions analitzades teñen un moviment browniá. Per aquest motiu es determina la densitat

óptica a 780 nm i durant 15 minuts de dilucions d'aquesta preparado20. La constancia del valor

inicial durant aquest temps permeté realitzar les análísi de 15 minuts, de forma que entre

cadascuna de les 3 lectures de 15 minuts s'agítá la mostra.

Els valors de díámetres i amplades proporcionáis per les lectures es mostren a la Fig.

42. Miljancanl el lesl de Kolmogorov-Smimov es comprová que per lols els temps de lectura els

resultáis de diámelre i ampiada s'ajuslen a una dislribució normal. Peí que fa a la comparado

de les miljanes de cada lemps per cada lipus suspensió, no es Irobaren diferencies

significalíves (a=0,05).

Perlal de delerminar el lemps míním de leclura en l'análisi del diámetre i ampiada deis

diferenls lipus de liposomes, s'emprá la desviado slandard i el coeficient de variado que

proporcionaren cadascun deis temps d'análisi de la Taula 6. Préviament, pero, calgué

caracteritzar cadascuna de les 7 preparacions segons la seva siluació dins del rang de lectura

de Taparell. Aixó es realitzá amb el diámelre oblingul com a miljana de les miljanes de cada

20 El Microtrack UPA 150 realitzá l'análisi mitjan9ant un feix láser de 780 nm de longitud d'ona, per
aquest motiu s'excollí aquest valor per a la detecció de la possible sedimentado.
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temps (Jaula 7).

Suspensió

No extr. E800 E400 E200 E100 Sonic. Microf

Diámetre ± std 1498 ±30 728 ±42 403 ±28 202 ±3,3 134 ±0,5 74 ±25,7 40 ± 23
(nm , % vol) (n=4)

Ampiada! std 871 ±67 357 ±48 221 ±47 72,8 ±7,4 43,3 ±2,2 49,0 ±5,1 17,1 ±4,6
(nm ; % vol) (n=4)

Taula 7 Diámetres i amplades deis liposomes cada tipus de suspensió obtinguts a partir de la mitjana de
les mitjanes proporcionados per cada temps de lectura.

Els resultáis es presenten a les Fig. 43 a i b, on es representa la desviado

0_
2
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Fig. 43 (a,b,c,d); Desviacions standard i coeficients de variado del diámetro i de Painplada en funció del temps de
durada de Panálisi i de la grandária de la població de liposomes analitzada. (e,í): Corves de nivell deis coeficients de
variació.
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standard (STD) del diámetre ¡ de l'amplada deis liposomes de les suspensions analitzades en

fundó del temps de lectura i del diámetre mitjá mostrat a la Jaula 7. En els gráfics s'aprecia que

la desviado standard del diámetre i l'amplada depenen d'una manera directament proporcional

a la grandária deis liposomes analitzats i inversament proporcional al temps de lectura. A partir

d'aquestes dades obtenim els corresponents coeficients de variació (CV) i llurs corbes de nivell

(Fig. 43 c,d,e i f). Com s'observa, el coeficient de variació presenta una marcada dependencia

del temps de lectura.

En els gráfics anteriors'és possible estimar el temps de ¡sctura mínim que proporciona

el menor coeficient de variació. En el cas del coeficient de variació del diámetre, aquest fet té

lloc a partir d'un temps que se sitúa entre els 4,5 i 8 minuts, interval en el que assoleix un valor

mitjá del 5 %. Peí que fa al coeficient de variació de l'amplada, el seu valor mínim mitjá es del

10 %, el temps mínim necessari per assolir-lo es d'uns 8 minuts. Així, per a les análisi de

preparacions que continguin liposomes de grandáries compreses entre els 40,2 i 1498 nm,

aquests resultáis posen de manifest que es necesari un temps mínim de lectura de 8 minuts per

determinar el diámetre i l'amplada amb les precisions ¡ndicades anteriorment.

Establert el temps de lectura mínim, per cada diámetre s'ha calcula! l'interval de

confian9a al 95 % de probabilitat en el qual cal esperar qualsevol lectura de 8 o mes minuts de

durada. Per cada diámetre només es disposa de tres lectures que superin els 8 minuts, pero

com s'observa a la Fig. 43, Terror experimental es prácticament constant a partir d'aquesta

durada. Es per aixó que les mitjanes i error experimentáis presentáis a la Jaula 7 s'han emprat

per determinar els parámetres de l'Eq. 14. En aquest cas, la matriu XQ de l'Eq. 14 consta

únicament del valor de la mitjana, fet peí qual la varian9a deis residuals es la mateixa que la

varian9a experimental (el model consta únicament de ('ordenada a l'origen). Per tant, l'interval

de confian9a al voltant de les mitjanes de la Jaula 7 val:

150 -

120 -

90 -

60 :

30 -

O

300

200

ro

.g 100

10 100 1000

Diámetre (nm; % vol)

o - i
1000

Ampiada (nm; % vol)

Fig. 44 Intervals de confiaba del diámetre i l'amplada (al 95 % de probabililat) de les lectures realitzades en 8 o mes
minuls.
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CI.(95%) = ± std J 1,25 FlH_p = ± 3,56 std Eq. 17

on:
std: indica el valor de la desviació standard de la mitjana,
Frn¿ indica el valor de la F de Fisher, al 95 % de probabilitat, amb 1 grau de llibertat al numerador, i n-p
graus de llibertat al denominador. Com que n = 4 (la mitjana s'ha obtingut a partir de 4 valors) i p = 1 (el
model está format per un únic parámetre, que es la mitjana) el valor es F, 3=10,13.

A la Fig. 44 es mostren els ¡ntervals de confianfa al 95 % de probabilitat dins deis quals

cal esperar una lectura realitzada durant 8 o mes minuts. Els valors corresponents a ('ampiada

s'han calculat de la mateixa manera que els deis diámetres: emprant les mitjanes i desviacions

standard de la Jaula 7 juntament amb l'Eq. 17.

Donat el funcionament acumulatiu de l'aparell (els resultats de diámetre i ampiada

obtinguts amb un determinat temps de lectura son equivalents ais que proporcionaria la mitjana

d'altres análisi de temps inferior, pero que sumessin un temps total equivalent), les mitjanes i

error experimentáis de la Taula 7 son equivalent a les que proporcionarien lectures d'un temps

total de 1h 38 min. Aixó ha pemnés obtenir les distribucions de diámetres de cada suspensió que

originaria una análisi d'aquesta durada (Fig. 45). Es per aixó que les mitjanes i errors

experimentáis en cada canal de lectura de les distribucions anteriors s'han pres com a model

en els següents apartáis de l'estudi.

Noextr
E800
E40Q
E2QQ
EtOQ
Sonic.
Microf.

o -
0.01 0.1 1

Diámetre (|jm)
10

Fig. 45 Distribució de diámetres deis liposomes emprats per a l'estudi de la precisió del Microtrack UPA 150. Cada
grafio s'ha obtingut com a mitjana de les mitjanes de cada temps d'análisi.
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El contatge del número de punts experimentáis que cauen dins deis intervals de la Fig.44

permet avaluare! temps de lectura mínim que proporciona resultáis que no son estadísticament

diferents del que proporciona una lectura d'1h. 38min. Aixó es cert quan el percentatge de punts

dins de l'interval es de l'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 mínim escollit compleix aquesta

condició. Els resultáis es mostren a la Fig.46. Donal que les diferencies enlre els diferents tipus

de liposomes no foren significatives, ais grafios es mostren els percentalges de punts

experimentáis que cauen dins deis ¡ntervals de confian9a únicament en funció deis temps

d'análisi. Les barres d'error corresponen a la desviado slandard de cada miljana obtinguda a

partir deis sel tipus de preparacions. Es confirma la necessitat de realitzar lecturas amb un

temps major o igual ais 8 minuts.

O 5 10 15

Temps (min)

O 5 10 15

Temps (min)

Fig. 46 Percentatge de punts experimentáis de diámetro (a) i ampiada (b) que es sitúen dins l'interval de confianca
al 95% de probabilitat establert al voltant del valor del model (equivalent a una lectura d' Ih 38 min).

4.1.8.2 DETERMINACIÓ DE LA TOLERANCIA EN ELS CANALS DE LECTURA.

A partir de les análisi efecluades a la secció anterior es realitzá l'esludi de la precisió deis

resullals en cada canal de mesura de l'aparell (¡nlervals de classe amb els que el programa que

governa l'aparell divideix el rang de lectura).

Per al present esludi es Ireballá en el que el fabricant anomena modus standard, es a

dir, amb 45 intervals de classe, de forma que cadascun d'ells es 1,189 vegades (arrel quarta de

2) mes gran que l'anterior. Aquest métode es el resultat de la conversió directa de les dades

obtingudes peí detector de l'aparell, ja que quan es treballa en progressió geométrica de 1.091

(arrel vuitena de 2) es teñen 90 intervals de classe, ¡ el que té lloc es una interpolado a partir

de les dades origináis.
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Les análisi 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, ¡ 3 lectures de 15 min) mostren resultáis similars ais que es presenten a la Fig. 47

peí cas de TE200. S'observa que per cada canal de lectura s'obté un núbol de punts. Cadascun

d'aquests punts es el resultat, en un canal determina!, d'un deis replicáis realitzats. Es a partir

d'aquests valors que es porta a terme l'estudi de la precisió en cada interval de classe.

Préviament a l'análisi de la precisió en els cañáis de lectura es determina si, per cada

tipus de suspensió i per cada canal, els diferents valors que proporcionen les análisi durant un
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Fig. 47 Resultáis de les análisi amb el Microtrack UPA 150 d'una suspensió de liposomes extrusionats lins a 200
nm. Cada gráfic correspon a varíes lectures de diferent temps de durada. Els punts negres corresponen al
percentatge de partícules en cada canal, i els punts blancs la mitjana deis anteriors.
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temps determinat segueixen una distribució normal (test de Kolmogorov-Smirnov). Aquest estudi

es dugué a terme només en aquells cañáis que donaren un resultat diferent del nul. La resta

d'intervals de classe no fou considerada, ja que indiquen l'abséncia de resposta. Els resultáis

es mostren a la Jaula 8. En ella es mostra, en funció del temps de lectura i per a cada un deis

7 tipus de preparacions de liposomes, el percentatge de cañáis que s'ajusta a una distribució

normal.

Temps de lectura (min.)

No extr.

E800

E400

E200

E100

Sonic.

Microf.

GLOBAL

1 (n=15)

100

100

90,9

94,7

92,9

95,2

95,2

95,6

3 (n=5)

100

100

100

100

100

100

100

100

7,5 (n=3)

100

100

100

100

100

100

100

100

15(n=3)

100

100

100

100

100

100

100

100
Taula 8 Percentatges de cañáis que s'ajusten a una distribució
normal segons el tipus de suspensió i el temps de lectura.

S'aprecia que només en el cas de les lectures d'1 minut una part del cañáis amb

resposta no s'ajusten a la distribució gaussiana. Per aquests temps, els resultáis globals,

independents del tipus de suspensió, mostren que menys d'un 5% deis cañáis no ho fan, fet peí

qual s'ha considerat que, per qualsevol deis temps estudiants, les diferencies entre els valors

experimentáis sí que son conseqüéncia de fenómens aleatoris.

Peí que fa a la comparado de les mitjanes de cada canal per cada tipus de

suspensió, no es trabaren diferencies significatives entre cap deis quatre temps de lectura

(a=0,05). La desviado standard de cada canal, per cada tipus de suspensió de liposomes,

es mostra a les Fig. 48. S'aprecia un comportament similar al que s'obtingué quan, a la secció

anterior, s'avaluá la precisió del diámetre i ampiada: la desviado 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

l'augment de la precisió amb la durada de l'análisi, es calcula, per cada temps i per cada

suspensió, la desviado standard mitjana per canal (Stdc). El procediment seguit ha estat el

següent:

1.- A partir deis t replicats de cada temps, s'ha calculat SSr (Ap. 3.3.1) en

cadascun deis p cañáis que teñen una mitjana diferent de zero. El
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No extr. Extr. 800

Extr. 40Q Extr. 200 r,
8

Extr. 100 Sonic.

Microf.

Fig. 48 Desviacions standard mitjanes per cada
canal (diámetro; nm)en fiínció del temps (min.)
de les análisi de suspensions de liposomes de
diferent grandária. A l'eix del temps, l'M
indica la desviació standard mitjana deis
models, calculáis a partir de les mitjanes de
cada temps d'análisi.
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producte p x t, on t es el número de replicáis de cada temps, correspon

al número total de lecturas experimentáis n.

2.- El sumatori de les variances anteriors (ZSSr) té associats n-p graus de

llibertat, ja que p es també el número de parámetros (la mitjana de cada

canal).

3.- L'arrel quadrada del quocient ISSr / n-p correspon a la desviado standard

mitjana per canal.

Aquest procediment queda resumit a l'expressió següent:

Stdc =
p t - p

Eq. 18

on:
cp: correspon al valor de la lectura f en el canal p (només en cañáis amb mitjana diferent de zero).
cp: correspon a la mitjana en el canal p.

La Fig. 49 mostra els resultáis per cada tipus de suspensió i en forma de diagrames de

caixes. Els resultáis mostren que es necessari un lemps mínim de 7,5 min per realitzar qualsevol

análisi que tingui una variado per canal mínima.

El resultal anterior, i el fel de que per cada lipus de liposoma les mitjanes en cada canal,

i per cada temps d'análisi, rio son significalivamenl diferenls, dugué a calcular amb els models
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Fig. 49 Valors de la desviació standard per canal de les análisi de suspensions de liposomes amb el Microtrack
UPA 150. Els diagrames de caixes mostren el valor mitjá d'aquest estadístic en funció del temps de lectura
independentment del diámetro deis, 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 desviado standard per canal. El resultat

está 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'análisi la desviació standard mitjana per canal

independentment del tipus de liposoma analitzat. I

amb aquests valors s'han obtingut els respectius

intervals de confian9a al 95% (Eq. 14), tenint en

compte que en aquest cas la desviació s'ha obtingut

a partir de 7 valors (Fig. 50). Aquests intervals s'han

considerat com la tolerancia máxima de les variacions

entre lectures d'una mateixa mostra. Donat el

12

H-

"ra
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-t~~4
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2
O

i r /
10 15

Temps (min)

M

Fig. 50 Interval de confiarla al 95% en funciú
comportament assimptótic el temps de lectura Óptím del temps de lectura al voltant deis valors en

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

casos el valor mitjá de l'interval es de ± 3,4%. Cal remarcar que, en aquest cas, i donat a que

les unitats d'aquest interval corresponen a percentatge de partícules en volum en cada canal,

el símbol de % inidica el valor absolut de la població determinat per l'aparell, no un coeficient de

variado.

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

es pot representar, al voltant d'aquells cañáis amb lectura diferent de zero, un interval de
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Fig. 51 Límits de tolerancia per canal determináis per les mesures de 10 o mes minuts realitzades amb el Microtack
UPA 150. La mostra analitzada es una suspensió 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 previsió no poden ser

interpretados, en la majoria deis casos, com efectes d'imprecissió de l'aparell, sino que cal

considerar-les com variacions de la grandária de les vesícules estudiades.

Com a métode de comprovació del temps d'análisi mínim s'ha emprat la mateixa

metodología que la descrit a Papartat 4.1.8.1: a partir

del percentatge de punts experimentáis en cada canal

que son dins l'intervals de confian9a al 95% de la

mitjana emprada com a model (que correspon a una

lectura d'1h i 38 min). Els resultáis es mostren a la

Fig. 51, on les corbes de nivell indiquen el

percentatge de lectures que se sitúen dins l'interval.

S'aprecia que a ('augmentar el diámetre de les

partícules analitzades es necessari un major temps de

lectura perqué els resultáis estiguin dins l'interval de

confianfa. A la vista d'aquests resultáis es confirma

15
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treballar amb un temps mínim d'análisi de 10 minuts. F¡g 52 Variadó M percentatge d>anáhsi dms

En aqüestes COndicions els resultáis son comparables de l'interval de confiarla del model amb el

amb el que proporcionen lecures de fins 1 h 38 min.
temps de lectura i el diámetre deis hposomes

4.1.8.3 VARIABILITAT GLOBAL EN ELS CANALS DE LECTURA.

Fins el momenl s'han determinal el temps mínim de lectura (10 min.) per oblenir resultáis

reprodu'íbles del diámetre, ampiada i composició en cada canal, i, per una altra banda, la

tolerancia en cadascun d'aquests cañáis (± 3%). Qualsevol replicat que sobrepassi aquest límit,

es susceptible d'ésser ¡nterpretal com una variado significativa en la distribució de diámetres

de Hposomes respecte a una lectura de referencia. Pero resulta arriscat donar per diferenls dues

mesures que només superin el ± 3% en 1 o pocs cañáis. D'altra banda, si es considera

únicament la tolerancia en cada canal, dues lectures que es diferenciessin en cadascun deis

seus cañáis en, per exemple, el 2,7 %, no podrien considerar-se diferents, ja que en cap cas es

supera el máxim del 3%.

Per tal d'establirun criteri general alhora de considerar que dues lectures diferents, s'ha

determinat la variado conjunla de lots els cañáis de leclura (variado global). El procés es basa

en la quantificació, per cada lemps d'análisi, del valor absolut de la diferencia entre varíes

lectures d'una mateixa mostra. A la Fig. 53 es moslra un exemple del procedimenl emprat: a

partir de dues lectures d'una mateixa mostra (a i b) s'obté la diferencia entre elles (d). El valor

absolut de la diferencia en cada canal es ¡ndicatíu de la precisió de les análisi.

L'estudi s'ha dut a terme realitzant aquest procediment entre els replicáis de la Taula 6,
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F¡g. 53 Procés seguit peí cácul de la variado global
entre dues lectures.
a) i b): Resultáis de dues lectures consecutives d' 1 min.
de durada d'una suspensió de liposomes extrusionats fins
800 nm.
c) Resultat de la diferencia (B-A), canal a canal, entre
les dues lectures.

¡ amb les mitjanes de cada temps (Fig. 45), comparant les lectures dos a dos. No s'apreciaren

diferencies significatives entre les diferents suspesions per un temps d'análisi determinat, fet peí

qual s'ha calcula! la mitjana per cada temps d'análisi. Els resultáis es mostren a la Fig. 54. La

Metra M indica els valors trobats a partir de les mitjanes de cada temps. Com s'aprecia, en

augmentar el temps d'análisi hi ha una disminució important de la diferencia entre mesures que

corresponen a una mateixa mostra. A partir d'aproximadament 7,5 minuts la diferencia no

disminueix en augmentar el temps de lectura, ja que la variado entre cañáis (variació global)

segueix una assímptota horitzontal que val 25%. Aquest valor indica la variació mitjana que cal

esperar entre dues lectures que corresponguin a

una mateixa mostra que no ha petit cap variació en

la seva distribució de grandáries. La diferencia es

una conseqüéncia de Terror experimental de

l'aparell. Cal teñir en compte que el valor trobat

correspon en realitat a una variació que val la

meitat, ja que en variar el percentatge de partícules

en un canal, s'ha de produir la mateixa variació,

pero de signe contrari, en un/s altre/s. Per tant, la

variació global entre lectures pot oscil.lar entre el

0% i el 200%. Degut a queel programa de Taparell té

1 00
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funcions que permeten realitzar la diferencia entre F¡g< 54 Variació (global) per canal en funció del

dues lectures, S'ha optat per expressar la diferencia temps de mesura de suspensions de liposomes de
diferent diámetre. El cercle indica el valor mitjá

entre elles en el rang total del O al 200%. pels 7 t¡pus de iiposomes estudiáis, i les barres
D'altra banda, com en els apartáis anteriors, corresponen a la seva desviado standard.
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el grafio posa de manifest la necessitat d'elecció d'un temps de lectura mínim. Aquest se sitúa

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

4.1.8.4 EFECTE DE LA CONCENTRACIÓ EN L'EXATITUT DE LES ANÁLIS!.

La quantitat de senyal que arriba al detector del Microtrack UPA 150 s'expressa en

unitats arbitráries anomenades índex de cárrega. Els valors óptims per a les análisi se sitúen

entre 0,1 i 1, de manera que cal ajustar la concentrado de les mostres per que els índex que

proporcionen estiguin dins de l'interval anterior. La Fig. 55 correspon a les análisi de 10 min de

durada de dos tipus de suspensions de liposomes en aigua i extrusionades. Es realitzanren

dilucions succesives per obtenir una serie d'análisi a diferents concentracions. En els dos casos

s'observa que en diluir les mostres canvia el resultat de les análisi, convergint en un valor proper

al deis porus de les membranes d'extrusió per sota d'una concentrado crítica. En tots els casos,

pero, ni ha concentracions que proporcionen distribucions de diámetres allunyades de l'esperada

i que teñen uns índexs de cárrega situats entre 0,1 i 1. Aquest comportament anómal s'ha

detectat amb liposomes d'altres característiques de diámetre 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

referencia les mostres dilu'ídes que teñen un índex de cárrega lleugerament superior a 0,1: en

augmentar la concentrado, h¡ ha un valor crític a partir del qual es produeix un increment

progressiu del diámetre de la poblado i, en continuar augmentant-la, apareixen noves poblacions

amb diámetres menors de ('inicial. La magnitud de la variado depén del tipus de mostra, de

manera que en ocasions no s'arriba a produir l'aparició de vesícules petites.

El fet que la desviado siguí progressiva (tret deis SUVs, ni ha un desplajament de tot

el pie, no una aparició d'altres i disminució de l'original), i que en alguns casos apareguin

poblacions de petit diámetre en incrementar la concentració de les mostres, indica que la causa

Fig. 55 Variació de les distribucions de grandáries de suspensions de liposomes en aigua en funció de la seva
concentració. a) MLVs obtinguts amb Emulmetik 930 (SPC), extrussionats fins 800 nm. b) Pro-Lipo S extrussionats
fins 200 nm.
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d'aquesta anomalía no son les agregacions entre les

vesículas. A mes, en cap cas les absorbáncies a 780

nm no mostren un canvi del pendent a la zona on

supossadament tindria lloc l'agregació deis

líposomes (Fíg. 56).

D'altra banda, les suspensions de

concentrado elevada mostren una major víscositat,

fet que podria assocíar-se a l'increment del diámetro

observat (a major viscositat, menor velocitat de les

vesícules, de manera que si no es corretgeix el valor

que figura en l'aparell, l'análisi mostrará un augment

del diámetre). Aquest fet, pero, no té per qué afectar

a les lectures, ja que tot i que es produeix i un

augment de la viscositat de la suspensió, el medi on

es troben els liposomes continua essent el mateix, i

es la seva viscositat el que cal teñir en compte, no la

viscositat macroscópica aparent. En qualsevol cas,

tampoc no explica l'aparició de poblacions de petit

diámetre, fet que va en sentit invers del que caldría

esperar.

Per comprovar l'efecte de la viscositat, s'han

obtingut les viscositats aparents de les diferents

suspensions de liposomes en fundó de la seva concentrado (Fig. 57), i les deis medís aquosos

emprats (Taula 7). Per tal de descartar qualsevol ¡nteferéncia del medi aquós de Pro-Lipo S,

s'ultracentrifugá una suspensió de 30 mg F/mL obtinguda en aígua, i es mesura la viscositat del

sobrenedant exent de líposomes. El seu valor es equivalen! al que proporciona una dissolució

que conté etanol ¡ glicerol (components del medí aquós de Pro-Lipo S) a la mateixa concentrado

que el sobrenedant, valor que sí que es tingut en compte alhora de fer les lectures.

Medi

15

Fig. 56 Variació de DO a 780 nm de suspensions
de liposomes en aigua en fiínció de la seva
concentrado. Les fletxes indiquen la concentrado
crítica per sota de la qual els resultáis son
convergents. a) MLVs obtinguts amb Emulmetik
930 (SPC), extrussionats fms 800 nm. b) Pro-Lipo
S extrussionats fms 200 nm.

Viscositat
(cP)

Aigua

0,901 ±
0,01 5 (n=2)

Tampó fosfat sódic
10 mM, pH7,4

0,887 ±
0,011(n=3)

NaCI 0,9%

0,901 ±
0,022
(n=3)

Medi Pro-Lipo S
(30 mg F/mL)

0,975 ±
0,023 (n=2)

Aigua/etanol/glicerol
97/2/1 p/p/p

0,995 ±
0,005 (n=2)

Taula 7 Viscositat a 25°C deis medís aquosos en que s'han obtingut liposomes.

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

macroscópica trobats (Fig. 57), no s'obtenen distribucions de diámetros equivalents a les de les
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Fig. 57 Viscositat de suspensions de liposomes en fundó de la
concentrado de fosfolípids i del medi aquós.
a) Suspensions de obtingudes a partir de Pro-Lipo S:
(o) Extrusionades fins 800 nm; (n)Extrusionades fins 200
nm; (A) SUVs obtinguts amb el Microfluidizer.
b) Suspensions en aigua obtingudes a partir de:
MLVs d'EPC: (•) Extr. 800 nm; (•) Extr. 200 nm.
MLVs d'Emulmetik 930 (SPC): O) Extr.800 nm; (*) Extr.200
nm.

mostres dilu'ídes. Aixó indica que la variado observada no es causada per un canvi en la

viscositat del medi en el qual es troben els liposomes.

Un altre parámetre que pot afectarais resultáis de les lectures es l'índex de refracció de

les mostres (Trainer M.N. et al., 1992). Com mes s'apropa a zero la diferencia entre l'índex de

refracció de la finestra (1,76) per on el feix láser incideix amb la mostra i el d'una mostra que

s'analitza, menys quantitat del feix incident es reflexa. Aixó causa una disminució del senyal de

referencia al detector, fet que distorsiona els resultáis en ¡ncrementar-se la proporció de senyal

homodí (senyal dispersa! per la mostra). A la Taula 8 es mostren els índex de refracció de

diferents suspensions de liposomes a una concentrado de 30 mg/mL Els valors obtinguts son

propers ais de l'aigua (1,333), pertant, fins i tot a aquesta concetració, la diferencia amb l'índex

de refracció de la finestra continua éssent elevada i no pot causar les variacions de grandária

observades.

Medi

Aigua TampófosfatsódiclOmM, pH 7,4 NaCI 0,9%

MLVs (EPC)SOO nm

MLVs (EPC)200 nm

SUVs (EPC) 30 nm

Pro-Lipo S 800 nm

Pro-Lipo S 200 nm

Pro-Lipo S SUVs 30 nm

1,339

1,339

1,339

1,334

1,334

1,336

1,339

1,359

1,340

1,334

1,335

1,336

1,342

1,341

1,340

1,334

1,336

1,338

Taula 8 índex de refracció 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.
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Descartáis el fenómens d'agregació, canvi de viscositat i variado de l'índex de refracció,

es realitzaren una serie d'análisi amb diferents tipus de liposomes ¡ en diferents medís. Totes

les análisi que es presenten en aquest apartat es dugueren a terme en un temps mínim de

lectura de 10 rnin. A la Fig. 58 es mostra la variado de l'índex de cárrega en fundó de la

concentrado de fosfolípids per diferents tipus de suspensions de liposomes. A conseqüéncia

de les característiques deis SUVs, només s'indiquen els obtinguts a partir d'MLVs, que son

equivalents ais que es preparessin a partir de REVs. En tots els casos les vesícules estigueren

constitu'ídes per fosfatidilcolina i el medí de la preparado fou aigua.En cada grafio les línies

discontinúes indiquen la parella crítica de valors índex de cárrega-concentració de fosfolípid per

sota de la qual les lectures son convergents. En el cas del SUVs, les fletxes indiquen el valor

mínim que pot teñir 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 diámetres grans (extrussionats fins 800 nm) i alta concentració no superen

l'índex de cárrega de valor 1. Les barres d'error indiquen que en algunes mostres inclús té lloc

un descens de l'index un cop assolit el máxim a una concetració mes baixa. Per tant, l'índex de

cárrega no pot ser emprat com a referencia única per determinar si la mostra es troba a una

concentració addient per realitzar l'análisi. Exceptuant les mostres amb SUVs, en el rang

estudiat la resta de suspensions presenta una relació no lineal entre la concentració i l'índex. En

el cas deis liposomes multilaminars i deis SUVs, les concetracions que proporcionen análisi

correctes se sitúen dins de la zona lineal de la relació anterior, tot i que en algún cas es pot

trabar un valor máxim adjacent al límit superior d'aquest interval.

Els resultats anteriors indiquen que en el cas de MLV i SUVs constituíts per fosfolípids

neutres i en aigua, es necessari que les lectures es realitzin dins de la zona lineal de les parelles

de valors índex de cárrega-concentració de les mostres.

Com s'observa, aquesta premisa no es compleix en el cas del REVs. En aquest tipus de

liposoma les concentracions critiques están situades per sota del máxim valor de l'interval lineal.

Tot i que la relació índex-concentrado té un comportament similar al de les altres mostres

preparados a partir d'EPC, es necessari diluir-les forca mes per aconseguir lectures correctes.

L'única diferencia entre els REVs i els MLVs es el número de bicapes per liposoma, de manera

que els unilaminars (REV) encapsulen una major quantitat del medi aquós 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 Variado de l'índex de cárrega del Microtrack UPA 150 en funció de la concentrado de fosfolípids. Les línies
discontinúes indiquen la concentrado crítica per sota de la qual els resultáis de les análisi foren covergents i iguals ais
esperáis. Les recles corresponen a les recles de regressió de la zona lineal de cada conjunt de punís.
MLV EPC: liposomes multilaminars obtinguls a partir d'EPC. MLV SPC: liposomes mullilaminars obtinguts a partir
d'Emulmettk 930; REV EPC: liposomes unilaminars obtinguts per evaporació en fase reversa a partir d'EPC.
800 nm: mostres extrussionades fins 800 nm; 200 nm: mostres extrussionades fins 200 nm; 30 mn: mostres de SUVs
obtingudes amb el Microfluidizer.
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Volum
encapsulat

(L / mol) Extr. 800 nm

Tipus de suspensió

Extr. 200 nm SUVs

MLVEPC 1,29±0,14(n=2) 1,69 ± 0,08 (n=3) 0,378 i 0,035 (n=2)

MLVSPC 1,52 ± 0,21 (n=2) 1,50 ± 0,22 (n=2) 0,805 ± 0,094 (n=4)

REV EPC 7,98 ± 0,29 (n=3) 4.53 ± 0,35 (n=2) ND
Jaula 9 Volums encapsulats de diferents suspensions de liposomes.
ND: no determinat.

Aquets resultáis permeten calcular la fracció en volum del medí aquós que realment

actúa com a dissolvent o fase continua (FV^s) per cada tipus de liposoma ¡ a cada concentració.

Per obtenir-la cal conéixer la fracció de volum ocupada pels fosfolípids (FVF) i la fracció de

dissolvent encapsulat (FVEn). El volum ocupat pels fosfolípids s'ha calculat a partir de la

concentració de fosfolípids (A mg F/mL) i de la densitat mitjana de les bicapes d'EPC, que es

Pp=1,0135 g/mL La fracció en volum encapsulat per cada tipus de liposoma s'ha obtingut a partir

del volum encapsulat (X ml_En /mmol F) presentat a la Jaula 9. Com a pes molecular mitjá de

la fosfatidilcolina (EPC i SPC) s'ha emprat 750 g/mol. Per tant:

FVF = A mg F/mL

FVEn = A mg F/mL

1
1013,5 mg F/mL F

1 mmol F x mLEn
750 mg F 1 mmol F

PV = 1 - FV -rvDis l ry F

Els resultats es presenten a la Fig. 59. En ells s'aprecia que els REVs de 800 nm i de

200 nm presenten una fracció de dissolvent menor que els liposomes MLV d'igual grandária pero

amb menor volums encapsulat. En interpolar les concentracions critiques experimentáis deis

REVs, s'obté un valor mitjá de fracció en volum de dissolvent de 0,97± 0,013.

Aquest fet proporciona una segona condició per tal d'obtenir análisi correctes amb el

Microtrack UPA 150. A mes de la realitzar les lectures dins de la relació lineal entre la

concentració de mostra i el senyal al detector, es necessari que en els límits anteriors la fracció

en volum de dissolvent sigui major a 0,97. Com s'aprecia, aqüestes dues condicions es

compleixen alhora pels MLV en tot l'inteval lineal, mentre que en el cas deis REVs només té lloc

en una petita porció. La condició anterior, pero, no es compleix en el cas deis SUVs: malgrat

presentar a 30 mg F/mL una fracció de dissolvent menor a 0,97, les anális continúen essent

correctes.
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Fig. 59 Dependencia de la fracció en volum de dissolvent en fiínció de la concentració i del volum encapsulat deis
liposomes.

El següent sistema analitzat fou el constitu'ít per liposomes carregats negativament i en

aigua. Per a tal fi es preparen les suspensions a partir de Pro-Lipo S i s'extrussionaren fins 800

o 200 nm, o be es processaren en el Microfluidizer per tal d'obtenir SUVs (aqüestes suspensions

foren translücides a la concentració de 30 mg F/mL). A la Fig. 60 es mostra l'evolució de l'índex

de cárrega en fundó de la concentració de fosfolípids. Com en el cas deis REVs, les análisi no

son conectes en tot el rang lineal de la relació anterior, pero en aquest cas, no es degut a que

presentin una fracció en volum del dissolvent menor a 0,97 (Fig. 61, Jaula 10). Cal destacar que

els SUVs només proporcionaren lectures corréeles a concentracions que situaren l'índex de

cárrega per sota de 0,1, valor que está fora del rang de lectura óptim proposat peí fabricant.

Volum
encapsulat
(L / mol)

Pro-Lipo S

Tipus de suspensió

Extr. 800 nm

2,68±0,19(n=3)

Extr. 200 nm

2,36 ±0,13(n=3)

SUVs

0,406 ± 0,037 (n=3)

Taula 10 Volums encapsulats en suspensions de liposomes obtingudes amb Pro-Lipo S.

Quan es preparen el mateix tipus de suspensions en tampó fosfats 10 mM pH 7,4 o en

NaCI 0,9%, s'obtenen les relacions índex-concentració i les concentracions critiques indicades

a la Fig. 60. Les distribucions de diámetres d'aquestes suspensions son equivalents a les que

s'obtenen amb les suspensions en aigua per sota de la concentració crítica. Per aquest motiu

s'han assignat els mateixos valors de volum encapsulat a totes elles. Contráriament al que

succeeix amb les suspensions en aigua, les análisi de les suspensions en medis salins son

correctes en tot el rang de concentracions en el qual es compleixen les condicions de linealitat
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Fig. 60 Variació de I'índex de cánxga del Microlrack UPA 150 en funció ce la concentrado de Ibsfolípids de
suspensions de liposomes carregats negalivament (F neutres/F can-egats 20% p/|>). Les línies discontinúes indiquen la
concentrado critica per sota de la qiü els resultáis de les análisi foren cover^-iits i iguals ais esjierats. Les recles
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AIGUA: .Suspensions preparades en aigua. T/vMJ'Ó: .Suspensions prcparades en lampó Ibsíat sódic IO niM, pll 7,4.
NaCl 0,9 %: Suspensions preparades en el inedi indicat.
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RESULTÁIS analitics 119

de la relació índex-concentració, i de

fraccció en volum del dissolvent major a

0,97. Com en el cas anterior, el SUVs

continúen essent l'excepció: a 30 mg F/mL

encapsulen mes d'un 3% del dissolvent, ¡ la

relació índex-concentració no es lineal,

pero les análisi son corréeles.

Els resultáis indiquen que es

necessari produir un apantallament de les

cárregues presents a les bicapes per tal de

minimitzar la repulsió entre liposomes, ja

que en cas contrari s'altrera la distribució

1.00 -

tn
TJ

LJ_

O 3010 20
mg F/mL

de velocitals de la poblado. La forca iónica „ ,. _ . , - , , < • - . , . . • ,r r Fig. 61 Dependencia de la fraccio en volum de dissolvent en
del tampó fosfat SÓdic 10 mM pH 7,4 es funció de la concentrado i del volum encapsulat deis

,. . , , . . liposomes carregats negativament. (o) Extr. 800 mu.; (ü)
suficient per causar aquest efecte, ja que ¿ 200 iim; (A) S(JVs

els resultáis son equivalents ais que

s'obtenen amb les suspensions preparados en NaCI 0,9%.

Per tal de comprovar aquest fet es compararen els diámetres deis liposomes en aigua

abans i després d'addicionar NaCI. A alíquotes de 3 ml_ de 3 tipus de suspensions diferents

(extrussionades fins 800 nm, 200 nm, o SUVs obtinguts amb el Microfluidizer) preparados amb

Pro-Lipo S en aigua, se'ls hi afegiren 9 uL de NaCI 4 M, resultant una concentrado final de NaCI

12 mM. D'aquesta manera s'assoleixen dos objectius: la pressió osmótica inicial entre l'interior

i exterior vesicular es petita (22,5 mOsm-kg"1), i les forces ióniques de les suspensions amb

tampó fosfat 10 mM (Fl: 22,2 mol-kg'1) i de les alíquotes amb NaCI resulten comparables. Com

a referencia s'emprá el diámetre de les suspensions en aigua i obtingut per sota de la

concentrado crítica. En el cas deis SUVs, degut a que la concentrado crítica proporciona índex

menors a 0,1, s'emprá el diámetre de mostres diluidos fins un índex proper i superior a 0,1, i que

proporcionaren un diámetre mitjá de 233 nm. A la Fig. 62 es mostren els resultáis. Quan es

comparen les referéncies amb les mateixes suspensions en aigua pero a alta concentrado de

fosfolípids (indicados a la figura), s'observa que en el cas deis liposomes de 800 i 200 nm hi ha

diferencies superiors a les que estableix l'interval de tolerancia de la Fig. 44 (línia de punís a

la Fig. 62). En el cas deis SUVs no té lloc aquest fet, ja que no hi ha una concentració crítica

amb índex superior a 0,1, i el diámelre de la referencia es erroni. En afegir NaCI fins una

concentració de 12 mM, les análisi de liposomes de 800 nm i 200 nm son lleugerament inferiors

de les respectivos referéncies. En el cas del SUVs ho son en escreix com a conseqüéncia de

que en aquestos condicions les lectures proporcionen diámelres coherenls per aquesl lipus de

preparado (al vollant de 30 nm), cosa que no succeeix amb les que eslan en aigua. Per últim,
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la comparado amb diferents

suspensions preparadas en medís

salins (tampó fosfat sódic 10 mM, pH

7,4, o NaCI 0,9 %) permet comprovar

que els diámetres de les alíquotes a les

que s'ha afegit NaCI se sitúen dins del

rang deis que s'obtenen amb mostres

que no teñen diferencia de pressió

osmótica.

Donada la petita diferencia entre

els diámetres de les alíquotes amb
Fig. 62 Diferencia de diámetres entre suspensions de liposomes

NaCI 12 mM i les referéncies de 800 i carregats negativament, en aigua, i diluides per sota de la

200 nm, es realitzaren dos assajos per concentració crítica i: (A> Les mateixes suspensions a la
concentrado indicada (n=3); (B): Les suspensions (A) despres

determinar Si la diferencia de pressió d'afegir-ne NaCI fins 12 mM(n=3);(C): Suspensions ala mateixa

osmótica causada amb l'addició de la ̂ T^m^^íSv^01 ""** "^ ̂ ^fosfat sodic 10 mM, o NaCI 0,9 %; n=3).
sal podía induir canvis significatius en la

distribucíó de grandáries de la poblado de líposomes.

En el primer es comprová que en afegir 9 uL de NaCI 4M a 3 ml_ de suspensions de

SUVs de 30 mg F/mL preparáis en tampó o en NaCI 0,9 %, no es produTen canvis de la

distribució de grandáries (Jaula 11). Aquest fet indica que en produír-se una diferencia de

concentracions entre l'interior ¡ l'exterior vesicular de 12 mM de NaCI, els liposomes unilaminars

no s'alteren, de manera que els canvís observáis en les análisi de les suspensions en aigua

(Taula 11) corresponen ais efectes de l'apantallament de cárregues, i no a variacions de

diámetre.

Medí

Diámetre ± ampiada
(nm; % vol)

Tampó

36,5
±14

(n=3)

Tampó
+NaCI

32,6
±12

(n=1)

NaCI 0,9%

63,0
±30

(n=3)

NaCI 0,9%
+ NaCI

63,6
±30

(n=1)

Aigua

240
±134
(n=3)

Aigua
+ NaCI

39,8
±12
(n=2)

Taula 11 Diámetres deis liposomes SUVs de 30 mg F/mL abans ¡ despres de l'addíció de NaCI fins
assolir una concentrado de 12 mM.

En el segon assaig, a suspensíons de liposomes en aigua s'afegiren quantitats creixents

de NaCI i es realitzaren análisi de les poblacions ¡ mesures de DO a 780 nm. Les concentracions

de les mostres s'ajustaren de manera que proporcionaren DO menors a 1 DA. Els resultáis es

motren a la Fig. 63, en ella l'origen d'abcises correspon a análisi de mostres en aigua diluídes

per sota de la concentrado crítica (excepte els SUVs, que no en teñen amb un índex superior

a 0,1). S'observa que únícament en el cas deis liposomes de major grandária h¡ ha un efecte
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apreciable de la concentrado de sais al medi extern. En incrementar la quantitat de sais

disminueix el diámetre mitjá deis liposomes. Aquest efecte no té lloc en les mostres de la

mateixa naturalesa pero de concentrado 7,5 mg F/mL (Fig. 62), de manera que pot ser atribuí ble

a la menor concentrado. A la resta de suspensions, les desviacions son dins de Terror

experimental. Els canvis en la DO s'han expressat com l'increment respecte de la suspensió

aquosa, corretgint en cada cas peí factor de dilució causal en afegir el NaCI. Les variacions

observados mostren que els ions provoquen un canvi en la dispersió de la llum, canvi que arriba

al máxim entre 12 i 60 mM de NaCI. Les concentracions de sal superiors no causen increments

majors de DO, fet que indica que la poblado de liposomes no experimenta variacions notables

de volum ni d'eficiéncia de dispersió de la llum.
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Fig. 63 Vanació del diámetre i de la densitat óptica a 780 nm de suspensions de liposomes amb fosfolípids negatius,
en funcio de la concentrado de NaCI resultant en afegir volums variables de la sal L'ongen d'abcises correspon a les
mostres en aigua (o) Liposomes extrussionats fins 800 nm, 1,61 mg F/mL, (a) Liposomes extrussionats fins 200 nm,
7,5 mg F/mL, (&) SUVs obtmguts amb un Microfluidizer, 30 mg F/mL

4.1.8.5 EFECTE CREUAT EN LA PRECISIÓ DE LES LECTURES.

Per determinar l'existéncia o no d'interaccions creuades entre diferents parámetres, s'ha

dut a terme un estudi de la variabilitat en la resposta seguint un disseny aproximat21 de cub

central amb esleí emprant com a factors el temps de lectura, l'índex de cárrega, i el diámetre

deis liposomes (Jaula 12). De forma complemenlária s'inclogueren les convinancions en diseny

d'eslel per liposomes exlrusionats fins 200 nm. Com a materia primera s'utilitzaren Pro-Lipo S,

obtenint-se les suspensions en lampó fosfat i processant-les amb diferents técniques per tal

21 L'aproximació al diseny de cub central amb estel es deguda a la dificultat d'obtemr poblacions de
liposomes monodisperses amb diámetres que es correspongum exactament ais mvells que demana el diseny
experimental escolht
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d'obtenir els diámetres desitjats (agitats, extrusionats o tractats en el Microfluidizer). Cada

suspensió s'analitzá segons la convinació de factors que li pertoca, i es calcula el coeficient de

variado peí diámetre i per ('ampiada deis liposomes. En els resultats presentáis a la Taula 12

es mostra només la mitjana deis coeficients de variado, obtinguda a partir de l'análisi de

suspensions independents de liposomes.

índex de cárrega

0,55 (0)

0,55 (0)

0,55 (0)

0,55 (0)

0,55 (0)

1,0 (2)

0,1 (-2)

0,78 (1)

0,78 (1)

0,78 (1)

0,78 (1)

0,33 (-1)

0,33 (-1)

0,33 (-1)

0,33 (-1)

1,0 (2)

1,0 (2)

0,55 (0)

0,55 (0)

0,55 (0)

0,1 (-2)

Temps de lectura
(t) (seg)

480 (0)

480 (0)

480 (0)

900 (2)

60 (-2)

480 (0)

480 (0)

690 (1)

690 (1)

270 (-1)

270 (-1)

690 (1)

690 (1)

270 (-1)

270 (-1)

900 (2)

480 (0)

60 (-2)

480 (0)

900 (2)

480 (0)

Diámetre (D)
(nm; % vol)

400 (0)

1150(1,88)

40 (-0,9)

400 (0)

400 (0)

400 (0)

400 (0)

800 (1)

200 (-0,5)

800 (1)

200 (-0,5)

800 (1)

200 (-0,5)

800 (1)

200 (-0,5)

200 (-0,5)

200 (-0,5)

200 (-0,5)

200 (-0,5)

200 (-0,5)

200 (-0,5)

n Coef. variació
diámetre (%)

3

3

3

3

3

3

3

2

2

2

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

6,02

2,59

2,83

4,48

15,1

5,31

4,39

1,90

3,29

2,55

5,09

4,34

3,86

7,32

5,35

3,50

4,43

21,64

8,34

2,57

2,82

Coef. variació
ampiada (%)

8,65

17,63

6,04

11,20

59,57

3,50

8,69

15,40

13,80

29,47

15,50

10,52

11,30

26,35

8,88

2,27

4,24

19,43

6,56

7,06

5,83
Taula 12 Convinacions de nivells deis factors (normalitzats entre paréntesi) emprades per a l'estudi de
l'efecte creuat entre el temps d'análisi i l'index de cárrega en el Microtrack UPA 150. Els resultats
corresponen a les mitjanes deis coeficients de variació del diámetre i de ('ampiada trobats en cada
experiment independent

A partir deis valors deis coeficients de variació de cada replicat es realitzá l'análisi

estadística ajustant els resultats a partir d'una equació lineal completa. Tant en l'ajust del

coeficient de variació del diámetre com en el de l'amplada, les equacions resultants no

contingueren cap terme on l'index de cárrega fos un factor. Aquest fet indica que l'index de

cárrega no té cap efecte en la precisió de les análisi amb el Microtrack UPA 150.

A la Taula 13 s'indiquen els resultats de Panálisi, i a les Fig. 64 i 65 es mostren les

superficies de resposta que s'obtenen en fixar el diámetre del liposomes i el temps de lectura.

Com s'observa, no hi ha cap efecte de l'index de cárrega sobre la precisió de les lectures en el
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rang estudiat.

Variable

Coeficients deis factors

Coef. de determinado (r2)

Coef. de regressió (r)

Test de significado de la
correlació (F4/51); 2,52<Fcrit<2,61

Error standard

Coef. var. diámetre

Ctnt: 4,00; D': -1 ; t': -2,78
t'2:1,6;D't':1,81

0,598

0,773

18,93

3,34

Coef. var. ampiada

Ctnt: 8,75; D":6,91;
t': -6,90; t'2: 4,46; D'f: -4,37

0,679

0,824

24,30

7,99

Taula 13 Resultat de l'análisi de l'efecte creuat de l'lndex de cárrega en la precissió del Microtrack UPA
150.

Fig. 64 Dependencia, amb l'índex de cárrega i
amb el temps de lectura, del coeficient de
variado en l'análisi del diámetre de liposomes
extrusionats fins 200 nm

Fig. 65 Dependencia, amb l'índex de cárrega i
amb el diámetre deis liposomes, del coeficient de
variació en l'análisi del diámetre de liposomes
amb lectures de 690 segons de durada.

4.1.8.6 DETERMINACIÓ DE L'EXACTITUT EN L'ANÁLISI DE SUSPENSIONS DE

LIPOSOMES.

Per realitzar aquest estudi s'han comparat els resultáis proporcionáis per diferents

técniques amb els obtinguts amb el Microtrack UPA 150. Les técniques de referencia emprades

han estat: l'espectroscópia de correlació fotónica, la microscopía electrónica de tranmissió amb

tinvió negativa, la determinado deis volums encapsulats de liposomes unilaminars de diferent

diámetre, i l'extrusió de suspensions de liposomes per membranes de policarbonat amb diferents

grandáries de porus. A continuado es descriuen el resultáis de cadascun d'aquests apartáis.
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