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Introduccion

La asociacion quimica de la sustancia activa a un
sistema transportador apropiado, permite el
desarrollo de formulaciones alternativas para la
administracion de los farmacos en las mejores
condiciones de eficacia y seguridad. Estos
sistemas de liberacion controlada, poseen la
beneficiosa caracteristica de reconocer la célula
“diana”, con lo cual el farmaco es conducido
especificamente a su lugar de accién; por lo
tanto, se reduce en todo lo posible la posologia o
cantidad de farmaco a administrar, disminuyen
los efectos secundarios y, al mismo tiempo, se
impide la accion del principio activo sobre otras
células que no sean la célula “diana” o biofase.
Existen, en la actualidad, diversos sistemas que
se estan investigando con el propésito de
conferir a wuna sustancia medicamentosa
especificidad de accién; entre los cuales
podemos destacar. proteinas plasmaticas,
anticuerpos especificos, hormonas peptidicas,
acidos nucleicos, polisacaridos, microcapsulas,
nanocapsulas, nanoparticulas, particulas de latex
y liposomas (1).

Siendo éstos Ultimos el motivo de nuestra
investigacion, pasaremos a continuacion a
describirlos  brevemente. Los liposomas son
vesiculas microscopicas constituidas por bicapas
lipidicas concéntricas (2), alternando con
compartimentos acuosos. De forma y estructura
diversas, sus dimensiones oscilan entre 0’1 nmy
10 mm. Se obtienen, principalmente, por
dispersion de fosfolipidos naturales o sintéticos,
derivados del &cido fosférico, en una solucion
tamponada, a una temperatura superior a la de
transicion de los mismos. Se les considera
sistemas de liberacion debido a su capacidad

para transportar sustancias activas hidrofilas en
el compartimento acuoso y sustancias activas
hidrofobas entre los fosfolipidos de la capa
biomolecular.

Fig. 1. Liposoma con detalle de la pared formada po |
una bicapa de fosfolipidos. En el interior un
representacion de los exopolisacéridos

Debido a su composicion, semejante a la de las
membranas celulares, han sido durante muchos
afios modelos bioquimicos para el estudio de la
permeabilidad celular (3). Al comprobarse el
aumento en la biodisponibilidad biofasica del
farmaco por su incorporacién a liposomas, la
aplicacion terapéutica de estos sistemas (4) ha
ido desarrollandose paulatinamente, y en la
actualidad puede concretarse su uso en el
tratamiento de enfermedades metabdlicas,
observandose una prolongacion de la retencion
hepética de la enzima en cuestion, tras su
encapsulacion; asimismo, la posibilidad de
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administrar el gen que gobierna la sintesis de
dichas enzimas indica una futura utilizacién de
estas vesiculas en ingenieria genética (5).

El objetivo principal de esta investigacion
consiste en el desarrollo de formulaciones
alternativas (6) para la administracion de
clomipramina e imipramina, en condiciones de
eficacia y seguridad, mediante su asociacion
quimica a un sistema transportador (liposomas).
Este sistema de vectorizacion (7) permitiria paliar
los inconvenientes derivados de la terapia
mediante formas farmacéuticas convencionales,
incrementando la concentracion del farmaco en
la biofase y reduciendo su posologia (8). Todo
ello se traduciria en una disminucion de los
efectos  secundarios  derivados de su
administracion.

En este sentido, se procede en primer lugar a la
adaptacion del método de elaboracion de
liposomas multilaminares (MLV), descrito por
Bangham y col. , a las caracteristicas propias de
los principios activos seleccionados
(normalizacion).

Posteriormente, se efectta un estudio
individualizado de la encapsulacion de los dos
antidepresivos en estos vectores. Para ello, se
preparan diferentes formulaciones de liposomas,
modificando sus componentes asi como las
proporciones de los mismos.

Los componentes elegidos para la composicion
de las bicapas lipidicas han sido un fosfolipido de
origen natural (fosfatidilcolina de huevo) y un
esterol (colesterol); éste ultimo siempre se utiliza
en una cantidad equivalente al 50% de la
concentracion lipidica,, que posibilite elaborar
liposomas con un adecuado grado de estabilidad
y evitar la presencia de cristales de colesterol en
las muestras disefiadas.

Los datos experimentales obtenidos permitiran
seleccionar las formulaciones mas idéneas, que
hagan viable la obtencién de los liposomas y
aporten optimos resultados de encapsulacion de
los farmacos ensayados.

Materiales y Métodos

Los liposomas multilaminares se han obtenido
por el método descrito por Bangham 'y
colaboradores (9), previamente normalizado en
nuestro laboratorio.

Los componentes de las formulaciones, que
seran la base de la matriz lipidica, han sido
fosfatidilcolina  natural de origen animal,
fosfatidilcolina pura de huevo (PC) y colesterol
(CH), en diferentes proporciones molares. La
inclusion de dicho esterol en la bicapa lipidica de
estos vectores tendria por objeto incrementar la
rigidez de la matriz liposomial, reduciendo su
permeabilidad. Este efecto se traduciria en un
mayor grado de retencion del farmaco captado
por estos vectores, hasta su llegada a la biofase
y en un incremento de su estabilidad a lo largo
del tiempo.

El método utilizado consiste en la hidratacion de
una pelicula lipidica obtenida al evaporar al
vacio, empleando un rotavapor Biichi modelo
110 y un bafio termostatico a una temperatura
constante de 37°C, el cloroformo donde estaban
solubilizados los componentes de la pared de las
vesiculas. Para realizar la hidratacion se utilizo
una solucién tamponada de pH 7,17 (POsH2Na -
PO4HNaz), en la cual la clomipramina (CLO) y la
imipramina ~ (IMI)  estaban  solubilizadas,
obteniéndose una suspension de liposomas en el
exceso de la solucion acuosa. Debido al caracter
hidrosoluble de ambos principios activos, éstos
iran vehiculizados en los compartimentos
acuosos de los liposomas.

Posteriormente, la suspension resultante se agitd
durante 20 minutos a una temperatura superior a
la de transicion del fosfolipido (25-30°C para la
PC) manteniéndose en reposo durante 24 horas
en oscuridad y a baja temperatura (10) para
favorecer el crecimiento y formacion de los
liposomas.

A continuacion, las suspensiones que contienen
los liposomas formados se centrifugan a 1000
r.p.m. durante 15 minutos y después se filtra el
sobrenadante de cada una de las suspensiones,
con el fin de separar las vesiculas lipidicas del
principio activo libre en el medio acuoso.

Por dltimo, en un espectrofotometro  UV-Vis
Perkin-Elmer Hitachi 124 provisto de registrador
y célula de flujo continuo, se realizo la valoracion
de las fracciones de cada principio activo no
encapsulado a la longitud de onda de 252 nm
para la clomipramina y a 250 nm para la
imipramina, en solucion de fosfatos a pH 7,17.
Las determinaciones espectrofotométricas se



efectuaron posteriormente a la separacion
mediante centrifugacion, utilizando como blanco
una solucion tampén fosfato de pH 7,17. Los
valores de absorbancia determinados para cada
fraccion permitieron calcular los porcentajes de
cada sustancia activa libre en el medio, mediante
una curva patron de calibrado. A partir de estos
valores y en base a la concentracion inicial de
farmaco utilizada en cada formulacion, se calculd
porcentaje de principio activo captado por cada
una de las formulas disefiadas.

Resultados y Discusion

Las formulaciones elaboradas se recogen en la
tabla 1 parala clomipraminay enlatabla2 para
la imipramina, indicandose su composicion,
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Tras la obtencion de los liposomas, éstos fueron
sometidos a un proceso de centrifugacion a
1000 r.p.m. durante 15 minutos, para separar los
liposomas del principio activo libre en el medio.
La valoracion espectrofotométrica ha aportado
una serie de valores que corresponden a los
porcentajes de clomipramina e imipramina que
han sido encapsuladas en los liposomas. Los
resultados de la encapsulacion en liposomas
multilaminares de fosfatidilcolina de huevo y de
este fosfolipido y colesterol se incluyen en las
tablas 3 y 4 para los principios activos de
clomipramina e imipramina, respectivamente.
Asimismo  estos datos se representan
gréficamente en las figuras 2 (clomipramina) y 3
(imipramina).

proporcion molar y concentracion de los Tabla 3. Captacion de Clomipramina en
diferentes  integrantes de las  mismas, liposomas multilaminares.
expresadas en mg/100ml. Muestra | Proporcién molar | Determinaciones
. . { . 0,

Tabla 1. Formulaciones de liposomas Numero PC '.CLO %p.a. lcaptado

transportadores de Clomipramina elaborados. 1 1 : 1 21195
Formulacion Proporcion mg/100ml 2 2:1 3038

molar 3 3:1 19'02

Nim ero PC:CLO PC CLO PC:.CH:CLO
1 1:1 2243 100 4 1:05:1 2140
2 7:1 1486 100 ) 2:1:1 1537
3 3.1 6729 100 6 3:15:1 1922

Formulacion Proporcion mg/100ml
molar L . . .
Nimeo e e ao e = 0 Tab!a 4..CaptaC|0n de Imipramina en liposomas
multilaminares.
4 1:051 22473 551 100 _ _
5 T 1756 107 100 I\’\/lltljestra PropgrglolnMTolar Do/etermmac;oges
- : : imero : b p.a. captado
6 3:15:1 | 6729 | 1653 100 1 T 2298
2 2:1 3529
Tabla 2. Formulaciones de liposomas 3 3:1 1502
transportadores de Imipramina elaborados. PC:CH: IMI
Formulacién | _ Proporcion mg/100m 4 1:05:1 2311
molar 5 2:1:1 20'28

Ndmero PC: IMI PC ™I 6 3:15:1 1528
1 1:1 24779 100
2 2.1 49578 100 Las formulaciones de liposomas de
3 31 7437 100 Clomipramina e Imipramina estudiadas con

Formulacion | Proporcion mg/100mI mayor rendimiento de obtencion y, por tanto, con
molar ; ; ;

Niero s cH T Pe o T mayor porcentaje de sustancia activa captada 0
7 TOET Ty 0 encapsulada corresponden a las formulaciones
£ ST TS 00 de PC: CLO y PC: IM!, ambas en proporcion

i i molar de 2:1 (formula nimero 2), con valores de
6 3:15:1 | 7437 | 1826 100 . L . ,
porcentaje de principio activo captado de 30'38%

y 3529%, respectivamente, como podemos
observar en las figuras 2 y 3. Estos valores de
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captacion resultan muy elevados en comparacion
con los reflejados en la bibliografia consultada y
referidos también a farmacos hidrosolubles de
captacion a nivel de los compartimentos acuosos
de los liposomas.

Por otra parte, también podemos deducir que la
adicion de colesterol a las formulaciones nimero
2 de liposomas de Clomipramina e Imipramina,

produce una reduccion en el porcentaje de
sustancia activa encapsulada. Estos valores de
captacion apenas se modifican en el resto de
formulas elaboradas, como consecuencia de la
adicion de dicho esterol.

De estos ensayos preliminares podriamos
seleccionar en principio, para los dos farmacos ,
la formulacion numero 2 como la de mayor
captacion sélo con fosfolipido, y la formulacion
numero 4 también con elevada tasa de
encapsulacion , pero teéricamente de mayor
estabilidad debido a la presencia de colesterol.
Esta primera seleccion en el futuro deberia
confirmarse con estudios de caracterizacion
estructural y de estabilidad a lo largo del tiempo.

Figura 2: Encapsulacion de Clomipramina.
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Figura 3 : Encapsulacion de Imipramina
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