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Senoras y Sefores

La recepciéon de un nuevo académico es siempre un acto de es-
pecial relieve y de los méas importantes entre los muchos que desarrolla
la Academia de Farmacia de la Comunidad Valenciana. Es costumbre
de las Academias y Reales Academias que el discurso de ingreso de los
nuevos Académicos Correspondientes lo lleve a cabo un Académico de
Numero, y en este sentido quiero que mis primeras sean de agradeci-
miento a los Excmos e limos. Sefores Académicos de la Academia de
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Farmacia de la Comunidad Valenciana por brindarme la oportunidad
de proceder en este sentido con el nuevo académico don Octavio Diez
Sales.

Nacié en Xativa (Valencia), llega con 16 anos a Valencia y cursa
los estudios de la Licenciatura de Ciencias Bioldgicas en la Universidad
de Valencia, que termina con la tercera promocion (1974 — 1975). En
1975 inicia los estudios de la Licenciatura de Farmacia en la Universidad
de Granada vy finaliza dichos estudios con el Grado de Licenciado en
Farmacia (modalidad examen) en el curso 1978 -1979.

En 1989 defiende la Tesis Doctoral “Aportacion a los estudios
sobre absorcion percutanea: métodos in vitro”, dirigida por la Prof. Dra
Marina Herraez Dominguez y Prof. Dr. Jose M? Pla Delfina, en la Univer-
sidad de Valencia.

Adquiere el Titulo de Farmacéutico Especialista en Analisis Clini-
cos en 1989 por el Ministerio De Educacion y Ciencia.

Inicia la actividad docente en Centros de Ensefianza Secundaria
(MEC) como Profesor Numerario de Ensefanza Secundaria, con el nu-
mero uno de la oposicion libre (1982). Adquiere la condicion de Cate-
dratico de Ensefanza Secundaria en 1989, titulo obtenido por concurso
— oposiciéon (Conselleria de Cultura, Educacion y Ciencia, Generalidad
Valenciana).

La actividad docente universitaria comienza en el Departamento
de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica. Facultad de Farmacia (Uni-
versidad de Valencia), como Profesor Asociado, desde el curso 1991
— 1992 hasta el curso 1996 — 1997. Asimismo, participa como Profesor
Invitado en diferentes actividades docentes de dicho departamento du-
rante los cursos 1997- 1998 y 1998 — 1999. En la actualidad es Profesor
Titular, desde el afio 2003, en el Departamento de Farmacia, Tecnologia
Farmacéutica y Parasitologia de La Facultad de Farmacia (Universidad
de Valencia).

Durante este periodo ha participado en numero proyectos de in-
vestigacion financiados, contratado como técnico superior de investi-
gacion (2002) en Hospital Universitario Dr. Peset (Coselleria de Sani-
dad). Ha dirigido diez tesis de licenciatura y ocho tesis doctorales, una
de ellas de ambito Eurépeo. Asimismo, ha participado en numerosos
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congresos nacionales e internacionales (comunicaciones y ponencias)
y publicado mas de cien trabajos de ambito internacional.

También ha publicado capitulos de libros, con dos monografias
sobre Formas de administracion sobre la piel y Formas Farmacéuticas
rectales y vaginales (1993), un capitulo sobre métodos alternativos al
uso de animales de laboratorio (Analysis of Cosmetic Products, Else-
vier 2007 y 2018), publicaciones en libros de congresos (10), un libro
manual de cosmetologia, cuadernos formativos para la elaboracion de
productos cosméticos y un CD-ROM sobre un laboratorio virtual para
la elaboracion de productos cosméticos.

En la actualidad participa como co-director en una Master de In-
dustria cosmética (52 Edicion) desde el afio 2015, con una gran acepta-
cion por parte del alumnado y en un Master de Productos Sanitarios (12
Edicién) que se inicia en el presente curso. El objetivo es abrir puertas
y facilitar a los alumnos de Farmacia la incorporacion al mundo profe-
sional.

En el ambito profesional farmacéutico, en 1979 obtuvo una beca
de Galénica y Analisis Clinicos en el MICOF de Valencia vy, posterior-
mente, estuvo al cargo de la Union de Técnicas Espanolas Farmacéu-
ticas (UTEF) como director, durante 1981 a 1982. Del ano 1978 a 1983
dirige un laboratorio de analisis clinicos. Mas tarde también participd
como director de un laboratorio de cosmética, plantas medicinales y
dietética (1993 — 1997).

Por otra parte, ha desarrollado su actividad profesional en dos
oficinas de farmacia como Farmacéutico Titular en dos periodos sepa-
rados por el tiempo, durante el afio 1980 hasta 1982, y desde 2008 al
2018.

Por ultimo, me gustaria resaltar la importancia que tiene la incor-
poracion a la Academia de Farmacia de profesionales con un perfil am-
plio investigador, académico y profesional en el campo de la Farmacia.
Es muy importante que la profesion farmacéutica recupere el prestigio
que se merece.
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lIma Sra. Presidenta e llmos. Sres. Presidentes de los Colegios
Oficiales de Farmacéuticos de la Comunidad Valenciana

Excmos e limos. Senoras y Sefores Académicos
Excmas e limas. Autoridades
Comparneros y amigos

Sefnoras y Sefores

En primer lugar, mi mas sincero agradecimiento a todos los
miembros de la Academia de Farmacia de la Comunidad Valenciana
y en especial a los académicos que han avalado mi candidatura, el
Excelentisimo Presidente y Profesor Dr. D. Fernando Rius Alarcé y los
ilustrisimos doctores y profesores D. Agustin LLOpis Morales y Jose
Bautista Peris Gisbert.

Me considero una persona muy afortunada al haber conocido en
el MICOF de Valencia a tantos compafneros que siempre me han ayu-
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dado como el “Xiquet de Agna” (Javier) y el “gato Felix” (José Antonio),
pero tengo que hacer un especial hincapié en el ilustrisimo Fernando
Rius Alarcé con el que me he identificado como modelo para impartir la
docencia. Siempre ha sido un excelente profesor y amigo.

En estos momentos, no puedo olvidarme de Marina Herraez que
dirigié mi tesis y con la que siempre estaré en deuda. Ella fue la que me
inoculo el virus de la investigacion. Tampoco me puedo olvidar de mis
companeros de fatiga el Dr. José E. Peris, gran investigador y profesor,
y la Dra. Nacher, sin ellos no podria llevar a cabo mi trabajo diario. Y por
supuesto mi reconocimiento a otros miembros del departamento como
Teresa, Virginia, Mati, etc., que permiten que sea facil la docencia y la
investigacion.

Finalmente, mi agradecimiento a mi madre Consuelo, mi tia Maria
Rosa y a M? Angela que siempre me han mostrado su apoyo incondi-
cional.
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1.- INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los liposomas fueron descubiertos en los anos 60 al observar
que algunos lipidos forman estructuras membranosas cuando estan
en un medio acuoso. Inicialmente se denominaron “Bangosomas”, des-
pués de que Alec Douglas Bangham (1921-2010), un biofisico inglés, los
descubriera (Hernandez Ledn A, 2017).

Estas estructuras vesiculares altamente organizadas estan cons-
tituidas por lamelas o bicapas lipidicas concéntricas que encierran un
interior acuoso (Figura 1).

(A) (B) (€)

Figura 1. Esquema del fenémeno de autoensamblamiento que sufren los fosfolipidos para
Sformar liposomas: A) Moléculas de fosfolipido, B) Bicapa de fosfolipidos, C) Liposoma.

Para su elaboracion se utilizan fosfolipidos con o sin la incorpora-
cion de colesterol, tensioactivos, sondas fluorescentes u otros materia-
les. Incorporados en la bicapa fosfolipidica con el fin de modificar algu-
na de las propiedades de las vesiculas: carga superficial, la
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permeabilidad de la membrana o estabilidad de los lipidos en la bicapa.
Las vesiculas formadas por fosfolipidos son usadas como modelo para
estudiar el comportamiento de membranas bioldgicas (Figura 2).

Bicapa

Fosfolipido lipida

Hidrofflico

Regidn
hidrofilica

Regian
Hidroféhico hidrofdhica

Figura 2. Estructura de un fosfolipido y disposicion a nivel de las membranas celulares.
(http:/jwww.maph49.galeon.com/biomol2/phospho.html )

En los fosfolipidos, los dos acidos grasos son hidrofébicos o
insolubles en agua. Pero el grupo fosfato es hidrofilico o soluble en el
agua. Cuando los fosfolipidos se mezclan con el agua, espontanea-
mente se organizan para formar configuraciones de baja energia. Esto
significa que las regiones hidrofilicas interactian con el agua, mientras
que las regiones hidrofébicas la rechazan.

Todas las membranas bioldgicas contienen bicapas lipidicas y
proteinas, lo cual produce membranas con estabilidad y funciones es-
pecializadas (Figura 2).

Los fosfolipidos que constituyen los liposomas pueden tener ca-
denas hidrocarburadas saturados o insaturados, y muestran diferentes
grados de rigidez y permeabilidad. De modo que, las composiciones
que contienen una mayor proporcion de fosfolipidos saturados son mas
rigidas e impermeables, en comparacion con bicapas constituidas por
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fosfolipidos insaturados (Yareli Rojas-Aguirre et al, 2016). Los fosfolipi-
dos utilizados (Figura 3) en la elaboraciéon de liposomas son, comunmen-
te, fosfatidilcolinas naturales o sintéticas (dimiristoil, dipalmitoil o dieste-
roilfosfatidilcolinas). Asimismo, se pueden utilizar fosfolipidos anidénicos
(@cido fosfatidico o fosfatidilserina) o cationicos (estearilamina), 10 que
confiere a los liposomas una carga neta superficial determinada, produ-
ciéndose, asi, distintos fendmenos electrostaticos entre las diferentes
laminas que constituyen el liposoma. A su vez, es frecuente incluir co-
lesterol en la formulacion de dichos sistemas, ya que induce una forma-
cion mas ordenada de las cadenas lipidicas y, por tanto, un aumento de
su estabilidad.

- a) b) c)
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Figura 3. Estructura molecular de algunos de los fosfolipidos utilizados.

Desde el punto de vista del comportamiento térmico (Figura 4) l0s
fosfolipidos pueden encontrarse en forma gel (alta temperatura) o en
forma cristalina (baja temperatura). La temperatura que marca el paso
de una fase a otra se denomina temperatura de transicion, “Tm”, y es
caracteristica de cada lipido puesto que depende directamente del ta-
mano de la/s cadena/s, presencia de insaturaciones y de la naturaleza
de la cabeza polar. Asi, cuanto mayor es la longitud de la cadena hi-
drocarbonada, mayor s la energia necesaria para realizar el cambio de
fase, y por tanto la temperatura de transiciéon es mayor. Por otra parte,
la presencia de dobles enlaces, en la cadena, aumenta la dificultad de
empaquetamiento y disminuye, por tanto, la temperatura de transicion.
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Fase solido - gel

7
I

Ordenado/ Rigido

Temperatura de
transicion

Fase liquida

Desordenado/ Fluido

Figura 4. Representacion esquemdtica de la temperatura de transicion de la fase lipidica

Existen diferentes tipos de vesiculas (Figura 5):

e |liposomas multilamelares (MLV):

Compuestos por multiples
capas concéntricas de
fosfolipidos, presentan un
tamano elevado, entre 0.5
um y 5 pm. Este tipo de
vesiculas se pueden ob-
tener mediante el método
de hidratacion; de manera
que, una cierta cantidad
de lipidos se disuelven en
la cantidad apropiada de
cloroformo, para ser, pos-
teriormente, evaporado en
un rotavapor. Se forma asi
una fina capa lipidica a la
que se le anade un volu-
men determinado de una
solucién acuosa. La hidra-
tacion se lleva a cabo me-
diante agitacién manual o

Figura 5. Liposomas al microscopio electronico
(https://www.skinident.esles/ dr-baumann-skinide cono-
cimientos relevantes/ temas-de-interes/ informacion-so-
bre-liposomas/
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mediante homogeinizador o agitador mecanico. La mayoria de
vesiculas que se forman constituyen, principalmente, liposomas
multilamelares de tamano elevado (micrometros) y una distribu-
cion de tamanos muy heterogénea.

También podemos encontrar liposomas con una Unica bicapa
fosfolipidica (UV). Se pueden distinguir diferentes tipos en funcion de
su tamano (Figura 6):

Liposomas unilamelares pequefios (SUV): presentan un ta-
mafo del orden de 25-100 nm de diametro. Se obtienen a
partir de vesiculas MLV mediante sonicacion con ultrasoni-
dos o extrusion. Su estabilidad es pequefa, al igual que su
capacidad de encapsulacion.

Liposomas unilamelares grandes (LUV / GUV): tienen un
tamano comprendido entre 200 nm y 1um. Se obtienen me-
diante el método de evaporacion en fase reversa, para ello,
se elimina el disolvente, de una disolucion de fosfolipidos en
cloroformo, mediante un rotavapor. A La mezcla lipidica re-
sultante se le afade una cantidad conocida de agua vy, pos-
teriormente, se elimina todo el solvente organico. Se traba-

Numero de lamelas MvVV

T T T Tamafio

Figura 6. Esquema de los diferentes tipos de liposomas.
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ja en un ambiente de presion reducida, formandose asi un
gel viscoso, que vuelve a someterse a rotacion para formar
asi estos tipos de vesiculas. Se caracterizan por poseer una
buena capacidad de encapsulacion, en particular, si se trata
de sustancias hidrosolubles, ya que poseen un gran compar-
timento acuoso.

En los afios 70, Gregoriadis inicio el estudio sobre el potencial que
presentan estos como sistemas de liberacion de farmacos o de otras mo-
léculas bioactivas. La ampliacion de las aplicaciones en las que se utilizan
liposomas es debido a que son capaces de incorporar a su estructura
moléculas hidrofilicas, hidrofobicas y también las de caracter anfifilico (Mi-
chael M., 1993).

Tradicionalmente, los sistemas de liberacion se han desarrollado
para modificar la via de administracion, mejorar la biodisponibilidad y cam-
biar el perfil de liberacion o mejorar una formulacion.

La particular estructura de los liposomas ofrece la posibilidad de
transportar y proteger compuestos hidrofilicos y lipofilicos en el comparti-
mento acuoso o en el interior de las bicapas fosfolipidicas, respectivamen-
te. Ademas, presentan una naturaleza no inmunogénica y ciertas caracte-
risticas de biocompatibilidad y biodegradabilidad en diferentes disciplinas
cientificas. Ademas, la entrega del farmaco puede ser controlada en res-
puesta a un estimulo interno (pH, presencia de enzimas o un cambio del
potencial redox) o externo (luz, temperatura, campo magnético) (Mura,
Nicolas y Couvreur, 2013) y que se podra transportar simultaneamente
varios farmacos y/o biomacromoléculas (péptidos, proteinas y acidos nu-
cleicos).

Fue a partir de la década de los 90 cuando han comenzado a nacer
las nuevas generaciones de los liposomas convencionales. Los primeros
en modificar fueron los transferosomas, a quienes se les afiade un ten-
sioactivo que adquiere el nombre de “activador”. Después han sido los
niosomas, formados Unicamente por tensioactivos no-idnicos (ej.: sales
biliares, polisorbato 20 y 80), y finalmente los etosomas, quienes introdu-
cen en su composicion etanol y otros componentes 10 que permite obte-
ner glicerosomas, chitosomas, hialunorosomas, etc. (Manconi et al., 2019).
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La primera generacion de liposomas elésticos fue descrita por
primera vez por Gregor Cevc (1992), quien les denomind con el nombre
de Transferosomas. Al igual que los liposomas convencionales, son
vesiculas formadas por bicapas lipidicas de fosfolipidos en cuyo interior
presenta un compartimento acuoso, pero la diferencia es que en su
composicion presentan un tensioactivos no-ionicos que alterar la bi-
capa lipidica que conforman el transferosoma, de tal forma que origina
un nanovehiculo con mayor elasticidad. En consecuencia, los transfe-
rosomas presentan la capacidad de deformarse a través de las bicapas
lipidicas del estrato corneo (SC) alcanzando mayor profundidad, ya que,
son capaces de atravesar poros con un diametro menor que su tamano
sin romperse (Cevc G, Gebauer D, Stieber J, Schatzlein A, Blume G.,
1998,).

Cevc et al (1998) propone que los Transferosomas son sistemas
de liberaciéon de farmacos capaces de penetrar a través de la piel. Se
cree que los dos factores determinantes del éxito de los transferoso-
mas son la elasticidad que presentan y la existencia de un gradiente
osmodtico en la piel (Ceve G., Blume G., 1992). Por consiguiente, los
transferosomas atraviesan la piel hasta el sistema circulatorio porque en
las capas lamelares hay menor concentracion de agua a diferencia del
interior, y gracias a que son sistemas deformables, su paso por el SC
esta facilitado (Ceve G, Blume G., 2001).

Ademas de presentar todas las ventajas de los liposomas con-
vencionales, gracias a la adiciéon de un tensoactivo se consigue incre-
mentar el tiempo la liberacion del farmaco y por lo tanto, la accion te-
rapéutica es mas prolongada. Asimismo, la accion es mas rapida en
comparacion con las nanovesiculas tradicionales. El resultado, lo que
permite disminuir la frecuencia de aplicaciones topicas. Se debe de
afiadir que los transferosomas son especialmente Utiles en el transporte
de aquellos farmacos que presentan una cinética de eliminacion eleva-
da de la circulacion sanguinea.

El primer tensioactivo empleado en la formacion de los transfe-
rosomas han sido las sales biliares. Hoy en dia, los tensoactivos mas
empleados son el colato de sodio, Span 80, Tween 80, acido oleico,
glicirricinato potéasico, entre otros. El porcentaje de dichos aditivos,
como la naturaleza de los mismos, puede afectar a las propiedades fi-
sico-quimicas de las vesiculas. Tras varias investigaciones, se concluye
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que el colato de sodio y el glicirricinato potasico también se consideran
excelentes candidatos. Presenta alta estabilidad quimica, buena solubi-
lidad, propiedades emulsificantes y actividad antiinflamatoria.

Los transferosomas han sido utilizados en la aplicacion tépica de
vacunas, principios activos antiinflamatorios, anestésicos locales, etc..
También se han empleado como vehiculos para farmacos de alto peso
molecular, inestables, proteinas y péptidos y aquellos que presentan
una baja biodisponibilidad.

Los etosomas son la segunda generacion de los liposomas,
desarrollados por Touitou et al. (2000), como nuevos portadores de
principios activos constituidos por una alta concentracion de etanol.
Son nanovehiculos vesiculares no invasivos y elasticos que permiten la
llegada de los farmacos a las capas mas profundas de la piel y/o a la
circulacion sistémica.

Los etosomas (Zhou et al., 2010) son el resultado de la modifi-
cacion de las bicapas lipidicas de los liposomas convencionales por
adicion de una mezcla hidroalcohdlica etanol/agua (< 45%). Asi, se ob-
serva una mejor penetracion transdérmica, ademas de mejorar la es-
tabilidad y eficacia de encapsulacion del farmaco. También es posible
elaborar etosomas con la incorporacion de PEG vy alcohol isopropilico
y se conocen como Transetosomas (Song et al., 2012). El objetivo es
combinar la deformabilidad de los transferosomas y las ventajas de los
etosomas. El hecho de presentar un solvente organico en su sistema
es una gran ventaja, ya que, actiia modificando la conformacion del SC
abriendo poros, rutas o vias para el paso del etosoma. De este modo,
al alterar la organizacion lipidica, aumenta la fluidificacion del SC, y per-
mite una mayor penetracion del etosoma que contiene el farmaco hasta
las capas mas profundas de la piel.

El mecanismo de accion de los etosomas consiste en el siner-
gismo entre el etanol y los fosfolipidos presentes en la piel mejorando
la penetracion. Touitou et al. (2000) sugieren que el etanol interacciona
con las cabezas polares de los fosfolipidos del estrato corneo (SC), lo
que provoca es una disminucion de la temperatura de transicion tanto
del cemento intercelular del SC como de los lipidos de las vesiculas.
Una vez que dichas vesiculas elasticas llegan a las capas mas profun-
das de la piel, se fusionan con las membranas celulares consiguiendo

2& Octavio Diez Sales



un efecto sistémico. Ademas, los etosomas son mucho mas estables
que los liposomas debido a la presencia de etanol, que proporciona
una carga neta negativa en la superficie, o que evita la agregacion de
vesiculas debido a la repulsion electrostética.

En la actualidad numerosos avances se han realizado en el cam-
po de la nanotecnologia (Yareli Rojas-Aquirre, Karina Aguado-Castre-
jon, Israel Gonzalez-Méndez, 2016). Este término se aplica al diseno,
la sintesis y la aplicacion de materiales a nivel de la nanoescala (< 100
nm), que permite el diseno de nanodispositivos con la finalidad de li-
berar farmacos, identificar (Diagndstico) enfermedades a nivel celular
o0 molecular por medio de nanobiosensores de imagen e incluso se
han desarrollado nanomateriales (terapia y diagnostico, terandsticos)
capaces de identificar una patologia y liberar moléculas terapéuticas de
forma simultanea y controlada (Zhang et al., 2016). Para ello se utilizan
nanomateriales organicos e inorganicos, entre los que encontramos a
los liposomas (Figura 7):

Debido a su estructura y tamano, los nanosistemas se pueden
«cargar» una gran cantidad de farmaco, creando sistemas tipo reservo-
rio, con lo cual se podria disminuir el nUmero de dosis en un tratamiento.

& L\

Nanoparticulas Micelas Liposomas Nanoparticulas Silica Ox',c:f)s
de oro mesoporosa metalicos

>, =)
Nanotubos
de carbono
Dendrimero Polimero - Farmaco

Figura 7. Representacion de nanoestructuras orgdanicas (a) e inorgdnicas (b) para el transpor-
te y liberacion de farmacos.
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2.- METODOLOGIA

2.1 Preparacion de liposomas

Desde el punto de vista de la preparacion de liposomas, hay que
tener en cuenta que la composicion lipidica determinara la facilidad de
formacioén y el tipo de liposoma formado. La eleccion de un lipido o
mezcla de lipidos debe realizarse en base al conocimiento de sus pro-
piedades y en funcion de la aplicacion que se quiera dar al liposoma.

La mayoria de procedimientos de preparacion se basan en la hi-
dratacion mediante una solucién acuosa con el farmaco a encapsular
(Método Bangham). Esta técnica permite obtener una dispersion de li-
posomas MLV. La reduccion del tamafo y homogeneizacion se consi-
gue mediante sonicaciéon y extrusion, lo cual permite obtener liposomas
LUV o SUV.

1 Tm

Lipidos en disolventes Hidratacién
orgamcos

Figura 8. Preparacion de liposomas empleando el método de hidratacion a partir de una
pelicula lipidica.

En este documento solo se describe la metodologia desarrolla-
da en el trabajo diario de investigacion. En este método, la mezcla de
lipidos se disuelve en un disolvente organico hasta su complete homo-
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geneizacion. Algunos lipidos necesitan aplicar calor para su completa
disolucién. Los disolventes organicos se evaporan hasta formar una pe-
licula. Finalmente, la pelicula lipidica se hidrata con una solucién acuosa
conteniendo la molécula para ser encapsulada mediante agitaciéon y a
una temperatura por encima de la temperatura de transicion. La disper-
sion de liposomas obtenida (MLV) es entonces sonicada y extrusada
con el fin de obtener vesiculas unilaminares (Figura 8).

El Ultimo paso en la elaboracion de liposomas es la extrusion
(Avanti® Mini-Extruder), se trata de una técnica en la que una suspen-
sion lipidica es forzada a pasar a través de un filtro de policarbonato
(Figura 9). Cada formulacion se hace pasar por filtros con tamafos de
poro decreciente. La muestra se almacena en nevera (4°C).

[o————————

[SlAvanti Polar Lipids, Inc.

Figura 9. Mini-Extruder Avanti Polar Lipids R.

2.2 Caracterizacioén

El avance en el disefo de nuevos sistemas es muy prometedor,
pero la tecnologia debe facilitar los métodos de control del producto
elaborado. Por lo que la caracterizacién de los nanoliposomas es fun-
damental para obtener vehiculos estables y eficaces.

Con el fin de validar la reproducibilidad y la calidad de las mues-
tras de liposomas, diferentes parametros son controlados, como de-
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terminar el tamafio y distribucion de tamafios, indice de polidispersion,
lamelaridad, carga superficial de las vesiculas y eficacia de encapsula-
cion.

2.2.1 Tamafho y distribucion de tamanos

Se utilizan diferentes
técnicas de microscopia
electrénica (Figura 10); tales
como la microscopia elec-
tronica de trasmision (TEM)
y crio-TEM para determinar
la morfologia de los liposo-
mas y establecer los dife-
rentes tamanos obtenidos.

Se utiliza el microsco-
pio electrénico de transmi-
sion (TEM; modelo JEOL

Figura 10. Microscopio e;lectrém’co transmision (TEM; 1070) de la Universidad de
modelo JEOL 1010, Francia). Valencia (UV). Las muestras
se tifieron con acido fosfotungstico y su observacion se llevé a cabo a
60 kV. Una camara digital MegaView Il y un programa informatico per-
mite el procesamiento de los datos.

En la figura 11 se
muestran imagenes del TEM
para liposomas con baicali-
na.

También es posible
mediante estas técnicas de-
terminar la presencia de la-
melas. A la vez que es posible
utilizar técnicas espectrosco-
picas como la difraccion de
rayos X (XRD) o small-angle
X-ray espectroscopia (SAXS).  Figura 11: Liposomas con baicalina (0.25%, p/V).

Asimismo, el diametro
medio de las vesiculas formadas se ha determinado mediante un Ze-
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tasizer nano S (Malvern, UK). Se trata de un analizador de tamafnos de
alto rendimiento para la deteccion de agregados y medida del tamano
de muestras. Utiliza una técnica espectroscopica de difraccion de luz
laser conocida como “Dynamic Light Scattering” (DLS). Mediante di-
cha técnica se puede medir la difusion de particulas que se mueven
bajo movimiento browniano, asi como convertir esta medida en tamano
y distribucién de tamanos de las particulas utilizando la ecuacién de
Stokes-Einstein (Ec. 1):

_ KT
S 6emener
(Ecuacion 1)

donde D hace referencia al coeficiente de difusion, K a la cons-
tante de Boltzman, T a la temperatura absoluta, r al radio de la particu-
la'yn a la viscosidad del liquido.

Asimismo, el
Zetasizer (Figura 12)
también permite co-
nocer el indice de
polidispersion  (IP).
Dicho indice aporta
informacion  acerca
de la homogeneidad
en la distribucion de
tamarnos de las par-
ticulas presentes en
una preparacion.
Puede tomar valo-
res  comprendidos
entre 0 y 1, siendo
O tipico de una dis-
persion que presenta
una distribucion de  figurq 12, Zetasizer nano S (Malvern instruments, UK).
tamafos totalmente
homogénea, y 1 de una distribucion muy heterogénea. (Fcuacion 2)
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(Ecuacion 2)

donde  se refiere al tamano de cada particula, | al tamano me-
dio de las parfculas y n al nUmero de particulas D

2.2.2 Potencial Z

Para la determinacion de la carga superficial de los liposomas se
utiliza una técnica conocida como “Laser Doppler Micro-electropho-
resis”. En una particula que se encuentra suspendida en un liquido se
desarrolla una determinada carga superficial, que afecta a su compor-
tamiento. Para la medida del potencial Z se aplica un campo eléctrico a
una dispersion, de manera que las particulas presentes en la misma se
mueven con una velocidad determinada en funcion de su carga, la cual
esta relacionada con su potencial Z. Este valor es utilizado como un
indicador una posible agregacion de liposomas. Un valor de potencial Z
entre +/- 30mV, sugiere fuertes
interacciones electrostaticas, lo
que indica una alta estabilidad
electrostatica para dispersiones
coloidales.

2.2.3 Eficacia de encap-
sulacion

Asimismo, la eficacia de
encapsulacion es otro de los
parametros que es necesario
determinar para llevar a cabo la
caracterizacion de las vesiculas
formadas. Permite conocer la
cantidad de principio activo que
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ha sido encapsulado, es decir, que permanece en el interior de los lipo-
somas formados. Para llevar a cabo dicha determinacion se ha emplea-
do el método de la didlisis. Se utiliza una membrana semipermeable de
un tamano de poro conocido, que permite el paso de moléculas con un
tamafno menor al tamano de poro de la misma, pero impide el paso de
moléculas de un tamano superior. Se utilizan membranas con un tama-
no de poro de 12-14000 D (Spectra/Por Dialisis Membrana).

Se lleva a cabo una
dialisis en medio acuoso (Fi-
gura 13), de manera que la
proporcidon de principio ac-
tivo que no se ha encapsu-
lado atravesara la membrana
y saldra al medio de dialisis.
Para ello, un volumen de-
terminado de cada formu-
lacion se introduce dentro
de la membrana, la cual se
coloca en contacto con una
solucién tamponada diluida.
Todo ello se encuentra bajo
agitacion constante, a tem-
peratura ambiente y protegi-
do de la luz.

Las muestras se ad-
quieren a tiempos predeter-
minados. La cuantificacion
de las muestras se ha reali-
zado mediante Cromatogra-
fia Liquida de Alta Eficacia
(CLAE).

La eficacia de encap-
sulacién se expresa como
porcentaje y se calcula utili-
zando la ecuacion 3: Figura 14. Equipo de Cromatografia Liquida de

Alta Eficacia
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BA, —BA,
EE%= total libre
° BA

(Ecuacion 3)

100

total

donde BA, ., hace referencia al total de baicalina presente en las
muestras ensayadas y BA,, . a la cantidad de baicalina que no ha sido
encapsulada.

En la Tabla 7T a modo de ejemplo se muestra los valores obteni-
dos del diamétro medio, indice de polidispersion (IP), potencial Z y
eficacia de encapsulacion (EE).

indice de
polidispersion

Formulaciéon | Diametro medio (nm)

Potencial Z (mV)

Tabla 1. Valores tamario medio (nm), indice de polidispersion, potencial Z (mV) y eficacia de
encapsulacion (EE, %), de las diferentes formulaciones ensayadas (n=3).

2.2.4. Absorcion transdérmica

En el caso de liposomas de administracion topica, una técnica
muy utilizada para estudiar la permeabilidad cutanea es emplear piel
humana procedente de lipeptomias abdominales y conservada a - 80°C
hasta su uso. El ensayo se ha llevado a cabo con células de difusion
“tipo Franz”, que presentan un area efectiva de difusion de 0.784 cm2 y
un volumen del compartimento receptor de 6 mL (Figura 15).
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Toma de
muestras

Figura I5. Célula de Franz
En el compartimento dador se ha anadido 500 pL de formula-
cién, en el receptor una solucion de polisorbato 80 (1%, p/V) en agua y
entre ambos se ha interpuesto epidermis humana. Se han ensayado
tres formulaciones: control, formulacion Il'y formulacion |11,

La epidermis se separa de la dermis mediante una técnica basa-
da en la aplicacion de calor sobre la piel. Para ello, se recorta la porcion
de piel completa necesaria, se extiende sobre una lamina de silicona
y se fija con agujas. El conjun-
to se sumerge en un bano de
agua destilada a 60 °C y se
mantiene durante 60 segundos.
La alta temperatura provoca un
debilitamiento en las uniones
existentes entre la dermis y la
epidermis, favoreciendo asi su
separacion. La membrana ob-
tenida se dispone entre el com-
partimento dador y receptor.

La célula completa se

introduce en un bafo a 37 °C gerq 16 Separacion de la epidermis a partir de
(24). Una placa magnética si- piel humana.
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tuada en el fondo del bafio y un iman introducido previamente en el re-
ceptor de cada célula mantienen en continua agitacion y homogenizan
la solucion receptora. Las células se mantienen al resguardo de la luz
durante todo el experimento.

Se han tomado muestras de 200 pL a distintos intervalos de tiem-
po durante 48 horas, las cuales han sido cuantificadas mediante CLAE.

Al finalizar el ensayo de penetracion se comprobo la integridad de
la epidermis (figura 17). Para ello, se depositd en el compartimiento dador
1 mL de solucién de rojo fenol (0.5 mg/mL). El paso de esta molécula a
través de la epidermis integra alcanza niveles de trazas al cabo de una
hora. Sin embargo, cuando la epidermis presenta cualquier alteracion
significativa, el paso del marcador se hace facilmente perceptible por el
cambio de coloraciéon del compartimiento receptor.

Figura 17. Comprobacion de la integridad de la membrana con rojo fenol. Positiva en la ima-
gen A y negativa en la imagen B.

Como representativa del proceso de difusion en las condiciones
experimentales se ha utilizado la ecuacion de Scheuplein, que rela-
ciona las cantidades (Q, mg/cm2) permeadas con el tiempo (t, horas)
(Ecuacion 4):
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PN

n-

(Ecuacion 4)

donde A es el area util de difusion (cm?); P el coeficiente de re-
parto del farmaco entre la piel y el vehiculo dador; L el espesor de la
membrana (cm); € la concentracién de farmaco en la solucion dadora
(mg/mL); D el coeficiente de difusiéon en la membrana (cm?/h) y n un
ndmero entero comprendido entre uno e infinito.

En la figura 18 se muestran perfiles de absorcion percutanea de
cantidades acumuladas del farmaco en funcion del tiempo.

0.12

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

Cantidades acumuladas (Q, mg/cmz)

©  Control
O Formulacion lI
v  Formulacion lll

Tiempo (horas)

Figura 18: Perfiles tipicos de absorcion percutdnea (cantidades acumuladas) de varias formu-
laciones: dispersion (control) y liposomas (Formulacion Iy Formulacion I (n=3)
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La ecuacion 4 se ajusta a las cantidades acumuladas frente al
tiempo mediante regresion no lineal, utilizando el programa Sigmaplot
9.0®. Se obtienen valores de P y D como parametros primarios del ajus-
te.

A partir de dichos valores se calcula el tiempo de latencia (t , h),
el coeficiente de permeabilidad (Kp, cm/h) y el flujo (J, pg/cm?h):

_ 1
6-D

(Ecuacion 5)

t

_PD
7L
(Ecuacion 6)

J=K,C

(Ecuacion 7)

K

En la tabla 2 se indican los parametros de permeabilidad obte-
nidos mediante el ajuste de las cantidades acumuladas en funcion del
tiempo, mediante la ecuacion 4.

Parametro Control Formulacion | Formulacion II

Tabla 2. Pardametros de permeabilidad relativos a las cinéticas de absorcion cutdnea obtenidos
para distintas formulaciones.
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2.2.5. Ensayos de liberacién in vitro

En el caso de la administracion oral se deben obtener liposomas
gastrorresistentes si se desea proteger el farmaco. Por lo tanto, debe-
mos analizar inicialmente los perfiles de liberacion in vitro. Los perfiles
de liberacion del farmaco presente en cada formulacién proporcionan
informacion sobre las caracteristicas del principio activo, el proceso
tecnoldgico llevado a cabo y, en ocasiones, ayudan a predecir la bio-
disponibilidad y el comportamiento “in vivo”.

En los nano liposomas, la difusion del activo depende de las ca-
racteristicas del mismo, como la solubilidad, de las caracteristicas de
los liposomas elaborados y del polimero de recubrimiento. Los ensayos
de liberacion se realizaron en un bano termostatico a 37 °© C y con una
agitacion constante de 200 rpm. Los diferentes liposomas se introdu-
jeron en 100 mL de una solucion tamponada a distintos pHs: 1,5, 5,5
y 7,4, con objeto de simular las condiciones del tracto gastrointestinal.
Las formulaciones se introdujeron, previamente, en unas membranas
de didlisis (12-14.000 D, Spectra/Por Dialisis Membrana).

Finalmente, con objeto de determinar la influencia de la micro-
biota intestinal en el proceso de liberaciéon del activo a partir del liposo-
ma, se realizaron ensayos de degradacion enzimatica. La degradacion
de estas vesiculas se llevd a cabo en un medio tamponado (tampdn
fosfato, pH 7,4) y en presencia de heces, obtenidas de ratas Wistar.
Inicialmente, el contenido se homogenizd con suero fisioldégico hasta
conseguir una mezcla homogénea y se tamizé (malla de 0,6 mm). El
ensayo se realizd en un bafo termostatico a 37 °C, bajo agitacion y con
una concentracion de contenido cecal del 10 % (p/p).
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3.- APLICACIONES

En los recientes afos se aprecian avances considerables en la
investigacion de los liposomas como vesiculas de transporte de agen-
tes terapéuticos. Se puede decir que los liposomas presentan algunas
indudables ventajas como mejorar la eficacia, el indice terapéutico de
los medicamentos y la estabilidad por encapsulacion.

No son téxicos, son flexibles, biocompatibles, completamente
degradables y no son inmunogénicos. Reducen la toxicidad de los
agentes encapsulados (taxol, Anfotericina B...) y ayudan a reducir la
exposicion de los tejidos sensibles a medicamentos téxicos.

Modelo de
liposoma

Trasportador de principios activos en
cosmeética

Péptidos
. Tecnologia
alimentacion

Liberacion de farmacos
y genes

Anticuerpos

Imagen /diagndstico

Figura 19. Liposoma multifuncionales
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La Figura 19 representa una nanoplataforma altamente sofistica-
da que transporta un farmaco convencional, acidos nucleicos y otros.
La terapia génica consiste en la introduccion de acidos nucleicos (ADN
o ARN) en las células diana para modificar la informacion genética o
la expresion de determinadas proteinas a nivel celular. A partir de esta
base, la terapia génica se puede aplicar de diversas formas, pudiendo
aportar una funcionalidad nueva a las células, reemplazar funciones
perdidas por la enfermedad, o incluso inhibir la expresion de determi-
nados genes, impidiendo la extensiéon del cancer.

Por todo ello se utilizan en diferentes aplicaciones como en qui-
mioterapia anti-cancerosa, bactericidas, fungicidas, administracion de
hormonas y enzimas y en terapia génica.

Los nuevos sistemas multifuncionales (Figura 19) de liberacién de
farmacos pueden incluir componentes que permitan aplicar técnicas de
imagen y de diagnostico capaces de identificar el estadio de una de-
terminada patologia (Mura et al., 2013; Kemp, Shim, Heo y Kwon, 2015;
Mura y Couvreur, 2012).

3.1. Terapia anticancerosa

Como cada afo lla Sociedad Espafiola de Oncologia Médica
(SEOM) ha presentado su informe sobre las cifras del cancer en Es-
pana (Figura 20). Segun este documento el cancer avanza para ser la
primera causa de muerte en Espafna. En principio esta enfermedad se
localiza en un determinado tejido u érgano vy, posteriormente, se extien-
de a otros lugares distantes (metastasis), proceso que involucra una
serie de cambios bioquimicos que hace del cancer un padecimiento
muy complejo (Misra, R., Acharya, S. y Sahoo, S. K., 2010).
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Figura 20. Probabilidad de desarrollar un cdancer en Espana 2019. (Sociedad Espariola de
Oncologia Médica, SEOM)

Su tratamiento recae en gran medida en la quimioterapia. El me-
canismo de accion de la mayoria de los agentes quimioterapéuticos se
basa en la interferencia de la proliferacion celular para evitar la division
celular descontrolada de las células cancerosas. Sin embargo, las cé-
lulas sanas también se encuentran en constante proceso de prolifera-
cién, por lo que un antineoplasico no discriminara entre una célula sana
y una maligna, traduciéndose en efectos adversos muy severos durante
el tratamiento.

En la Tabla 3 se muestran algunos ejemplos de productos regis-
trados para el tratamiento anticanceroso.

Producto Farmaco Indicaciones

Tabla 3. Relacion de productos comercializados para el tratamiento anticanceroso.
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Una de las caracteristicas mas importantes que distingue al teji-
do tumoral es que, para que las células crezcan rapida y descontrola-
damente, debe haber una estimulacion de la angiogénesis, lo cual da
lugar a una arquitectura defectuosa formando un sistema altamente
poroso (10 a los 800 nm). Esta fisiopatologia Unica, en combinacion con
un pobre drenaje linfatico, se conoce como incremento de la permeabi-
lidad y efecto de retencién (enhanced permeability and retention effect,
EPR,). Asi, los sistemas de tamafio nanométrico llegan al tejido tumoral
por difusion pasiva, se interna a través de los poros y permanecen alli
por un tiempo prolongado debido al escaso drenaje linfatico (Figura 21).
De esta manera, se pueden alcanzar concentraciones del nanosistema
hasta 10 veces mas altas en el tumor en comparacion con el tejido sano
(Misra et al., 2010)

Efecto de permeabilidad y retencion

Sistema
vascular

Liposomes

Téjido tumoral

Figura 21. Representacion de la distribucion de liposomes anticancerosos.

Asimismo, las células tumorales suelen sobreexpresar algunos
tipos de receptores de membrana que promueven su crecimiento des-
controlado. De forma que el nanosistena puede modificarse en la su-
perficie con un determinado ligando (péptido, proteina o anticuerpo)
que reconozca al receptor, lo que permite acumularse preferentemente
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en el tejido tumoral (Wicki et al., 2015) y con polimeros que optimicen
su farmacocinética (Liu y Auguste, 2015). Numerosos trabajos han de-
mostrado que los nanosistemas se pueden localizar en el tumor y per-
manecer en el mismo debido a su tamafo manométrico

Es importante destacar que los liposomas presentan ciertas limi-
taciones, como la incapacidad de permanecer en la circulacion sistémi-
ca durante periodos prolongados. Los liposomas convencionales admi-
nistrados por via intravenosa son eliminados por el sistema reticulo
endotelial, al ser detectados como materiales extranos al organismo,
con la ayuda de ciertas moléculas como las opsoninas (Figura 22).
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Figura 22. Mecanismo de accion de las opsoninas.

Diferentes investigadores han estudiado liposomas recubiertos
con un polimero hidrofilico (PEG). Estos liposomas pegilados no son
detectados por el sistema inmunoldgico y pueden acceder a su lugar

de accién, mejorando su eficacia e incrementando la biodisponibilidad
de diferentes farmacos como el Paclitaxel.

La doxorrubicina es uno de los primeros farmacos en quimio-
terapia y se utilizd para el tratamiento de un amplio tipo de canceres:
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pulmon, mama, linfomas, etc. La experiencia acumulada lo convirtio en
un candidato atractivo para la administracién en forma de liposomas.
Es importante destacar que la doxorrubicina causa cardiotoxicidad se-
vera y es dependiente de la dosis. Numerosos ensayos clinico realiza-
dos hasta la fecha, administrando doxorrubicina en forma de liposomas
pegilados (Doxil R), muestran ciertos beneficios.; ya que disminuye los
efectos toxicos del farmaco y mejora la eficacia terapéutica. Este siste-
ma se emplea para tratar el sarcoma de Karposi relacionado con SIDA,
cancer de mama, ovarico y otros tumores solidos (Thornton et al., 2013;
Kiessling et al., 2014, Romeo et al., 2018). Recientemente, se investiga
otras formulaciones de liposomas con doxorrubicina sensibles a la tem-
peratura (ThermoDox, Celsion Corp.).

3.2. Colitis ulcerosa

En este caso, la administracion oral de liposomas se enfrenta a
duras condiciones que limitan la biodisponibilidad y estabilidad de los
mismos. En este sentido, se han realizado enormes avances en el di-
seno de liposomas recubiertos que permiten encapsular farmacos de
escasa biodisponibilidad y con mecanismos para la liberacion coldnica
(Rezvani et al., 2019).

La colitis ulcerosa es una enfermedad inflamatoria intestinal cro-
nica e incontrolada que afecta a la mucosa del colon. La afectacion se
inicia en el recto y de forma continua, puede alcanzar una extension
variable en sentido proximal hasta el ciego. Cursa en forma de brotes
durante los cuales el paciente presenta la sintomatologia clasica de la
enfermedad (diarrea, sangrado y dolor abdominal), acompanada o no
de sintomas sistémicos y/o de manifestaciones extraintestinales (infla-
macion y dolor articular, ulceras en la piel); seguidos de periodos de
remision en los que los pacientes se hallan asintomaticos.

En cuanto al diagndstico, la falta de especificidad de las altera-
ciones analiticas hace que los estudios de laboratorio no sean herra-
mientas muy Utiles a la hora de establecer el diagndstico de esta enfer-
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medad, por ello la colonoscopia con toma de biopsias es la exploracion
complementaria que permite confirmarlo. La afectacion macroscoépica
de la mucosa es difusa y continua (sin areas interlesionales aparente-
mente sanas). En los casos mas leves aparece disminucion o desapari-
cién del patron vascular, edema y eritema mientras que en casos mas
graves aparecen Ulceras de diversos tamafos y sangrado espontaneo
al roce, como se muestra en la Figura 23.

A B C

Figura 23. Hallazgos endoscopicos segun la gravedad de las lesiones en la mucosa. A) Leve
(eritema, disminucion del patrén vascular, discreta friabilidad); B) Moderada (marcado eri-
tema, ausencia del patron vascular, friabilidad y erosiones); C) Grave (exudado y hemorragia
espontdnea, lceras profundas).

Epidemiolégicamente, presenta una incidencia de 3-15 ca-
s0s/10000 habitantes, una prevalencia de 50-80/100000 habitantes y
no es especifica de género ni edad. El tratamiento dependera de la
gravedad del brote, asi pues, en los brotes leves o moderados son
de eleccién los aminosalicilatos; en los brotes de actividad moderados
a graves glucocorticoides; terapia bioldgica (inhibidores del TNF-a) e
inmunosupresores en brotes moderados - graves y refractario s a cor-
ticoides endovenosos. No obstante, el tratamiento farmacolégico lleva
asociados efectos adversos, entre los que cabe destacar sintomas dis-
pépticos, aumento de peso, fatiga, calambres musculares, insomnio,
hipertension, disminucién de la densidad mineral 6sea, depresion me-
dular, inflamacion del pancreas, del higado, pulmén o corazdn, entre
otros.

La existencia de tratamientos coadyuvantes a base de productos
naturales, que complementen el tratamiento farmacoldgico y ayuden a
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remitir la sintomatologia, sin exacerbar los efectos adversos asociados
al uso de farmacos, representaria un avance dirigido a incrementar la
calidad de vida de los pacientes (Caddeo et al, 2016).

CROSS-LINKED CHITOSAN/LIPOSOME HYBRID SYSTEM

Iipos:mes chitosan ~ TPP-chitosomes
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Figura 24. Liposomas hibridos de quercitina de liberacion colonica (Caddeo et al., 2016).

La quercetina es un flavonoide con propiedades antioxidantes/
antiinflamatorias, que se absorbe poco cuando se administra oralmen-
te. Para aumentar su biodisponibilidad y optimizar su liberacion en el
intestino, se cred un sistema hibrido. Se desarrollaron y caracterizaron
liposomas recubiertos con quitosano reticulado, denominados quitoso-
mas TPP.

La caracterizaron incluye microscopia electronica de transmision,
calorimetria diferencial de barrido, Turbiscan, etc. Los quitosomas TPP
eran de tamafno nanométrico (180 nm), bastante esféricos en forma vy

Figura 25. TEM imagenes de liposomas (A) y TPP-chitosomas (B). Las flechas indican las
laminillas de liposomas.
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unilamelares. El recubrimiento real de la superficie de los liposomas con
el quitosano reticulado. fue demostrado por la dispersion de rayos X de
angulo pequeno (SAXS).

Asimismo, se investigo la liberacion de quercetina en pH gastrico
e intestinal simulado, y los resultados mostraron que el sistema propor-
ciond resistencia a las condiciones acidas y promovio la liberacion en
pH alcalino, imitando el ambiente intestinal. El sistema hibrido propues-
to representa una combinacion prometedora de nanovesiculas y qui-
tosano para suministro de quercetina al intestino en la terapia de estrés
oxidativo / trastornos relacionados con la inflamacion.

3.3 Alteraciones de la piel

Por otra parte, la utilizacion de liposomas para administracion
transdérmica presenta numerosas ventajas (El Maghraby GM, Barry
BW, Williams A C, 2008):

a) Los liposomas son vehiculos adecuados para la administra-
cion de farmacos tanto lipdfilos como hidrdéfilos debido a que contienen
cabezas polares donde se forma una fase acuosa y permite la disolu-
cion de farmacos hidréfilos, y cadenas hidrocarbonadas apolares don-
de se situan los principios activos lipéfilos.

b) Son biocompatibles y biodegradables ya que estan formados
por fosfolipidos semejantes a las membranas celulares. Esto hace que
sean nanovehiculos seguros.

c) La encapsulacion de la forma activa de un farmaco lo protege
frente a fendmenos bioldgicos como la degradacion enzimatica y/o qui-
mica. Por lo tanto, los liposomas evitan que un farmaco se metabolice
antes de alcanzar los tejidos diana, y simultaneamente minimizan la
exposicion del tejido sano al farmaco encapsulado durante su circu-
lacion en la sangre. Ambos efectos contribuyen a aumentar el indice
terapéutico.
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Ademas, una de las grandes ventajas de la administracién me-
diante liposomas por la via transdérmica frente a la administracion oral
es la ausencia que se evita del efecto de primer paso en el higado. De
tal forma que la biodisponibilidad obtenida es mayor.

No obstante, a pesar de que los liposomas son sistemas muy
ventajosos, también presentan propiedades que deben de mejorar. La
aplicacién de liposomas convencionales presenta una penetrabilidad
escasa o nula. Son ineficaces en la penetracion a través del SC. Sin
embargo, los nanoliposomas con un tamano de aproximadamente de
100 nm son mas eficaces en el tratamiento de enfermedades cutaneas
que lo liposomas convencionales.

Vias de penetracion

Intercellular route Transcellular route

Intarcallular

Lipid?? Keratin

Figura 26. Vias de penetracion a través de la piel

Muy pocas sustancias tienen la capacidad de difundir en una
concentracion significativa a través de la piel (Figura 26). La mayoria de
las formas topicas disponibles en el mercado presentan una baja pe-
netracion cutanea, lo que produce un beneficio terapéutico bajo. El de-
sarrollo de sistemas de liberacion que produzcan un aumento en la
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permeabilidad cutaneay en la penetracion de la misma son de elevado
interés (Mir-Palomo et al., 2016).

La liberacién de sustancias terapéuticas a través de la piel sin la
necesidad de adicionar agentes quimicos es preferible para mantener
la funcion barrera normal de la piel, ya que el uso de estas sustancias,
como tensioactivos y solventes organicos pueden causar irritacion y
dano en la piel. Existen numerosos estudios “in vivo” e “in vitro” que
demuestran que los liposomas mejoran la permeabilidad de la piel y la
penetracion del farmaco a través de la misma. La formulacién de sus-
tancias en liposomas aumenta su solubilidad y estabilidad, a la vez que
mejora su biodisponibilidad. La estructura tipica en forma de bicapa
fosfolipidica de los liposomas hace que sea muy compatible con la piel,
ya que las membranas celulares de la misma presentan una estructura
muy similar.
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4.- FUTURO DE LOS LIPOSOMAS

La obtencion de nanosistemas que poseen propiedades terag-
nosticas (Bolognesi ML et al., 2016), esto es, nanomateriales que po-
seen una doble funcionalidad, para el diagnostico y la accion terapéuti-
ca tienen un gran futuro para el tratamiento de enfermedades como el
cancer (Figura 27) y otras enfermedades como el Alzheimer

Deteccion Tratamiento

Teranodstica

Nanotecnhologia

Figura 27. Aplicacion de tecnologias para el diagndstico y tratamiento.
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La enfermedad de Alzheimer (EA) es altamente prevalente entre
las personas de mayor edad de las sociedades de hoy en dia. Por ello,
es necesario encontrar solucion para frenar esta enfermedad irreversi-
ble (Asociacion Espariola de cientificos, 2017).

Se calcula que afecta a 47,6 millones de personas en todo el
mundo. Teniendo en cuenta el progresivo envejecimiento de la pobla-
cién mundial y el aumento creciente de la esperanza de vida media,
cada ano se registran 7,7 millones de nuevos casos de EA.

Asumiendo la teoria amiloidogénica sobre el origen de EA, que
implica la formacién de los agregados de proteinas amiloideas (BA),
como el principal mecanismo fisiopatologico de la enfermedad, los
cientificos centran sus esfuerzos en el desarrollo de sondas de emision
en el infrarrojo cercano (NIR) para el diagnéstico por imagen de las es-
pecies BA, mediante técnicas espectroscopicas de fluorescencia.

Los agentes teragndsticos (Bolognesi et al., 2016) constituyen
una gran herramienta para conseguir diagnosticar y tratar, a la vez y
de forma precoz, la EA. Basandose en la teorfa que considera a las
placas amiloideas como principal biomarcador de esta enfermedad, se
han desarrollado multiples moléculas candidatas a agente teragndstico.
Hasta ahora las dos técnicas de diagndéstico por imagen mas usadas
son Tomografia de Emision de Positrones (PET), en la que se utilizan
isdtopos radioactivos y la Resonancia Magnética de Imagen (MRI), en
la que se somete al paciente a un intenso campo magnético.

Es necesario subrayar la importancia del diagnéstico por imagen
in vivo de los depodsitos de los péptidos BA. La formacién de estos
agregados es previa a la aparicion de cualquier sintoma clinico, lo que
conduce a un diagnostico precoz de la enfermedad. Con el empleo
de la espectroscopia de fluorescencia conseguimos aumentar la sen-
sibilidad y especificidad (Staderini et al., 2015); de forma que se puede
monitorizar la agregacion de BA en tiempo real.

La curcumina es un pigmento amarillo de origen natural, cuya
fluorescencia intrinseca podria aprovecharse para el diagnéstico por
imagen de las placas BA. Sin embargo, en la practica clinica se ha com-
probado que no funcién como un buen agente diagndstico (Figura 28).
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Figura 28. Estructura molecular de la Curcumina.

Por esta razén, un anélogo de curcumina ha obtenido resultados
muy satisfactorios en los ensayos in vitro que indican que podrian ser
llevados a la practica clinica habitual en un futuro (Zhang X. et al, 2014).
Estas moléculas combinan el diagndstico mediante espectroscopia de
fluorescencia, ya que se comportan como sondas en el infrarrojo cerca-
no cuando se unen a los agregados BA y el tratamiento mediante inhibi-
cién de la formacion de los oligdmeros toxicos de proteina amiloidea en
el tejido cerebral, ya que son capaces de quelar los metales necesarios
para iniciar el proceso de agregacion proteica.

Por otra parte, recientes investigaciones sugieren que existe un
equilibrio dinamico entre la acumulacion de péptido AB en el cerebro y
en la sangre periférica. La inyeccion intraperitoneal de nanoliposomas
unilaminares conteniendo acido fosfatidico o cardiolipina en ratones
transgénicos reduce los niveles de AB en la sangre circulante. Asi, la
alteracion de la acumulacién periférica de AB podria desembocar en
un aumento del flujo de salida del mismo hacia la sangre circulante,
produciendo una reduccién de la presencia de la proteina amiloide en
el cerebro y combatiendo su acumulacion en placas, fendmeno deno-
minado “efecto sumidero”.

Finalmente, se ha ensayado una vacuna de caracter preventivo y
terapéutico, completamente innovadora (Centro de Investigacion Bio-
meédica EuroEspes, CIBE), se caracteriza por la introduccién de un nue-
vO inmunogeno-adyuvante disenado para generar anticuerpos contra
las placas neuriticas donde se acumula la proteina beta-amiloide (BA)
que dafna el cerebro de los pacientes con Alzheimer. Esta vacuna es
encapsulada en liposomas ricos en esfingosina-1-fosfato (S1P) que
contribuyen a la regeneracion neuronal. Estas dos caracteristicas inno-
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vadoras confieren a la vacuna el caracter dual, de profilactica (preven-
tiva, antes de que aparezcan los sintomas) y terapéutica (en aquellos
casos que ya han manifestado sintomas de la enfermedad).

4& Octavio Diez Sales



BIBLIOGRAFIA

Asociacion Espafiola de cientificos: Enfermedad de Alzheimer: Bases moleculares y
aproximaciones terapéuticas [Internet]. Madrid: Instituto de Quimica Médica (CSIC). [Actualiza-
do en abril 2107, consultado en mayo 2017]. (http://www.aecientificos.es/empresas/aecientifi-
cos/intereshtml/alzheimer/alzheimer.htm).

Bolognesi ML, Gandini A, Prati F, Uliassi E. (2016). From Companion Diagnostics to
Theranostics: A New Avenue for Alzheimer’s Disease? J. Med. Chem ; 59 (17): 7759-7770. DOl
10.1021/acs.jmedchem.6b00151.

Carla Caddeo, Octavio Diez-Sales, Ramon Pons, Claudia Carbone, Guido Ennas, Gio-
vanni Puglisi, Anna Maria Fadda, Maria Manconi (2016), Cross-linked chitosan/liposome hybrid
system for the intestinal delivery of quercetina. Journal of Colloid and Interface Science 461:
69-78.

Cevc G, Blume G. (1992). Lipid vesicles penetrate into intact skin owing to the transder-
mal osmotic gradients and hydration force. Biochim Biophys Acta.

Cevc G, Gebauer D, Stieber J, Schatzlein A, Blume G. (1998). Ultraflexible vesicles,
Transfersomes, have an extremely low pore penetration resistance and transport therapeutic
amounts of insulin across the intact mammalian skin. Biochim Biophys Acta; 1368(2):201-15.

Cevc G, Blume G. (2001). New, highly efficient formulation of diclofenac for the topical,
transdermal administration in ultradeformable drug carrier Transfersomes. Biochim Biophys Acta.
Medizinische Biophsik, Technische Universitat Muchen, Munich, Germany., 1;1514(2):191-205.

El Maghraby GM, Barry BW, Williams a C (2008). Liposomes and skin: from drug deli-
very to model membranes. Eur J Pharm Sci., 7;34(4-5):203-22.

Ferrari, M. (2005). Cancer nanotechnology: Opportunities and challenges. Nature Re-
views Cancer, 5 (3), 161-171.

Liposomas en las terapias del Siglo XX %9



Hernandez Leon A (2017). El pequefio mundo de los liposomas. Biol.on-line: Vol.6,
Nim.2: 1 -7.

Kemp, J. A., Shim, M. S., Heo, C. Y. y Kwon, Y. J. (2015). “Combo” nanomedicine:
Co-delivery of multi-modal therapeutics for efficient, targeted, and safe cancer therapy. Advan-
ced Drug Delivery Reviews., (http://dx.doi.org/10.1016/j.addr.2015.10.019).

Kumar A., Mansour H.M., Friedman A. y Blough E. (2013). Nanomedicine in drug deli-
very. Boca Raton FL: CRC Press.

Liu D, Auguste D.T. (2015). Cancer target therapeutics: From molecules to drug delivery
vehicles. Journal of Controlled Realese, 219, 632 — 643.

Manconi M. Caddeo C, Nacher A, Diez-Sales O, Peris J.E, Escribano Ferrer E, Fadda
AM, Manca ML (2019). Eco-scalable baicalin loaded vesicles developed by combining phos-
pholipid with ethanol, glycerol, and propylene glycol to enhance skin permeation and protection.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 184, 110504.

Michael M. (1993). Liposomes and the skin. In: Gregoriadis G, A.T. F and PHM, editor.
Liposomes in Drug Delivery. SWITZERLAND: harwood academic publishers; p. 125-35.

Mir-Palomo S, Nacher A, Vila Buso 0, Caddeo C, Manca ML, Manconi M, Diez-Sales,
0 (2019). Baicalin and berberine ultradeformable vesicles as potential adjuvant invitiligo therapy.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 175 (2019) 654—-662.

Misra, R., Acharya, S. y Sahoo, S. K. (2010). Cancer nanotechnology: Application of
nanotechnology in cancer therapy. Drug Discovery Today, 15(19-20), 842-850.

Mura, S.y Couvreur, P. (2012). Nanotheranostics for personalized medicine. Advanced
Drug Delivery Reviews, 64(13),1394-1416.

Mura, S., Nicolas, J. y Couvreur, P. (2013). Stimuli-responsive nanocarriers for drug
delivery. Nature Materials, 12(11),991-1003.

Rezvani M, Manca ML,Caddeo C, Escribano-Ferrer E, Carbone Cl, Peris JE, Usach
|, Diez-Sales 0, Fadda AM, Manconi M (2019). Co-Loading of Ascorbic Acid and Tocophe-
rol in Eudragit-Nutriosomes to Counteract Intestinal Oxidative Stress. Pharmaceutics, 11, 13;
doi:10.3390/pharmaceutics11010013.

Song CK, Balakrishnan P, Shim CK, Chung SJ, Chong S, Kim DD (2012). A novel vesi-
cular carrier, transethosome, for enhanced skin delivery of voriconazole: characterization and in
vitro/in vivo evaluation. Colloids Surf B Biointerfaces. 2012 Apr 1;92:299-304. doi: 10.1016/j.
2011,

5& Octavio Diez Sales



Staderini M, Martin MA, Bolognesi ML, Menéndez J.C. (2015). Imaging of 3-amyloid
Plaques by Near-Infrared Fluorescent Tracers: a New Frontier for Chemical Neuroscience. Chem
Soc Rev 2015; 44 (7): 1807-1819. DOI:10.1039/c4¢s00337c.

Touitou E, Dayan N, Bergelson L, Godin B, Eliaz M (2000). Ethosomes - Novel vesicular
carriers for enhanced delivery: Characterization and skin penetration properties. J Control Relea-
se.. 65(3):403-18.

Torchilin, V. P. (2014). Multifunctional, stimuli-sensitive nanoparticulate systems for
drug delivery. Nature Reviews. Drug Discovery, 13(11), 813-827.

Zhou Y, Wei YH, Zhang GQ, Wu XA. (2010). Synergistic penetration of ethosomes and
lipophilic prodrug on the transdermal delivery of acyclovir. Arch Pharm Res. 2010 Apr;33(4):567-
74. doi: 10.1007/s12272-010-0411-2.

Wicki, A., Witzigmann, D., Balasubramanian, V. y Huwyler, J. (2015). Nanomedicine
in cancer therapy: Challenges, opportunities, and clinical applications. Journal of Controlled
Release, 200, 138-157.

Yareli Rojas-Aguirre, Karina Aguado-Castrejon e Israel Gonzéalez-Méndez (2016). La
nanomedicina y los sistemas de liberacion de farmacos: ¢;la revolucion de la terapia contra el
cdncer? Educacion Quimica 27, 286-291.

Zhang X, Tian Y, Yuan P, Li Y, Yaseen MA, Grutzendler J,Moore A, Ran C. (2014). A

Bifunctional Curcumin Analogue for Two-Photon Imaging and Inhibiting Crosslinking of Amyloid
Beta in Alzheimer’s Disease. ChemComm; 50 (78), 11550-11553. DOI: 10.1039/c4¢c03731f.

Liposomas en las terapias del Siglo XX /51



J

de la Provincia de Farmacturics

BiE dc Alicantc MUY ILUSTRE COLEGIO OFICIAL de Casrellé
DE FARMACEUTICOS DE VALENCIA

Va Colegio Oficial ’ Il-lustrRe

= ‘¥B de Farmacéuticos Ia)F ’ Col-legi Oficial
728 CSe i

. L =





