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RESUMEN

En la via transdérmica los liposomas elasticos son parte de la tecnologia farmacéutica
de vanguardia, sin embargo existe mucha controversia alrededor de su desempefio
como acarreadores de farmacos, ya que como es bien conocido la piel funciona como
una barrera que impide el paso de sustancia exdégenas hacia el cuerpo.

En el presente trabajo se incorporaron 3 surfactantes (TWEEN® 80, SPAN® 60 y
Colato de sodio) en liposomas, demostrando que en comparaciéon con los liposomas
convencionales (es decir, sin surfactante) tienen un mejor desempefo. La
incorporacion del surfactante disminuyé el tamafio promedio de las vesiculas y
aumento la uniformidad del mismo (disminuy6 el indice de polidispersion), se observé
qgue el potencial Z es dependiente tanto del surfactante como del estado de ionizacion
del farmaco; Se obtuvo que los liposomas son elasticos ya que conservan su tamafio
hasta en un 99% (como es el caso de los liposomas preparados con SPAN® 60)
cuando se hacen pasar por una membrana con un tamafio menor al de las vesiculas.
La eficiencia de encapsulamiento del farmaco se vio también favorecida al incluir el
surfactante, esta fue hasta 4 veces mayor cuando se emple6 Tween® 80. La
permeacion del diclofenaco a través de la piel y su deposicién en la misma fue
favorecida con la incorporacién del surfactante a los liposomas, siendo mayor al
emplear SPAN® 60. Los surfactantes mejoran notablemente las propiedades de los
liposomas como acarreadores de farmacos para la via transdérmica.



INTRODUCCION

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo, el cual brinda una proteccion como
barrera contra el ataque de agentes exdgenos, asi como evita la pérdida de sustancias
endogenas y agua. Esta se encuentra constituida por una amplia gama de células
especializadas provistas con enzimas que le permiten una actividad metabdlica

especial (Bouwstra y Honeywell-Nguyen., 2002; Bronaugh, 2001).

Debido a su amplia &rea superficial se ha utilizado como via de administracion de
medicamentos tanto de uso local como sistémico (Bronaugh, 2001). Ademas, con los
avances en la tecnologia farmaceutica y estudios fisiologicos de la piel se han
desarrollado productos que ofrecen ventajas para la administracion transdérmica de
farmacos, por lo que es una via alterna a la oral, con la ventaja de que la piel evita la
degradacion quimica o enzimética de la que algunos farmacos son objeto cuando se

administran por via oral.

Entre los nuevos sistemas de liberacion desarrollados para la via transdérmica se
encuentran los liposomas elasticos ultraflexibles (también conocidos como
Transfersomas®) los cuales se encuentran constituidos de fosfolipidos a los que se les
afiade un surfactante (generalmente no iénico) que les confiere elasticidad y estabilidad
en cuanto a su tamafio, haciendo posible su paso a través de membranas con un

tamafio de poro menor al del liposoma (Gregoriadis, G. 2007).

En la actualidad existen varios farmacos formulados en liposomas y liposomas
elasticos ya que debido a su capacidad de encapsulamiento y su naturaleza lipidica
poseen buenas propiedades de permeabilidad a través de la piel y otros tejidos, con la
posibilidad de funcionalizar su superficie con ligandos especificos que permitan
direccionarlos hacia un sitio en particular, liberando el farmaco incluso a nivel
intracelular (Clares, B. 2003).
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Dado que la funcion de la piel es de proteccion, existe una controversia en cuanto a la
capacidad acarreadora que tienen los sistemas liposomales de transportar farmacos

hacia torrente sanguineo desde la piel.

En este trabajo se evaluaron los efectos que tienen el SPAN® 60, Colato de Sodio y
TWEEN® 80 sobre las caracteristicas fisicoquimicas: eficiencia de encapsulacion,
tamafio y potencial zeta de liposomas cargados con diclofenaco y sobre la permeacion

del diclofenaco contenido en liposomas elasticos.
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OBJETIVOS

Objetivo Principal:

Evaluar el efecto del tipo de tensoactivo sobre las caracteristicas fisicoquimicas de
liposomas elasticos conteniendo diclofenaco y sobre la permeacion transdérmica en
piel humana de diclofenaco encapsulado en los liposomas.

Objetivos particulares:

Preparar liposomas elasticos conteniendo diclofenaco como farmaco modelo,
empleando tres tensoactivos (TWEEN® 80, SPAN® 60 y Colato de Sodio).

Caracterizar los liposomas por tamafio, potencial Z, elasticidad y eficiencia de

encapsulamiento del principio activo.

Realizar estudios de permeacion in vitro en piel humana, empleando celdas de difusion

tipo Franz.
Determinar si el tipo de tensoactivo empleado ejerce una influencia en las propiedades

fisicoquimicas de los liposomas elasticos que afecten la permeabilidad del diclofenaco

a traves de la piel.

17



MARCO TEORICO

Piel (Generalidades)

La piel no solo es el 6rgano mas grande del cuerpo humano, a su vez es la primer

barrera biologica de proteccion contra el medio ambiente con la que contamos, parte de

su capacidad se le atribuye a la amplia variedad de células que la conforman, de

manera que le brindan una permeabilidad de 10% a 10* veces menor a la que presentan

los capilares sanguineos. Se encuentra constituida a grandes rasgos por 3 capas: la

epidermis (sin irrigacién sanguinea), la dermis y tejido subcutaneo o hipodermis (Cevc
et. al, 2010).

Corpisculo de sensibilidad C3Pilares  capelio

Fpidermis o

Dermis —

Suboutuneouns
« Hipodermis/

Pupila dermal Porg

e
’ ‘54‘:: .
-~ = Estratocorneo
~ .+ Estrato lucido

’,;.k; Estrato granuloso

Estrato esoinoso
.  Estrato basal

r————Musculo papilar

Ateriola Venula Papila capilar “Corpusculo luminal

Figura 1. Estratos de la piel y algunos componentes (Cevc et al., 2010).

Glandula sebacea

conducto sudoriparo

sab) oo \ -' , A - Glandula sudoripara
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Capas de la piel

Epidermis

La epidermis (figura 1) es la capa mas externa de la piel, no se encuentra irrigada por
el flujo sanguineo, ésta se nutre por el proceso de difusiébn a partir de los capilares
sanguineos que se localizan en la dermis y que se encargan de distribuir los nutrientes
requeridos por las células. La epidermis se encuentra conformada por 5 capas, las
cuales son: Estrato cérneo, estrato lucido, estrato granuloso, estrato espinoso y estrato
basal enunciadas de la capa externa a la interna.

El estrato cérneo comprende de 5 a 20 um de la epidermis, es la capa mas externa y el
principal obstaculo en la via de administracion transdérmica, formada por corneocitos
anucleados que se encuentran unidos entre ellos por lipidos intercelulares vy
corneodesmosomas (complejos proteinicos de unién intercelular). Los lipidos que
componen esta capa son: Estearatos, fosfolipidos, ceramidas, colesterol libre y/o
sulfatado; teniendo como principal actividad la de formar una barrera que evite la
pérdida de agua transepidermal, ademas estos son los responsables del pH

ligeramente acido de la piel que va de 5 a 6 (Cevc, et. al, 2010).

El estrato granuloso se encuentra formado por queratinocitos en proceso de pérdida de
Su nucleo, en esta capa se comienzan a formar los granulos de querato-hialina y
abundan los cuerpos lamelares o de Odland, los cuales juegan un papel fundamental
en la formacién de la barrera de la piel. En este estrato, los cuerpos lamelares se
funden con la membrana celular, liberando su contenido lipidico que rodea a los

gueratinocitos del estrato cérneo (Takanori, 2005).

El estrato espinoso comprende de 10 a 20 capas de células donde los queratinocitos

comienzan a producir grandes cantidades de queratina.
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El estrato basal es la capa mas profunda de la epidermis, en esta se encuentran las
células como: queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel.
Contiene aproximadamente el 8% del agua total de la epidermis, esta capa con el paso
de los afios pierde su capacidad de retener agua al volverse méas delgada (Takanori,
2005).

Dermis

Esta es la segunda capa de la piel, se encuentra sobre el tejido subcutaneo y por
debajo de la epidermis, usualmente tiene un grosor que va de 2 a 4 mm, sus
componentes mas importantes son el colageno y la elastina, los cuales son los
responsables de darle firmeza y flexibilidad a la piel. Se le suele dividir en dos partes, la
primer parte mas interna se le conoce como capa papilar, en esta se encuentran las
terminaciones nerviosas y los capilares sanguineos. La siguiente capa se conoce como
reticular, en esta se encuentran las glandulas sudoriparas y el nacimiento del vello, es
en esta capa donde se lleva a cabo la absorcion de los farmacos a circulacion

sistémica debido a la irrigacion de los capilares (Navarrete, 2003).

Hipodermis

Usualmente conocido como tejido subcutaneo, es la capa mas profunda de la piel la
cual recubre a los musculos. El grosor de esta capa depende de la region que recubre,
pudiendo ir de 4 hasta 9 mm. En esta capa se encuentra una gran parte de los
adipocitos y el tejido graso, es por ello que su grosor también depende del estado

nutricional del individuo (Navarrete, 2003).
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Funciones del estrato corneo

Efecto Barrera

Debido a su composicion lipidica esta capa provee un efecto barrera. Este se debe a
gue los corneocitos poseen queratina y una proteina altamente resistente que junto a
los lipidos crean un efecto impermeable; ademas, a esto hay que sumar el efecto de
los corneodesmosomas, que contienen mezclas de &cidos grasos poliinsaturados,

colesterol y ceramidas que refuerzan esta barrera.

pH cutaneo

El pH de la piel depende de la composicion quimica de cada capa de manera que se
mantiene préximo a 7 en las capas mas internas (dermis e hipodermis), mientras que
en la epidermis es mas cercano a 5. Esto se debe a que en la epidermis se presenta la
actividad de enzimas que hidrolizan los acidos grasos, también se ve influido por la
sudoracién y las secreciones de las glandulas presentes en la piel (sudoriparas y

sebéaceas). El pH cutaneo confiere otra barrera contra microorganismos.

Permeacion transdérmica

La permeacion transdérmica se define como el paso de un farmaco a través de las
capas de la piel. A pesar de que la piel tiene como funcién el evitar que sustancias
exdégenas entren al organismo, algunas sustancias al tener propiedades de
liposolubilidad adecuadas se abren paso a través de esta. La piel tiene funcion de
barrera pero aun asi ciertos productos quimicos son capaces de pasar a través de ella,
es por ello que en los ultimos afios se ha optado por utilizarla como via de
administracion de farmacos. Una de las principales limitantes de esta via son las
caracteristicas del farmaco y la adecuacién de éste a una formulacion (Naik et al.,
2000). En las tablas 1 y 2 se muestran las caracteristicas ideales que debe tener un

farmaco para poder ser utilizado en la via transdérmica.
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Tabla 1. Caracteristicas Ideales de un farmaco para la via transdérmica.

Caracteristicas ldeales

Coeficiente de particion 10< Komw <1000
Peso molecular <400 Da

Punto de fusion <200°C

Dosis terapéutica <10 mg dia™

pH de saturacion de la solucion acuosa pH 5-9

Solubilidad acuosa >1 mg/ mL

Tabla 2. Capacidad de las moléculas para la penetracion transdérmica. (Kligman,
1984)

Pobre Polimeros de alto peso molecular y macromoléculas

(proteinas y polisacaridos).

Pobre Electrolitos solubles en agua (sodio, cloro)
Pobre Sustancias solubles en agua (glucosa, urea)
Buena Sustancias liposolubles

Excelente Sustancias liposolubles, no polares, bajo peso

molecular




Los farmacos para que puedan ser absorbidos por la piel se enfrentan al estrato corneo

y posteriormente deben difundir a través de los demas estratos de la epidermis y

dermis, para asi poder acceder a la circulacion sistémica. Esto se lleva a cabo en

varias etapas:

Disolucion y liberacion del farmaco a partir de la formulacion.

Equilibrio de particion del farmaco en la capa mas externa del estrato corneo.

Difusién del farmaco a traves del estrato cérneo por medio de la via intercelular

lipidica.

Particion del farmaco del estrato cérneo hacia la epidermis viable acuosa.

Difusién hacia la dermis superior.

Incorporacion del farmaco a la red capilar para su distribucion sistémica.

Estrato corneo
medio lipidico

Epidermis
medio acuoso

Dermis
medio acuosa

e la formulacion

Ditusion del farmaco
Via intercelular y/o
transcelular

Particion lipidica del farmaco
desde ele strato corneo

a la epidermis en medio
acuoso seguida por la difusion

Entrada a circulacion
sistémica mediante
red capilar

Figura 2. Representacion de la difusion de un farmaco a través de la piel
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Mecanismos de absorcion de farmacos a través de la piel

Tras pasar el estrato cérneo, el farmaco se encuentra dentro de un medio con
secreciones lipidicas y acuosas (sudor), en el cual puede optar por dos vias de

absorcion para llegar a la dermis. Estas vias son: transepidérmica y folicular.

Via transepidérmica

Esta via hace referencia a que el farmaco puede pasar sobre las uniones lipidicas entre
cada célula o pudiese optar por la via intracelular (ver figura 2). La primera de estas es
la mas viable ya que de esta manera se puede asegurar que mayor cantidad de
farmaco sera capaz de llegar a la red capilar y el efecto sistémico ser4 mayor.

La via transcelular reduce drasticamente la cantidad de farmaco que pueda llegar a
torrente sanguineo, pero si se busca un efecto local es deseable que opte por esta via

de penetracion.

Via folicular (pilosebacea / sudoripara)

Al administrar un farmaco sobre la piel, dependiendo de la zona de aplicacion, es
posible encontrarse con gran niumero de foliculos pilosebaceos y glandulas sudoriparas
(ver figura 3), mediante las cuales puede acceder a capas mas internas de la piel. Esta
via no es de gran importancia ya que tiene mucha variacion y representa menos del

0.1% de la superficie total de la piel (Trommer y Neubert, 2006).
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Figura 3. Representacion de las principales vias de absorcién percutanea: Izquierda:
a) sudoripara; b) transepidérmica, y c) pilosebacea. Derecha: via intercelular y via

transcelular (Diez y Dominguez, 1990).

Al tratarse de un fendmeno de difusion y de absorcion de farmacos a través de una
membrana semipermeable, el organismo busca el equilibrio entre el farmaco en el area
de aplicacién con el que va penetrando, de manera que se generan flujos de farmaco
gue son influenciados por las propiedades del mismo como: el peso molecular,
coeficiente de particién, promotores de absorcion presentes, entre otros. El transporte

de farmacos a través del estrato cérneo obedece la primera ley de difusion de Fick:

dM _D.AC.K
dt  h
Dénde:

dM/dt es la razén de la cantidad de farmaco permeada por unidad de tiempo en el
estrato cérneo.

D es el coeficiente de difusion

AC gradiente de concentracion a través del estrato corneo

K coeficiente de particion del farmaco (octanol/agua)

h espesor de la capa cérnea
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Gracias al modelo de Fick se puede deducir que:

e El coeficiente de difusion “D” indica la capacidad de movilidad del farmaco a
traves del estrato corneo.

e El coeficiente de particion piel/formulacion “K”, al no poder ser determinado
directamente, se realiza una aproximacion utilizando el coeficiente de particion
octanol/agua.

e La velocidad de absorcion transdérmica se ve influenciada por el espesor de las
capas, en especial el estrato corneo (Guy, 1996), el grado de hidratacion de la
piel y la liberacion del farmaco del vehiculo.

e A mayor coeficiente de particion octanol/agua el farmaco tiene una difusiéon

facilitada al ser mas lipofilico.

Factores que afectan la permeacién trandérmica

La piel al tener funcién de barrera se ve influenciada por diversos factores que
modifican su capacidad protectora y por ello modifican la permeacion
transdérmica; dentro de estos factores tenemos:

e Condicion fisiologica y patologica de la piel

e Nivel de hidratacion

e Variacién de la composicion de la piel en base a la zona corporal
e Naturaleza fisicoquimica de la molécula aplicada

e Excipientes de la formulacion

e Concentracion de la molécula

e Coeficiente de particion de la molécula

Debido a estos factores interferentes se han desarrollado diversas formulaciones con

mejor desempefio en la permeacion.
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Liposomas

Los liposomas son un arreglo laminar de lipidos, generalmente formados por
fosfolipidos de la misma naturaleza. En solucién acuosa forman una bicapa lipidica
(figura 4), de esta manera mantienen constantes sus propiedades fisicoquimicas dentro
de la solucion. Gracias a la propiedad de formar bicapas es posible encapsular
moléculas dentro de los liposomas y de esta manera mejorar la permeacion a través de

diferentes tejidos y mucosas (Williams, 2003; Boinpally, 2003).

Agua

Bicapa de
fosfolipidos

Figura 4. Esquema de liposomas (Imagen tomada de Gonzalez, 2008).

En las formulaciones de liposomas se han incorporado otros componentes con la
finalidad de mejorar sus propiedades como acarreadores de principios activos,
facilitando su permeacion a través de la piel, uno de estos componentes es un
tensoactivo, cuya adicion hace que el liposoma se torne flexible (como se muestra en la
figura 5), la tabla 3 muestra los diferentes tipos de vesiculas que se han obtenido al

variar los ingredientes que las componen. (Cevc et al., 1996).
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Fosfolipido

Surfactante

Figura 5. Esquema de liposomas elasticos (transfersomas®).

Tabla 3. Clasificacion de liposomas y sus componentes

Liposoma convencional Fosfolipidos y colesterol

Niosomas Surfactantes no iénicos

Transfersomas Fosfolipidos, surfactantes idnicos y no iénicos
Etosomas Fosfolipidos, altas concentraciones de etanol
Cerasomas Ceramidas

Esfingosomas Esfingolipidos

Novasomas Polimeros organicos

Ventajas del uso de liposomas

Los liposomas generalmente se incorporan en formas farmacéuticas de administracion
transdérmica con farmacos de bajo peso molecular, aunque cabe resaltar que también
se utilizan para incorporar macromoléculas como el interferébn y a su vez existen
algunas formulaciones intravenosas que contienen farmacos dentro de liposomas
(Weiner, 1989; Barenholz, 2001).
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Dentro de las ventajas de la ultilizacion de liposomas se encuentran (Calderén, 2010):

Sustitucion de la via oral.

Posibilidad de evitar degradacion en tracto gastrointestinal.

Factibilidad de sustituir multidosis por una sola administracion.

Incremento del transporte de farmacos hidrosolubles por via transdérmica.
Formas farmacéuticas menos invasivas.

Concentraciones plasmaticas constantes.

Desventajas del uso de liposomas:

Estabilidad fisica y quimica. Con el tiempo tienden a degradarse y fusionarse
incrementando su tamafio. Requieren estar en refrigeracion para evitar la degradacion
de fosfolipidos y lipidos que los conforman. No obstante estos problemas pueden
resolverse liofilizdndolos. Por otro lado los farmacos hidrofilicos, con el tiempo tienden

a ser expulsados al medio externo acuoso.

En la figura 6 se muestran los posibles mecanismos de permeacion de los liposomas

como sistemas de suministro de farmacos a través de la piel.
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Figura 6. Posibles mecanismos de permeacion de los liposomas como sistemas de
suministro de farmacos a través de la piel. (A) mecanismo de farmaco libre, (B)
potenciadores de la permeacion por cambios de la estructura de lipidos intercelulares,
(C) adsorcion y / o fusién de la vesicula con el estrato cérneo (SC), (D) penetracion de
la vesicula intacta dentro y a través de la piel intacta, (E) penetracion de la vesicula

intacta a través de los foliculos pilosos (Maghraby et al., 2008).
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Tensoactivos

Los tensoactivos (del inglés “surface-active-agents” agentes activos de superficie) son
moléculas anfipaticas que debido a su estructura quimica poseen una region hidrofilica
y otra hidrofébica (cadena no polar), la regiébn polar generalmente se encuentra
cargada debido a la presencia de heteroatomos como Nitrégeno, Azufre, Oxigeno y
Foésforo dentro de los grupos funcionales como éter, tiol, éteres, sulfatos y sulfonatos;
por otro lado la region no polar esta constituida por cadenas hidrocarbonadas, atomos

de halégenos y &tomos de oxigeno no ionizados (Salager, 2002).

Los tensoactivos se clasifican de acuerdo a la carga que presentan en solucion de la

siguiente manera:

Tensoactivos lonicos

Dentro de los tensoactivos idnicos tenemos a los tensoactivos anidnicos y catiénicos.
Los tensoactivos catidénicos se encuentran formados por sales cuaternarias de amonio
y en algunos casos grupos halogenados, mientras que los aniénicos se ven
influenciados por grupos sulfatos, sulfonatos y sulfosuccinatos principalmente (Salager,
2002).

Tensoactivos no idnicos
Generalmente se tratan de cadenas poliméricas de ésteres, copolimeros etoxilados,

resinas sulfonadas, aunque otros polimeros naturales usados son: gomas xantanas,

derivados de polisacaridos y celulosas modificadas (Seong-Su, 2000).
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Concentracion micelar critica

Es un fendbmeno fisicoquimico que presentan los tensoactivos en solucién a cierta
concentracion (diferente para cada tensoactivo), la region hidrofoba genera una
interaccibn menor en el medio (generalmente acuoso) formando agregados de
particulas llamadas “micelas”, a este punto en la concentracion se le conoce como

concentracion micelar critica (CMC).

Al alcanzar la CMC la soluciones de surfactantes presentan un comportamiento no
ideal, en ciertos casos se presenta la formacion de geles o cristales liquidos con poca
actividad surfactante. (Salager, 1993).

Propiedades quimicas de los tensoactivos utilizados en este trabajo

Tween 80
La figura 7 muestra la estructura quimica del Tween 80.

Figura 7. Estructura molecular del Tween 80

Peso molecular: 1310 g/mol.
Descripcion: Liquido de consistencia oleosa, incoloro o ligeramente amarillento.
Solubilidad: Altamente soluble en agua y disolventes organicos.

Usos: Agente emulsificante en preparaciones farmacéuticas.
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SPAN® 60

En la figura 8 se muestra la estructura quimica del SPAN® 60.
O H

HC ___g
HO/\;/lr'"D

Figura 8. Estructura molecular del SPAN® 60

Peso Molecular: 430.62 g/mol

Descripcion: cristales blancos de gran tamafio, consistencia oleosa, inodoros.
Solubilidad: Insoluble en agua fria, muy soluble en aceites minerales y parafinas.

Uso: Agente emulsificante.
Colato de Sodio

La Figura 9 presenta la estructura quimica del colato de sodio.

00 Na
OH

OH OH

Figura 9. Estructura molecular del colato de sodio

Descripcion: Polvo fino de color blanco, inodoro, derivado de &cidos biliares.
Peso molecular: 408 g/mol.
Solubilidad: Soluble en disolventes organicos, poco soluble en agua fria.

Uso: Agente emulsificante
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PARTE EXPERIMENTAL

MATERIALES

Reactivos.

Fosfato monobasico de potasio (Fermont, Monterrey, México)

Agua destilada (Obtenida de un equipo Millipore, Corp., Bedford, MA, USA)

Hidroxido de sodio (Productos quimicos Monterrey, México)

Etanol (Fermont, Monterrey, México)

Metanol (Fermont, Monterrey, México)

Cloroformo (Fermont, Monterrey, México)

Fosfatidilcolina de frijol de soya (Epikuron® 200, pureza=95%, Degussa Texturant
Systems, Alemania)

Sephadex® G10 (Sigma Aldrich, USA)

TWEEN® 80 (Merck, Alemania)

SPAN® 60 (Drogueria Cosmopolita, México)

Membranas de policarbonato, tamafio de poro 50 y 100 nm (Millipore, Corp., Bedford,
MA, USA)

Colato de sodio (Sigma Aldrich, USA)

Diclofenaco (Globe Chemicals, S.A.)
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Equipos e Instrumentos

Cristaleria en general

Celdas de permeacion tipo Franz modificadas con area de exposiciéon de 1.9 cm? y
volumen receptor de 11.8mL .

Rotavapor (Laborota 4000, Alemania)

Balanza Analitica BBC32 (Boeco:Germany)

Potenciometro (pHmeter 340 Corning, USA)

Microcentrifuga (Hettich EBA 12, Alemania)

Espectrofotometro UV-Vis (Varian, Modelo Cary IE 95031003, Australia)

Bafio de agua (Polyscience, USA)

Agitador multiplaza (VELP Scientifica Multistirrer 15, USA)

Zetasizer® (Malvern system, ZAN 3600, USA)

Dermatoma “Zimmer® Electric Dermatome” (REF 44622 Zimmer Orthopaedic surgical
products Dover, Ohio)

Vortex (M 16715, Mixer USA)

Recirculador de liquidos con termostato (VWR, Scientific, USA)

Material Biolégico
Piel abdominal humana, obtenida por lipectomia (Donacion de Medilaser, Av. Paseo de

la Reforma No. 35, Piso 4, Colonia Tabacalera, Delegacién Cuauhtémoc, México D.F.),

Conservada a -20°C.
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METODOS
ESPECTRO DE ABSORCION

Se determind la longitud de onda maxima de absorcion para el diclofenaco en solucion
amortiguadora de fosfatos pH= 6.5, en solucion amortiguadora de fosfatos pH= 6.5 en
contacto con piel 24h, y en etanol en contacto con piel durante 24 h.

PREPARACION DE CURVAS DE CALIBRACION PARA DETERMINAR LA
EFICIENCIA DE ENCAPSULAMIENTO DEL DICLOFENACO EN LOS LIPOSOMAS

Los parametros determinados se llevaron a cabo bajo los protocolos de validaciéon
(Guia de Q.F.B, 2006), realizandose curvas de calibracion de diclofenaco en una

solucion amortiguadora de fosfatos pH= 6.5.

LINEALIDAD

Se prepararon seis puntos a diferentes concentraciones de diclofenaco en solucion
amortiguadora de fosfatos pH=6.5 en un rango de 5.1- 51 ug/mL, cada punto se hizo
por triplicado. A los resultados se les efectué un analisis de regresion lineal calculando
la ordenada al origen, la pendiente, el coeficiente de determinacion (r?20.98), y el

coeficiente de variacion (C.V.< 3 %).

LIMITE DE CUANTIFICACION EXPERIMENTAL

Se evalué mediante el analisis de soluciones diluidas de diclofenaco. La menor
concentracion en la que el valor promedio de su determinacion analitica estuviese en el

+ 20 % de su valor nominal y con un coeficiente de variacién igual o menor a 3 %.
REPRODUCIBILIDAD

Se prepar6 una curva de calibracion en un rango de 5.1- 51 yg/mL, cada punto se hizo
por triplicado, se calculd el valor del coeficiente de variacion porcentual (C.V.), el cual
no debera exceder el 3 %, este dato se comparo con el dato de la curva realizada

inicialmente.
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PREPARACION DE CURVAS DE CALIBRACIOI\J PARA CUANTIFICAR
DICLOFENACO EN UN MEDIO BIOLOGICO (SOLUCION AMORTIGUADORA DE
FOSFATOS pH=6.5 EN CONTACTO CON PIEL ABDOMINAL HUMANA)

Se preparé curvas de calibracion para cuantificar la cantidad de diclofenaco capaz de
permear a la solucion receptora (solucidon amortiguadora de fosfatos pH=6.5) durante
la prueba de permeacion. Para ello se preparé una solucién amortiguadora de fosfatos
pH=6.5 y se puso en contacto con piel abdominal humana manteniendo las mismas
condiciones a las que se realizaron los estudios de permeacion. Se retird el exceso de
grasa subcutanea a la piel abdominal, y la parte interna del tejido se puso en contacto
con la solucién amortiguadora de fosfatos pH= 6.5 en un recipiente parecido al de la
celda de Franz, agitando durante 24 h. Posteriormente, se filtr6 el fluido por una
membrana Millipore (0.45 um) y con dicho fluido se realizaron curvas de calibracion en
un rango de 5-50 ug/mL. Las soluciones fueron analizadas espectrofotométricamente a
una longitud de onda de 275 nm, utilizando como blanco la solucién amortiguadora
gue estuvo en contacto con piel abdominal humana durante 24 h. Se evaluaron los
siguientes parametros: linealidad, y limite de cuantificacion, segun marca “Guidance for

Industry, Bioanalytical Method Validation” (Food and Drug Administration, 2001).
LINEALIDAD

Se prepararon seis puntos a diferentes concentraciones de diclofenaco en un rango de
5.1- 51 pg/mL utilizando como medio solucion amortiguadora de fosfatos pH=6.5 en
contacto con piel abdominal humana durante 24 h, cada punto se hizo por triplicado. A
los resultados se les efectué un analisis de regresion lineal calculando la ordenada al
origen, la pendiente, el coeficiente de determinacién (r* = 0. 98). Ademas se calculé el
valor del coeficiente de variacion (CV), el cual no debe exceder el 15 %. El andlisis se

realizo por triplicado.
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REPRODUCIBILIDAD

Se prepard una curva de calibracion de diclofenaco en un rango de concentraciones de
5.1- 51 yg/mL, cada punto se hizo por triplicado, se calculé el valor del coeficiente de
variacion porcentual (CV), el cual no debe exceder el 15 %, este dato se compard con

el dato de la curva realizada inicialmente.

SELECTIVIDAD

Se preparararon dos soluciones de diclofenaco con concentracion de 5.1ug/mL, una de
ellas en solucion amortiguadora de fosfatos pH=6.5, la cual se habia mantenido
durante 24 h en contacto con piel abdominal humana; y la otra, en solucién
amortiguadora de fosfatos pH=6.5. A ambas soluciones se les realizé un barrido en el

rango 200 a 400 nm.

DETERMINACION DEL TIEMPO DE EXTRACCION DEL DICLOFENACO DE LA
PIEL

Se realiz6 una prueba para determinar el tiempo de extraccion optimo, en la cual se
afiadié una solucién de diclofenaco de concentracién conocida sobre piel abdominal
humana, esperando a que se evaporara el disolvente, posteriormente la piel se cort6é en
pedazos pequefios y se colocd en un vial con 5 mL de etanol, se dejo en agitacion
durante 24 y 48 h con la finalidad de determinar el tiempo ideal de agitacién para la

extraccion del farmaco retenido en la piel.

CUANTIFICACION DE DICLOFENACO EXTRAIDO DE LA PIEL

Al final de las pruebas de permeacion se recupero la piel, se eliminé el exceso de
formulacidon, se cortdé en pedazos pequefios, se colocaron en un vial con 10 mL de
etanol y se extrajo el diclofenaco dejando la piel en etanol agitando durante 48 h.
Posteriormente la solucion obtenida se filtr6 y se leyd en el espectrofotometro a 282
nm. Para la cuantificacion se preparé una solucion de etanol en contacto con piel

abdominal humana durante 48 h, con la cual se prepar6 un estandar de 10.32 ug/mL.
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DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DEL DICLOFENACO

Para la determinacion de la solubilidad del diclofenaco se saturaron 3 mL de soluciéon
amortiguadora de fosfatos pH=6.5, dejando en agitacidbn constante durante 24 h,
posteriormente se centrifugd la solucion a 3500 rpm durante 5 minutos, se tomoé una
muestra del sobrenadante, la cual se llevd a un volumen de 50 mL y se determind su
concentracion empleando la curva de calibracion de diclofenaco en solucion

amortiguadora de fosfatos pH=6.5, realizandose por triplicado.

Se realizé lo mismo pero con etanol como disolvente para determinar su solubilidad y

emplearlo como disolvente en el procedimiento de extraccion.
METODO GENERAL DE PREPARACION DE LIPOSOMAS FLEXIBLES

Los liposomas flexibles se prepararon de acuerdo al método de evaporacién de fase
inversa (Gamboa, 2005). Se pesaron 430 mg de fosfatidilcolina y se disolvieron en 10
mL de etanol, se adicionaron 20 mg de diclofenaco y 70 mg del tensoactivo (TWEEN®
80, SPAN® 60 o Colato de sodio). Se formd una solucion en un matraz bola y se
evaporoé en rotavapor a presion reducida y 30 rpm, formandose una pelicula en la cara
interna del matraz bola, los residuos del disolvente se eliminaron dejando el matraz
expuesto al medio ambiente toda la noche. La pelicula se hidraté con 15 mL de
solucion amortiguadora de fosfatos pH= 6.5 con etanol al 7%, formando la dispersién
con ayuda del vortex durante 15 min. Posteriormente los liposomas se dejaron 2 h en
reposo para que hincharan. Una vez pasadas las 2 h, la dispersién se filtr6 tres veces

a traveés de una membrana de policarbonato con un tamafo de poro de 100 nm.
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Este método se empleo para preparar:
e Liposomas flexibles cargados con diclofenaco. (empleando el tensoactivo
correspondiente: TWEEN® 80, SPAN® 60, colato de sodio).
e Liposomas flexibles placebos (empleando el tensoactivo correspondiente,
TWEEN® 80, SPAN® 60, Colato de Sodio).
e Liposomas convencionales cargados con diclofenaco (sin tensoactivo).

e Liposomas convencionales placebos (sin tensoactivo y sin diclofenaco).

En cualquier caso se respetaron las cantidades de los demas componentes.

CARACTERIZACION DE LIPOSOMAS OBTENIDOS
Determinacion del tamafio promedio de los liposomas

La distribucion de tamafio de la suspension de liposomas se determiné empleando un
Zetasizer (Malvern system, ZAN 3600, USA) con Angulo de 90° a 25°C, después de
haberlos pasado través de una membrana de 0.1 pum (Isopore®, Millipore, Bedford,
MA, USA), diluyendo la muestra con agua destilada. Cada medicion se realiz6 por

triplicado.

Potencial Z

Se determiné el potencial Z con ayuda de un Zetasizer® (Malvern system, ZAN 3600,
USA), considerando la viscosidad y la constante dieléctrica del agua, 150V de corriente
eléctrica, a una temperatura de 25°C y utilizando una celda de capilar doblado, el
medio de dispersion fue agua destilada.
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Eficiencia de encapsulamiento

Para determinar la tasa de encapsulamiento se utilizaron columnas de Sephadex®-G10
para retener el diclofenaco libre en la dispersion obtenida de liposomas. La dispersion
liposomal se hizo pasar a través de las columnas de Sephadex mediante
centrifugacion. Esta técnica se optimizé haciendo pruebas para determinar la velocidad
y el tiempo de centrifugacién, asi como el volumen necesario para que el farmaco libre
guedara retenido y se eluyeran solamente los liposomas cargados con el diclofenaco.
La optimizacion se realiz6 haciendo pasar una solucion del farmaco con una
concentracion de 1 mg/mL de farmaco. Cada prueba se analiz6 por espectrofotometria
UV a 265 nm para verificar que no presentara la sefial caracteristica del diclofenaco, lo
cual indicaria que el farmaco estaba siendo eluido, cuando lo que se buscaba es que

guedara retenido en la columna.

Elasticidad

La dispersiones de liposomas se hicieron pasar por un filtro de tamafio de poro de 50
nm (menor al tamafio de los liposomas flexibles recién elaborados) y se diluyd con
agua destilada, determinando el tamafio de las vesiculas, en un equipo Zetasizer®
(Malvern system, ZAN 3600, USA), por triplicado.

Determinacion de concentracion de diclofenaco en las suspensiones liposomales
(Farmaco libre y farmaco encapsulado)

Se tomaron muestras de las suspensiones de liposomas, se le afiadieron 3 mL de
etanol para disolver los liposomas, se llevaron a un volumen de 25 mL con solucién
amortiguadora de fosfatos pH=6.5. Se determind su concentracién empleando la curva

de calibracion de diclofenaco en solucion amortiguadora de fosfatos pH= 6.5.
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ESTUDIO DE LA CINETICA DE PERMEACION IN VITRO DE DICLOFENACO A
TRAVES DE PIEL ABDOMINAL HUMANA

El procedimiento que se siguio para llevar a cabo las permeaciones fue el siguiente:

1. Se utilizé piel abdominal humana a la cual se le quito el tejido graso con ayuda de
un escalpelo. Se cortaron porciones de piel con un grosor de 0.1 mm de la parte
externa de la piel utilizando el equipo Dermatoma (Zimmer® Electric Dermatome), la

piel obtenida era utilizada el mismo dia.

2. Posteriormente la piel abdominal humana se monté en celdas verticales tipo Franz
(Figura. 10). Se realizaron permeaciones para la solucion de diclofenaco en solucion
amortiguadora de fosfatos pH 6.5 y para la suspension de liposomas, ambas con un

contenido aproximado de 1 mg/mL de diclofenaco.

Compartimiento donador

1

\’ ; L
5 Membrana (piel) Muestreo
. .
— s e — -

Compartimiento L y agitacion
3
receptor i SBndatante
— . .

Figura 10. Celdas verticales tipo Franz empleadas en los estudios de permeacion.

Para el estudio, el compartimiento receptor consistié en una solucidon amortiguadora de
fosfatos pH 6.5, la cual se mantuvo a 37°C con agitaciobn constante. Durante la
permeacion se tomaron muestras de 1mL a los siguientes tiempos: 1, 2, 3,4,5,6,y 7
horas, reponiendo el volumen con medio de disolucion fresco. Las muestras tomadas a
cada tiempo, se analizaron en el espectrofotometro a 280 nm, utilizando como blanco
solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.5 que estuvo en contacto con piel y su

respectivo placebo, bajo las mismas condiciones que durante la permeacion.
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Se realizaron 4 pruebas de permeacion, una para cada formulacion de liposomas (ya
sean con Tween 80, SPAN 60, Colato de sodio o liposomas sin tensoactivo). Para
cada prueba de permeacion se montaron 5 celdas con la formulacion correspondiente y
1 celda con su placebo respectivo para ser usada como blanco durante las lecturas de

permeacion y extraccion.

METODO DE EXTRACCION DE DICLOFENACO RETENIDO EN LA PIEL

Una vez terminada la prueba de permeacion se retird la piel de cada una de las celdas,
eliminando el exceso de diclofenaco de la superficie con agua destilada. La piel fue
cortada en finas porciones, las cuales se colocaron en viales, agregando 5 mL etanol,
cada uno de los sistemas se mantuvo en agitacidon constante durante 48 h, y a
temperatura ambiente. Posteriormente se filtraron las soluciones (Millipore® 0.45 pum) y

se analizaron en el espectrofotometro a 282 nm.
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| RESULTADOS Y DISCUSION

DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DEL DICLOFENACO

Con la finalidad de saber si no se saturaria el medio receptor con el diclofenaco durante

las permeaciones y mantener condiciones sink se determind la solubilidad del

diclofenaco en solucion amortiguadora de fosfatos pH=6.5, encontrandose que tiene

una solubilidad de 1.24 mg/mL. Ver Anexo IX.

DETERMINACION DE LA LONGITUD DE ONDA DE MAXIMA ABSORCION

En la figura 11 se muestra el espectro de absorcién del diclofenaco en solucién

amortiguadora de fosfatos pH=6.5 y en la figura 12 de diclofenaco en solucion

amortiguadora de fosfatos pH=6.5 en contacto con piel abdominal humana. En estas

figuras se observa un maximo de absorcion a 280 y 275 nm, respectivamente.

Por otro lado, para las pruebas de extraccién se determiné que el diclofenaco en etanol

tiene un maximo de absorcion a 282 nm (figura 13).
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Figura 11. Espectro de absorcion de diclofenaco en solucion amortiguadora de fosfatos

pH= 6.5.
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Figura 12. Espectro de absorcion del diclofenaco en solucion amortiguadora de fosfatos

pH= 6.5 en contacto con piel humana durante 24 h.
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Figura 13. Espectro de absorcion del diclofenaco en etanol en contacto con piel

humana durante 48 h.
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CURVA DE CALIBRACION DE DICLOFENACO EN DIFERENTES MEDIOS

El objetivo principal de las curvas de calibracion empleadas es asegurar su fiabilidad y
la confianza de los datos obtenidos. Los parametros que se evaluaron para la
cuantificacion del diclofenaco fueron: linealidad, limite de cuantificacion experimental y

reproducibilidad.

CURVA DE CALIBRACION PARA CUANTIFICAR LA EFICIENCIA DE
ENCAPSULAMIENTO DEL DICLOFENACO

La técnica empleada para determinar la eficiencia de encapsulacion fue mediante la
interpolacion de la lectura de absorbancia en la curva de calibracion de diclofenaco en
solucién amortiguadora de fosfatos pH=6.5, de la solucién obtenida después de pasar
la suspension liposomal por la columna de Sephadex, los liposomas eluidos se
disolvieron con etanol y se diluyeron a un volumen de 25 mL con solucién

amortiguadora de fosfatos pH=6.5.

Se observa que la curva es lineal con un valor de coeficiente de determinacién mayor a
0.98 (Figura 14 y tabla 4). Los valores de coeficiente de variacion son menores al 2.5%.
En cuanto al limite de cuantificacion experimental se obtuvo de 0.5 ug/mL ya que no
modific6 el porcentaje de coeficiente de variacion mas alld del 2.5%. Datos

condensados en la tabla 4.
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Figura 14. Curva de calibracion de diclofenaco en solucion amortiguadora de fosfatos

pH=6.5

Tabla 4. Resultados de la curva de calibracion para cuantificar diclofenaco encapsulado

Linealidad Limite de Reproducibilidad
cuantificacion (%Coeficiente de

experimental variacion)

r’=0.99958 %C.V.:2.01 0.5 pg/mL 1.76
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CURVA DE CALIBRAC]ON PARA CUANTIFICAR DICLOFENACO EN UN MEDIO
BIOLOGICO (SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS pH=6.5 EN
CONTACTO CON PIEL ABDOMINAL HUMANA POR 24 h)

La cuantificacion de diclofenaco en la solucién receptora durante los estudios de
permeacion se realizG6 por espectrofotometria UV, mediante la interpolacién de las
lecturas obtenidas en cada muestreo en una curva de calibracion, a la cual se le

determinaron los parametros de linealidad y reproducibilidad.

Se obtuvo que la curva es lineal (figura 15) con un valor de r’= 0.99934 y al haber
obtenido un coeficiente de variacion menor al 15% como se indica en “Bioanalytical
Method Validation Guiadance for Industry” (F.D.A., 2001) el método cumple con el
parametro de linealidad, en la repeticién de la curva el método es repetible ya que su
porcentaje de coeficiente de variacion es menor del 15%. Datos condensados en la
tabla 5.
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Figura 15. Curva de calibracién de diclofenaco en solucion amortiguadora de fosfatos
pH=6.5 en contacto con piel humana, empleada para cuantificar el diclofenaco en el

medio receptor durante los estudios de permeacion.
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Tabla 5. Resultados de la curva de calibracion para cuantificar diclofenaco en el medio

receptor durante los estudios de permeacion.

r’=0.99934 % C.V.: 1.73 4.11 %

SELECTIVIDAD

Se compararon los barridos de las soluciones (i.e., diclofenaco en solucion
amortiguadora de fosfatos pH 6.5 y solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.5 en
contacto con piel), encontrandose que la longitud de onda de maxima absorcién no se
desplaza y ambos espectros presentan el mismo perfil por lo que el método se
considera selectivo en base a las consideraciones de la “Guidance for Industry.
Bioanalytical Method Validation, Food and Drug Administration, United States of

America 2001” (ver anexo X).

CARACTERIZACION DE LIPOSOMAS FLEXIBLES CARGADOS, LIPOSOMAS
CONVENCIONALES Y SUS PLACEBOS CORRESPONDIENTES.

Tamarfo

Se observo (ver figural6 y tabla 6) que los liposomas con tensoactivo (es decir los
liposomas flexibles) tienen un tamafo hasta un 85% menor que los liposomas sin
tensoactivo, dentro de estos los que tienen un tamafio mas pequefio son aquellos que
tienen en su formulacion Colato de sodio.

En comparacion con los placebos se observa que el farmaco (en este caso el
diclofenaco) tiene un impacto en el tamafio final de estos ya que contribuye a disminuir

el tamafo final de los liposomas ya sea con o sin tensoactivo.
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Tabla 6. Tamafio promedio de los liposomas (n=9). (c/d: Con diclofenaco, s/d: sin

diclofenaco)

Liposomas convencionales s/d 225.13 0.13 0.22
Liposomas convencionales c/d 146.01 0.03 0.10
Liposomas elasticos SPAN® 60 s/d 163.46 0.03 0.17
Liposomas elasticos SPAN® 60 c/d 147.29 0.01 0.35
Liposomas elasticos TWEEN® 80 s/d 163.93 0.06 0.15
Liposomas elasticos TWEEN® 80 c/d 144.64 0.05 0.16
Liposomas elasticos Colato s/d 119.60 0.02 0.12
Liposomas elasticos Colato c/d 133.06 0.02 0.14
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Figura 16. Gréfico de barras indicando el tamafio promedio de los liposomas
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A su vez se realizd un estudio de Dispersion de datos, Andlisis de varianza (ver Anexos
tabla 26 y 27) e intervalos de Tukey al 95% los cuales arrojaron los siguientes

resultados (ver figura 17 y 18):
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Figura. 17 Intervalos de Tukey para el tamafio de los liposomas
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Figura. 18 Gréfico de dispersion de datos para el tamafo de los liposomas
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En la figura 17 se corrobora estadisticamente que los liposomas que contienen
diclofenaco no presentan diferencias significativas de tamafio entre ellos, pero el lote
gue no tiene diclofenaco ni tensoactivo (TWEEN® 80, SPAN® 60 o Colato de Sodio)
presentan diferencia significativa comparandose con cualquier otro lote, de manera que
el farmaco y el tensoactivo si tienen impacto en el tamafio de los liposomas. A su vez
en la figura 18 se puede observar que este mismo lote presenta mayor dispersion

teniendo tamarnos que pueden ir desde 180 hasta 295 nm.

La uniformidad del tamafio de los liposomas con diclofenaco basada en el indice de
Polidispersién (IPD) muestra la siguiente tendencia (figura 19):
A
Liposomas convencionales
Liposomas elasticos Colato de sodio
Liposomas elasticos TWEEN® 80
Liposomas elasticos SPAN® 60

O >» O — < X O mMm — 2 C

Figura 19. Uniformidad del tamafio de los liposomas con diclofenaco

Por otro lado entre los placebos de liposomas elasticos y liposomas sin tensoactivo se
muestra la siguiente tendencia (figura 20):
A
Liposomas elasticos Colato de sodio
Liposomas elasticos TWEEN® 80
Liposomas elasticos SPAN® 60

Liposomas convencionales

O >» O —- < X O mTMm — 2 C

Figura 20. Uniformidad del tamafio de los liposomas sin diclofenaco
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Se observa que el efecto del tensoactivo es muy marcado en la uniformidad de tamafio
pero también nos arroja un resultado interesante al comparar los lotes de liposomas sin
tensoactivo con diclofenaco y su respectivo placebo (marcado en la figura. 20 como
Liposoma s/s s/f) reduciendo drasticamente su dispersion al incorporar al diclofenaco
en su formulacion, es decir, el farmaco contribuye a incrementar la uniformidad de
tamafio.

Potencial Z

El potencial Z se define como la diferencia de carga (generalmente expresada en mV)
entre dos particulas presentes en una dispersion (ver figura 21), en la formulacion de
liposomas es de suma importancia conocer este dato ya que esta relacionada con la
capacidad que tienen de mantenerse en suspension evitando su coalescencia en

funcion del tiempo.

Figura 21. Representacion del Potencial Z
Tras analizar los datos se observa en las (figuras 22 y 23 y en la tabla 7, que el

potencial Z de los liposomas a un pH de 6.5 depende de los tensoactivos y de la

presencia del farmaco.
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Tabla 7. Potencial Z de liposomas (s/d: sin diclofenaco, c/d: con diclofenaco)

Liposoma convencionales s/d -7.96 0.48
Liposomas convencionales c/d -17.8 5.77
Liposomas elasticos SPAN® 60 s/d -17.50 2.25
Liposomas elésticos SPAN® 60 c/d -23.34 3.53
Liposomas elasticos TWEEN® 80 s/d  -14.13 5.71
Liposomas elasticos TWEEN® 80 c/d -14.81 2.95
Liposomas elasticos Colato s/d -12.61 5.84
Liposomas elasticos Colato c/d -16.86 3.26
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Figura 22. Gréafico comparativo de Potencial Z de Liposomas en mili volts (mV), c/d:

diclofenaco, s/d: sin diclofenaco.
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Al realizar el analisis de varianza (ver Anexo tabla 28 y 29) con intervalos de Tukey
(figura 23), se observa que el potencial Z de los liposomas en suspension solo muestra
diferencia significativa entre los liposomas elasticos de SPAN 60 con los liposomas
elasticos de Tween 80, pero al comparar los lotes cargados con sus placebos
correspondientes se observa que la carga de repulsion la aporta en su mayor parte el
diclofenaco, ya que al pH impuesto de 6.5 se encuentra en su forma ionizada como se

muestra en la figura 25.
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Figura 23. Intervalos de confianza de Tukey del tamafio de los liposomas
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Elasticidad

La prueba de elasticidad se realiz6 al hacer pasar los liposomas por una membrana de

policarbonato con un tamafio de poro menor (50 nm) al de su tamafio original (> 100

nm).

Tabla 8. Tamafo inicial y final obtenidos en la prueba de elasticidad (s/d: sin

diclofenaco, c/d: con diclofenaco), *t critico de 4.30

T. inicial

T. final

%

%

Valor de “t”

Inicial  Final  conservaci6 pérdida estadistico*
n de tamafio tamafio
Liposomas convencionales s/d 225+ 128 + 0.22 0.15 57.01 42.99 2.97
0.13 0.11
Liposomas elasticos SPAN® 60 163.46+ 1445+ 0.17 0.02 88.4 11.6 4.37
s/d 0.03 3
Liposomas elasticos TWEEN® 163.93+ 125.56 0.15 0.21 76.59 23.41 7.84
80s/d 0.06 +1.36
Liposomas elasticos Colato 119.6 £ 78.6 £ 0.12 0.22 65.71 34.29 1.51
s/d 0.02 17.7
Liposomas elasticos TWEEN® 142.46+ 79.3 0.16 0.59 55.66 44.34 14.48
80 c/d 0.05 3.9
Liposomas elasticos Colato 133.33 94 + 0.14 047 70.5 29.5 5.72
c/d 0.02 4.87
Liposomas elasticos SPAN60 12566+ 1251+ 035 0.29 99.55 0.45 4.18
c/d 0.18 0.79
Liposomas convencionales c/d 151 + 115.76 0.1 0.38 76.74 23.26 4.72
0.03 +9.64
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En base a los datos obtenidos (ver tabla 8 y figura 18) se encontré que los liposomas
placebos presentan mayor elasticidad en el siguiente orden: SPAN 60 > Tween 80 >
Colato de sodio > sin farmaco. Mientras que los liposomas cargados con farmaco en
general presentan una mayor conservacion del tamafio con respecto a los liposomas
gue no contienen diclofenaco, lo que infiere que posiblemente el diclofenaco tenga una
actividad parecida al de un tensoactivo, la formulacion ideal para los liposomas de
diclofenaco fue en la que se incluyé SPAN 60 como tensoactivo ya que conservo un
99.54% de su tamafio tras pasarlos por una membrana de 50 nm de tamafio de poro.
En la figura 24 se muestra la comparacion del tamafio en un gréafico de barras antes y

después de la prueba de elasticidad.
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Figura 24. Comparacion de tamafo inicial (azul) y final (rojo) en la prueba de

elasticidad
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Solucién Amortiguadora
de fosfatos pH=6.5.
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Figura 25. lonizacion del diclofenaco al pH utilizado con solucién amortiguadora de

fosfatos pH=6.5.

DETERMINACIC')N DE LA CONCENTRACION DE DICLOFENACO EN LAS
SUSPENSIONES LIPOSOMALES (FARMACO LIBRE Y ENCAPSULADO)

Durante el proceso de elaboracion de los liposomas no todo el farmaco es encapsulado
y parte de este puede perderse. Se -cuantificO el farmaco contenido en las

suspensiones liposomales obteniendo los siguientes resultados ver tabla 9.

Tabla 9. Determinacion de concentracion de diclofenaco en las suspensiones

liposomales.
Liposomas Media (mg/mL) Desviacién estandar
Liposomas eldsticos 1.51 0.08
TWEEN® 80
Liposomas eldsticos 1.20 0.03

Colato de Sodio

Liposomas eldsticos 1.49 0.01
SPAN® 60
Liposomas elasticos 1.08 0.03

Sin tensoactivo
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EFICIENCIA DE ENCAPSULACION

Se demostré6 que al afiadir un tensoactivo el liposoma es capaz de retener mayor
cantidad de farmaco, ademas de que se ha encontrado que si el tensoactivo afadido
se encuentra por debajo de su Concentracion Micelar Critica (alrededor del 15% plv,
para los tres tensoactivos utilizados) la eficiencia de encapsulamiento aumenta
(Williams, 2012), ver tabla 10, en general se obtuvo el siguiente orden de eficiencia de
encapsulamiento: SPAN® 60 > Colato de Sodio > TWEEN® 80 >> sin tensoactivo

Tabla 10. Eficiencia de encapsulamiento.

Tween 80 1.048 1.512 69.28 0.04
Colato de Sodio 0.845 1.206 70.095 0.01
SPAN 60 1.480 1.496 98.890 0.02
Sin tensoactivo 0.304 1.088 28.00 0.02
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DETERMINACION DEL TIEMPO DE EXTRACCION

Se determiné el porcentaje de recobro de las muestras utilizadas para la prueba
encontrandose que a las 48 h de agitacion en etanol se recobra poco mas del 90% del
diclofenaco agregado (ver figura 26), mientras que a las 24 h de agitacion solo se

obtiene un 59.91%, por lo que el tiempo de extraccidbn empleado fue el de 48 h.

100.00%
90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

Porcentaje de Recobro

Tiempo de agitacién en etanol
m24h m48h

Figura 26. Porcentaje de recobro a dos tiempos distintos (24 y 48 h).
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CINETICA DE PERMEACION

Se realizaron 4 permeaciones in vitro con piel abdominal humana, una para cada
formulacién, colocando 1 mL de la formulacién en cada celda bajo condiciones no
oclusivas. Para cada experimento (n=5) se emplearon las mismas celdas de Franz
modificadas, asi como el mismo corte de piel (0.1 mm de grosor) para asi disminuir la
variacion de los datos. El diclofenaco se cuantificO cada hora durante 7 horas
continuas, realizando la cuantificacion inmediatamente después de que se tomara la
muestra, ajustando a cero el equipo con el blanco (celda con el placebo). En la figura
26 se observa la cinética de permeacion del diclofenaco formulado en liposomas
elasticos (TWEEN® 80, SPAN® 60 y Colato) y convencionales.

Se graficaron los datos de cantidad de diclofenaco permeada por unidad de area de
piel expuesta a la formulaciéon (ug/cm®) en funcién del tiempo (h), para determinar la

influencia del tipo de tensoactivo sobre el transporte del farmaco a través de la piel.

En la figura 27 se pueden observar que el proceso de permeacion de los liposomas es
bifasico, por lo que se tienen dos pendientes y por tanto, dos flujos, el primero
corresponde a las cuatro primeras horas, mientras que el segundo es de la cuarta a la

séptima hora.
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Figura 27. Cinética de permeacion de liposomas con diclofenaco




En la Tabla 11 se muestran los parametros obtenidos de la cinética de permeacion:
flujo de ambos intervalos, tiempo de latencia y los microgramos de farmaco retenidos

en la piel al final de la permeacion.

Tabla 11. Parametros de cinética de permeacion

Tipo de liposoma Flujol1(1a4h) Flujo2 (4a7h) Tiempode Q max. ug retenidos
(ng/cm?)/h (ng/cm?)/h latencia (h) (ug) en piel

Liposomas elasticos 43,11 £ 8,15 36,99+ 12,51 0.27+0.22 747,52 + 9,25+1,3

TWEEN® 80 88,01

Liposomas elasticos 24,64 +7,76 20,86 + 4,64 655,76 4,47 +0,45

SPAN® 60 41,1

Liposomas elasticos 38,95 + 8,02 14,95 +4,24 0.02+0.02 586,75 3,09+0,45

Colato 51,73

Liposomas 32,39 + 24,53 45,85 +27,76 0.90+0.05 788,33 * 3,54 +£0,46

convencionales 236,6

Al analizar los datos estadisticamente no se encontraron diferencias para el primer flujo
entre los tensoactivos empleados y los liposomas convencionales (F= 1.88 y F.=3.28),
por lo que la velocidad a la cual el diclofenaco pasa a través de la piel en ese primer
lapso de tiempo, no se ve afectada por la presencia de los tensoactivos. Por otro lado,
después de las cuatro horas, se observa una reduccién en el flujo para todas las
formulaciones con excepcion de los liposomas convencionales existiendo diferencias
significativas entre los tensoactivos empleados (F= 4.47 y un F.=3.28). De cualquier
modo, el TWEEN® 80 muestra flujos promedio superiores a los encontrados con las
otras formulaciones, debido a que su estructura es muy similar a la del acido oleico, el
cual se ha demostrado que al tener una insaturacion cis en la posicion 9:10 (igual a la
del TWEEN® 80), efectia un anclaje asimétrico en la membrana lipidica de las células
favoreciendo el flujo en las primeras capas (Ganem et al.,, 1997), pero a su vez



promueve la retencién de diclofenaco en la piel, de modo que la naturaleza del
tensoactivo y su estructura impactan sobre la permeacion transdérmica del diclofenaco.
En cuanto al tiempo de latencia el cual se expresa como el tiempo que tarda el farmaco
en llegar al compartimento receptor y que se establezca un gradiente de difusion, se
observa la siguiente tendencia: Liposomas con SPAN® 60 < Colato < TWEEN® 80 <
Convencionales. Las diferencias en los tiempos de latencia se pueden deber a que los
tensoactivos utilizados son también promotores de absorcién. EI SPAN 60, es un éster
de sorbitdn, se ha reportado que actla desordenando los fosfolipidos de la membrana
y la queratina (Majella, 2013) por lo que promueve el paso de farmacos a través de la

piel, en este caso del diclofenaco de manera inmediata.

El Tween 80 como ya se ha mencionado, tiene un mecanismo de accién como
promotor parecido al del acido oleico debido a la insaturacién de tipo cis en la posicion
9:10. El colato de sodio al ser un acido biliar con naturaleza lipidica se intercala entre
los lipidos intercelulares aumentando la fluidez de la membrana de las células,
promoviendo el paso a un menor ritmo por su accién sobre la regién lipidica de las
células y la similitud al colesterol que contiene la membrana lipidica de las células del

estrato corneo (Ganem, et al., 1997).

En comparacion a los demas tensoactivos los liposomas convencionales, es decir a los
gue no se les adiciond ningun surfactante, muestran un tiempo de latencia mayor (ver
tabla 11), pues los liposomas al no ser capaces de permear intactos, tarda en

establecerse un gradiente de concentracion con el farmaco libre de la formulacion.
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RETENCION DE DICLOFENACO EN PIEL

Los tensoactivos al actuar como promotores de permeacién transdérmica, dependiendo
de su naturaleza pueden promover que el farmaco contenido en los liposomas elasticos
se retengan con mayor facilidad en la piel (Majella, 2013), esto se debe a que los
tensoactivos suelen aumentar la fluidez de la membrana de las células facilitando su
paso en los estrato superiores (estrato cérneo, licido y granuloso), pero a medida que
el tensoactivo se incorpora con las células al llegar a las estratos inferiores el
tensoactivo ya no es suficiente por lo que permanece retenido a lo largo del tejido,
debido al coeficiente de particibn que presenta el diclofenaco (LogP=4.5), en gran
medida esto se ve afectado por el tamafio y la forma de los surfactantes que al
provocar la disminucion del flujo del farmaco promueve la retencion de este en los

subsecuentes estratos de la piel.

Debido a estas interacciones se encontré que el TWEEN® 80 es el tensoactivo que
favorece en mayor grado la penetracion del farmaco en la piel (es por ello que se
encuentra la mas alta cantidad de diclofenaco en relacién a los otros tensoactivos y a

los liposomas convencionales) y por tanto, presenta el flujo mas elevado.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron liposomas convencionales (no elasticos) y elasticos, encontrando que
tanto la presencia del diclofenaco (empleado como farmaco modelo) como el tipo de
surfactante, influyen en las propiedades fisicoquimicas de los liposomas y en sus

caracteristicas de permeabilidad a través de la piel.

En cuanto a las propiedades fisicoquimicas de los liposomas se encontrd lo siguiente:

0] La inclusion de un tensoactivo impactd de manera importante la tasa de
encapsulacion de diclofenaco en los liposomas, obteniendo un porcentaje de
28 % sin surfactante, mientras que con TWEEN® 80 y colato de sodio este
se incrementé al 70 % y con SPAN® 60 hasta casi un 99 %.

(i)  La presencia de diclofenaco redujo de manera importante tanto el tamafio de
las vesiculas como la dispersion de los datos.

(i)  Los tres tensoactivos evaluados contribuyeron a la conservacion del tamafio
de los liposomas al ser extruidos a través de una membrana de 0.05 um,
aunque sin duda el SPAN® 60 fue el tensoactivo que mejor funciond, lo que
se traduce en un incremento importante en la elasticidad de los liposomas.

(iv) Aungue en todos los casos, la inclusion de diclofenaco en los liposomas
incrementd el potencial Z en relacion a los liposomas placebo, el uso de
SPAN® 60 di6 como resultado un valor aian mayor, por lo que puede
deducirse que este tensoactivo en combinacion con el farmaco, contribuyen a

la estabilidad fisica de los liposomas.
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En cuanto al impacto de los surfactantes en las caracteristicas de permeabilidad los

resultados arrojan la siguiente informacion:

(i) Se obtuvieron perfiles de permeaciéon con dos flujos, no encontrando
diferencias estadisticas entre las formulaciones evaluadas hasta las 4 h. Para
tiempos mas prolongados, los liposomas convencionales (i.e., sin
tensoactivo) presentaron la velocidad de transporte mas alta, asi como la
mayor cantidad total permeada, aunque la dispersion de los datos en este
caso es muy amplia, por lo que la inclusion de un tensoactivo reduce
considerablemente la dispersion de los parametros determinados.

(i) La inclusion de un tensoactivo a la formulacion disminuyé el tiempo de
latencia considerablemente, siendo el mas efectivo el SPAN® 60 con el cual
se hizo practicamente cero.

(i)  En cuanto a la cantidad de farmaco retenido en piel al final de la permeacion,
esta es practicamente el doble para el TWEEN® 80 respecto al resto de las

formulaciones.
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| ANEXOS

Anexo |. Propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas del Diclofenaco (PLM
movil, 2013)

Cl

NH
Cl OH

Figura 28. Estructura molecular del diclofenaco.

Descripcién: Cristales finos o polvo blanco, inodoro, incoloro, estable ante la luz y la

humedad.
Solubilidad: en agua fria y solventes organicos como etanol y metanol.

Uso: Antiinflamatorio no esteroideo usado en tratamiento de dolores musculares y
artritis reumatoide.
DLso= 53 mg/kg

En caso de contacto causa irritacion de mucosas

RECOMENDACIONES SOBRE ALMACENAMIENTO: Consérvese a temperatura

ambiente a no mas de 25°C.
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ALTERACIONES EN LOS RESULTADOS DE PRUEBAS DE LABORATORIO: No se

han reportado a la fecha.

CONTRAINDICACIONES:

* Hipersensibilidad al diclofenaco

» Hipersensibilidad al acido acetilsalicilico u otros antiinflamatorios no esteroideos
(AINES).

* Pacientes en los que los ataques de asma, urticaria o rinitis aguda se ven

precipitados por el acido acetilsalicilico u otro antiinflamatorio no esteroideo.

REACCIONES SECUNDARIAS Y ADVERSAS: Entre los efectos adversos se pueden
mencionar reacciones cutaneas en el sitio de aplicacion. En raras ocasiones pueden

ocurrir reacciones alérgicas.
Alteraciones de piel y tejido subcutaneo:

Comunes (> 1/100, < 1/10): dermatitis de contacto (por ejemplo, rash localizado,

prurito, eritema, edema o papulas).

Raros (> 1/10,000, 1/1,000): dermatitis bulbosa.

Muy raros (> 1/10,000): alergias de la piel generalizadas, urticaria, angioedema,

reacciones de fotosensibilidad).
Alteraciones respiratorias, toracicas y mediastinales:

Muy raros (> 1/10,000): broncoespasmo.
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RESTRICCIONES DE USO DURANTE EL EMBARAZO Y LA LACTANCIA: No debe
ser aplicado por un periodo prolongado. Durante el dltimo trimestre de embarazo el uso
de diclofenaco u otros inhibidores de la sintetasa de prostaglandinas puede resultar en

el cierre prematuro del ductus arteriosus o inercia uterina.
FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA:
Farmacocinética:

Es un inhibidor de la ciclooxigenasa y su potencia es mayor que el de la indometacina,
naproxeno y otros medicamentos por via oral; ademas, disminuye las concentraciones
intracelulares del acido araquidénico en leucocitos. Después de ingerido
DICLOFENACO se absorbe en forma rapida y completa por el tracto gastrointestinal y
su concentracion maxima se obtiene de 2 a 3 horas cuando se administra junto con los
alimentos, altera su absorcion, pero no modifica su efectividad.Se liga ampliamente a
proteinas plasmaticas en 99%, su vida media en plasma es de 1 a 2 horas previa
ingesta oral.

Por lo que su efecto terapéutico es mayor que su vida media plasmatica.

Metabolismo: La biotransformaciéon del diclofenaco involucra parcialmente la
glucoronidacién de la molécula intacta, pero especialmente hidroxilaciones simples y
multiples lo que resulta en abundantes metabolitos fendlicos, muchos de los cuales son

convertidos a glucorénidos conjugados.

Dos de los metabolitos fendlicos son biol6gicamente activos, aunque en mucho menor

grado que el diclofenaco.

Eliminacion: La aclaracion sistémica total del diclofenaco a partir del plasma es de 263
+ 56 ml/min. La vida media plasmatica terminal es de 1-2 horas. Cuatro de los
metabolitos, incluyendo los dos metabolitos activos, también tiene una vida media
plasmatica corta de 1-3 horas. Un metabolito el 3'-hidroxi-4'metoxi-diclofenaco, tiene
una vida media mas larga pero es virtualmente inactivo. El diclofenaco y sus

metabolitos son excretados principalmente en la orina.
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Caracteristicas en los pacientes: No se espera una acumulacion de diclofenaco o sus
metabolitos en pacientes con falla renal. En pacientes con hepatitis cronica o con
cirrosis no descompensada la cinética y el metabolismo del diclofenaco o sus
metabolitos es el mismo que en pacientes sin enfermedad hepética.

Farmacodinamia: Productos topicos para las articulaciones y el dolor muscular.
Preparaciones antiinflamatorias no esteroideas para uso tépico.

El diclofenaco es un antiinflamatorio no esteroideo con amplias propiedades
analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas. Su mecanismo de accion primordial es la

inhibicién de la sintesis de prostaglandinas.

INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS Y DE OTRO GENERO: Debido a que la
absorcién sistémica del diclofenaco a partir de la aplicacion tdpica es muy baja, son

muy poco probables las interacciones.
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Anexo Il. Curvas de Calibracion de diclofenaco en solucion

amortiguadora de fosfatos pH 6.5

Tabla 12. Datos de Curva de calibracién en solucién amortiguadora de fosfatos

Sistema [ug/mL] A A/C
1 5.02 0.1526 0.0304
2 10.04 0.2941 0.0293
3 20.08 0.6228 0.0310
4 30.12 0.9162 0.0304
5 40.16 1.224 0.0305
6 50.2 1.5624 0.0311
1 5.02 0.1527 0.0304
2 10.04 0.2938 0.0292
3 20.08 0.6224 0.0309
4 30.12 0.9166 0.0304
5 40.16 1.2242 0.0304
6 50.2 1.5628 0.0311
1 5.02 0.1527 0.0304
2 10.04 0.2939 0.0292
3 20.08 0.6223 0.0309
4 30.12 0.9155 0.0303
5 40.16 1.2244 0.0304
6 50.2 1.5624 0.0311

Tabla 13. Parametros de la curva de calibracion

Parametros

Media 0.0304
Des.std 0.0006
cv 2.019384874
r2 0.9995

en solucion amortiguadora de fosfatos
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Figura 29. Curva de calibracion Diclofenaco en solucion amortiguadora de fosfatos

pH=6.5
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Curvas de Calibracion de diclofenaco en solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.5
para Reproducibilidad
Tabla 14. Datos de curva de diclofenaco para reproducibilidad

Concentracién | A A/C Dev std Media %CV
5 0.1671 0.0334 0.0004 0.0331 1.4106
5 0.1672 0.0334
5 0.1631 0.0326
10 0.3154 0.0315 0.0006 0.0322 1.8803
10 0.3259 0.0325
10 0.3259 0.0325
20 0.6325 0.0316 0.0002 0.0317 0.7775
20 0.6307 0.0315
20 0.64 0.0320
30 0.9651 0.0321 0.0001 0.0320 0.3383
30 0.9643 0.0321
30 0.9591 0.0319
40 1.3027 0.0325 0.0005 0.0325 1.7252
40 1.3035 0.0325
40 1.3039 0.0325
50 1.6139 0.0322 0.0003 0.0322 1.1524
50 1.6326 0.0326
50 1.5954 0.0319

Tabla. 15 Datos de reproducibilidad de la curva de calibracion de diclofenaco en

solucion amortiguadora de fosfatos pH=6.5.

Pardmetros

Media 0.0323
Des STD 0.0005
%CV 1.7043
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Figura 30. Curva de calibracién de diclofenaco en fosfatos para reproducibilidad.
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Limite de cuantificacion experimental para la Curva

solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.5.

Tabla 16. Datos de limite de cuantificacién inferior

de Calibracion de diclofenaco en

Sistema [ug/mL] A A/C
1 5.02 0.1526 0.0303
2 10.04 0.2941 0.0292
3 20.08 0.6228 0.0310
4 30.12 0.9159 0.0304
5 40.16 1.224 0.0304
6 50.2 1.5624 0.0311
1 5.02 0.1527 0.0304
2 10.04 0.2938 0.0292
3 20.08 0.6224 0.0309
4 30.12 0.9166 0.0304
5 40.16 1.2242 0.0304
6 50.2 1.5628 0.0311
1 5.02 0.1527 0.0304
2 10.04 0.2939 0.0292
3 20.08 0.6223 0.0309
4 30.12 0.9163 0.0304
5 40.16 1.2244 0.0304
6 50.2 1.5624 0.0311
5.1 2.008 0.0617 0.0307
5.2 2.008 0.0616 0.0306
53 2.008 0.0626 0.0311

Tabla 17. Datos para limite

diclofenaco en solucién amortiguadora de fosfatos pH=6.5.

de cuantificacién inferior de la curva

Pardmetros

Promedio 0.0305
Desviacion 0.0005
%CV 1.9394

de calibracién de
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Figura 31. Limite de cuantificacion inferior experimental para la curva de calibracion de

diclofenaco en solucién amortiguadora de fosfatos pH=6.5.
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Curvas de Calibracion de diclofenaco en solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.5 en
contacto con piel abdominal humana por 24 h
Tabla 18. Datos de la curva de calibracion en solucion amortiguadora de fosfatos en
contacto con piel abdominal humana por 24 h.

Sistemas [ug/mL] A A/C
1 4.16 0.1338 0.0321
2 8.32 0.2529 0.0303
3 12.48 0.391 0.0313
4 16.64 0.5186 0.0311
5 20.8 0.6496 0.0312
6 24.96 0.8016 0.0321
7 29.12 0.9506 0.0326
8 33.28 1.0746 0.0322
9 37.44 1.1954 0.0319
10 41.6 1.326 0.0318
1 4.16 0.1295 0.0311
2 8.32 0.2627 0.0315
3 12.48 0.3906 0.0312
4 16.64 0.5264 0.0316
5 20.8 0.6709 0.0322
6 24.96 0.8171 0.0327
7 29.12 0.9241 0.0317
8 33.28 1.0726 0.0322
9 37.44 1.2264 0.0327
10 41.6 1.3533 0.0325
1 4.16 0.1306 0.0313
2 8.32 0.2626 0.0315
3 12.48 0.3959 0.0317
4 16.64 0.5165 0.0310
5 20.8 0.6644 0.0319
6 24.96 0.804 0.0322
7 29.12 0.9449 0.0324
8 33.28 1.0498 0.0315
9 37.44 1.2042 0.0321
10 41.6 1.3474 0.0323
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Tabla 19. Datos de validacion curva de calibracion en solucidbn amortiguadora de

fosfatos en contacto con piel abdominal humana por 24 h.

Pardmetros

Media 0.0318
Dev Std 0.0005
%CV 1.7985

1.2 -

0.8 -

Absorbancia

06 1 y =0.032x - 0.010

R*=0.999
0.4 -

0.2 -

O T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracién pg/mL

Figura 32. Curva de calibracion de diclofenaco en solucién amortiguadora de fosfatos

pH 6.5 en contacto con piel humana abdominal por 24 h.

83



Limite de cuantificacion experimental para la Curva de Calibracion de diclofenaco en
solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.5 para reproducibilidad

Tabla 20. Datos de Reproducibilidad de la curva de calibracion de diclofenaco en
solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.5 en contacto con piel humana abdominal por
24 h

Sistemas | [ug/mL] | A A/C 6 24.96 | 0.8458 | 0.0338
1 4.16 | 0.1521 | 0.0365 7 29.12 | 0.9848 | 0.0338
2 8.32 | 0.2779 | 0.0334 8 33.28 | 1.1154 | 0.0335
3 12.48 | 0.4223 | 0.0338 9 37.44 | 1.2287 | 0.0328
4 16.64 | 0.5653 | 0.0339 10 41.6 | 1.3818 | 0.0332
5 20.8 | 0.6836 | 0.0328 1 4.16 | 0.1524 | 0.0366
6 24.96 | 0.8361 | 0.0334 2 8.32 | 0.3225 | 0.0387
7 29.12 | 0.9542 | 0.0327 3 12.48 | 0.4106 | 0.0329
8 33.28 | 1.0958 | 0.0329 4 16.64 | 0.5557 | 0.0333
9 37.44 | 1.2671 | 0.0338 5 20.8 | 0.6677 | 0.0321

10 41.6 | 1.3624 | 0.0327 6 24.96 | 0.8399 | 0.0336
1 4.16 | 0.1383 | 0.0332 7 29.12 | 0.9582 | 0.0329
2 8.32 | 0.2952 | 0.0354 8 33.28 1.097 | 0.0329
3 12.48 | 0.4149 | 0.0332 9 37.44 | 1.2381 | 0.0330
4 16.64 | 0.5692 | 0.0342 10 41.6 | 1.3711 | 0.0329
5 20.8 | 0.6961 | 0.0334

Tabla 21. Parametros de reproducibilidad de la curva de calibracion de
diclofenaco en solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.5 en contacto con piel

humana abdominal por 24 h

Parametros

Media 0.0337
Dev Std 0.0013
%CV 4.1186
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Figura 33. Curva de calibracién de diclofenaco en solucion amortiguadora de
fosfatos pH=6.5 en contacto con piel humana abdominal por 24 hrs

reproducibilidad
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Datos de Determinacion de tiempo en etanol para recobro de diclofenaco de piel

humana abdominal.

Tabla 22. Datos del recobro de diclofenaco en piel abdominal humana tras 24 h

de agitacion en etanol.

Recobro en etanol por 24hrs Cantidad de diclofenaco
adicionada en piel (255.6pg)
ug /mL A pg de %RECOBRO
diclofenaco
STD 12.78 0.5286
M1 7.5359 0.3117 150.7198 58.9670
M2 7.7100 0.3189 154.2013 60.3291
M3 7.7245 0.3195 154.4914 60.4426
Promedio 59.9129

Tabla 23. Datos del recobro de diclofenaco en piel abdominal humana tras 48 h

de agitacion en etanol.

Recobro en etanol por 48 hrs

Cantidad de diclofenaco

adicionada en piel

(210.4pg)
pg /mL A ug de %RECOBRO

diclofenaco

STD 10.44 0.8003 2104 | -

M1 9.8908 0.7582 197.8160 94.0190

M2 9.4629 0.7254 189.2584 89.9517

M3 9.4707 0.726 189.4149 90.0261
Promedio 91.3322
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Anexo lll. Datos de tamafo de liposomas

Tabla 24. Datos de caracterizacion de tamafio liposomas

Muestra Tamano Ipd Media (nm) Des. STD
(nm) (nm)

Liposoma s/s s/f 210.9 0.25 225.1333 0.1396
176.3 0.07
288.2 0.345

Placebo SPAN 60 172.7 0.21 163.4666 0.0326
157.5 0.161
160.2 0.148

Placebo Tween 80 180.9 0.24 163.9333 0.0697
155.8 0.124
155.1 0.115

Placebo Colato 119.9 0.156 119.6 0.0270
118.6 0.102
120.3 0.13

Transfersoma T80 c/f 134.4 0.115 144.6444 0.0591
162.5 0.259
130.5 0.155
140.4 0.11
136.9 0.096
197.1 0.255
132.4 0.141
133.3 0.15
134.3 0.166
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Transfersoma de Colato c/f 130.6 0.164 133.0666 0.0285
135.6 0.192
133.8 0.131
134.3 0.114
136 0.11
132.1 0.175
130 0.137
133.7 0.17
131.5 0.137
Transfersoma de SPAN 60 c/f 214 0.243 147.29 0.1867
137.9 0.124
136.6 0.179
139.2 0.428
136.6 0.359
101.2 0.423
117.6 0.508
124.2 0.58
165.8 0.1
199.8 0.616
Liposoma c/f 153.6 0.091 146.0111 0.0385
155.3 0.027
153.4 0.093
149.5 0.115
151.5 0.137
151.5 0.167
134.6 0.126
136.2 0.118
128.5 0.102
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Anexo IV. Datos de potencial Z de los liposomas

Tabla 25. Datos de la caracterizacion del Potencial Z de los liposomas

Muestra Potencial Z Media Des. -20.7
mV STD -17.5
Liposoma s/s s/f -7.62 - 0.4864 -19.6
-8.52 7.9633 -18.7
-7.75 -10.3
Placebo SPAN 60 -19.8 -17.5 2.2516 -18
-15.3 Transfersoma de SPAN -20.2 -23.34 | 3.5381
-17.4 60 c/f -21.8
Placebo Tween 80 -20.4 - 5.7178 -22
-12.8 14.133 -19.7
-9.2 3 -19.5
Placebo Colato -10.6 - 5.8421 -27.5
-19.2 12.616 -22.9
-8.05 6 -26.3
Transfersoma T80 c¢/f -19.5 - 2.9556 -23.5
-12.4 14.811 -30
-12.9 1 Liposoma c/f -11.4 -17.8 5.7716
-15 -13.2
-13.1 -10.7
-19.4 -19.8
-15.5 24
14.4 27.2
-11.1 -18.9
Transfersoma de Colato -13.2 - 3.2672 -14.2
c/f -16 16.866 -20.8
-17.8 6
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Andlisis estadistico del tamafio por medio de STATGRAPHICS

Comparacion de Varias Muestras
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Figura 34. Grafico de dispersion de datos de tamafio



Tabla 26. Analisis de la Varianza del Tamafo de liposomas

Tabla ANOVA

Anédlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 24480,5 7 3497,21 7,63 00,0000
Intra grupos 18335,8 40 458,395

Total (Corr.) 42816,3 47

Medias y95,0 Parcentges Intenvaos HSD de Tukey
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Figura 35. Grafico de comparacion de medias de tamafio con Intervalos de

Tukey.



Tabla 27. Datos de Comparacion de muestras multiples con intervalos de tukey

del tamano.

Contraste Mualtiple de Rango

Método: 95,0 porcentaje LSD

Frec. Media
Placebo Colato 3 119,6
Transfersoma Co9 133,067
Transfersoma SP9 139,878
Transfersoma T89 144,044
Liposoma cf 9 146,011
Placebo_SPAN6O 3 163,467
Placebo Tween803 163,933
Liposoma ss sf3 225,133
Contraste
Placebo Colato - Transfersoma Colat
Placebo Colato - Transfersoma T80 c
Placebo Colato - Liposoma cf

Placebo Colato - Transfersoma SPANG6
Placebo Colato - Placebo SPAN6GO
Placebo Colato - Placebo Tween80
Placebo Colato - Liposoma ss _sf

Transfersoma Colat - Transfersoma T80 c

Transfersoma Colat
Transfersoma Colat
Transfersoma Colat
Transfersoma Colat
Transfersoma Colat
Transfersoma T80 c
Transfersoma T80 c
Transfersoma T80 c
Transfersoma T80 c
Transfersoma T80 c

Liposoma cf
Transfersoma SPANG6
Placebo SPAN60
Placebo Tween80
Liposoma ss _sf
Liposoma cf
Transfersoma SPAN6
Placebo SPANGO
Placebo Tween80
Liposoma ss _sf

Liposoma cf - Transfersoma SPANG6
Liposoma cf - Placebo SPAN60
Liposoma cf - Placebo Tween80
Liposoma cf - Liposoma ss _sf
Transfersoma SPAN6 - Placebo SPANG6O
Transfersoma SPAN6 - Placebo Tween80
Transfersoma SPAN6 - Liposoma ss _sf

Placebo_SPANEO - Placebo_TweeH8O
Placebo SPAN60O - Liposoma ss _sf
Placebo Tween80 - Liposoma ss _sf

* indica una diferencia significativa.

*-44,3333
*-105,533
-11,5778
-12,9444
-6,81111
*-30,4
*-30,8667
*-92,0667
-1,36667
4,76667
-18,8222
-19,2889
*-80,4889
6,13333
-17,4556
-17,9222
*-79,1222
-23,5889
-24,0556
*-85,2556
-0,466667
*-61,6667
*-61,2
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Figura 36. Grafico de Analisis de medias del tamario.
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Figura 37. Gréfico del Potencial Z de los liposomas



Tabla 28. ANOVA de Potencial Z

Tabla ANOVA

Anédlisis de la Varianza

Cociente-F

Entre grupos

Intra grupos

Total (Corr.)
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Figura 38. Intervalos de comparacion de Tukey del Potencial Z
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Tabla 29. Datos de Comparacion de muestras multiples Intervalos de Tukey para

Potencial Z
Contraste Multiple de Rango

Método: 95,0 porcentaje LSD

Frec. Media Grupos homogéneos
Transfersoma delO -23,34 X
Liposoma c_f 9 -17,8 X
Placebo SPAN 603 -17,5 X
Transfersoma de9 -16,8667 X
Transfersoma T89 -14,8111 X
Placebo Tween 83 -14,1333 XX
Placebo Colato 3 -12,6167 XX
Liposoma s_s s3 -7,96333 X
Contraste Diferencias +/- Limites
Liposoma ¢ f - Liposoma s s s f *-9,83667 5,4779
Liposoma c_f - Placebo Colato -5,18333 5,4779
Liposoma c_f - Placebo SPAN 60 -0,3 5,4779
Liposoma ¢ f - Placebo Tween 80 -3,660667 5,4779
Liposoma ¢ f - Transfersoma de Co -0,933333 3,87346
Liposoma c_f - Transfersoma de SP *5,54 3,77538
Liposoma c_f - Transfersoma T80 c -2,98889 3,87346
Liposoma s s s f - Placebo Colato 4,65333 6,70903
Liposoma s s s f - Placebo SPAN 60 *9,53667 6,70903
Liposoma s_s s_f - Placebo Tween 80 6,17 6,70903
Liposoma s s s_f - Transfersoma de Co *8,90333 5,4779
Liposoma s s s_f - Transfersoma de SP *15,3767 5,40899
Liposoma s_s s_f - Transfersoma T80 c *6,84778 5,4779
Placebo Colato - Placebo SPAN 60 4,88333 6,70903
Placebo Colato - Placebo Tween 80 1,51667 6,70903
Placebo Colato - Transfersoma de Co 4,25 5,4779
Placebo Colato - Transfersoma de SP *10,7233 5,40899
Placebo Colato - Transfersoma T80 c 2,19444 5,4779
Placebo SPAN 60 - Placebo Tween 80 -3,36667 6,70903
Placebo SPAN 60 - Transfersoma de Co -0,633333 5,4779
Placebo SPAN 60 - Transfersoma de SP *5,84 5,40899
Placebo SPAN 60 - Transfersoma T80 c -2,68889 5,4779
Placebo Tween 80 - Transfersoma de Co 2,73333 5,4779
Placebo Tween 80 - Transfersoma de SP *9,20667 5,40899
Placebo Tween 80 - Transfersoma T80 c 0,677778 5,4779
Transfersoma de Co - Transfersoma de SP *6,47333 3,77538
Transfersoma de Co - Transfersoma T80 c -2,05556 3,87346
Transfersoma de SP - Transfersoma T80 c *-8,52889 3,77538

* indica una diferencia significativa.
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Anexo V. Datos de Elasticidad de Liposomas

Tabla 30. Datos de elasticidad de liposomas

Promedios
Lote T. inicial T. final % conservacion | % pérdida
de tamafio tamafio

S/SS/F 225 128 57.0180 42.9819
Placebo SPAN® 60 163.4666 144.5 88.3972 11.6027
Placebo TWEEN® 80 163.9333 | 125.5666 76.5961 23.4038
Placebo Colato 119.6 78.6 65.7190 34.2809
TWEEN® 80 142.4666 79.3 55.6621 44.3378
Colato 133.3333 94 70.5000 29.4999
SPAN® 60 125.6666 125.1 99.5491 0.4508
Sin surfactante 151 115.7666 76.7513 23.2486
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Anexo VI. Eficiencia de encapsulacion de diclofenaco en Liposomas

Tabla 31. Datos de eficiencia de encapsulamiento de liposomas

Cuantificacién de total de suspensién de liposomas cargados para

Permeacién
Componente | Volumen | A mg/mL Promedio
(mL)

TWEEN® 80 200 | 0.2638 1.1036 1.0482
0.2411 1.0124
0.2451 1.0285

Colato 100 | 0.0969 0.8657 0.8453
0.0933 0.8368
0.0929 0.8336

SPAN® 60 100 | 0.1764 1.5048 1.4801
0.1727 1.4750
0.1709 1.4606

S/S 200 | 0.0605 0.2865 0.3049
0.0622 0.2934
0.0725 0.3348




Cuantificacion de suspension de liposomas

Tabla 32. Datos de cuantificacion de suspension de liposomas

Cuantificacion de diclofenaco en liposomas completo

Lote Absorbancia | Concentracio
evaluado n
mcg/mL mcg/mL mg/mL Media
TWEEN® 80 0.1772 6.0450 | 1511.2540 1.5112 1.5128
0.1757 5.9967 | 1499.1961 1.4991
0.1793 6.1125 1528.1350 1.5281
Colato 0.1437 49678 | 1241.9614 1.2419 1.2060
0.1373 47620 | 1190.5144 1.1905
0.1367 4.7427 | 1185.6913 1.1856
SPAN® 60 0.1799 6.1318 | 1532.9581 1.5329 1.4967
0.1778 6.0643 1516.0771 1.5160
0.1685 5.7652 1441.3183 1.4413
S/S 0.1235 4.3183 1079.5819 1.0795 1.0889
0.1245 4.3504 | 1087.6205 1.0876
0.126 4.3987 | 1099.6784 1.0996

98




Anexo VII. Cinética de Permeacioén
Datos Tween 80

Tabla 33. Permeacion de diclofenaco en liposomas elasticos con Tween 80

Celda 1 2 3 4 5 Media

Tiempo (h) | mcg/cm?’

35.6694 | 29.0922 | 17.6275 | 26.0233 | 22.7942 | 26.2413

102.1415 | 77.7331 | 77.3770 | 64.5048 | 91.8179 | 82.7149

161.9061 | 129.8444 | 104.0332 | 126.2096 | 147.2644 | 133.8515

183.5000 | 135.1124 | 117.0664 | 175.1715 | 153.6619 | 152.9024

183.5329 | 175.4777 | 130.9615 | 215.8169 | 162.4427 | 173.6463

224.6986 | 255.2885 | 163.8201 | 234.9698 | 177.7543 | 211.3063

Nojun|bh[WIN|F

229.4890 | 267.5755 | 256.8343 | 313.3301 | 251.0699 | 263.6598

350 -

300 -

250 +

200 +

150 -

ug /cm2

100 -
y=36.04x + 5.012

50 ~ R*=0.974

0 - T T T 1
2 4 6 8
Tiempo (h)

50 9

Figura 39. Grafico de Permeacion Liposomas elasticos TWEEN® 80 c/d



Datos SPAN® 60

Tabla 34. Permeacion de diclofenaco en liposomas elasticos SPAN® 60

Celda 1 2 3 4 5 Media
Tiempo (h) | pg/cm2
1 103.7253 96.6456 94.8242 94.3376 85.4816 | 95.0028
2 133.8473 134.6236 110.5804 132.7047 127.3736 | 127.8259
3 154.8153 149.6528 136.0423 149.8842 146.6753 | 147.4140
4 201.0837 165.2866 163.8848 208.5858 169.4590 | 181.6600
5 207.7925 174.3651 183.0649 165.5485 175.1291 | 181.1800
6 219.9201 212.2093 226.0897 223.6752 196.6613 | 215.7111
7 236.7345 228.2105 232.7685 249.2811 209.4754 | 231.2940
300 -
250 -
200 A
N
B
5 150 +
o0
=
100 1 y = 22.08x + 80.24
R?=0.975
50 -
0 T T T T T
1 2 5 6 7

Tiempo (h)

Figura 40. Grafico de Permeacion Liposomas elasticos SPAN 60 c/d
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Datos Colato de sodio

Tabla 35. Permeacion de diclofenaco en liposomas elasticos Colato de sodio

Celda 1 2 3 4 5 Media
Tiempo (h) | pg/cm2
1 35.6694 50.9488 45.5470 45.8090 42.3427 | 44.0634
2 129.1296 119.3664 116.1058 121.8433 112.4905 | 119.7871
3 154.8102 160.3203 154.1677 141.1640 139.5184 | 149.9961
4 201.0770 165.5247 162.2812 144.5970 145.7034 | 163.8366
5 207.7856 177.0598 164.2885 145.1527 148.8528 | 168.6279
6 219.9128 197.2413 185.7482 159.8303 181.5050 | 188.8475
7 236.7266 199.6683 200.9975 188.2081 209.1608 | 206.9523
250 +
200 -
N 150 -
=
<
Ey
100 - y =23.05x + 56.67
R?=0.854
50 -
0 T T T T T T
0 1 2 3 5 6 7

Tiempo (h)

Figura 41. Grafico de Permeacion Liposomas elasticos Colato de sodio c/d
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Datos Liposomas convencionales

Tabla 36. Permeacion de diclofenaco en liposomas convencionales.

Celda 1 2 3 Media
Tiempo (h) | pg/cm2
1 35.6706 35.6706 35.6706 35.6706
2 30.1407 84.8395 105.6215 73.5339
3 55.9451 96.5452 113.2524 88.5809
4 65.4065 118.7386 113.4792 99.2081
5 164.5295 217.4092 168.7711 183.5699
6 189.5480 243.1569 223.5430 218.7493
7 191.5055 284.6326 358.0187 278.0522
350 ~
300 -
250 -
200 +
=
<
o0
= 150 -
100 -
y=39.73x-19.31
R?=0.945
50 -
0 T T T T
0 1 2 4 5 7
Tiempo (h)

Figura 42. Grafico de Permeacion Liposomas convencionales
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Anexo VIII. Datos de flujo en las permeaciones

Tabla 37. Datos de flujo 1 (tiempo 1 a 4 h)

Flujo(ug/cm?)/h
Cel | Liposomas elasticos Liposomas elasticos | Liposomas elasticos | Liposomas
da | Tween 80 SPAN 60 Colato convencionales
1 50.326 14.753 52.19 11.501
2 37.017 22.095 38.468 26.091
3 32.487 23.264 38.826 24.106
4 50.915 35.992 31.568 67.896
5 44.805 27.123 33.711
Tabla 38. ANOVA Flujo 1
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varia
nza
Liposomas 5 215.55 43.11 | 66.45
eldsticos Tween 86
80
Liposomas 5 123.227 24.6454 | 60.28
eldsticos SPAN 60 90
Liposomas 5 194.763 38.9526 | 64.3
eldsticos Colato
Liposomas 4 129.594 32.3985 | 601.7
convencionales 760
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de | Promedio de los F Probab Valor
variaciones cuadrados libertad cuadrados ilidad | critico para
F
Entre grupos 969.9523 3 323.3174 | 1.887 | 0.1751 3.2873
2
Dentro de los 2569.8051 15 171.3203
grupos
Total 3539.7575 18

103




Tabla 39. Datos de flujo 2 (tiempo 4 al 7 h).

Flujo(pug/cm2)/h

CEL

DA Tween 80

Liposomas elasticos

SPAN 60

Liposomas elasticos

Liposomas

elasticos Colato

Liposomas
convencionales

17.913

24.491

11.908

40.322

47.72

22.662

12.261

52.343

45.216

24.968

13.761

78.839

43.363

18.021

14.551

11.905

VAW IN|F

30.754

14.158

22.302

Tabla 40. ANOVA flujo 2.

RESUMEN

Grupos

Cuenta

Suma

Promedio

Varia
nza

Liposomas
elasticos Tween
80

184.966

36.9932

156.5
586

Liposomas

elasticos SPAN 60

104.3

20.86

21.57
09

Liposomas
elasticos Colato

74.783

14.9566

18.02
72

Liposomas
convencionales

183.409

45.8522

771.0
849

ANALISIS DE
VARIANZA

Origen de las
variaciones

Suma de
cuadrados

Grados de
libertad

Promedio de los
cuadrados

Valor
critico para
F

Probab
ilidad

Entre grupos

2772.1726

924.0575

4.474

0.0196 3.2873

Dentro de los
grupos

3097.8824

15

206.525499

Total

5870.0551

18

Tabla 41. Diclofenaco total permeado por celda

CELDA

Liposomas
elasticos
Tween 80

Liposomas
eldsticos
SPAN 60

Liposomas
elasticos
Colato

Liposomas
convencionales

650.6472

671.1897

671.1897

542.9565

758.6302

647.0225

566.0996

806.9903

728.1768

659.9453

569.8681

1015.0546

888.3536

706.7620

533.6077

N wWNIF-

711.8334

593.9048

593.0128
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Tabla 42. ANOVA diclofenaco total permeado.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varian
za
Liposomas 5| 3737.6414 747.5282 | 7747.3
eldsticos Tween 967
80
Liposomas 5| 3278.8244 655.7648 | 1689.8
eldsticos SPAN 60 023
Liposomas 5] 2933.7781 586.7556 | 2676.2
eldsticos Colato 055
Liposomas 3| 2365.0016 788.3338 | 55980.
convencionales 1954
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de | Promedio de los F Probab Valor
variaciones cuadrados libertad cuadrados ilidad critico
para F
Entre grupos 104103.75 3 34701.2500 | 3.0285 | 0.0647 3.3438
01
Dentro de los 160414.00 14 11458.1435
grupos 98
Total 264517.75 17
99
Anexo IX. Determinacion de solubilidad del diclofenaco en solucion

amortiguadora de fosfatos pH=6.5

Tabla 43. Solubilidad del diclofenaco en solucibn amortiguadora de fosfatos

pH=6.5.

Muestras | Absorbancia | mg/mL Media
(mg/mL)

1 0.2952 1.2419

2 0.3015 1.2672

3 0.3322 1.3906 1.2482

4 0.2582 1.0932
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Anexo X. Selectividad del método

Tabla 44. Barridos de diclofenaco en solucion amortiguadora de fosfatos pH=6.5

y solucién amortiguadora de fosfatos pH=6.5 en contacto con piel abdominal
por 24 h.

humana

200 1 1.17
220 0.8 1.12
250 0.45 0.5

270 0.59 0.7

280 0.57 0.63
300 0.26 0.37
320 0.01 0.02
350 0.01 0.02
370 0.01 0.01
400 0.01 0.01

1.2

0.8

0.6

Absorbancia

0.4

0.2

Solucién amortiguadora de

\\ /\ fosfatos pH=6.5

\/\\ Solucién amortiguadora de
\\ fosfatos pH=6.5 en contacto
con piel abdominal humana
\ por 24 h
200 300 400

Longitud de Onda

Figura 43. Barridos de diclofenaco para selectividad
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