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RESUMEN: Los liposomas constituyen sistemas vesiculares ideales
para la liberacién controlada y vectorizacion de firmacos a través de su
administracién pulmonar, debido a su similitud con las membranas celulares
y su gran versatilidad.

El citrato de sildenafilo representa un ptimo modelo de firmaco
para ser incorporado en estas vesiculas lipidicas para el tratamiento de la
hipertensién pulmonar.

El objetivo del trabajo fue caracterizar el comportamiento de los
liposomas cargados con sildenafilo y evaluar la cesién del firmaco en
distintos medios biorrelevantes.

Se elaboraron liposomas de dos tamaiios (0.45 y 0.20 micras) mediante
sonicacion. Posteriormente se llevé a cabo el ensayo de liberacién del
firmaco en diferentes medios biorrelevantes (fluido plasmatico simulado
SBE, fluido pulmonar simulado SPF y PBS).

Segtin los resultados obtenidos se observé una velocidad de liberacién
del firmaco mds sostenida y constante a lo largo del tiempo en el caso de
los liposomas, independientemente del medio. En los medios PBS y SPF,
se liberé una mayor cantidad de firmaco desde los liposomas con mayor
tamaiio (0.45 pm), sin embargo, en el SBF las cinéticas de cesién de ambos
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tamafios de liposomas (0.45 y 0.20 pm) son muy similares, no encontrdndose
diferencias significativas en el tiempo o cantidad de firmaco liberada.

Palabras clave: liposomas; sildenafilo; medios biorrelevantes; hiperten-
si6n pulmonar.

ABSTRACT: Liposomes provide ideal vesicular systems for controlled
release and vectorization of drugs through pulmonary administration, due
to their similarity to cell membranes and their great versatility.

Sildenafil citrate represents an optimal model of drug to be incorporated
into these lipid vesicles for the treatment of pulmonary hypertension.

The objective of the work was to characterize the behavior of liposomes
loaded with sildenafil and evaluate the transfer of the drug in different
bio-resistant media.

Liposomes of two sizes (0.45 and 0.20 microns) were developed by
sonication. Subsequently, the drug release test was carried out in different
biorelevant media (simulated plasma fluid SBF, simulated pulmonary fluid
SPF and PBS).

According to the results obtained, a more sustained and consistent
rate of release of the drug was observed over time in the case of liposomes,
regardless of the medium. In PBS and SPF media, a greater amount of drug
was released from the larger liposomes (0.45 microns), however, in the SBF
the transfer kinetics of both liposome sizes (0.45pm and 0.20 pm) are very
similar, with no significant differences in the time or amount of drug released.

Keywords: liposomes; sildenafil; biorelevant media; pulmonary
hypertension.

INTRODUCCION

Los liposomas fueron descubiertos en 1960 por Alec D Bangham. Son

estructuras microscopicas vesiculares concéntricas constituidas por membranas
lipidicas dispuestas en blcapas y cuyo compartimento central es acuoso. Pueden
ser unilaminares, con una dnica bicapa lipidica, o multilaminares, con més de una.

Son un sistema ideal para el transporte o reservorio de firmacos debido a sus

propiedades. Morfolégicamente son similares a las membranas celulares y pueden
1ncorporar miiltiples sustancias hidrofilicas e hidrofébicas como farmacos, téxicos,
proteinas, enzimas. Actualmente son considerados unos prometedores sistemas
de liberacion controlada y de vectorizacion de firmacos muy investigados en
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diversos campos biomédicos (Bozzuto et al., 2015; Daraee et al., 2016; Javeri,
Nellaiappan, 2018; De Jests Valle, Sdnchez, 2016).

El firmaco seleccionado es sildenafilo, un potente vasodilatador inhibidor de
la fosfodiesterasa V, por su creciente importancia en el tratamiento de la hiperten-
si6n pulmonar y otras patologias pulmonares como la displasia broncopulmonar
o la hipertension persistente en recién nacidos (Lavie et al., 2019; Villanueva et
al., 2019; Van der Graaf et al., 2019).

La via pulmonar ha sido estudiada para la administracion no invasiva de firma-
cos con el fin de obtener efectos tanto locales como sistémicos, ya que presenta
numerosas ventajas frente a la via oral: una superficie amplia, favoreciendo la
rapida absorcidn, una alta vascularizacién, menos efectos secundarios y menor
efecto de primer paso (Paranjpe, Miiller, 2014). El uso de sildenafilo por esta via
aumenta su vida media y ademds disminuye la incidencia de reacciones adversas
(Shahin et al., 2019; Simonca, Tulloh, 2017).

Como via de administracion cldsica, la via parenteral, se considera ttil su
estudio para la administracion sistémica de sildenafilo. Por lo general, el uso de
esta via se asocia a situaciones de urgencia en las que se necesita un efecto rapido,
pero con el avance de la terapéutica y de la tecnologia farmacéutica es posible su
utilizacién también para la administracién de sistemas de liberacién controlada
(Marques et al., 2011).

2. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es caracterizar el comportamiento de liposomas
unilaminares y evaluar la cesion de sildenafilo desde estas vesiculas lipidicas, en
distintos medios biorrelevantes, como el fluido pulmonar. Pues supone un paso
importante para emplearlos en preparaciones inhalatorias destinadas al tratamiento
de las patologias ya mencionadas.

3. MATERIALES Y METODOS

Citrato de sildenafilo como firmaco para ser incorporado a las vesiculas
lipidicas. Bafio de ultrasonido ATU, incubador con agitacién Labnet, pH-metro
PEAK, centrifuga eppendorf 5418R, tubos pyrex 20.

3.1. Preparacion de liposomas

Se realizan 3 lotes de liposomas de 0.20 pm y otros 3 lotes de 0.45 pm para el
ensayo de cesion en cada medio biolégico estudiado. El método empleado para su
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preparacion se caracteriza por la ausencia de utilizacién de disolventes organicos
(De Jesus Valle, Sanchez, 2016).

Se mezclan los diferentes componentes, fosfatidilcolina y colesterol y medi-
ante agitacion se incorpora el firmaco, citrato de sildenafilo, en forma de solucién
acuosa, previamente disuelto en un tampén citrato, a un pH 3.2. Se agita para
favorecer la suspensiéon de los lipidos y se afiade un volumen total de 20 mL de
citrato de sildenafilo.

Se preparan los liposomas por sonicacién, introduciendo la suspensién de
lipidos en un bafo de ultrasonidos durante 30 minutos a 40°y 50 Hz. Se cambia la
posicién de la suspensidn a los 15 minutos de iniciado el proceso para eliminar la
posible variabilidad que pueda aparecer debido a la posicion en la que se encuentre
en el bafio (De Jesus Valle, Sinchez, 2016; Sdnchez er al., 2016).

Una vez finalizada la sonicacidn, para asegurar que se obtienen los hposomas
del tamafio deseado, se somete la suspension a extrusién. La extrusién es una
técnica en la que la suspensién de liposomas se pasa a través de un filtro de tamafio
de poro controlado repetidas veces (Ming Ong et al., 2016). Se realiza el método
10 veces con cada lote de liposomas, en este caso se elaboran liposomas de 0.45
pm y de 0.20 pm, como ya se ha comentado.

Tras la extrusidn se deja reposar la suspensién 1 h a temperatura ambiente
en un frasco topacio, protegido de la luz, donde se organizarin definitivamente
los lipidos formando los liposomas y posteriormente deberdn pasar minimo otra
hora refrigerados.

3.2. Encapsulacion de sildenafilo

Tras finalizar ambos periodos de reposo en los que ya se han formado final-
mente los liposomas, el siguiente paso es conseguir la encapsulacion del sildenafilo
dentro de las vesiculas, para lo que se establece un gradiente de pH entre el interior
del liposoma y el medio exterior. Mientras que el interior se encuentra a un pH
de 3.2, en el medio externo se instaura un pH de 7 con ayuda de NaOH 1 M.

Se pasa la suspension de liposomas a un bafio de incubacién en el que la
temperatura se fija a 25 °C y la agitacién a 40 rpm durante 20 horas.

El sildenafilo a pH 7 se encuentra en forma molecular, es decir, no ionizado,
por lo que tiene capacidad para atravesar las membranas lipidicas de los liposomas.
En el interior de las vesiculas el firmaco se ioniza debido a la existencia del pH
acido (3.2), quedando de esta forma encapsulado. Dicho proceso tiene lugar a lo
largo de estas 20 horas. Una vez finalizado este periodo de tiempo, los liposomas
estan preparados para poder realizar el ensayo de cesidn, hasta el cual se pueden
conservar refrigerados (De Jesus Valle ez al., 2018).
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Figura 1. Preparacion de liposomas.

3.3. Ensayo de cesion

Este ensayo se realiza en cada medio biorrelevante con 3 lotes de liposomas
de 0.45 micras y 3 lotes de liposomas de 0.20 micras, junto con las referencias
correspondientes, en las cuales el firmaco no est encapsulado en liposomas.

Se centrifugan 2 ml de cada lote durante 45 minutos en eppendorfs y se desecha
el sobrenadante para eliminar todo el sildenafilo que haya quedado en el medio, sin
encapsular, para que no afecte a la cesion. Se reconstituye con el medio correspon-
diente en cada caso y se introduce 1 mL de cada lote en la respectiva membrana
de didlisis formando un saco cerrado por ambos extremos que se introduce en
tubos pirex de 20. Las referencias incluyen en la membrana de didlisis sildenafilo
sin encapsular, el resto se elabora de la misma manera.

Una vez estén todos los tubos con las membranas preparadas, se introducen
10 mL del medio a ensayar; rapidamente, se incorporan al bafio con agitacién
a la temperatura fisioldgica de 37 °C y muestreamos a determinados tiempos
previamente establecidos: 15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 1.5 h,2 h,3h,4 h, 6 h, 10
h,24h,30 hy 48 h.
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Se cogen 100 pL en cada muestra que se introducen en viales para determinar
la cantidad de sildenafilo mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

2. Eliminar el sobrenadante y reconstituir.

I 4, Introducir los sacos formados en tubos
+ Medio biorrelevante l

|

1. Centrifugacion 5. Introducir en el bafio de incubacié

6. Pinchar las muestras en el HPLC

Figura 2. Ensayo de cesién.

3.4. Medios biorrelevantes

Se utiliz6 como medio de referencia PBS (phosphate buffered saline), que es una
solucion cuya osmolaridad y concentracidén idnica es similar al liquido extracelular,
frente al cual se comparé la liberacién de sildenafilo en fluido plasmatico simulado
(SBF) o en fluido pulmonar simulado (SPF) (Kumar ez al., 2017).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En algunos medios observamos, al inicio de las curvas de cesién, una ligera
variabilidad, sobre todo en las referencias, que pueden deberse a tiempos demasiado
cortos en el muestreo en las etapas iniciales. Igualmente, un aparente descenso en
la concentracién de sildenafilo en las tltimas muestras.

Como cabe esperar, en las referencias la velocidad de cesion es muy rdpida en
las primeras muestras y desciende en las posteriores. Mientras que, en el caso de
los liposomas, la velocidad es mds sostenida y constante a lo largo del tiempo, ya
que se trata de un sistema de liberacion controlada.
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En los medios PBS y SPF, se libera una mayor cantidad de firmaco desde
los liposomas con mayor tamafio (0.45 pm), sin embargo, en el medio SBF las
cinéticas de cesién de ambos tamafios de liposomas (0.45 y 0.20 pm) son muy
similares, no encontrindose diferencias significativas en el tiempo o cantidad de
farmaco liberada.

La similitud en el medio SBF entre los liposomas de 0.45 y 0.20 micras es
muy interesante ya que por via parenteral nos interesan los liposomas de menor
tamafio para cumplir con los requisitos de tamafio y esterilidad que la caracterizan.

En la Figura 3 pueden observarse ligeras diferencias entre la cesién del fairmaco
desde los liposomas de 0.45 micras y los de 0.20 micras, siendo esta diferencia
mayor respecto a las referencias en los medios PBS y SBE
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Figura 3. Cesién de sildenafilo en los medios biorrelevantes.
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De manera general se observa una mayor cesién de sildenafilo en el fluido
pulmonar simulado que en el plasma simulado, siendo menos marcada la diferencia
en los liposomas de menor tamafio.

5. CONCLUSIONES

Este trabajo constituye una etapa inicial en el estudio y evaluacién de la cesién
de sildenafilo desde vesiculas de diferente tamafio y varios medios biorrelevantes.
En la actualidad contindan realizindose ensayos, con un nimero mayor de lotes,
para poder determinar y evaluar la influencia de estos parimetros en la cesién del
firmaco desde los liposomas.

Pero teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo, se
puede deducir que los liposomas son formas farmacéuticas muy interesantes
desde el punto de vista de una liberacién prolongada, existiendo una cesion del
firmaco durante las 48 horas de muestreo, pudiendo suponer una simplificacién
en las pautas de dosificacion.

Ademis de conseguir una velocidad constante y controlada en la liberacion
del firmaco, pudiendo mantener las concentraciones de sildenafilo en su margen
terapéutico, lo cual es muy util para aquellos firmacos que presentan un rango
estrecho.
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