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RESUMEN: El citrato de sildenafilo se ha convertido, en los tltimos
afios, en un agente terapéutico oral utilizado para el tratamiento de la
hipertension arterial. Debido a que presenta ciertas limitaciones, como
una reduccidn significativa de la biodisponibilidad oral y de la actividad
farmacoldgica debido al metabolismo hepético de primer paso, se han
propuesto formulaciones innovadoras para su administracién por via
pulmonar, permitiendo minimizar los efectos adversos sistémicos y el
efecto de primer paso.

El objetivo del trabajo es elaborar liposomas cargados de sildenafilo y
posteriormente liofilizarlos. Ademds, evaluar las propledades de flujo del
producto sélido obtenido para su posible administracién por via pulmonar.

Los liposomas obtenidos fueron preparados mediante el método de
sonicacion-filtracidn, en ausencia de disolventes orgdnicos y, por tanto, se
consideran unos sistemas biocompatibles y biodegradables, muy adecuados
para su posible administracién por via pulmonar. Presentaron una elevada
eficacia de encapsulacion de sildenafilo (EE% = 85).
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Se observaron adecuados resultados de flujo del producto sélido con
cada uno de los lioprotectores utilizados, obteniéndose valores de dngulo
de reposo inferiores a 30° e indices de Carr (IC) también inferiores al 36 %.

Por tanto, la liofilizacién de liposomas juega un papel fundamental en
la conservacidn y la estabilidad de dichas vesiculas.

Palabras clave: liposomas; liofilizacién; administracién pulmonar;

sildenafilo.

ABSTRACT: Sildenafil citrate has become, in recent years, an oral
therapeutic agent used for the treatment of arterial hypertension. Because it
has certain limitations, such as a significant reduction in oral bioavailability
and pharmacological activity due to first-pass hepatic metabolism, innovative
formulations have been proposed for pulmonary administration. This allows
minimising systemic adverse effects and the first-pass effect.

The aim of the work is to elaborate sildenafil-loaded liposomes and
subsequently lyophilise them. Furthermore, to evaluate the flow properties
of the solid product obtained for possible pulmonary administration.

The liposomes obtained were prepared using the sonication-filtration
method, in the absence of organic solvents, and are therefore considered to
be biocompatible and biodegradable systems, highly suitable for possible
pulmonary administration. They showed high sildenafil encapsulation
efficiency (EE% = 85).

Adequate solid product flow results were observed with each of the
lyoprotectants used, obtaining angle of repose values below 30° and Carr’s
index (CI) also below 36 %.

Therefore, lyophilisation of liposomes plays a fundamental role in the
preservation and stability of these vesicles.

Keywords: liposomes; lyophilization; pulmonary administration;

sildenafile.

INTRODUCCION

La hipertension arterial pulmonar (HAP) es una patologia poco frecuente

donde los valores de presién arterial pulmonar media son superiores a 25 mmHg
en reposo y 30 mmHg durante el ejercicio.

Su desarrollo estd vinculado a una disfuncién del endotelio vascular pulmonar

debido a una proliferacion y apoptosis celular anormal. Como consecuencia de
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dicha disfuncién, se originan fenémenos fisiopatoldgicos tales como vasocons-
triccidn, trombosis e hiperproliferacion celular (Rosas et al., 2006).

Entre los firmacos susceptibles de ser usados en el tratamiento de la hiper-
tensién pulmonar, encontramos el citrato de sildenafilo. Su mecanismo de accién
se basa en la inhibicién selectiva de la fosfodiesterasa 5 (PDE-5), una enzima
ampliamente distribuida en el tejido pulmonar cuya inhibicién aumentari el efecto
vasodilatador pulmonar de prostaciclina y éxido nitrico (ON), ademds de actuar
sobre el ventriculo derecho (Beltrin-Gdmez et al., 2015).

En los dltimos afios el sildenafilo se ha convertido en un agente terapéutico
oral de primera linea para algunos pacientes, pero al presentar ciertas limitacio-
nes, como una reduccion significativa de la biodisponibilidad oral y la actividad
farmacoldgica debido al metabolismo hepdtico de primer paso, se han propuesto
formulaciones mds innovadoras por via pulmonar (Barnett, Machado, 2006; Gaspar
et al, 2008; Zakharova et al., 2021).

Entre las ventajas que presenta la via pulmonar encontramos que es una
ruta no invasiva, el proceso de absorcion estd favorecido por la gran superficie
pulmonar, el epitelio alveolar es muy delgado y la zona estd altamente irrigada.
Ademds, se minimizan los efectos adversos sistémicos y el efecto de primer paso
(Haque er al., 2016).

Dadas sus caracteristicas fisicoquimicas serfa interesante la inclusion del citrato
de sildenafilo en formulaciones liposomales (Gavira Heredia, 2020).

Los liposomas son estructuras vesiculares micro- o nanoscépicas constituidas
por una o més bicapas lipidicas concéntricas que encierran un niimero igual de
compartimentos acuosos (Navarro, 2008).

Su pequefio tamafio, una composicion similar a la de las membranas celulares
y su capacidad de encapsulacién de diferentes tipos de principios activos hacen
a los liposomas eficaces sistemas transportadores de firmacos en el organismo
(Sufié Negre).

Ademds, son capaces de liberar de manera controlada y sostenida los firmacos,
evitando los “picos altos” asociados a los efectos secundarios y reduciendo la dosis
necesaria para mantener los niveles terapéuticos. En consecuencia, es probable que
la inhalacién de firmacos encapsulados en liposomas produzca perfiles cinéticos
mds seguros y eficaces que la inhalacion de fairmacos libres (De Jesus Valle, 2018).

En este trabajo nos centraremos en la liofilizacién de liposomas. Esta técnica
permite eliminar el agua de un producto por sublimacién aplicando vacio, previa
exposicion a temperaturas por debajo de su punto de congelacion (Saharan, 2017).

Segtin algunos estudios, la liofilizacion de las formulaciones hposomales para
administracién pulmonar resultaria ventajosa pues asi se conseguiria reducir la
viscosidad del producto, asemejandose a la del surfactante endégeno. Por otra
parte, también evitaria la pérdida de firmaco y la fusién/agregacion de vesiculas,
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asi como proteger la bicapa lipidica de la oxidacién (Blanco et al., 2008; De Jestis
Valle et al., 2021).

2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es la elaboracién de liposomas cargados
de sildenafilo, mediante el método de sonicacion y gradiente de pH.

Se caracterizard y evaluard la incorporacién de diferentes lioprotectores en la
obtencién del producto sélido liofilizado.

Ademis, se evaluardn las propiedades de flujo del producto sélido y liofilizado
obtenido para su posible administracién por via pulmonar.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Material

e Reactivos: Acido clorhidrico, agua ultrapura Mili-Q, colesterol, citrato
de sildenafilo (CS), fosfatidilcolina, hidréxido sédico, lactosa, manitol,
tampon citrato pH = 4,7.

e Equipos: Balanza de precision Mettler Toledo, bafio de ultrasonidos ATU
serie ATM 40-6 LCD, bafio de incubacién con agitacién Unitronic OR,
filtros CHROMAFIL® de 0,45 pm, liofilizador, pH-metro serie s-619L
Peak instruments, turbidimetro portdtil Hach 2100Q, volumenémetro
ERWEKA para determinar la densidad, equipo para la determinacién de
humedad residual (Karl-Fisher).

3.2. Métodos

*  Preparacion de liposomas por sonicacion
Se pesan fosfatidilcolina y colesterol y se mezclan en un vaso de preci-
pitados. Seguidamente, se incorpora el citrato de sildenafilo previamente
disuelto en el tampén citrato a pH 4,7 bajo agitacién constante con varilla
de vidrio hasta conseguir una dispersién homogénea de los lipidos.
El contenido del vaso se transfiere a un balén de vidrio, que se lleva a un bafio
de ultrasonidos a 40 + 2 °C durante 20 minutos. A continuacidn, se retira el
balén del bafio y se filtra su contenido a través de filtros de 0,45 pm.
El filtrado se almacena en envase topacio a temperatura ambiente durante
una hora y posteriormente se refrigera otra hora. Una vez formados los
liposomas, se aplica el gradiente de pH por adicién de NaOH hasta pH
7 con objetivo de optimizar el proceso de encapsulacién.
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La mezcla se introduce en un bafio a 4 °C durante 20 horas para conseguir
que el citrato de sildenafilo, en su forma molecular, difunda a través de la
bicapa lipidica, quedando atrapado en el interior del liposoma en su forma
ionizada.
e Incorporacion de diferentes cantidades de etanol
Con el objetivo de mejorar las propiedades de flujo y esponjosidad del
solido, obtenido por liofilizacidn, se afiadieron lentamente pequeiias
cantidades de etanol a los liposomas (0,1, 0,25 y 0,5 %).
En los estudios preliminares se incorporaron concentraciones de hasta
el 1 % de etanol, pero tras la inspeccion visual se decidié descartar las
tortas con concentraciones superiores al 0,5 % dado que no presentaban
la porosidad buscada.
e Liofilizacion
Los liposomas obtenidos se dividieron en distintos lotes incorporando
distintas concentraciones de lioprotectores.
Las muestras se congelaron en viales y bandejas a -80 °C durante 20 horas.
Sellevé a cabo una desecacion en el liofilizador durante 48 horas a -20 °C.
o Caracterizacion de liposomas
— Eficacia de encapsulacién (EE)
Para determinar la cantidad de CS encapsulado se toman dos alicuotas
del preparado. Una de ellas se analiza directamente para conocer la
concentracion total de CS mientras que la otra se somete a centrifu-
gacion para posteriormente cuantificar la concentracién de CS que
permanece en el sobrenadante. La diferencia de ambas corresponde a
la concentracion de CS encapsulado.

CS total — CS sobrenadante
EE (%) = CS total * 100

—  Turbidez

La turbidimetria es una técnica espectroscopica que permite estudiar
los agregados lipidicos y estimar sus tamafios. Aunque con este proce-
dimiento no es posible conocer el tamafio de las particulas, nos permite
evaluar la reproducibilidad de las preparaciones (Lanio ez al., 2009).
Se utiliz6 el turbidimetro portatil Hach modelo 21000Q), un aparato
que lleva a cabo una determinacion turbidimétrica en RATIO entre la
sefial de luz dispersa nefelométrica (90°) y la senial de luz transmitida,
permitiendo realizar mediciones en el intervalo 0,00 a 1000 FNU
(unidad de formacina nefolométrica).
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e Comportamiento reolégico del polvo

— Humedad residual
La determinacion se llevo a cabo mediante Karl-Fisher.
La humedad residual condiciona el almacenamiento y la estabilidad
de los preparados farmacéuticos liofilizados. Ademads, una mayor
concentracién de humedad puede reducir la biodisponibilidad y el
efecto terapéutico.

— Reconstitucién
Después de una inspeccidn visual y revision del aspecto de la torta
liofilizada, se afiadié agua ultrapura y se agité manualmente. El
tiempo requerido para la completa desaparicién del contenido sélido
se determiné por inspeccidn visual y se registré como el tiempo de
reconstitucion.

- Angulo de reposo
Estd relacionado con la fraccidn interna o cohesién de las particulas.
Al dejar caer una cantidad de polvo sobre una superficie horizontal,
se formard un cono. Cuanto menor sea el dngulo que forma el lateral
del cono con la horizontal, menor serd el desplazamiento entre las
capas contiguas de particulas y por tanto mejores propiedades de flujo
tendra (Martinez Pacheco, 2016).

— Indice de Carr (IC)

La compresibilidad se define como la facilidad del material para
reducir su volumen cuando se somete a la accién de una fuerza externa
(Martinez Pacheco, 2016).

Para calcular el indice de compresibilidad se evalué la capacidad del
polvo para reducir su volumen realizando uno de los métodos que se
recoge en la Real Farmacopea Espaiiola.

Se vertié cuidadosamente en una probeta graduada una cantidad
determinada de producto y se anoté el volumen aparente no asentado
para posteriormente calcular la densidad aparente previa al golpeteo.

masa de la muestra (g)
p aparente =

volumen previo al golpeteo (mL)

masa de la muestra (g)
p reducida =

volumen después del golpeteo (mlL)
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Para obtener la densidad reducida se empleé un volumendémetro
ERWEKA, que efectué 10, 500 y 1250 golpes sobre la muestra. Tras
anotar los volimenes correspondientes se calcul la densidad reducida
y consecutivamente el porcentaje de compresibilidad.

4, RESULTADOS Y DISCUSION

* Eficacia de encapsulacion

La eficacia de encapsulacion de citrato de sildenafilo obtenida para los
liposomas frescos y con diferentes proporciones de etanol fue similar y
sin diferencias estadisticamente significativas (EE = 85 %).

®  Turbidez (FNU)

LiPOSOMAS FRESCOS SIN LIOFILIZAR

= Turbidez (FNU)
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Figura 1. Resultados obtenidos de la turbidimetria en liposomas frescos.

Los lotes 1 y 3 llevaban lactosa al 4 % como lioprotector mientras que los lotes
2y 4 contaban con una combinacién de lactosa y manitol al 2 %. Las cantidades
de etanol en cambio eran del 0,1 % enlos lotes 1 y 2 y del 0,2 % en los lotes 3y 4.
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Figura 2. Resultados obtenidos de la turbidimetria en liposomas cargados.

En el grifico de barras se encuentran representados en amarillo los lotes que
contenian como lioprotector lactosa y en naranja los que llevaban incorporada la

combinacién de lactos

a y manitol.

Los valores de turbidez obtenidos no presentan diferencias significativas entre
lotes, por tanto, se puede deducir que el tamafio de particula puede ser similar
en todas las preparaciones, independientemente del lioprotector utilizado o la

cantidad de etanol afadida.
L4 % L4% L+M 2 % L+M 2 %
Etanol 0,1 % | Etanol 0,2 % | Etanol 0,1 % | Etanol 0,2 %
Cantidad pesada (g) |  0,05049 0,04989 0,05227 0,05134
Humedad (%) 4,42428 4,49069 3,93377 3,68185
Altura (cm) 2,6 2,4 2,5 2,6
Radio (cm) 5,0 4,0 5,0 45
a () 27,474 30,964 26,565 26,985
Masa muestra (g) 7,6 7,8 7,3 7,8
V inicial (mL) 165 175 160 148
V 10 golpes (mL) 158 160 140 135
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L4% L4% L+M 2 % L+M 2 %
Etanol 0,1 % | Etanol 0,2 % | Etanol 0,1 % | Etanol 0,2 %
V 500 golpes (mL) 132 135 110 118
V 1250 golpes (mL) 128 130 103 107
r aparente (g/mL) 0,046 0,044 0,045 0,053
r reducida (g/mL) 0,059 0,060 0,071 0,073
IC (%) 22,67 26,67 36,62 27,25

Figura 3. Resultados obtenidos tras la realizacién de los distintos ensayos.

Humedad residual

Con el proceso de liofilizacién se consigue eliminar un alto porcentaje de
agua siendo todos los valores de humedad residual inferiores al 5 %.
Angulo de reposo (a)

Tras analizar los valores obtenidos en el procedimiento experimental, se
puede afirmar que el flujo de tres de las preparaciones es “excelente”, al
permanecer los valores de dngulo de reposo dentro del intervalo 25-30°.
El valor del lote 2 es mds dudoso al encontrarse entre lo que podriamos
considerar flujo “excelente” y “bueno”.

Indice de Carr (% compresibilidad)

Los resultados obtenidos del porcentaje de compresibilidad evidencian
que la fluidez del lote que contenia lactosa al 4 % y una menor concen-
tracion de etanol es “pasable”, mientras que, en el resto de preparaciones,
se considera “mediocre”.

En este estudio existe cierta variabilidad en los resultados obtenidos y
serfa conveniente ampliar el nimero de muestras para observar la relacion
proporcional entre el dngulo de reposo y el porcentaje de compresibilidad
del producto sélido liofilizado.

5. CONCLUSIONES

Los liposomas obtenidos son biocompatibles y biodegradables, preparados
mediante el método de sonicacidén-filtracién ya que es un proceso que no utiliza
disolventes.

La liofilizacién de liposomas juega un papel fundamental en la conservacién
y la estabilidad, ya que constituye uno de los principales inconvenientes en el
escalado de dichos sistemas vesiculares.
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El comportamiento reoldgico y el didmetro aerodindmico de las particulas
s6lidas, administradas por via pulmonar, influye en la distribucién en el pulmén
y es dependiente de su composicién. La incorporacién de pequeiias cantidades
de etanol favorece el grado de esponjosidad del producto liofilizado, aunque no
mejora las propiedades de flujo del mismo.

La incorporacién de lioprotectores permite evitar transiciones de fase y fusion
de membranas tanto durante el almacenamiento como en el proceso de liofilizacién.
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