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Resumen: El objetivo del presente trabajo de investigacion fue desarrollar nuevas formulaciones de
liposomas deformables de extracto de membrana amnio6tica (EMA), menos agresivas que un trasplante
de placenta para el tratamiento de la queratopatia neurotréfica. Para ello, en primer lugar, se puso
a punto el método de extraccion de las proteinas totales, seguido de la cuantificaciéon de proteinas
utilizando el método del 4cido bicinconinico (BCA). Las formulaciones de liposomas se elaboraron
mediante la técnica TLE (Thin Layer Evaporation). Para obtener la composicion deseada de las vesiculas,
se realizd un estudio de cribado usando el disefio experimental con una matriz de Taguchi L9, de
cuyos experimentos se evaluaron el tamano, indice de polidispersién (PDI), carga superficial y eficacia
de encapsulacién (EE). Tras establecer las condiciones de extraccion de las proteinas, los resultados
del estudio de cribado mostraron que todos los factores evaluados afectaron a las caracteristicas
fisicoquimicas. La etapa de optimizacién permitié seleccionar como composicion para los estudios
posteriores: desoxicolato sédico (NaDC) como agente deformable, estearilamina como agente de carga
en una cantidad de 0.06 mmol y una dilucién al 75% del EMA. Este estudio ofrece nuevas posibilidades
para mejorar el tratamiento de la queratopatia neurotroéfica (QN) mediante el uso de formulaciones no
invasivas.

Abstract: The objective of the present research work was to develop a new formulation of amniotic
membrane extract (EMA)-loaded deformable liposomes. This pharmacological alternative supposses a
less aggressive technology than a placental transplant for the treatment of neurotrophic keratopathy.
Firstly, the total protein extraction method was developed, followed by protein quantification using
the bicinchoninic acid (BCA) method. Liposome formulations were made using the TLE (Thin Layer
Evaporation) technique. To obtain the desired composition of the vesicles, a screening study was
realized using the design of experiments and a Taguchi L9 matrix, whose experiments evaluated the
size, polydispersity index (PDI), surface charge and encapsulation efficiency (EE). After selecting the
suitable conditions for protein extraction, the results of the screening study showed that all the factors
evaluated affected the physicochemical characteristics of vesicles. The optimization stage allowed to
select as composition for subsequent studies: sodium deoxycholate (NaDC) as a deformable agent,
stearylamine as positively-charged agent in an amount of 0.06 mmol and a 75% dilution of the EMA.
This study offers new possibilities to improve the treatment of neurotrophic keratopathy through the
use of non-invasive formulations.
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1. Introduccion

La queratopatia neurotrdfica es una enfermedad
degenerativa de la cérnea que se caracteriza
por una hipoestesia corneal producida por
un deterioro parcial o total de inervacién del
trigémino. Esta reduccidon en la sensibilidad
corneal, junto a una regeneracién epitelial
reducida constituyen los sellos distintivos
de esta enfermedad y son responsables de la
consiguiente degradacién del epitelio corneal,
que afecta la integridad de la pelicula lagrimal,
el epitelio y el estroma [1]. Aunque no existen
datos oficiales de su prevalencia, se estima que
esta patologia afecta a menos de 5 de cada 10.000
personas [2], por lo que es considerada como
una enfermedad rara.

Hasta el momento, no existe un tratamiento
efectivo para esta enfermedad. Esto supone que
la progresiva degeneracion con la que cursa
puede desembocar en una ceguera permanente
para el paciente. Los objetivos actuales de la
terapéutica se centran en evitar la progresion
del dano ocular, intentando mantener tanto la
estructura como la transparencia de la cdrnea.
Es fundamental, por lo tanto, que se instaure un
tratamiento de forma precoz, ya que una vez que
se ha producido el dafio, la regeneracion corneal
estarla muy comprometida. Dicho tratamiento
varia en funcion del estadio de la enfermedad,
de forma que, en el primer estadio, el objetivo
consiste en prevenir la ruptura epitelial y mejorar
la calidad epitelial mediante lagrimas artificiales,
parches oclusivos y con profilaxis de otras
patologias que comprometan la integridad de
la superficie ocular. En el estadio 2 se promueve
la curacion del defecto corneal con antibidticos
topicos, suero autdlogo o suero de corddn
umbilical. En el tltimo estadio se encuentran los
pacientes que no han respondido a los anteriores
tratamientos, teniendo que recurrir a técnicas
de cirugia como tarsorrafia flap conjuntival o
trasplante de membrana amnidtica.

La membrana amnidtica se compone de
propiedades
antiinflamatorias,

una matriz avascular con
antiangiogénicas y
considerandose eficaz en la regeneracion del

epitelio corneal. Es utilizada en oftalmologia
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para el tratamiento de diversas afecciones, tales
como ulceras corneales, glaucoma, quemaduras,
leucomas, etc, ya que actua inhibiendo la
neovascularizacién y la fibrosis [3]. Ademas, se
harecogido en la literatura que al utilizarla como
sustrato para el cultivo de células epiteliales,
forman una estructura tridimensional que se
asemeja mucho al tejido epitelial de la cornea [4].

Los tratamientos actuales con trasplante de
membrana amnioética consisten en la aplicacién
de un fragmento de ésta sobre la superficie
ocular, el cual suele fijarse a los tejidos
mediante finas suturas, pudiéndose aplicar
como recubrimiento o como injerto. En caso de
existir defecto epitelial Unicamente, sin afectar
al estroma, la membrana amnidtica se utiliza
recubriendo toda la superficie, de manera
que los factores de crecimiento que contiene
hacen que las células del epitelio se empiecen a
regenerar por su parte interna. Sin embargo, en
los casos en que exista una lesién mas profunda,
con pérdida de estroma, la membrana se injerta
en la region carente del mismo. En este caso, las
células crecen hasta sustituir dicha membrana,
que se va reabsorbiendo progresivamente. Este
proceso es mas lento y la membrana amnidtica
provoca cierta opacidad, como se aprecia en la
Figura 1, que puede limitar la visién de manera
transitoria.

Figura 1. Tratamiento de tlcera corneal con injerto de

membrana amniotica.

Para evitar los problemas y limitaciones
que suponen los trasplantes con membrana
amniotica, tanto en lo referente a la intervencion
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al paciente como en los efectos indeseables que
producen en ellos, se han desarrollado estudios
en los que se emplean extractos de dicha
membrana, habiéndose ampliado su campo
de aplicacion de la via topica sobre piel [5] a la
via oftalmica, los cuales son incorporados en la
correspondiente forma de administracion para
su aplicacion en mucosa ocular [6].

Los liposomas han recibido una especial
consideracion como sistemas transportadores de
compuestos terapéuticamente activos en la via
oftalmica, debido a sus caracteristicas tnicas,
tales como la capacidad paraincorporar farmacos
hidrofilos e hidréfobos, biocompatibilidad, baja
toxicidad, no activacion del sistema inmune y
dirigir la liberaciéon de compuestos bioactivos
al sitio de accion [7]. Son estructuras vesiculares
esféricas compuestas de una bicapa lipidica,
uni o multilamelar, que rodea compartimentos
internos acuosos.

Sus propiedades de composicion y estructura
los hacen adecuados para el transporte de
proteinas [8]. Recientemente, se han aplicado
al tratamiento de diversas patologias, como
el cancer de vejiga [9], cicatrices hipertroficas
con papaina [10], infecciones vaginales por
el virus del papiloma humano con interferéon
alfa-2b [11], o para la disolucién de los trombos
mediante administracion del activador tisular
del plasminégeno recombinante [12].

Entre los liposomas, los denominados liposomas
ultradeformables o transfersomas, gracias a la
combinacion de los fosfolipidos con compuestos
activadores del borde en su composicion,
presentan una bicapa que es capaz de moldearse
a temperatura ambiente. Esto les permite
atravesar las membranas biologicas sin llegar a
romperse, evitando la liberacién espontanea de
su contenido [13]. Dichos activadores del borde
que confieren esta actividad tan interesante
son, por lo general, compuestos de naturaleza
tensioactiva. Por tanto, uno de los factores a tener
en cuenta a la hora de trabajar con activadores
del borde es que, superada una determinada
concentracién, conocida como concentracion
micelar critica (CMC), no sélo se agregan al
resto de lipidos formando parte de la estructura
de la bicapa, sino que empiezan a constituir por
si mismos distintos tipos de vesiculas, conocidas
como micelas mixtas (MMs), como demostrd
Schubert (2003) en sus estudios [14].

Rev Esp Cien Farm. 2020;1(1):66-78.

Teniendo en cuenta los antecedentes
anteriormente descritos en cuanto a la dificultad
einvasividad del injerto de membrana amnidtica
y las ventajas que ofrecen los liposomas como
sistemas de administracion de fdrmacos por via
oftalmica, el objetivo general del presente trabajo
de investigacion fue desarrollar una formulacion
de liposomas deformables de extracto de
placenta (EMA), para su posterior uso en el
tratamiento de la queratopatia neurotroéfica.

2. Materiales y métodos
2.1. Materiales

Fosfatidilcolina (FO), bromuro de
didodecildimetilamonio (DDAB), colato
sddico (NaC), colesterol (CH), desoxicolato
sédico (NaDC), polvo de placenta, taurocolato
s6dico (NaTC), acido Bicinconinico, estdndar
de ovoalbumina y polvo liofilizado de
gonadotropina coridnica humana se adquirieron
de Sigma-Aldrich (Espafia). Estearilamina
(EA) se obtuvo de Fluka-Biochemika
(Suiza). Hepes (acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfénico), hidrogeno fosfato
de disodio, dihidrégeno fosfato de sodio,
acetona, cloroformo, metanol y acetonitrilo
fueron proporcionados por Panreac Quimica
(Espana), siendo los solventes acetona y
cloroformo de calidad analitica y el acetonitrilo
y el metanol de grado HPLC.

2.2. Cuantificacion de las proteinas del extracto
de placenta

La cuantificacion de las proteinas existentes en
el extracto de placenta se llevé a cabo mediante
dos métodos: el método del acido bicinconinico
(BCA) para proteinas totales, y por HPLC para
la gonadotropina coriénica humana (hCG),
proteina presente en el extracto de placenta. Para
conocer qué porcentaje representaba la hCG
(p/p) en el extracto, se cuantificé una muestra
por triplicado por ambos métodos.

El fundamento del método BCA consiste en
la reaccion entre las proteinas presentes en la
muestra, con iones Cu2+ en un medio basico.
Esta reaccion da lugar a iones Cu+ los cuales, al
reaccionar con el BCA dan lugar a un complejo
coloreado purpura cuyo maximo de absorbancia
se encuentra a 562 nm. Este pico de absorbancia
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permiti6 determinar la concentracion de
proteinas mediante espectrofotometria UV-
visible. Para el procedimiento de cuantificacion,
se anadieron 100 pL de muestra y 2 mL de
reactivo previamente preparado (1:50 sulfato
de cobre + 49:50 acido bicinconinico). Las
muestras se incubaron a 37 °C y en agitacion
durante 30 minutos (Ret Basic IKA*-WERKE).
Posteriormente, se midid su absorbancia a
562 nm en un espectrofotometro UV-visible
(Agilent” 8453).

Para cuantificar hCG por HPLC, se siguid el
método descrito por Pithadia et al. (2015) con
ciertas modificaciones [15]. El analisis por
HPLC fue llevado a cabo utilizando un equipo
Hitachi Elite LaChrom. Se utiliz6 una columna
Zorbax SB-C18 (4.6 x 150 mm, 3.5 pm). El flujo
se fij6 en 1 mL/min y el volumen de inyecciéon
en 20 plL. La fase movil estaba constituida por
una solucion de tampodn fosfato sddico (pH 7.0,
0.05 mM) y acetonitrilo, en proporcion 87.5:12.5
% v/v. Para la correcta deteccion, se requirid
un tratamiento previo de la hCG. Para ello,
se tomaron 350 pL de muestra a los cuales se
adicionaron 700 pL de acetona. Las muestras se
agitaron en voértex (Atom® Atomixer) durante
10 min y se centrifugaron a 4000 rpm/4 °C/10
min (Eppendorf Centrifuge 5804 R). Una vez
centrifugadas, se retird el sobrenadante y se
resuspendio la hCG en 200 pL de tampdén Hepes
7.4. Tras ser filtradas las muestras utilizando
filtros de acetato de celulosa (Pierce’ Spin Cups)
adaptados en eppendorf y centrifugadas en las
mismas condiciones, estas fueron trasvasadas a
un vial de HPLC con inserto incorporado para
su posterior cuantificacion.

2.3. Extraccion de las proteinas del polvo de
placenta

Para efectuar el proceso de extraccion de las
proteinas del polvo de placenta, se utilizo
un homogeneizador ultrasonico (Ultrasonic
Processor UP100H) usando como buffer de
homogenizado Hepes pH 7.4, isotonizado con
NaCl 150 mM.

Se realizd por triplicado la extraccién de 40 mg de
polvo de placenta en 2 mL de Hepes, aplicando
el homogenizador durante dos tiempos distintos
(30 s y 60 s) con el fin de comprobar el efecto
del tiempo sobre la eficacia de la extraccién.
Posteriormente, la muestra se centrifugd en dos
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condiciones distintas: 3000 rpm/4°C/10 minutos
y 8000 rpm/4°C/10 minutos para comprobar
qué condiciones permitian la extraccién mas
favorable. Las muestras resultantes fueron
cuantificadas en proteinas totales por el método
BCA.

Una vez seleccionadas las condiciones mas
favorables de extraccién aplicando el test
estadistico t-student, se estandarizé el método y
los sobrenadantes se fueron almacenando en un
Unico matraz con el fin de utilizar en todos los
ensayos un extracto con la misma concentracién
de proteinas.

2.4. Elaboracion de los liposomas

Para elaborar los liposomas se empled la técnica
de evaporacion en capa fina o Bangham (TLE,
Thin Layer Evaporation), ampliamente utilizada
por Gonzalez-Rodriguez et al. (2016), con el fin
de obtener una elevada eficacia de encapsulaciéon
de EMA, asi como buenas caracteristicas fisicas
de las vesiculas [16]. El método requiere la
formacion inicial de una pelicula fina de los
lipidos, la cual es posteriormente hidratada en
condiciones de agitacion y calentamiento a 58
BC (temperatura superior a la temperatura de
transicion de fases de la FC).

2.5. Estudios de caracterizacion
2.5.1. Analisis dimensional

Paraevaluar el tamafio delas vesiculas se recurrid
a la espectroscopia de correlacion fotonica.
El equipo utilizado fue un Zetasizer Nano ZS
(Malvern Zetasizer), el cual calculd el radio
hidrodinamico (RH) de las particulas, asi como
el indice de polidispersion (PDI). Este ultimo
parametro informa sobre la homogeneidad
o heterogeneidad en tamano de la poblacion
analizada, adquiriendo este ensayo especial
relevancia a la hora de definir la presencia de
MMs por exceso de activador de borde. Las
medidas fueron realizadas por triplicado y se
aplico una dilucién 1:20 v/v.

2.5.2. Carga superficial: potencial zeta

El potencial zeta (C) es una medida de la carga
que rodea a las particulas en suspensién. En
nuestro estudio, dotar a la superficie de los
liposomas de una carga positiva permitiria
mejorar la penetracion y tiempo de permanencia
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en la cornea, al contar esta con una carga
superficial negativa [17, 18]. Ademas, se
evitan los fenémenos de agregacion durante
el almacenamiento. El equipo utilizado fue el
mismo que para la determinacién de tamanos,
asi como la preparacion de las muestras.

2.5.3. Eficacia de encapsulacién

Este parametro refleja la cantidad en porcentaje
de la proteina que se ha internalizado en las
vesiculas. Esta se determino de forma indirecta,
cuantificando la cantidad de proteinas existente
en el medio y teniendo en cuenta la cantidad de
proteina afadida.

Para determinar la fracciéon no encapsulada,
las muestras se sometieron a centrifugacion en
condiciones de 8000 rpm/4°C/60 min.

Posteriormente, se retiro el sobrenadante y se
cuantificd mediante el método del BCA.

Por diferencia con el total de proteinas
adicionado, queeraconocidoporlacuantificacion
del extracto y por el volumen afiadido en cada
lote, se determind la fraccién encapsulada y se
representd en forma de porcentaje frente al total
anadido.

2.5.4. Indice de deformabilidad

Uno de los pardmetros mas relevantes a la hora
de caracterizar transfersomas es el indice de
deformabilidad. Para la determinacién de este
factor, se hizo pasar la formulacién optimizada
de liposomas por una serie de poros de didametro
conocido con el fin de observar la capacidad
de estos de recuperar su forma y tamafio una
vez atravesados, evitando romperse y liberar
el farmaco. Se utilizéd como control la misma
formulacion pero en ausencia del activador del
borde.

Para ello, se extruyeron las vesiculas a través
de un filtro de membrana de policarbonato de
800 nm en un extrusor (LIPEX® Thermobarrel
Extruder) bajo flujo de nitrégeno [16]. El ID se
calculé determinando el flujo (J) de la muestra
a través del filtro y la relaciéon del tamafio
vesicular obtenido y el tamafo del poro. El flujo
se determin6 haciendo pasar la formulacion,
previamente tratada con el filtro de 800 nm, por
uno de 100 nm (rp) aplicando una presién de
290 psi durante 10 minutos, y midiendo el radio
hidrodindmico por DLS (rv). El ensayo se realizé
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por duplicado.

El ID se calculé mediante la siguiente formula:
ID =] x (rv/rp )?

2.5.5. Morfologia

La caracterizacion morfoldgica superficial de
la formulaciéon optimizada de liposomas fue
evaluada mediante un Microscopio Electréonico
de Barrido de Alta Resolucion (FEGSEM
HITACHI S-5200), el cual posee un detector
de electrones el cual permite la observacion
de la superficie de la muestra. La muestra fue
previamente tratada diluyendo 500 pL de ésta
en 2,5 mL de tampoén Hepes. Posteriormente, se
depositd en un soporte de silicio y se dejo secar al
aire durante una noche. Al dia siguiente fueron
recubiertas con platino mediante sputtering,
con el fin de transformarlas en superficies
conductoras.

2.6. Estabilidad de las proteinas en las
condiciones de trabajo

Debido a la labilidad que presentan las
proteinas cuando son sometidas a determinadas
condiciones de stress, antes de proceder a
desarrollar los ensayos de formulacidn, se realiz6
un estudio para evaluar la estabilidad de las
proteinas en las condiciones mas agresivas que
forman parte de la elaboracion y caracterizacion
de los liposomas. Los ensayos incluyeron la
estabilidad frente al tiempo, la temperatura y la
centrifugacion.

2.6.1. Tiempo

Teniendo como referencia el tiempo de estudio
de estabilidad de los liposomas se forma
rutinaria, se cuantific6 una vez por semana
durante un mes la concentracion de proteinas
de las cuatro extracciones realizadas para el
estudio de extraccion detalladas en un apartado
anterior, utilizando el método BCA.

2.6.2. Temperatura

Para estudiar la estabilidad frente a la
temperatura, el método de cuantificacion con
BCA no es valido, ya que tanto la estructura
macromolecular de la proteina como cuatro
aminoacidos especificos (cisteina, cistina,
triptéfano y tirosina) son los responsables de
la formacién de color en muestras de proteinas
cuando son ensayadas con este método. Esto
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implica que, aunque las proteinas se encuentren
desnaturalizadas, el BCA seguira reaccionando
con estos aminoacidos formando el complejo
coloreado.

Por ello, se llevd a cabo la técnica descrita por
Cueto et al. (2003) para la determinacion de
temperatura de desnaturalizacion de proteinas,
mediante Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC Setaram 131) [19].

2.6.3. Centrifugacion

Para evaluar si las proteinas permanecian
estables a las condiciones de centrifugacion
necesarias para hacer precipitar los liposomas
y poder asi cuantificar el sobrenadante en la
determinacion de la eficacia de encapsulacion,
se realizd una extraccién, la cual se separd
en dos alicuotas. Una de ellas se cuantifico
inmediatamente por el método BCA y la otra se
sometid a centrifugaciéon (8000 rpm/4°C/60 min)
y se cuantificd. Posteriormente, se compararon
los datos obtenidos.

2.7. Disefio y optimizacion de la formulacion de
transfersomas

2.7.1. Determinacion de la CMC del dcido colico

La obtencién de transfersomas requiere la
adicion a la mezcla lipidica de un activador
del borde. En el presente estudio se utilizaron
las siguientes sales biliares: colato Na (NaC)
desoxicolato Na (NaDC) y taurocolato Na
(NaTC).

Para determinar la cantidad maxima de sal biliar
que pudiese incorporarse sin que se superase la
CMC, se llevd a cabo un primer estudio con el
NaC para determinar su CMC y, a partir de ahi,
establecer las concentraciones adecuadas para
su formulacién en liposomas.

Para ello, se prepararon 5 lotes de liposomas
con composiciones fijas de FC (0.11 mmol) y CH
(0.027 mmol) y concentraciones crecientes (3, 6,
12,25y 73.3 mM) de 4cido cdlico. Posteriormente,
se caracterizaron en cuanto a tamano, PDI y
carga superficial, y se midié la transmitancia
por espectrofotometria UV-visible con el fin de
establecer la concentracion a la cual comienzan
a formarse las micelas. Previamente se hizo un
barrido para determinar la longitud de onda de
maxima transmitancia.
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2.7.2. Aplicacion del disefio experimental a la etapa
de cribado

El objetivo de esta etapa fue determinar
la composicion de los transfersomas que
satisfaciera los criterios de calidad en términos
de tamarfios, PDI, carga superficial y eficacia de
encapsulacion del EMA. Para ello, se aplicé la
herramienta estadistica del disefio experimental,
la cual permite acercarnos a la composicién
optima de la formulacién, cribando entre todos
los factores analizados, aquellos que influyeron
significativamente en las respuestas evaluadas.
El estudio se llev a cabo utilizando el software
DOEpack 2000.

Paraello, se fijaron cuatro factores con tres niveles
cada uno (Tabla 1). Para el estudio se seleccion6
una matriz L9 de Taguchi, generando de esta
forma 9 experimentos, cuyas composiciones se
recogen en la Tabla 2.

Tabla 1. Factores y niveles del estudio.

Factor Niveles

-1 0 +1
Activador del borde (Tipo AB) NaC NaDC  NaTC
Agente de carga (Tipo AC) Ninguno EA DDAB
Cantidad de agente de carga (Q,  0.02 0.04 0.06
mmol)
Concentracion de extracto ([E], 0.125 0.187 0.25
mg/mL)

Tabla 2. Experimentos correspondientes a la matriz
experimental Taguchi L9. TC: taurocolato sédico. C: colato
sédico. DC: desoxicolato sédico. EA: estearilamina. DDAB:

didodecildimetilamonio.

Tipo AB TipoAC ~ Q(mmol)  [E] (mg/mL)

1 TC Sin 0.02 0.125
2 TC EA 0.04 0.187
3 TC DDAB 0.06 0.25

4 C Sin 0.04 0.25

5 C EA 0.06 0.125
6 C DDAB 0.02 0.187
7 DC Sin 0.06 0.187
8 DC EA 0.02 0.25

9 DC DDAB 0.04 0.125
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Los experimentos se realizaron por duplicado y
las formulaciones se caracterizaron en tamario,
PDJ, potencial C y eficacia de encapsulacion.

La evaluacion de los efectos producidos por la
modificacion de las variables se realizé mediante
el analisis de las medias (ANOM), el cual analiza
si las medias de los tratamientos difieren de la
media general.

2.7.3. Optimizacidn de la formulacion

Una vez evaluados los resultados obtenidos
en la etapa de cribado, se seleccionaron cuatro
combinaciones para seleccionar de entre ellas la
composicion 6ptima, siendo los factores criticos:
activador de borde (NaC o NaDC) y cantidad de
agente de carga (0.04 o 0.06 mmol). Los factores
de agente de carga utilizado y concentracion
del EMA se fijaron en la etapa de cribado.
Estas cuatro combinaciones se elaboraron por
duplicado y se caracterizaron.

Los objetivos que se plantearon en esta etapa de
optimizacion fue seleccionar la formulacién con
tamafo préoximo a 800 nm, un PDI minimo, un
potencial { maximo positivo y una eficacia de
encapsulaciéon maxima.

3. Resultados y discusion

3.1. Extraccion y estudio de estabilidad de las
proteinas del polvo de placenta

Antes de proceder a la formulacion de los
liposomas, se realizé6 un estudio basico a las
muestras del extracto con el fin de evaluar la
influencia de distintos factores relacionados con
el proceso de extraccion de las proteinas totales a
partir del polvo de placenta comercial y que han
sido detallados en el apartado de Metodologia.
Estas muestras se evaluaron en cuanto a
proteinas totales durante un periodo de un mes
con el fin de determinar si las condiciones de
extraccion condicionan el mantenimiento de las
concentraciones. En la Figura 2 se puede apreciar
como el aumento del tiempo de centrifugacion
afectd considerablemente a la concentracion
de proteinas extraidas, disminuyéndola. Esto
podria deberse a que este proceso induce la
precipitacion de las proteinas, reduciendo asi la
cantidad solubilizada recuperada [20]. El tiempo
de sonicacién parece afectar en menor medida a
la cantidad extraida.
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Figura 2. Condiciones de extraccion de las muestras
de EMA. 1: 30 s de sonicacién y centrifugacion 3000
rpm/4°C/10 min. 2: 30 s de sonicacién y centrifugacion
8000 rpm/4°C/10 min. 3: 60 s de sonicacién y
centrifugacion 3000 rpm/4°C/10 min. 4: 60 s de sonicacién
y centrifugacion 8000 rpm/4°C/10 min. Los valores
medios fueron estadisticamente diferentes comparados

con el experimento 1 (* P<0.0001).

A la vista de los resultados obtenidos, las
condiciones de extraccion se fijaron 30 segundos
de sonicacion seguidos de centrifugacion a 3000
rpm/4°C/ 10 min.

A continuacion, se llevd a cabo un estudio de
recuperacion de las proteinas totales de las
muestras, las cuales fueron sometidas a las
condiciones propias del proceso de elaboracion
de liposomas, tanto de temperatura (en la
obtencién de los liposomas) como de tiempo
de centrifugacion (para la determinacién de la
eficacia de encapsulacion de las proteinas en
las muestras). Los resultados obtenidos sobre
el efecto de la temperatura se muestran a partir
de los termogramas correspondientes a las
muestras de extracto de placenta control (A)
y tras ser sometida a 80°C durante 30 min (B),
como se recoge en la figura 3.

Figura 3. Termogramas obtenidos por DSC de la
muestra del polvo de placenta. (A) Sin someterla
a ningun tipo de tratamiento. (B) Sometida a bafo
maria a 80 °C durante 30 minutos.

En la figura 3A se pueden observar varios picos
en el rango de temperaturas entre 70 y 75°C
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aproximadamente, que pueden identificarse con
los picos tipicos de la desnaturalizaciéon de las
proteinas [19]. Sin embargo, en la figura 3B no
aparecen estos picos al encontrarse las proteinas
ya desnaturalizadas.

Dado que en el proceso de elaboracién de los
liposomas por TLE la temperatura maxima
que se requiere es de 58°C [16], el método seria
adecuado para trabajar con proteinas.

3.2. Determinacion de la concentracion micelar
critica (CMC) del dcido célico

Este estudio se planted con idea de determinar
la cantidad de activador del borde (sal biliar) a
usar en la elaboracion de los liposomas, tal que
se asegurara su incorporacién en la bicapa y se
evitara la formacién de micelas.

Para ello, se llevd a cabo la determinacion de
la transmitancia de las muestras con diferente

concentracion, en el espectrofotometro,

estableciéndose el maximo en 657 nm. A partir de
ahi, se determind el porcentaje de transmitancia
de cada uno de los lotes a esa longitud de
onda. Los resultados obtenidos mostraron un
incremento del valor de transmitancia a medida
que aument6 la cantidad del colato (Figura 4).
Ello puede deberse a la formacién de micelas
que, al tener un menor tamarno que los liposomas,
interfieren menos en el paso de la luz [21].

Asimismo, cuando se evaluaron los tamanos
de las muestras coloidales por espectroscopia
de correlacién foténica, se pudo observar
cdmo a concentraciones mayores de 6 mM
(correspondiente a L2), deja de obtenerse una
unica poblacion (Fig. 4A), detectandose al menos
dos poblaciones distintas en los lotes elaborados
con una concentraciéon de NaC de 12 mM o
mayor, como se recoge en la Figura 4B. Ello se
debe a que al superarse la CMC aparecen las
MM, las cuales poseen tamafios muy dispersos
[14].

Figura 4. Representacion de los radios hidrodinamicos (RH, nm) de los lotes ensayados y valores de transmitancia (%)

obtenidos. En la parte superior se esquematiza la organizacion de las moléculas de activador del borde alrededor de

la concentracién micelar critica (CMC): por debajo de la CMC, mondmeros; Por encima de la CMC, el activador del

borde se encuentra formando micelas. A) Diagrama DLS ilustrativo de lotes con una concentracion inferior a 6 mM. B)

Diagrama DLS ilustrativo de lotes con una concentracién superior a 6 mM.
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A la vista de los resultados obtenidos, se fij6 en
6 mM la concentracién de activador del borde,
la cual formara parte de la composicion de los
distintos lotes de liposomas. Esta concentracion
permitia la incorporacion de la sal biliar en la
bicapa sin formacion de MMs.

3.3. Influencia de los factores variables en la
formulacion

Una vez seleccionada la cantidad de sal biliar
a incorporar en la formulaciéon, se continud
el trabajo evaluando la influencia que
determinados factores de formulacién podrian
afectar a las caracteristicas de o0s sistemas

coloidales obtenidos.

Tabla 3. Caracteristicas de los lotes ensayados en el screening.

Como se muestra en la seccion de metodologia,
se seleccionaron cuatro factores a tres niveles
(Tabla 1), cuya matriz experimental correspondio
a una L9 Taguchi (Tabla 2). Los resultados de
caracterizaciéon de las formulaciones elaboradas
se recogen en la Tabla 3.

La caracterizacion de todos los lotes fue posible,
a excepcion de los experimentos 3 y 9, como se
muestra en la parte inferior de la tabla, los cuales
presentaron problemas de poseer numerosas
poblaciones de tamafio, desestabilizacién
de las muestras y dificultad en el proceso de
centrifugacion [22].

RH (nm) PDI Z(mV) EE (%)
1 634.9 +136.8 0.384 +0.0016 -9.66+£0.91 4148 +10.97
2 1415.0 + 50.9 0.220 + 0.0026 +2650+0 68.78 +5.74
3 578.6 +2.3 0.536 +0.016 +24.05+1.34 - -

4 908.7 +22.7 0.229 + 0.069 -9.03+0.64 58.60 +5.78
5 1156.8 +447.2 0.355 +0.187 +28.05+1.34 27.11+13.23
6 1332.5 + 89.8 0.206 +0.001 +13.05+1.34 64.06 +8.47
7 1067.0 + 8.5 0.152 +0.057 -8.61 £0.96 58.68 +4.29

8 1992.0 + 647.5 0.050 +£0.018 +12.47 +6.70 81.86 £2.60
9 564.85 +137.8 0.580 +0.073 +12.00+3.12 - -

1 2 3 4 6 7 8 9

Con el fin de analizar la influencia de los
factores de formulacion sobre las respuestas de
caracterizacion evaluadas, se aplicd el Disefio
de Experimentos y se utilizaron los graficos
ANOM vy el andlisis de la varianza. Para ello, se
establecieron los limites de confianza, superior
(UDL) e inferior (LDL), los cuales determinaran
la influencia significativa de cada factor en la
respuesta evaluada.
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3.3.1. Influencia en el potencial C

Los valores de carga superficial de los liposomas
en las diferentes formulaciones oscilaron entre
-9.66 y +28.05 mV.

Con el fin de visualizar graficamente el efecto
de los factores sobre esta respuesta, a titulo de
ejemplo se exponen dos graficos ANOM, uno
con efecto significativo y otro sin él (Figura
5A y 5B, respectivamente). Para el resto de
variables, el procedimiento seria similar.
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Figura 5. Graficas ANOM del potencial zeta respecto a:
A) cantidad del agente de carga y B) concentracion de

proteinas totales.

Se obtuvo la existencia de diferencia significativa
entre la ausencia de agente portador de carga
positiva a las vesiculas y la presencia de estos
compuestos (p<0.001; F 28.8 (-1 v +1) y F 202.8
(-1+1 v 0), siendo la EA el lipido que aportd
mayores valores de potencial. Asimismo,
se aprecia con claridad en la figura 5A una
relacion lineal entre la cantidad de agente de
carga anadida y el potencial (, como también
observaron Carridn et al. (1997) [23].

Con respecto a la concentracion de proteinas,
no existieron diferencias significativas entre los
niveles ensayados (Figura 5B).

3.3.2. Influencia sobre el tamaiio y la polidispersion

Las formulaciones desarrolladas tuvieron
tamanos que oscilaron entre 565 y 1992 nm,
aproximadamente, con PDI
entre 0.05 y 0.58. Estos valores tan dispersos
se justificaron por la presencia simultanea en
algunos lotes de liposomas y micelas.

comprendidos

Los factores que contribuyeron de forma
significativa en el tamafio fueron el activador del
borde, obteniendo vesiculas de menor tamano
al usar NaTC. En cambio, no se observaron
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diferencias significativas entre NaC y NaDC.
Este resultado puede deberse a la formacion
de MMs de NaTC, como se pudo comprobar
al obtener valores de PDI muy elevados, en
concordancia con otros estudios [14].

Por otra parte, el agente de carga que influyd
de forma mas significativa en el tamano fue EA,
obteniéndose con ésta el mayor tamano (p<0.001,
F 24.63 (-1,+1 v 0). La rigidez de esta molécula
en comparacion con la naturaleza tensioactiva
DDAB puede contribuir a la obtenciéon de
vesiculas de mayor tamafio al interponerse en la
bicapa [13].

La cantidad de agente de carga y la concentracién
de proteinas no influyeron significativamente
en los valores de tamafio obtenidos, si bien
respecto a la concentracion de proteinas, el nivel
intermedio (0.187 mg/mL) fue el que proporciond
un menor PDI de forma significativa.

3.3.3. Influencia sobre la eficacia de encapsulacion

Los valores obtenidos en los experimentos
ensayados oscilaron entre 27.11 y 81.86 % de
proteina.

La EA mostré ser el agente de carga mas
indicado al presentar mayores valores de
encapsulacion (p<0.001, F 36.48 (-1 v +1); F
27.67 (-1,+1 v 0). Sin embargo, el resultado mas
revelador fue la obtencién de una relacién lineal
inversa entre la cantidad de agente de carga y
la eficacia de encapsulacidon obtenida (p<0.001,
F 54.88 (-1 v +1)). Por otro lado, se observé que
NaTC proporcioné el menor valor de farmaco
encapsulado de forma significativa y que no
existieron diferencias entre NaC y NaDC.
Finalmente, el nivel intermedio de concentracion
de proteinas fue el que presentd un mayor valor
de este parametro (p<0.001, F 33.78 (-1 v+1) y F
51.68 (-1,+1 v 0)).

3.4. Optimizacion de la formulacion

Los resultados del cribado permitieron fijar
algunos factores de formulaciéon: EA como
agente de carga superficial, ya que este lipido
permiti6 obtener los mejores resultados en PDI,
potencial y eficacia de encapsulacion; asimismo,
la concentracion de proteinas se fijo en 0.187 mg/
mL. Sin embargo, fueron necesarios ensayos
adicionales para dilucidar el comportamiento
de las formulaciones en funcién del activador
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del borde y la concentracion del agente de carga.
Se descartaron NaTC y la cantidad de agente
de carga 0.02 mmol en base a los resultados del
apartado anterior.

En esta etapa, se realizo una bateria de cuatro
experimentos con las distintas combinaciones de
NaC y NaDC, a 0.04 y 0.06 mmol de EA.

Los resultados de caracterizacién obtenidos
(Tabla 4) mostraron la presencia de MMs en
las formulaciones A y B, haciéndose patente
este hecho por la distribuciéon de tamafios y
los valores de PDI elevados, motivo por el cual
estos lotes fueron descartados. Se fijo, por tanto,
NaDC como activador del borde.

Tabla 4. Caracteristicas de los lotes elaborados en la
etapa de optimizaciéon. A: NaC y 0.04 mmol. B: NaC y
0.06 mmol. C: NaDC y 0.04 mmol. D: NaDC y 0.06 mmol.

RH (nm) PDI {(mV) EE (%)

A 596.9+108.8 0.468+0.187 +25.06+3.37 76.64+2.47

B 598.2+58.8 0.357+0.147  +28.50+3.75  59.67+29.58
C 8795+169.7 0.268+0.086 +21.50+3.56 76.83+22.24
D 813.9+52.1 0.093+£0.033  +26.95+2.90 75.44+7.23

Como quedd patente en el estudio ANOM, al
aumentar la cantidad de agente de carga, el
potencial C obtenido aumenta de forma lineal,
como ya afirmaron Villasmil-Sanchez et al.
(2010) [24]. Esto, junto a que los resultados de
encapsulacion en ambos lotes fueron similares,
hicieron que la cantidad afiadida en los lotes
definitivos fuese el nivel mas alto, 0.06 mmol.

Por tanto, la composicion definitiva de la
formulacion se fijo como sigue. Los componentes
de la bicapa fueron: FC (0.11 mmol), CH (0.027
mmol), NaDC (0.018 mmol) y EA (0.06 mmol). La
fase acuosa de los liposomas estuvo compuesta
del EMA (0.187 mg/mL) disuelta en tampdn
Hepes pH 7.4.

En las microfotografias tomadas mediante
FEGSEM (Figura 6) se pudo apreciar la
morfologia de los sistemas lipidicos obtenidos,
confirmando su naturaleza vesicular. Ademas,
la elasticidad conferida por el activador del
borde les permite atravesar diametros de poro
mucho menores que sus propios radios. A nivel
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bioldgico, esto se traduciria en su capacidad para
atravesar las membranas bioldgicas reduciendo
el riesgo de romperse, liberando el farmaco
encapsulado durante el proceso de penetraciéon
[25]. El valor de ID obtenido para la formulacion
optimizada fue de 4.38 + 0.4, mientras que la
formulacion control sin NaDC presentd6 un
valor de 1.98 + 0.1, lo que demuestra la elevada
flexibilidad de las vesiculas obtenidas.

Figura 6. Microfotografias obtenidas por FEGSEM de la

formulacién optimizada.

4. Conclusiones

La determinaciéon de las condiciones optimas
de trabajo para el extracto de polvo de placenta
asegurd que las condiciones de elaboracion de
los liposomas no afectasen a su integridad.

Mediante la aplicacion del disefio experimental,
se pudo alcanzar una composicion &ptima
para la formulacion de liposomas deformables,
fisicoquimicas
apropiadas para una futura administraciéon
oftalmica. No obstante, estos estudios han de
complementarse con otros relacionados con el
comportamiento biofarmacéutico del farmaco
en las formulaciones.

con unas caracteristicas
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