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RESUMEN: Antiftingicos triazélicos como el Fluconazol o el Itraconazol
estan siendo muy utilizados en el tratamiento y profilaxis de enfermedades
fungicas. Los liposomas son un vehiculo ideal de transporte de firmacos,
tanto hidréfilos como lip6filos, y sobre ellos se estin estudiando estrategias,
como la formacién de microparticulas por recubrimiento con albimina,
que mejoren el transporte y la liberacidn de los firmacos. El objetivo del
estudio fue evaluar y comparar la importancia del grado de unién a albu-
mina de Itraconazol y Fluconazol en la formulacidn, asi como valorar la
incorporacion del lipido catiénico dimetildioctadecilamonio y determinar
su influencia en el grado de unién de los antifingicos. Los liposomas se
prepararon mediante el método de sonicacidn, en ausencia de disolventes
orgénicos, y fueron recubiertos con albimina para formar las micropar-
ticulas. Mediante una técnica de cromatografia liquida de alta resolucion
se determin la carga de firmaco en las mismas. La fraccion de fairmaco
determinada en las microparticulas fue superior para el Itraconazol que para
el Fluconazol. La albtimina fue capaz de solubilizar parte del Itraconazol,
siendo necesaria en este caso la presencia del dimetildioctadecilamonio para
la formacién de las microparticulas.

Palabras clave: Liposomas; Microencapsulacion; Fluconazol; Itraco-
nazol; Albimina.
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ABSTRACT: Triazole antifungal agents as Fluconazole or Itraconazole
are usal drugs for treatment and prophylaxis of fungal diseases. Liposomes
are ideal vehicles for hydrophilic and lipophilic drug transport and new
strategies are being studied about them in order to improve drug transport
and release. The objective of the study was evaluating and comparing the
importance of the grade of albumin binding of Itraconazole and Flucona-
zole in the formulation, as well as assessing the incorporation of a cationic
lipid: dimethyldioctadecylammonium and determinating its influence in
the binding grade of the antifungal drugs. Liposomes were prepared using the
sonication method, in absence of organic solvents, and they were albumin
coated to form the microparticles. The drug concentration of them was
determinated by an high-performance liquid chromatography technique.
The drug fraction in the microparticles was higher for Itraconazole ones.
Albumin solubilized part of the Itraconazole, but in that case the presence
of dimethyldioctadecylammonium is needed to microparticles forming.

Key words: Liposomes; Microencapsulation; Fluconazole; Itraconazole;

Albumin.

1. INTRODUCCION

Las infecciones flingicas sistémicas son la causa hoy en dia de una elevada
morbimortalidad, especialmente en pacientes inmunodeprimidos. Frente a los
patdgenos mds frecuentes, como Candida spp. o Aspergillus spp., se ha utilizado
cldsicamente Anfotericina B como antifingico de referencia. Sin embargo su
elevada toxicidad limita su uso y esto ha llevado a la busqueda de tratamientos
alternativos, como los derivados azélicos, introducidos en clinica en la década de
los 80 (Lass-Florl, 2011; Carrillo-Mufioz et al., 2015).

Antifingicos triazdlicos como el Fluconazol o el Itraconazol se han conver-
tido en la primera linea del tratamiento y profilaxis de muchas de estas infeccio-
nes causadas por hongos. Su mecanismo de accién se basa en la inhibicién de la
enzima 14-a desmetilasa, que transforma el lanosterol en ergosterol. Asi, estos
firmacos alteran la estructura y funcién de la membrana mitdtica e impiden la
reproduccidn de la célula de una forma mis selectiva y menos toxica (Lass-Florl,
2011; Carrillo-Mufoz et al., 2015; Gregori-Valdés, 2005).

En la tabla 1 se presentan las principales caracteristicas de ambos firmacos.
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Tasra 1. Comparacidn de las caracteristicas del Fluconazol y del Itraconazol
(Lass-Florl, 2011; Fica, 2004; Vazquez-Lépez, 2004; Alomrani et al., 2014).

Fluconazol Itraconazol

Hidrosoluble (1 mg/mL) Lipéfilo (logp>5,5)

Bajo grado de unidn a proteinas plasméticas  Alto grado de unién a proteinas plasmaticas
(11-12%) (>98%)

Bajo peso molecular (306,30 g/mol) Elevado peso molecular (705,64 g/mol)
Farmacocinética lineal Farmacocinética no lineal dosis-dependiente
Bajo coste de adquisicién Mayor coste de adquisicién

Inactivo frente a hongos filamentosos, resistente ~ Activo frente a Aspergillus y especies de
a algunas especies de Candida Candida resistentes a Fluconazol

El Fluconazol es un antifingico de uso habitual y muy bien tolerado que
presenta escasa toxicidad y elevada biodisponibilidad (Lass-Florl, 2011; Fica, 2004).

ElItraconazol presenta mds efectos adversos, principalmente gastrointestinales,
y su biodisponibilidad es baja en la presentacion oral en cdpsulas. Como estrategia
para aumentar su solubilidad han surgido nuevas formulaciones que combinan la
molécula de firmaco con un anillo de ciclodextrina. Sin embargo, las ciclodextri-
nas presentan algunas limitaciones: no se pueden administrar durante més de 15
dias seguidos por via parenteral y estdn contraindicadas en pacientes con insufi-
ciencia renal (CL<30 mL/min), entre otras. Por eso se siguen estudiando nuevas
formulaciones (Lass-Florl, 2011; Fica, 2004; Vizquez-Lopez, 2004; Alomrani ez
al., 2014; Chen et al., 2008).

Los liposomas son uno de los vehiculos de transporte y liberacién de firmacos
miés prometedores en la actualidad. Se trata de vesiculas de fosfolipidos formadas
por una o més bicapas lipidicas concéntricas que encierran espacios acuosos, lo
que les permite encapsular tanto moléculas hidréfilas como lipéfilas. Son biode-
gradables y presentan buena biocompatibilidad y baja toxicidad (De Jests-Valle y
Sdnchez-Navarro, 2015; Mufamadi et al., 2011; Hua, 2015; Sercombe et al., 2015).

A partir de ellos se han desarrollado estrategias que mejoran la liberacién de los
firmacos contenidos en su interior y evitan la rapida degradacidn de las vesiculas
hp1d1cas por el reticulo endotelial. Un ejemplo son las m1cropartlculas de albiimina,
que estan adquiriendo gran importancia en los tltimos afios gracias a las excelentes
propiedades transportadoras de esta proteina: es biocompatible, biodegradable
y estable, no presenta toxicidad ni inmunogenicidad y tiene numerosos sitios de
unién con capacidad para unir varios firmacos formando una matriz (Mufamadi
et al., 2011; Elzoghby et al., 2012).

Ediciones Universidad de Salamanca / FarmaJournal, vol. 2, nim. 2 (2017), pp. 117-126

[119]



SARA VIRUEGA-ENCINAS Y MARIA JOSE DE JESUS-VALLE
MICROENCAPSULACION DE ANTIFUNGICOS EN LIPOSOMAS RECUBIERTOS DE ALBUMINA

2. OBJETIVOS

— Evaluar y comparar la importancia del grado de unién a albiimina de dos
firmacos antifingicos (Itraconazol y Fluconazol) incluidos en liposomas
recubiertos con albimina, obtenidos en ausencia de disolventes orgénicos.

— Valorar la incorporacién de un lipido catiénico (DDA, dimetildioctadeci-
lamonio) en la elaboracidn de dichos liposomas y determinar su influencia
en el grado de unidn de los antifingicos.

3. MATERIALES Y METODOS

Se han llevado a cabo algunos estudios preliminares con lotes «blancos» y
se han ido modificando las condiciones y el procedimiento en funcidn de los
resultados obtenidos.

Posteriormente se han preparado 8 lotes de microparticulas de albimina
cargadas con Fluconazol y 8 lotes que incluyen Itraconazol. Con cada firmaco,
en 4 lotes se utiliz6 el lipido catiénico dimetildioctadecilamonio (lotes DDA)
y en los otros 4 se prescindié del mismo (lotes EPC).

1. Preparacién de las disoluciones de firmaco

Fluconazol: 1 mg/mL en agua mili-Q.
Itraconazol: se prepararon tres mezclas en agua mili-Q y se mantuvieron en
agitacion a 37°C durante 3-4 horas.

2. Preparacién de los liposomas por el método de sonicacién

Para los lotes EPC, se pesaron 0,308 g de fosfatidilcolina de huevo y 0,038 g
de colesterol en un vaso de precipitados. En los lotes DDA, se pesaron 0,283 g
de fosfatidilcolina, 0,025 g de dimetildioctadecilamonio y 0,038 g de colesterol.

Se afiadieron poco a poco 20 mL de la disolucién de Fluconazol (o 20 mL de
agua mili-Q para los lotes de Itraconazol) precalentada a 60°C y se agit6 hasta
obtener una dispersién homogénea de los lipidos.

Dicha dispersion se coloc en un bafio de ultrasonidos precalentado a 60°C,
donde se mantuvo 20 minutos. Después se agitd y se dejé en reposo durante 60
minutos, a temperatura ambiente y protegido de la luz.

3. Encapsulacién de los liposomas con albdmina y formacién de las microparticulas

Se colocaron 5 mL de la suspensién de liposomas en frascos de vidrio y se
mantuvieron durante 30 minutos en nevera.
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En agitacion mecdnica, se afladieron gota a gota 5 mL de una disolucién de
albumina bovina preparada en agua mili-Q al 1%. En el caso del Itraconazol, se
afadieron 5 mL de la disolucién de albimina-Itraconazol. Después de ajustar el
pH a 4 enlos lotes EPC, se mantuvo la agitacién de la mezcla durante 15 minutos,
a temperatura ambiente.

Transcurrido ese tiempo, se llevaron al bafio de incubacién, donde se mantu-
vieron a 4°C durante 20 horas a una velocidad de 30 rpm, protegidos de la luz
con papel de aluminio.

A las 20 horas, se observd el floculado formado y se homogeneizé agitando
suavemente. Se centrifugaron 4 mL en tubos Eppendorf en una centrifuga refri-
gerada a 15000 rpm y 4°C durante 30 minutos. Se retiré el sobrenadante y se
midi6 el volumen.

4. Observacién al microscopio 6ptico

Tras la realizacion de los lotes, se observaron al microscopio éptico (Leyca®)
y se realizaron capturas con la cimara incorporada.

5. Determinacién de la carga de farmaco

Se determind la carga de firmaco presente en las microparticulas mediante
una técnica de HPLC: cromatografia liquida de alta resolucidn. Se utilizé una
fase mévil compuesta por 50% de agua mili-Q y dcido férmico al 0.1% y 50% de
acetonitrilo grado HPLC. Como fase estacionaria, se utiliz6 una columna Puros-
pher® STAR RP-18 endcapped (3 pm) y se trabajé con deteccidn ultravioleta a
una longitud de onda de 261 nm.

El tratamiento de la muestra consisti6 en la resuspension de los pellets en
1 mL de acetonitrilo para la extraccién del fairmaco y agitacién en vortex durante
1 minuto. Posteriormente se filtraron las muestras con filtros de acetato de celu-
losa para clarificarlas y se inyect6 un volumen de 10 pl. Los sobrenadantes fueron
inyectados directamente en el equipo. Inyector: Waters 2695. Detector: Waters
2998 (Photodiode Array Detector).

La fraccién de farmaco libre (%) se calculé como la proporcién de la cantidad
de firmaco presente en las microparticulas y detectada por HPLC con respecto a
la cantidad de firmaco incluida inicialmente. La fraccién de firmaco unida (%) es la
incluida dentro de los liposomas, que no es detectada por el HPLG; se calcul6 por
diferencia. La cantidad de firmaco en el peller se determiné teniendo en cuenta el
volumen de las muestras de las que partiamos.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

Tras la preparacién de los lotes de microparticulas se observé cémo influye
el diferente comportamiento de Itraconazol y Fluconazol en las formulaciones.

Como se puede ver en las tablas 2 y 3, la fraccion de farmaco libre (%) deter-

minada
valores

en las microparticulas es superior para el Itraconazol, comparado con los
obtenidos para el Fluconazol:

Itraconazol-EPC: 24,50+1,72%.
Itraconazol-DDA: 25,14+2,39%.
Fluconazol-EPC: 4,95+2,15%.

Fluconazol-DDA: 6,11+1,97%. Se ha despreciado el lote 3 ya que sus
resultados se desvian mucho y seguramente se deba a algin error cometido
en el proceso.

En los lotes de Fluconazol la mayoria del firmaco ha quedado en el sobrena-
dante, por lo que la fraccién de firmaco unida (%) es despreciable.

TaBLa 2. Resultados obtenidos en la determinacién de Itraconazol
(L.D. limite de deteccién de la técnica de HPLC: 0,1 pg/mL).

wstia cavmioan  (SANTIDAR, - SRACCION,  IACCION,
(mg) LIBRE (%) UNIDA (%)
EPC1A 0,49 <L.D. 24,37 75,63
EPC1B 0,47 <L.D. 23,36 76,64
EPC2A 0,54 <L.D. 26,90 73,10
EPC2B 0,53 <L.D. 26,50 73,50
EPC3A 0,45 <L.D. 22,35 77,65
EPC3B 0,49 <L.D. 24,55 75,45
EPC4A 0,51 <L.D. 25,50 74,50
EPC4B 0,45 <L.D. 22,50 77,50
24.50 75.50
+1,72 +1,72
DDA1A 0,47 <L.D. 23,46 76,54
DDA1B 0,48 <L.D. 23,91 76,09
DDA2A 0,56 <L.D. 27,77 72,23
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s o G ENIDRR, IRACKION,  ERaccioy,
(mg) LIBRE (%) UNIDA (%)
DDA2B 0,56 <LD. 28,02 71,98
DDA3A 0,55 <LD. 27,35 72,65
DDA3B 0,52 <LD. 25,82 74,18
DDA4A 0,46 <LD. 22,81 77,19
DDA4B 0,44 <LD. 22,00 78,00
25,14 74,86
+2,39 +2,39

Tasra 3. Resultados obtenidos en la determinacién de Fluconazol.

MUESTRA VOLUMEN CANTIDAD CANTIDAD FRACCI(’)N
FLC SOBRENADANTE FLC SOBREN. FLCPELLET DEFARMACO
(mL) (mg) (mg) LIBRE (%)
EPCIA 4,10 2,43 0,07 2,91
EPC1B 4,20 2,44 0,06 2,56
EPC2A 4,30 2,38 0,12 4,88
EPC2B 4,40 2,42 0,08 3,20
EPC3A 4,20 2,29 0,21 8,44
EPC3B 4,30 2,31 0,19 7,64
EPC4A 4,20 2,37 0,13 5,08
EPC4B 4,60 2,38 0,12 4,87
4,95
£2,15
DDAI1A 4,40 2,38 0,12 4,61
DDA1B 4,40 2,38 0,12 4,96
DDA2A 4,20 2,32 0,18 7,10
DDA2B 4,30 2,39 0,11 4,54
DDA3A 4,40 1,90 0,60 -
DDA3B 4,30 1,90 0,60 -
DDA4A 4,10 2,35 0,15 5,86
DDA4B 4,20 2,26 0,24 9,62
6,11
+ 1,97
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El Itraconazol presenta una baja solubilidad acuosa que dificulta el trabajo en
ausencia de disolventes orgdnicos. Se eligi6 la mezcla B porque en ella el exceso
de albimina consiguié solubilizar més cantidad de firmaco que en las mezclas A
y C. Se observé que dejando la mezcla en estas condiciones durante més tiempo,
la solubilidad del Itraconazol puede aumentar, por lo que este podria ser un buen
punto de partida para futuras investigaciones.

En el caso del Fluconazol, aunque es hidrosoluble, su baja afinidad por la
albimina es lo que dificulta su encapsulacién en las microparticulas.

Mientras que para el Fluconazol el floculado de microparticulas es mis
compacto, para el Itraconazol es méds esponjoso y ocupa mds volumen. Mientras
el sobrenadante del Fluconazol es pricticamente transparente, el del Itraconazol
es amarillento, similar al color que tenfa la disolucién de Itraconazol y albtimina.

Tras la observacién al microscopio éptico de los lotes con Itraconazol, se aprecia
que las particulas formadas en el floculado son mais grandes que en el caso del
Fluconazol y se ven agregados que pueden ser complejos Itraconazol-albimina.

Respecto a las diferencias entre los lotes EPC y DDA, se observé cémo aque-
llos que tienen el lipido catiénico DDA forman un floculado mis compacto. En
estos lotes se produce una atraccidn entre la carga negativa de la albimina y
las cargas positivas que adquieren los liposomas por estar unidos al DDA. Esta
atraccién es mayor, en valor absoluto, que la producida entre la carga negativa de
las cabezas de los liposomas sin DDA vy la carga positiva de la albimina a pH 4, por
debajo de su punto isoeléctrico. Por eso en los lotes EPC, que no tienen lipido
catidnico, el floculado es menos compacto y se redispersa ficilmente.

En el caso concreto del Itraconazol, en los lotes EPC no se ha formado un
pellet separable por centrifugacion en el que sea posible caracterizar las particulas.
Se trata mds bien de un prec1p1tado de aspecto gelatinoso y turbio. Ademds, se ven
particulas en suspensién, menos densas, que pueden corresponder con el exceso
de albimina que no tiene liposomas suficientes para unirse. Habria que analizar
estas particulas, ya que también se podria tratar de complejos albiimina-Itraconazol
que pueden ser interesantes para futuras investigaciones.

En el caso del Fluconazol, aunque el peller se forma perfectamente tanto con
DDA como sin él, en la tabla 3 se aprecia una ligera mayor proporcion de firmaco
en las microparticulas en los lotes en los que se afiadi6 el lipido catiénico.

En todas estas formulaciones, la albiimina parece actuar como una matriz que
engloba a los liposomas en su interior. Sin embargo, necesitariamos realizar una
espectroscopia RAMAN (técnica fotdnica de alta resolucién) que nos proporcione
informacion quimica y estructural para saber cémo es realmente la morfologia de
las particulas formadas. También seria necesario realizar a continuacién estudios
para determinar el tamafio de las particulas formadas, asi como ensayos de cesién
de firmaco.
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5. CONCLUSIONES

La fraccion de firmaco determinada en las microparticulas es superior para
el Itraconazol que para el Fluconazol.

Un exceso de albimina es capaz de solubilizar parte del Itraconazol debido
a su alto grado de unién a proteinas plasmaticas, a pesar de ser un firmaco inso-
luble en agua.

En las formulaciones de Itraconazol, para las condiciones estudiadas, es
necesaria la presencia del lipido catiénico DDA para que se forme el floculado
con las microparticulas.

En la formulacién de Fluconazol, la presencia del DDA aumenta ligeramente
el contenido de firmaco en los liposomas recubiertos con albimina, comparado
con la formulacién sin lipido catidnico.
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