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1. Introduccion

1. Introduccién y objetivos

En el disefio de un nuevo farmaco seria deseable que aparte de la actividad terapéutica,
todas las caracteristicas farmacoldgicas de éste tales como solubilidad, estabilidad,
permeabilidad a las membranas biologicas y direccionalidad hacia los tejidos, células, y
compartimentos intracelulares, se dieran en el propio principio activo. Pero resulta mas
sencillo obtener estas caracteristicas desligando la accion terapéutica de las propiedades
fisico-quimicas que determinan las caracteristicas clave de su farmacologia . De acuerdo con
esta estrategia, en los ultimos afios se han obtenido una serie de nanotransportadores de
farmacos denominados “drug nanocarriers” o “drug delivery systems” (DDS) que confieren al
principio activo las propiedades farmacoldgicas para mejorar su eficacia [1-3]. Estos
dispositivos pueden ayudar significativamente a desarrollar nuevas rutas de suministro de
medicamentos mas selectivas y mejores sistemas de diagnosis, al mismo tiempo que
permiten la liberacion controlada de farmacos y son capaces de mejorar su focalizaciéon hacia

determinados tejidos, células, o compartimentos intracelulares.

Micelas Vesiculas Conjugados
Polimero-Farmaco

“Nanocarriers”
utilizados como

Nanotubos de carbono Dendrimeros Particulas Poliméricas

Figura 1.1. Ejemplos de de diferentes DDS utilizados para la liberacion controlada de farmacos. Adaptada de [4].
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Los primeros “drug nanocarriers” investigados fueron los liposomas, por Gregoriadis et al. en
1974 [5]. Desde entonces se han investigado un gran numero de nanodispositivos para ser
usados como sistemas de liberacion de farmacos. En la Figura 1.1 se muestran algunos
ejemplos de los “nanocarriers” mas extensamente investigados el desarrollo de “drug delivery
systems” (DDS) [4]. Aunque actualmente hay un gran interés en la investigacion de sistemas
como los dendrimeros [6], los conjugados polimero-farmaco [7], las micelas [8] o incluso los
nanotubos de carbono [9]. las particulas basadas en polimeros biodegradables y los sistemas

vesiculares son los sistemas mas utilizados y desarrollados [10].

1.1 Sistemas vesiculares

Los sistemas vesiculares se clasifican como materiales blandos o “soft materials”. Estos
materiales incluyen las soluciones de polimeros, los coloides, las soluciones de tensoactivos y
los cristales liquidos, entre otros. Estos materiales aparentemente distintos entre si poseen
propiedades estructurales y dinamicas similares que se localizan entre las de un sdlido

cristalino y las de los liquidos y los gases moleculares simples [11].

Un sistema vesicular es una suspension coloidal de vesiculas. Las vesiculas son estructuras
esféricas formadas por una o mas bicapas de moléculas anfifilicas que rodean un espacio de
agua. Las moléculas anfifilicas contienen un extremo hidrofilico polar y otro extremo apolar de
naturaleza hidrofébica. Debido a las interacciones hidrofébicas e hidrofilicas, estas moléculas
se orientan y autoensamblan dando lugar a distintas organizaciones supramoleculares entre

las que se encuentran las vesiculas [12] (Figura 1.2).

g Vesicula lipidica  Membrana vesicular
Solucién exterio Lipido anfifilico
o 9 )
Mg ¥
® ¥~ Extremo polar
o9 4
ol
L — ~—— Extremo apolar
%o
o ®
8
Figura 1.2. Esquema del auto-ensamblaje de moléculas anfifilicas en vesiculas

cuando se dispersan en un medio acuoso. Adaptada de [13].
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Las vesiculas se pueden clasificar segin su tamano y nimero de bicapas de moléculas
anfifilicas o lipidicas. Si la membrana esta formada por sélo una bicapa de moléculas
anfifilicas, la vesicula se denomina “unilamelar”. Si por el contrario, la vesicula esta formada
por mas de una bicapa dispuestas en forma concéntrica y separadas entre si por amplios
espacios acuosos, ésta se denomina vesicula “multilamelar’. Si ademas de esto se tiene en
cuenta el tamafio, las vesiculas se clasifican en (ver Figura 1.3) vesiculas unilamelares
pequeias o “small unilamellar vesicles “(SUVs, d < 200nm), vesiculas unilamelares grandes o
“large unilamellar vesicles” (LUVs, d = 200 nm), vesiculas multilamelares o “multilamellar
vesicles” (MLVs) y vesiculas multivesiculares o “multivesicular vesicles” (MVVs). La frontera
entre SUVs y LUVs no esta clara, mientras algunos autores consideran que se puede hablar
de SUVs cuando los diametros de éstas son inferiores a 50 nm [14], otros autores consideran
SUVs a vesiculas con diametros de hasta 200 nm [15], siendo esta Ultima definicion la

adoptada en este proyecto.

El tamafo de las vesiculas puede variar desde los 20 nm hasta unos pocos micrometros,
dependiendo de factores como el tipo de molécula anfifilica, pH, temperatura o fuerza i6nica
del medio dispersante y, por supuesto, del método utilizado para la preparacion del sistema

vesicular.

SUV LUV

Figura 1.3. Clases de vesiculas en funcién de su tamafio y nimero de bicapas. SUV: vesicula unilamelar pequefia
o “small unilamellar vesicle”; LUV: vesicula unilamelar grande o ‘“large unilamellar vesicle”, MLV: vesicula

multilamelar o “multilamellar vesicle”, MVV: vesicula multivesicular o “multivesicular vesicle”.

Las vesiculas también se pueden clasificar en funcion de la naturaleza de sus constituyentes
en liposomas (formadas por fosfolipidos), niosomas (constituidas por surfactantes no iénicos),
vesiculas cationicas (formadas por surfactantes catidnicos) y vesiculas catanionicas

(formadas por mezclas de surfactantes cationicos y aniénicos) [16].
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Debido a su gran versatilidad, derivada principalmente de la capacidad de modificar la
composicion y funcionalidad de su membrana lipidica, los sistemas vesiculares presentan
diversas e interesantes aplicaciones que abarcan desde su empleo como dispersantes de
pigmentos [17], hasta su utilizacion como mini-reactores [18-19], o modelos de membrana
celulares [12]. Sin embargo, el uso de vesiculas como vehiculos para el suministro controlado
de farmacos es probablemente la aplicacién mas estudiada desde su descubrimiento en los

anos 60.

1.2 Sistemas vesiculares como sistemas de liberacion controlada

de farmacos

Las principales caracteristicas que promueven el uso de los sistemas vesiculares como

portadores de farmacos son las siguientes [20]:

— Direccion. Las vesiculas pueden dirigir el farmaco al lugar deseado del cuerpo,
aumentando asi la eficacia terapéutica.

— Duracioén. Los sistemas vesiculares pueden actuar como depdsitos desde los cuales el
farmaco se va liberando de manera controlada con lo que se consigue una accion mas
duradera y una disminucion de la frecuencia de administracion.

Proteccion. Estos sistemas proporcionan proteccion a las moléculas del farmaco contra
la degradacion bioldgica y desnaturalizacion antes de que éstas logren alcanzar la zona
afectada.

— Internalizacion. Las vesiculas tienen la capacidad de interactuar con las células diana
promoviendo, por ejemplo, la penetracién celular de los farmacos que en su forma libre,
es decir, no encapsulado no son capaces de penetrar en el interior celular debido a

caracteristicas fisico-quimicas desfavorables.

La utilizacion de vesiculas en el campo farmacéutico para el transporte de activos
terapéuticos viene determinada por tres requisitos basicos. El primero es que la vesicula sea
intrinsecamente estable desde el punto de vista fisico-quimico. El segundo esta relacionado
con la impermeabilidad de la membrana y su resistencia a la penetracion de sustancias, bien
sean las propias moléculas encapsuladas intencionadamente o las que se encuentren en el
medio externo. El ultimo requisito es la biocompatibilidad de los constituyentes de la vesicula.
Bien sean de naturaleza sintética o natural, y la estabilidad de los mismos en disolucion frente

a procesos de degradacion [21].
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1.2.1 Encapsulacion de farmacos en vesiculas. Aspectos generales

Aunque la direccionabilidad o la respuesta a estimulos externos son las caracteristicas
deseadas para el desempefio 6ptimo de los sistemas de liberacion de farmacos o “drug
delivery systems” (DDS), el principal requisito para el uso exitoso de estos “nanocarriers” es
que estos se puedan cargar eficientemente con el farmaco deseado. La eficiencia de
encapsulacion de un determinado farmaco en un sistema vesicular esta influenciada por la
naturaleza del farmaco, de las vesiculas y el procedimiento elegido para la encapsulaciéon
[22]. Por lo tanto, la combinacion adecuada de éstos es crucial para el logro de un DDS

rentable.

A continuacion se describe como afectan las caracteristicas del farmaco y de las vesiculas en

la eficiencia de encapsulacion.

Caracteristicas del farmaco a encapsular

La naturaleza del farmaco es determinante en el tipo de interaccion farmaco-vesicula que

pueda establecerse y de las caracteristicas de las interacciones [23] (ver Figura 1.4):

(1) Farmacos hidrofilicos solubles en agua. Se disuelven en el espacio de agua dentro de
las vesiculas y no interactuan con la bicapa lipidica

(2) Férmacos hidrofébicos. Estos interactian con la bicapa lipidica y se alojan dentro de
ésta.

(3) Farmacos con carga eléctrica o i6nicos, que se pueden asociar con la superficie de la
vesicula a través de interacciones electrostaticas.

(4) Farmacos que no son solubles en agua, ni interactian con la bicapa lipidica ni se

asocian con ésta mediante cargas electrostaticas.

Atendiendo a esta clasificacion, la encapsulacion de farmacos hidrofilicos depende del
volumen acuoso atrapado en el seno de las vesiculas, y por tanto, de su tamafio y de su

lamelaridad (numero de bicapas lipidicas).

En el caso de la encapsulacion de farmacos hidrofébicos, la capacidad de encapsulacion
depende de la concentracion lipidica, la longitud de la cadena de los lipidos y de las
propiedades (estado de gel o liquido) de las bicapas. En general, estos farmacos tienden a
incorporarse de manera mas eficiente en las membranas en las que las cadenas hidrofdbicas

de los lipidos tienen una considerable libertad de movimiento.
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Fase acuosa

S

-
-
-
-~ DD-//_;?.;' A : Activo hidrofilico
v > D&:%o B : Activo hidrofébico
A A Activo con carga eléctrica
‘.;/,Qﬂ ©—— : Lipido sin carga eléctrica
RN -~ EQ:Q @——_: Lipido con carga eléctrica

VESICULA
Bicapa anfipatica

Figura 1.4. Representacion esquematica de las diferentes posibilidades de encapsulacion en vesiculas

dependiendo de la naturaleza quimica del farmaco

En cuanto a los farmacos idénicos, cuya interaccion con la membrana se basa en las fuerzas
electrostaticas, la encapsulacion se ve afectada por la densidad de carga o las cargas que

inducen los componentes de la bicapa lipidica y la fuerza iénica del medio acuoso.

Por ultimo, los farmacos clasificados en el grupo 4 presentan una muy baja eficiencia de

encapsulacion y requieren métodos de encapsulacion mas sofisticados.

Caracteristicas del sistema vesicular

Aparte de la naturaleza quimica de los componentes de la membrana, tanto el tamafio
como la lamelaridad (numero de bicapas) de las vesiculas juegan un papel importante en la
encapsulaciéon de ingredientes activos dentro de estas estructuras de autoensamblaje

molecular.

En el caso de los farmacos hidrofilicos, que permanecen disueltos en la fase acuosa, son
preferibles las vesiculas unilamelares a las multilamelares debido a que pueden atrapar un
mayor volumen acuoso. Segun este criterio, las vesiculas unilamelares grandes (LUVs) (d =
200 nm) son las mas adecuadas para encapsular farmacos hidrofilicos, ya que el volumen de
agua encapsulada es relativamente alto en comparacion con las vesiculas pequefias
unilamelares (SUVs) (d < 200 nm ) [24]. Sin embargo, el tamafio de la vesicula es un
parametro critico en la determinaciéon de la vida media de circulacion de éstas en el
organismo, siendo éste uno de los factores mas importantes que definen su eliminacién por el
sistema reticuloendotelial (RES) [25]. De hecho, la velocidad de degradacion de las vesiculas
en el sistema reticuloendotelial aumenta con el tamafo. De acuerdo con este criterio las

vesiculas pequefias (<100 nm) son las mas adecuadas para ser empleadas como DDS ya
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que se acumulan mas facilmente que las grandes en los tejidos afectados. Por lo tanto, para
obtener un rendimiento 6ptimo de las vesiculas como DDS existe un compromiso entre la

capacidad de encapsulacion y la vida media de circulacion de éstas.

En el caso de los compuestos hidrofébicos, que se internan en la bicapa lipidica las vesiculas
mas adecuadas para encapsular el activo son MLVs o SUVs debido a su mayor relaciéon
superficie/volumen. Pero como se ha comentado anteriormente, para aplicaciones in vivo se
requieren vesiculas con un tamarfio del orden de los 100 nm o menor, asi que, se prefieren las

SUVs a las MLVs para aplicarlas como sistemas de liberaciéon de farmacos.
De lo comentado hasta ahora se desprende que las vesiculas mas adecuadas para ser
empleadas como sistemas de liberacion de farmacos tanto para farmacos hidrofébicos como

para farmacos hidrofilicos son las vesiculas unilamelares pequenas, SUVs.

Método de encapsulacion

Los métodos de encapsulacion se pueden clasificar en dos grupos. Métodos de

encapsulacion pasiva y en métodos de encapsulacion activa [26].

En los métodos de encapsulacién pasiva, descritos con mas detalle mas adelante, la
encapsulacion del activo se produce durante la formacion de las vesiculas, de tal manera que

la eficacia de encapsulacion depende del tipo de la vesicula obtenida (MLV, LUV o SUV).

Por otro lado, las técnicas de encapsulacion activas se basan en la capacidad de ciertos
compuestos, normalmente acidos débiles anfipaticos o bases, para redistribuirse a través de
la bicapa lipidica en respuesta a un gradiente de iones entre el exterior y el interior de la
vesicula. Estos métodos que utilizan vesiculas preformadas, proporcionan una mayor
eficiencia de encapsulacion que las técnicas pasivas [27]. Sin embargo, a pesar de las
ventajas de las técnicas activas, éstas son solo aplicables a ciertos farmacos y requieren
protocolos de fabricacion mas complicados que los métodos pasivos siendo estos ultimos los

de uso mas comun para la encapsulacion de principios activos en vesiculas.

1.3 Métodos convencionales para la encapsulacién pasiva de

farmacos en vesiculas

Los métodos de encapsulacién pasiva son métodos en los que el farmaco se afade a la

fase acuosa o la fase lipidica y la encapsulacion del activo se produce durante el proceso de
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fabricacion del sistema vesicular. En la Figura 1.5 se muestra un resumen de los métodos

convencionales para la produccion y post-formacién de vesiculas.

Método de evaporacion
de fase inversa(REV)

Método Bangham Método de inyeccion
\ / Deshidratacion-rehidratacion

Eliminacion de detergente

L= v

LUV MLV v

Sonicacion
Post-formacién| Extrusion g
Homogeneizacion a alta presion

swv Q) /L &P

Figura 1.5 Representacion esquematica de los métodos convencionales mas usados para la produccion y post-

formacién de vesiculas.

A continuacidn se mencionan las técnicas convencionales mas utilizadas para la

produccién de vesiculas y encapsulacion pasiva de farmacos:

¢

Método Bangham (“thin film hydration or Bangham method”). Es uno de los
meétodos mas usados para la produccion de vesiculas. Con este método se obtienen
MLVs, es decir, vesiculas grandes multilamelares. Estas son poco homogéneas y se
obtienen bajas eficiencias de encapsulacion. Después de la formacion de las vesiculas
se emplean ciclos de congelacién-descongelacién para mejorar la eficiencia de

encapsulacion [28].

Métodos de fase inversa (“reverse phase methods”). Dentro de éstos estan incluidos
el método de evaporacion de fase inversa (“reverse phase evaporation”. REV) y el
método de inyeccion (“solvent injection method”). Con el método de evaporacion de fase
inversa (REV) [29] se obtienen MLVs. En cambio, con el método de inyeccion [30] se
obtienen LUVs.

Método de eliminacion de detergente (“detergent depletion method”). Con este
método se obtienen LUVs. Los principales inconvenientes de esta metodologia que
impiden su escalado industrial son la baja concentracion final de vesiculas en el medio,
la baja eficiencia en la encapsulacién de compuestos hidrofébicos, la larga duracion del

proceso Y los residuos de detergente en el medio [28, 31].
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¢ Método de deshidrataciéon y rehidratacion (“dehydration-rehydration procedure”)
Descrito por Kirby and Gregoriadis [31]. Con este método se obtienen MLVs y altas

eficiencias de encapsulacion.

Como se comento en el Apartado 1.2, las vesiculas unilamelares con un tamano del orden de
los 100 nm suelen ser las mas adecuadas para aplicaciones in vivo. Debido a que con la
mayoria de las técnicas explicadas anteriormente generalmente se obtienen vesiculas
grandes y/o multilamelares, normalmente es necesario un tratamiento posterior para alcanzar
las caracteristicas 6ptimas de tamafio y lameraridad. Los métodos mas comunes para el
procesamiento posterior a la formacion son sonicaciéon [32], extrusion [33-35] y
homogeneizacion a alta presion [36-37]. Con estas metodologias se utiliza una fuerza
mecanica para dividir las vesiculas grandes en vesiculas pequefas unilamelares. La
necesidad de utilizar estos métodos mecanicos limita el uso de los métodos convencionales
para la encapsulacion de moléculas fragiles, ya que éstas se pueden ver alteradas durante

estos tratamientos.

Las principales desventajas de los métodos convencionales de preparacion de vesiculas
unilamelares es que en general son complejos, son dificiles de escalar y se obtienen bajas
eficiencias de encapsulacion. .Asi pues, hoy en dia existe un gran interés en el desarrollo de
nuevos métodos para la preparacion de vesiculas en los que las limitaciones inherentes a las
técnicas de produccion por metodologias convencionales sean reducidas o eliminadas. En
este sentido, desde la década de los 90 los fluidos comprimidos han demostrado ser una
buena alternativa a los disolventes liquidos convencionales para la produccién eco-eficiente
de materiales micro y nanoestructurados con aplicacion en el campo de la nanomedicina [38-
40].

1.4 Métodos basados en el uso de fluidos comprimidos (FCs)
para la encapsulacion pasiva de farmacos en sistemas

vesiculares

Ya se ha comentado antes el gran potencial de aplicacion que tienen los sistemas
vesiculares dentro la industria farmacéutica, sin embargo, su utilizacion industrial depende en
gran medida del desarrollo de métodos de preparacion baratos, simples y de una sola etapa
de procesado y que puedan realizarse bajo protocolos de “Good Manufacturing Practice”
(GMP) [18].



1. Introduccion

1.4.1 Fluidos comprimidos. Aspectos generales

Los fluidos comprimidos se definen como sustancias que en condiciones ambientales se
encuentran en estado gaseoso, pero que al someterlas a presiones mas elevadas que la

atmosférica se pueden convertir en liquidos o fluidos supercriticos.

sélido

liquido ;
........  equup PO 8

Presion

Tc
Temperatura rr-punomipe

PC - Punto Critico
Tc — Temperatura Critica
Pc = Presidn Critica

Figura1.6. Diagrama de fases P vs T de un fluido comprimido. Tomada de [41].

El estado supercritico se alcanza cuando el fluido es sometido a condiciones por encima de
su temperatura y presion critica, Tc y Pc respectivamente [42]. En este estado la linea de
separacion de fases liquido-gas se interrumpe y se forma una unica fase (ver Figura1.6) en la
que el fluido tiene propiedades intermedias entre las de un liquido y las de un gas,
presentando densidades cercanas a las de los liquidos y difusividades parecidas a las de los

gases.

Durante las dos ultimas décadas los FCs han despertado un gran interés como disolventes
verdes para la sintesis y el procesado de materiales estructurados a escala micro, macro y
supramolecular [43-45] En este marco, algunos grupos de investigacion estan explorando la
utilizacion de los FCs, principalmente CO,, para la preparacion de vesiculas unilamelares
pequefas, SUVs.

1.4.2 Métodos basados en fluidos comprimidos para la preparaciéon de

sistemas vesiculares

Los procesos basados en fluidos comprimidos son una alternativa prometedora a las
metodologias convencionales de preparacion de sistemas vesiculares. El fluido comprimido

mas usado es el CO,. Este tiene una presion critica, Pc, de 7,4 MPa y una temperatura
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1. Introduccion

critica, T¢, de 304 K. La baja T¢ del CO, implica que se requiere poca cantidad de energia
para procesar el gas denso (fluido en estado supercritico) y también que éste sea adecuado
para el procesado de materiales termolabiles. Por otro lado, los FCs pueden proporcionar

condiciones estériles de fabricacion.

La mayoria de los métodos que utilizan CO, comprimido para la produccién de vesiculas
comprenden una mezcla entre el gas denso, los componentes de la membrana y un co-
solvente. A continuacién se citan algunos de los métodos basados en FCs existentes para la

fabricacion de vesiculas:

#Métodos de inyeccion con fluidos supercriticos (“supercritical fluid injection”) y de

descompresion con fluidos supercriticos (“decompression method”) [46].
¢ “Superfluids phospholipid nanosome (SFS-CFN) method’ [47].
¢ “Supercritical fluid liposome [48].

#Método de evaporacién en fase reversa supercritica (“Supercritical reverse phase

evaporation”, scRPE) [49].

Con estas metodologias se obtienen SUVs estériles con una calidad igual o superior a la
obtenida con muchos de los métodos convencionales. Ademas, estas metodologias constan
de so6lo una o dos etapas de fabricacion y también se minimiza el uso de disolventes
organicos. A pesar de estas claras ventajas, la produccién de vesiculas con fluidos
comprimidos a dia de hoy presenta algunas limitaciones, entre ellas, cabe mencionar las
elevadas presiones (>20M Pa) y temperaturas (>330 K) requeridas debido a la baja

solubilidad de los lipidos en el CO, supercritico [50].

Con el fin de aprovechar las ventajas de los procesos de produccion mediante fluidos
comprimidos pero evitando el uso de elevadas presiones y elevadas temperaturas de trabajo,
el grupo Nanomol (ICMAB-CSIC) desarrollé el método DELOS-susp [51], para la produccién
de vesiculas unilamelares. En este proceso, explicado mas detalladamente en el apartado
siguiente, las vesiculas se obtienen al despresurizar una solucion de lipidos expandida con
CO, sobre una solucion acuosa. Con esta metodologia se emplean presiones (~10 MPa) y
temperaturas (~308 K) mas suaves que con las metodologias basadas en fluidos
comprimidos mencionadas anteriormente. El empleo de temperaturas suaves de trabajo hace
a este método atractivo para procesar compuestos termolabiles, esto junto al hecho de
emplear presiones mas bajas puede contribuir notablemente a la reduccion del coste de una

planta de produccién.
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1.4.3 Procedimiento DELOS-susp para la fabricacion de vesiculas

La produccion de vesiculas mediante DELOS-susp se basa en la despresurizacion de una
solucion de los lipidos de membrana expandida con CO, sobre una fase acuosa [51]. Como

se muestra en la Figura 1.7, el proceso DELOS-susp se puede dividir en tres etapas.

3. Despresurizacion

Lipido
disclvente org

Lipide disuelto Lipido disuaito en un
en un disolvénta organico disclvente expandido con C02

Fase acuosa

SISTEMA NANOVESICULAR

Figura 1.7. Representacion esquematica del proceso DELOS-susp para la fabricacion de vesiculas 1) Carga de un
reactor con una solucion organica del lipido a Tw y presidon atmosférica. 2) Expansion de la solucion organica del
lipido afiadiendo CO; hasta alcanzar Xw y Pw a Tw. 3) Despresurizacién de la solucién expandida con CO; sobre

una corriente de fase acuosa desde Py a Pam.

Etapas del proceso:

(1) En la primera etapa los lipidos de membrana se disuelven en un solvente organico

convencional a presion atmosférica y a la temperatura de trabajo, Tw.

(2) En la segunda etapa se afiade CO, con el fin de obtener una solucién expandida de los
constituyentes de la membrana vesicular a Ty, a alta presion, Py, y con una

determinada fraccion molar de CO,, Xw.

(3) Por ultimo, la soluciéon expandida se despresuriza desde Py hasta presion atmosférica
sobre un flujo continuo de fase acuosa para obtener nanovesiculas unilamelares y
uniformes. Durante la despresurizacion la solucién de lipido, experimenta una gran
disminucion de la temperatura de manera abrupta y muy homogénea. Esta brusca y

homogénea disminucion de la temperatura es probablemente la razén por la cual este
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1. Introduccion

procedimiento proporciona vesiculas mas homogéneas en términos de tamainio,
morfologia y organizacion supramolecular en comparacion con los procedimientos

convencionales [51].

También es posible preparar vesiculas por DELOS-susp disolviendo parte de los lipidos de

membrana en la solucién expandida con CO, y disolviendo el resto en la fase acuosa.

Para poder producir vesiculas por DELOS-susp es necesario encontrar una mezcla
“lipido/disolvente organico/CO,” que forme una sola fase a las condiciones de trabajo
empleadas (Pw, Tw, Xw). Como se puede observar en la Figura 1.8 a la izquierda, si el CO;
tiene un fuerte caracter anti-solvente, en esta mezcla existe poco margen para lo obtencion
de una sola fase dandose la precipitacion de los lipidos en solucion desde fracciones molares
de CO, (Xcoz) muy bajas. Por el contrario, cuando el CO, se comporta como co-solvente para
un amplio rango de Xco2 existe mas margen para que dicha mezcla se encuentre formando
una sola fase en las condiciones de trabajo, pudiéndose asi aplicar el método DELOS-susp

para la produccion de SUVs [51].

5 3
o ] ]

O CO2 como anti-solvente o C0O2 como co-solvente

+ +
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Figura 1.8. Variacion de la solubilidad de un soluto (p.ej: un lipido) en una mezcla de solvente organico/CO; a Tw,
Pw desde Xcoz = 0 a Xcoz = 1. Linea punteda: variacion de la solubilidad en un proceso de dilucién ideal. Izquierda:
La curva de solubilidad se encuentra por debajo de la linea de dilucion ideal, actuando el CO, como anti-solvente e
impidiendo el uso de DELOS-susp. Derecha: El CO, actia como co-solvente hasta X, favoreciendo el uso de
DELOS-susp. X;: Punto de interseccion entre la linea de dilucion ideal y la curva de solubilidad real.[1: Xco2 usada
normalmente para la produccion de vesiculas por DELOS-Susp, si el CO, se comporta como anti-solvente, ésta se

situa en la zona de dos fases. Por el contrario, si el CO, actia como co-solvente, ésta se situa en la zona de 1 fase.
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Durante los ultimos afios el grupo Nanomol ha utilizado el método DELOS-susp para preparar
sistemas vesiculares con diferentes lipidos [52]. Asi por ejemplo, mediante DELOS-susp se
han obtenido vesiculas ricas en colesterol, con una relacion molar 1:1 de colesterol y bromuro
de cetiltrimetilamonio (CTAB), unilamelares, nanoscépicas y con una uniformidad morfologica
muy elevada. En la Figura 1.9 se representan las estructuras moleculares de del colesterol y
el CTAB.

H,C
A.G CH
3 _‘;'-.l

CH

HO B

Figura 1.9. Representacion de las estructuras moleculares del colesterol (A) y CTAB (B).

Estas vesiculas presentan caracteristicas fisico-quimicas unicas comparadas con las
vesiculas preparadas mediante métodos de mezclado convencional utilizando la misma
composicion de sistema. En las curvas de distribuciéon de tamafo observados por “dynamic
light scattering” representadas en la Figura 1.10 se puede ver que las vesiculas preparadas
por DELOS-susp son mas pequefias y presentan una distribucion de tamafo de particula mas
estrecha que las preparadas por el método convencional, con el que se obtiene una amplia

distribucién de tamanos.

24 e DELOS-SUSP
—— Mezclado convencional

Volumen (%)
®

10 100 1000 10000
Diametro de particula (nm)

Figura 1.10. Curvas de distribucion del tamafio de particula medidas por “dynanamic light scattering” (DLS) de las
vesiculas ricas en colesterol preparadas por el método DELOS-susp (linea discontinua) y de las vesiculas
preparadas por un método convencional de mezclado (linea continua). Las curvas se representan en términos de

porcentaje en volumen. Figura adaptada de.[13].
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Ademas, en la Figura 1.11 se puede ver que las vesiculas preparadas por DELOS-susp son
mas estables y su morfologia, observada por microscopia electronica de transmision
criogénica (crio-TEM), es mas uniforme que la que presentan las vesiculas preparadas por el
método convencional de mezclado, con el cual se obtiene una mezcla heterogénea de

vesiculas oligo- y multilamelares [13].

Método

convenmal Comprlmldo

Figura 1.11. Imagenes captadas por cryo-TEM de vesiculas ricas en colesterol preparadas por DELOS-susp
(imagen A) y por el método convencional de mezclado (imagen B). En la fotografia central se muestran los sistemas
vesiculares después de un mes de haber sido preparados por el método convencional de mezclado (las dos
imagenes de la izquierda) y por DELOS-susp (imagen de la derecha) Adaptada de [13].

Hasta ahora mediante DELOS-susp, solo se han fabricado vesiculas blancas, es decir,
vesiculas sin ningun activo encapsulado. Como un paso mas en el desarrollo de este método
basado en fluidos comprimidos, en este proyecto se ha estudiado la viabilidad de este
proceso para la encapsulacion de activos hidrofilicos en vesiculas unilamelares pequefas,
SUVs.
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2. Objetivos

2. Objetivos

El objetivo del presente trabajo es evaluar la viabilidad de la tecnologia DELOS-susp para
encapsular activos terapéuticos solubles en agua en vesiculas de colesterol:CTAB, y evaluar

la escalabilidad de esta nueva metodologia de encapsulacion.
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3. Obtencion de vesiculas de colesterol:CTAB por DELOS-susp utilizando etanol

3. Obtencion por DELOS-susp de vesiculas de
colesterol:CTAB utilizando etanol como disolvente
organico

Antes de iniciarse el presente trabajo, en todos los experimentos previos de preparacion
de vesiculas de colesterol:CTAB por DELOS-susp se utilizaba acetona como disolvente
organico. Se obtuvieron asi vesiculas vacias con una relacion molar 1:1 de colesterol:CTAB.
Estas vesiculas se obtuvieron despresurizando una solucion de colesterol en acetona
expandida con CO, sobre una fase acuosa que contenia CTAB. Con el objeto de extender el
uso de de DELOS-susp a otros disolventes organicos en el presente trabajo se explora la
posibilidad de emplear etanol expandido con CO, en vez de acetona para la produccion de
SUVs por DELOS-susp.

3.1 Determinacion de la curva de solubilidad del sistema

“colesterol/etanol/CO,”

La viabilidad de preparar por DELOS-susp vesiculas de colesterol:CTAB utilizando etanol
en lugar de acetona, viene determinada por el comportamiento de solubilidad del colesterol en
etanol expandido con CO, a las condiciones de trabajo (Pw,Tw,Xw) empleadas. Si la
solubilidad del colesterol disminuye rapidamente al incrementar la cantidad de CO; en la
mezcla con el solvente (ver Figura 1.8, izquierda) no sera posible utilizar el etanol para
preparar vesiculas de colesterol:CTAB por DELOS-susp. Si por el contrario, la solubilidad del
colesterol en la mezcla “etanol/CO,” se mantiene por encima de la linea de dilucién ideal en
un amplio rango de Xcoz, €l proceso DELOS-susp sera viable para obtener dicho sistema

vesicular (ver Figura 1.8, derecha).

Por esta razén en este trabajo se ha determinado por primera vez la variacion de la
solubilidad del colesterol en mezclas “etanol/CO;” a Pw=10 MPa y Tw=308K al variar Xco3.
Para determinar esta curva de solubilidad se empled el método “vanishing point” [53-54],
descrito detalladamente en la Parte Experimental, Apartado 7.2.2. Este método se basa en la
observacion de la redisolucion progresiva, y finalmente completa, de un sélido C que se
encuentra en equilibrio con una fase saturada de él mismo en dos fluidos A y B miscibles

entre si, la cual se da como consecuencia del cambio de composicion de la fase binaria A/B
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para aumentar su poder disolvente. Este método es adecuado para determinar solubilidades
tanto a presion atmosférica, donde los dos disolventes A y B son disolventes organicos
convencionales, como a alta presion, donde A y B pueden ser respectivamente, un disolvente

organico convencional y un fluido comprimido, como por ejemplo el CO..

La determinacion de solubilidades por el método “vanishing point” se realiz6 mediante un
analizador de fases a alta presion basado en una celda de volumen variable esquematizada

en la Figura 3.1 y descrita con mas detalle en el Apartado 7.2.2.1.

c
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& |llo]l}lo
A i )
i —
{:} I::I - e
-
11O O -
| I 7
= ]
Fi M
R CO

Figura 3.1. Diagrama de flujo del analizador de fases. A: sistema de agitacion; C: cilindro neumatico;CV1: celda de
volumen variable; CR: camara de calor o frio; DO: disolvente o disolucion organica; Fl:filtro; P: bomba; PI: pistén; R:

residuo; RM: sistema de recirculacioén; V: valvula. M: muestra sélida.

La curva de solubilidad se hallé6 para P=10 MPa y T=308 K, ya que son las condiciones de
trabajo a las que se deseaban obtener las vesiculas de colesterol:CTAB mediante DELOS-
susp. Los resultados de los puntos obtenidos experimentalmente se muestran en la Tabla 3.1.

Estos puntos se ajustaron a la Ecuacion 3.1,
Cq =CAM- X )@™B) L CBX, (3.1) 3

Donde:

¢ Cs es la concentracion de saturacion del soluto, en este caso colesterol, en la solucion
expandida (mol soluto/mol disolvente expandido).
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«C& es la concentracion de saturacién del soluto en el disolvente A. En este caso el

disolvente A es etanol y C$ =4,45E-03 (mol colesterol/mol etanol).
oCSB es la concentracion de saturacion del soluto en el disolvente B. En este caso el
disolvente B es CO, y CSB ~0 (mol colesterol/mol CO,).

e Xz es la fraccion molar del disolvente B en la mezcla disolvente. En este caso Xy es

igual a la fraccién molar de CO; (mol COx/(mol CO, + mol etanol))

ea y B son los coeficientes de la Ecuaciéon 3.1 obtenidos ajustar los datos experimentales
(Xg,Cs) a dicha ecuacion.

Tabla 3.1. Valores de solubilidad (Cs) del colesterol en mezclas “etanol/CO,” determinadas a diferentes valores de
Xcoz a P=10MPa y T=308K.

Xco2 C(mol colesterol/(mol etanol+mol CO3))
Sistema “colesterol/etanol/CO,”
0? 4,5E-03
0,21 5,1E-03
0,49 3,8E-03
0,50 3,4E-03
0,70 1,6E-03
0,72 1,7E-03
0,90 2,6E-04
1 ~0

? La solubilidad del colesterol en etanol a 308 K y presion atmosférica fue hallada tal y como se describe en el Apartado
7.2.1.

El ajuste de los datos de la Tabla 3.1 a la Ecuaciéon 3.1, permite obtener la siguiente
expresion (Ecuacion 3.2) que describe la variacion de la solubilidad del colesterol con la
fraccion molar de CO, en mezclas “etanol/CO,“a P=10 MPa y T=308 K

Co = 445E ~03[1— X o, ) F2%%c02)  (Repogs)  (32)

La curva de solubilidad obtenida de ajustar los resultados experimentales a la Ecuacion 3.1 se
representa en la Figura 3.2. En ella se puede observar que el CO, tiene un fuerte caracter co-
solvente en el sistema “colesterol/etanol/CO,” e incluso llega a tener un comportamiento
sinérgico, donde la solubilidad del colesterol en la mezcla “etanol/CO,” es superior a la que
presenta en estos dos compuestos por separado, hasta Xc02=0,4. La concentracion de CO,
limite (X_) a partir de la cual el CO, tiene un efecto anti-solvente se determina a partir del

punto de interseccion entre la curva de solubilidad del colesterol y la variacion lineal ideal de
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la solubilidad con la fraccion molar de CO,, Xco2. Tal y como se puede observar en la Figura
3.2 el valor de X, a partir del cual el CO, empieza a manifestarse como anti-solvente, para
este sistema es de 0,76. Asi pues, el comportamiento de solubilidad del colesterol en mezclas
“etanol/COy” estudiada en el presente trabajo indica que la preparacion de vesiculas de
colesterol:CTAB mediante DELOS-susp es factible utilizando etanol como disolvente, ya que

el CO;, se comporta como co-solvente para un amplio margen de Xcoa.
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Figura 3.2. (m): Valores de solubilidad del colesterol en mezclas “etanol/CO;” a Pw=10MPa y Tw=308K medidos
con un analizador de fases a alta presion a partir del método del punto evanescente. (=): Ajuste realizado para
visualizar la evolucion de la solubilidad. (— —): Variacion de la solubilidad segun un proceso de dilucién ideal. (A):
Concentracion de colesterol y Xcoz en la solucién expandida, elegida para realizar los experimentos por DELOS-
susp. (X.): Interseccioén entre la curva de dilucién ideal y la curva de solubilidad

Es interesante mencionar que el comportamiento sinérgico del CO, que se da en esta mezcla,
no se produce cuando el disolvente organico empleado es acetona y que fue utilizada para
fabricar vesiculas de colesterol:CTAB como disolvente organico en un trabajo anterior

realizado en el mismo grupo en el que se realizé este proyecto [16].

3.2 Fabricacion de vesiculas de colesterol:CTAB por DELOS-susp

utlizando etanol como disolvente organico
En el presente proyecto se estudié si, al igual que ocurre con la acetona, utilizando etanol
como disolvente organico también se obtienen vesiculas de colesterol:CTAB (1mol:1mol)

unilamelares pequenas (SUVs) mediante DELOS-susp. Para ello, de acuerdo con la curva de

solubilidad hallada en el apartado anterior y teniendo en cuenta que cuanto mayor sea la
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fraccion molar de CO,, utilizada, mas grande sera el enfriamiento sufrido por la solucién y mas
pequeias seran vesiculas obtenidas[16], se eligié una fraccion molar cercana a X, para la
preparacion de las vesiculas de colesterol:CTAB. La fraccion molar de trabajo, Xw, elegida fue
igual a 0,7 (en la Figura 3.2 se refleja la Xw y la concentracion de colesterol en la solucién

expandida elegidas para realizar los experimentos por DELOS-susp).

Una vez que las condiciones de trabajo, Py, Tw y Xw fueron fijadas, se procedié a la
obtencion de vesiculas de colesterol:CTAB mediante el proceso DELOS-Susp empleando

etanol como disolvente organico.

Preparacion de vesiculas de colesterol:CTAB por DELOS-susp

Colesterol
en "etanol/COz"

Llllll

Colesterol
en "etanol/CO2"

V=6ml

Valvula de Valvula de *
des%?:;é'lzac'é” Cerrada despresurizacion X Abierta

manual
CO2

/

Vesiculas de
colesterol:CTAB

CTABenPBS

Figura 3.3. Esquema del equipo y el procedimiento utilizado para fabricar vesiculas de colesterol:CTAB por
DELOS-susp.

Estos experimentos se realizaron utilizando el equipo y el procedimiento esquematizado en la
Figura 3.3 siguiendo el procedimiento experimental descrito detalladamente en la parte
experimental (Apartado 7.3.1.2). Segun este procedimiento, se disolvieron 76 mg de
colesterol en 2,9 ml (V) de etanol y se introdujeron en un reactor (V=6 ml) a Ty= 308 K.
Después de 20 minutos de estabilizacion térmica se introdujo CO, en el reactor hasta
conseguir la presion de trabajo deseada (Pw= 10 MPa), obteniéndose una fraccién molar de
CO, de Xw=0,7. Después de al menos una hora de homogeneizacion, la solucion expandida
con CO;, se despresurizé sobre una solucién tampén de fosfato (PBS, 100 mM, pH = 7,4) que
contenia 68 mg de CTAB. Se utilizé una corriente de N, a Py =10 MPa como émbolo para
empuijar la solucion en el reactor de 6 ml con el fin de mantener una Py constante durante la
etapa de despresurizacion. La gran, homogénea y rapida disminucion de temperatura

producida por la expansion del CO, reduce la solubilidad del colesterol cuya precipitacion se
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evita debido a la presencia del CTAB contenido en la fase acuosa que entra en contacto con
la fase organica durante la despresurizacion, produciéndose la formacion in situ de las
vesiculas de colesterol:CTAB. Tal y como se muestra en la Tabla 3.2 este experimento se

realizé por triplicado para evaluar la reproducibilidad de la metodologia.

Se determind el tamafio medio y la distribucién de tamafos de las vesiculas producidas en
cada experimento mediante la técnica de dispersion dinamica de luz o “dynamic light
scattering” (DLS) y siguiendo el procedimiento descrito en el Apartado 7.4.1. Como se puede
observar en la Tabla 3.2, el tamafo promedio de las vesiculas es de alrededor de unos 150
nm. Comprobandose asi, que al emplear etanol como disolvente organico en el proceso

DELOS-susp se obtienen vesiculas nanoscopicas.

Tabla 3.2 Tamafio, estabilidad y morfologia de las vesiculas de colesterol:CTAB obtenidas mediante DELOS-susp

empleando etanol como disolvente.

Exp? Tamano Estabilidad Morfologiad
Medio® (nm) PdI° Potencial Z (mV)
1-A 169,2+2,0 0,51+0,02 50,1+1,4
1-B 134,3+0,5 0,47+0,00 38,3+0,9 SUVs®
e 1246417 046+001 __  __: 50029 .
Med'". 142,7+23,5 0,48+0,29 46,1+6,8 SUVs

Los experimentos de fabricacién de vesiculas de colesterol:CTAB se realizaron con soluciones expandidas de “EtOH/CO,”
a 10 MPa, 308 K y Xco2 = 0,7 con un reactor de 6 ml. # A, B y C son diferentes réplicas del mismo experimento. ® Media
ponderada del tamafio de particula medido por “dynamic light scattering” (DLS). © indice de polidispersidad. d Morfologia de
las vesiculas observadas por cryo-TEM. ® SUVs: Vesiculas pequefias unilamelares.  Media: Obtenido de la media de las 3

muestras.

Asi mismo, se evaluo la estabilidad de las suspensiones mediante la medida del potencial Z
de éstas siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 7.4.2. Desde un punto de vista
tedrico el potencial Z es la diferencia de potencial entre el medio dispersante y la capa
estacionaria de liquido que hay alrededor de la superficie de las particulas coloidales, en este
caso las vesiculas, y es indicativo del grado de repulsion entre las particulas adyacentes de
una dispersion. Cuando el potencial Z es bajo (en valor absoluto), la atraccion supera la
repulsién y las particulas tienden a flocular o precipitar. Asi, las suspensiones coloidales con
un potencial Z en valor absoluto alto son eléctricamente estables. Por el contrario, las
suspensiones coloidales con un potencial Z con un valor absoluto bajo tienden a coagular o
flocular con el tiempo (ver Figura 3.4). Desde un punto de vista practico se considera que una
suspension es estable cuando el potencial Z en valor absoluto es mayor de 30 mV [55]. Como

se puede observar en los resultados mostrados en la Tabla 3.2, el potencial Z en cada

-24 -



3. Obtencion de vesiculas de colesterol:CTAB por DELOS-susp utilizando etanol

experimento es mayor a 30 mV con lo que segun este criterio las suspensiones obtenidas son
estables.

Potezncial Estabilidad de las suspensiones
0-15 Rapida coagulacion o floculacion
+10 - £30 Inestabilidad incipiente
+30 - 40 Estabilidad moderada
140 - +60 Buena estabilidad
2+60 Estabilidad excelente

Figura 3.4. Valores indicativos de la estabilidad de suspensiones coloidales segun el potencial Z de éstas.
Adaptada de [55].

También se realizé una caracterizacion morfolégica de los sistemas vesiculares obtenidos.
Esta se realizd mediante microscopia electronica de transmision criogénica (cryo-TEM)
siguiendo el procedimiento descrito en el Apartado 7.4.2. En la Figura 3.5 se muestra una
imagen de vesiculas obtenidas por DELOS-sup empleando etanol como disolvente. Se puede

observar que se obtuvieron vesiculas unilamelares esféricas o casi esféricas del orden de los
100 nm.

Figura 3.5. Vesiculas de colesterol fabricadas mediante DELOS-susp empleando etanol como disolvente,
observadas por cryo-TEM. Aumento: 20000 x.

Asi pues, los resultados obtenidos muestran que empleando etanol como disolvente se
obtienen suspensiones estables de vesiculas unilamelares de colesterol:CTAB (1mol:1mol)
con un tamafio nanoscopico. Una vez comprobado esto, se procedid a realizar los
experimentos de encapsulacién del activo hidrofilico sulfato de gentamicina (GS) en vesiculas

de colesterol:CTAB (1mol:1mol) mediante el proceso DELOS-susp.
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4. Encapsulacion de GS en vesiculas de colesterol:CTAB por DELOS-sup

4. Encapsulacién de sulfato de gentamicina (GS) en
vesiculas colesterol:CTAB por DELOS-susp

La viabilidad de utilizar el proceso DELOS-susp para la encapsulacion directa de activos
hidrofilicos en vesiculas nanoscoépicas unicapa de colesterol:CTAB (relacién molar 1:1) se

realizé empleando sulfato de gentamicina (GS) como activo modelo.

La gentamicina es un antibiético aminoglicosido con un amplio espectro de accion. Este
antibiético esta formado por una mezcla de varios componentes denominados C4, Cq,, Cy, Cya
en proporciones variables (ver Figura 4.1). Todos estos componentes tienen la misma
actividad antibacteriana siendo efectivos contra una gran variedad de bacterias Gram
positivas y Gram negativas. El sulfato de gentamicina, (GS), es la forma comercial mas usada
de este antibidtico, pero debido a su naturaleza hidrofilica su eficiencia terapéutica es baja,
requiriendose grandes dosis para alcanzar una concentracion suficiente en el centro de la
infeccion que pueden producir efectos adversos en los pacientes. Es por este motivo que
existe un gran interés en desarrollar sistemas de liberacion de farmacos aplicables a este

antibiético para el tratamiento de diferentes infecciones [56-57].

H\ Rz Ra
OH
- 0 C CH, | CH
ch)\ — HMNT 7 Ei\Ra B A
H;CHNVm L/O\*/'/J\NHR C.fH|H
o/\\\%&,‘_iﬂ‘é ! cluilceuty
2 3
HaN— —"’A/NHZ C, H H | CH,

CHNH, R,

R
\\ R
HyN NHy* CHy
o o
OH
CHs
(e} 0 Nf’
Ha
NH;" OH OH

1 (S04 ) s

-~ GS

Figura 4.1. Arriba: estructura molecular de los componentes de la gentamicina, formula general Abajo: estructura

molecular del sulfato de gentamicina (GS).

Anteriores estudios, han demostrado que los sistemas vesiculares poseen una mayor
eficiencia terapéutica que la forma libre del antibidtico [58-61]. Sin embargo, con las
metodologias empleadas para encapsular GS en vesiculas pequefas unilamelares tan solo

se han conseguido eficiencias de encapsulacion en el rango del 1% al 5%, dependiendo del

-27 -
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meétodo de preparacion [58, 60, 62]. Asi pues, en este aspecto se ha explorado la viabilidad

de la tecnologia DELOS-susp para encapsular GS.

En base a las condiciones de preparacion de vesiculas vacias o blancas de colesterol:CTAB
descritas en el Apartado 3.2, se evalud la encapsulacion de GS en estas vesiculas al
producirlas por DELOS-susp. Con este objetivo se realizé6 un experimento de encapsulaciéon
de sulfato de gentamicina (GS) en vesiculas de colesterol:CTAB utilizando el mismo equipo
(equipo de 6 ml) y empleando el mismo procedimiento experimental seguido en la
preparacion de vesiculas no cargadas (Apartado 3.2), pero con la diferencia de que en este
caso se disolvieron 120 mg de (GS), en la fase acuosa, teniéndose asi una relaciéon molar de
GS:lipido* igual a 0,44:1. En la Figura 4.2 se esquematiza el procedimiento DELOS-susp

utilizado para encapsular GS en vesiculas de colesterol:CTAB.

Encapsulacion de GS en vesiculas de colesterol:CTAB
por DELOS-susp

Colesterol
en "etanol/CO2"

lillll

Colesterol
en "etanol/CO2"

Valvula de Valvula de
despresurizacion Y Cerrada despresurizacion X

manual
e manual

GS +CTAB en PBS VESICULAS CARGADAS con GS
+ GS Libre

Figura 4.2. Esquema de la preparacion por DELOS-susp de vesiculas de colesterol:CTAB cargadas con GS.

*Lipido=colesterol + CTAB
Como se muestra en la Figura 4.3 (fotografia insertada en el grafico de la izquierda) con este

experimento se obtuvo una suspension acuosa con un aspecto macroscopico estable. Aparte

de comprobar el aspecto macroscopico de la suspension, también se determiné el potencial
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Z, obteniéndose un valor de 34,3 mV, indicando esto que el sistema es estable ya que el
potencial Z es mayor de 30 mV.

Esta suspension también fue analizada por “dynamic light scattering” (DLS). En la Figura 4.3
(izquierda) se representa la distribucion de tamafos de las vesiculas obtenidas, con esta
técnica. Como se puede observar en dicha figura, las vesiculas presentan una distribucion de

tamafios unimodal y centrada en un tamafo medio de 160 nm.

La suspension se observé por cryo-TEM para estudiar la morfologia de las vesiculas. Las
imagenes realizadas (Figura 4.3, derecha) muestran que la suspensién acuosa obtenida esta
constituida por vesiculas nandscopicas y unilamelares (SUVs), lo que indica que se pueden
obtener SUVs de colesterol:CTAB en presencia de GS.

Intensidad (%)

10 100 1000 10000
Diametro (nm)

Figura 4.3. Distribucién del tamafio de particula (izquierda) e imagen obtenida por cryo-TEM (derecha)
correspondientes a las vesiculas de colestero:CTAB cargadas con GS preparadas a una relacién molar de
GS:lipido de 0,44:1 preparadas por DELOS-susp. La fotografia insertada en el grafico de la izquierda muestra el
aspecto macroscopico de las vesiculas de colesterol: CTAB cargadas con GS y preparadas por DELOS-susp.

En conclusién, estos resultados muestran el potencial del proceso DELOS-susp para la
produccién en un solo paso de SUVs cargadas con activos hidrosolubles sin la necesidad de

emplear ningun procesamiento posterior.

4.1 Influencia de la relacion molar GS:lipido en las caracteristicas
estructurales de las SUVs

Con el objeto de optimizar el proceso de encapsulacion a la hora de obtener mejores

resultados en cuanto al tamafo de vesicula, estabilidad de las suspensiones vesiculares,
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4. Encapsulacion de GS en vesiculas de colesterol:CTAB por DELOS-susp

morfologia y eficiencias de encapsulacion del activo en las vesiculas de colesterol:CTAB, se
disefiaron diferentes experimentos a varias relaciones molares de GS:lipido, desde 0,01:1 a
4,40:1.

Tabla 4.1. Tamario, estabilidad y morfologia de las vesiculas de Colesterol:CTAB cargadas con GS preparadas

mediante DELOS-susp a diferentes relaciones molares de GS:lipido.

Exp® Relacién molar Tamafio Estabilidad Morfologia®
GS:lipido Medio® (nm) PdI° Potencial Z (mV)

1-A 169,2+2,0 0,51+0,02 50,1+1,4

1-B 0:1 134,3+0,5 0,47+0,00 38,3+0,9 SUVs®
G 12ee7 046:001 ! 500429 .
Med'. 0:1 142,7+23,5 0,48+0,29 46,116,8 SUVs

2-A 127,411 0,43+0,00 42,0+2,1

2-B 0,01:1 128,0+0,9 0,47+0,02 53,6+0,1 SUVs
2C o ..1030:07 039002 453#15
Med. 0,01:1 119,4+12,4 0,43+0,04 46,9+5,3 SUVs
3-A 121,7¢1,5 0,45+0,01 43,31£2,0

3-B 0,09:1 155,6+7,2 0,60+0,11 40,8+1,9 SUVs
3C 113503 039:001 450423
Med. 0,09:1 140,4120,2 0,53+0,13 43,0+2,6 SUVs
4-A 161,6+3,2 0,47+0,02 34,3+1,2

4-B 0,44:1 136,2+1,7 0,49+0,01 39,0+0,5 SUVs
4Cc 1251818 0458002 s
Med. 0,44:1 144,2+15,5 0,48+0,02 37,212,2 SUVs
5-A 171,131 0,47+0,02 34,9+0,7

5-B 0,88:1 127,2+1,9 0,45+0,00 32,3+0,8 SUVs
G ... 196709 0472001 /M5
Med. 0,88:1 156,6+16,7 0,47+0,01 34,3+1,7 SUVs

6 2,64:1 1185+214,4° 1,00+0,00 29,8+2,2 -
7 4,40:1 1075+136,0° 1,00+0,00 20,9+0,3 -

Los experimentos de encapsulacion se realizaron con soluciones expandidas de “colesterol/etanol/CO,” a 10 MPa, 308 Ky,
Xcoz = 0.7 mediante un reactor de 6 ml. ® A, B y C son diferentes muestras preparadas a la misma relacién molar de
GS:lipido. ® Media ponderada del tamafio de particula medido por “dynamic light scattering” (DLS). ¢ indice de
polidispersidad. d Morfologia de las vesiculas observadas por cryo-TEM. °*SUVs: Vesiculas pequefias unilamelares. "Media:
obtenida de la media de las 3 muestras fabricadas a la misma relacién molar GS:lipido. ® La medida del tamafio

correspondiente a este dato no cumple con los criterios de calidad de la técnica DLS.

Todos los experimentos se llevaron a cabo siguiendo el procedimiento experimental seguido
para la encapsulacion de GS a una relacién molar de GS:lipido de 0,44:1 descrito en el
Apartado anterior, salvo que en la fase acuosa se disolvié la cantidad de sulfato de
gentamicina correspondiente para obtener la relacion molar GS:lipido deseada. Asi mismo, se
realizaron tres réplicas de cada experimento para evaluar la reproducibilidad del proceso de

encapsulacion por DELOS-susp.
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4. Encapsulacién de GS en vesiculas de colesterol:CTAB por DELOS-sup

En la Tabla 4.1 se muestran los resultados de las caracterizaciones realizadas con el fin de
evaluar la influencia de la relacién molar GS: lipido en las caracteristicas estructurales de las
vesiculas obtenidas. Se incluyen el potencial Z, el tamafio medio y el indice de polidispersidad
(Pdl) de la distribucion de tamafios de particula de cada muestra, asi como, informacién sobre
la morfologia de las vesiculas. Se muestran también los resultados del experimento de
vesiculas blancas (no cargadas) descrito en el Apartado 3 con el fin de comprobar si la
presencia de diferentes cantidades de GS en estas entidades modifica el tamafo, la

estabilidad o las caracteristicas morfoldgicas de las vesiculas.

Evaluacion de la estabilidad de las suspensiones

Como se puede observar en la Figura 4.4 para los experimentos realizados a relaciones
molares GS:lipido desde 0,01:1 a 0,88:1 se obtienen suspensiones con un aspecto
macroscoépico similar al de las vesiculas sin cargar en las que aparentemente no se forman ni
precipitados ni agregados, indicando esto que las vesiculas obtenidas a estas proporciones
de GS vy lipido son estables. Por otro lado, los valores del potencial Z obtenidos para las
vesiculas preparadas con estas relaciones molares (ver Tabla 4.1) son mayores de 30 mV lo

que confirma la estabilidad de estas suspensiones.

Vesiculas no
cargadas

Aumento de la relacién molar GS:lipido

Figura 4.4. Fotografias correspondientes a sistemas vesiculares vesiculas con y sin carga de antibiotico (sulfato de
gentamicina, GS) preparados a diferentes relaciones molares GS:lipido y fabricados por DELOS-susp (de izquierda
a derecha Exp.1-Exp.7).

En cambio, para los experimentos realizados a las relaciones molares de GS:lipido 2,64:1 y
4,40:1, (ver Figura 4.4) se obtienen suspensiones que se separan en dos fases una de las
cuales esta formada por agregados floculados que flotan en la suspension . Por otro lado los

potenciales Z obtenidos para estas relaciones molares (ver Tabla 4.1) tienen un valor
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absoluto inferior a 30 mV lo que también indica que las suspensiones obtenidas con estas
relaciones molares son inestables. Esta interferencia de la GS a altas concentraciones en la

formacion de vesiculas también ha sido reportada por otros autores [80].
Asi pues, en la Tabla 4.1, se puede observar que el limite de la relacion molar GS:lipido a
partir de la cual se obtienen potenciales Z con valores inferiores a 30 mV, y por tanto

inestables se encuentra entre las relaciones molares de 0,88:1 y 2,64:1 de GS:lipido.

Tamano de particula v distribucion de tamanos

Las mediciones del tamafio realizadas mediante “dynamic ligth scattering” (DLS), revelaron
que para todos los experimentos realizados a relaciones molares de GS:lipido entre 0,01:1 y
0,88:1 se obtienen vesiculas nanoscoépicas con tamanos promedio en el rango de 100nm a
200 nm. Respecto a las mediciones obtenidas para vesiculas preparadas a una misma
relacion molar se observa una cierta dispersién en el tamafo medio (ver Tabla 4.1). Dicha
dispersion también se da en las distribuciones de tamafio de particula las cuales estan
representadas en la Figura 4.5. Estas variaciones en el tamafio pueden estar relacionadas
con el hecho de utilizar una valvula manual durante la despresurizacion (Figura 4.2), ya que el

grado y la velocidad de apertura puede variar ligeramente entre los diferentes experimentos.

También se puede observar que de acuerdo con los datos descritos en la Tabla 4.1 la
relacion de GS:lipido no ejerce una gran influencia en el tamano de las vesiculas (siempre
que se obtengan suspensiones estables). A pesar de que hay una cierta tendencia a obtener
tamafios mas grandes a medida que aumenta la relacion molar de GS:lipido, las divergencias
que se dan entre los experimentos realizados a diferentes relaciones de GS:lipido son
similares a las que se dan entre las muestras preparadas con la misma relacién molar de
GS:lipido. Por lo tanto, a efectos practicos se puede considerar que la relacién molar de

antibiotico y lipido no afecta al tamano de las vesiculas.

Por otro lado los resultados de las muestras de los experimentos realizados a relaciones
molares GS:lipido de 2,64:1 y 4,40:1 no cumplen los criterios de calidad de la técnica de DLS
debido a la presencia de grandes agregados en las formulaciones y la alta polidispersidad de

las muestras (esto ocurre cuando Pdl es igual a 1 [63]).
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Figura 4.5. Distribucion de tamafios medidas por DLS de las vesiculas de colesterol:CTAB preparadas por DELOS-
susp. Se representan los resultados de cada una de los tres réplicas de los experimentos realizados a cada relaciéon
molar GS:lipido y la media de las tres réplicas. (de izquierda a derecha Exp.1-Exp.5).

Como se puede ver en la Figura 4.6 donde se muestran las medias de las distintas réplicas
realizadas a cada relacion molar de GS:lipido, las muestras preparadas entre 0:1 y 0,88:1
presentan un pico centrado entre 100 nm y 200 nm. En cambio, en los sistemas que se han
separado en dos fases se observan dos picos diferenciados, uno centrado alrededor de 100
nm y otro centrado alrededor de 4000 nm. Este ultimo es el mas intenso, y se atribuye al
solido floculado, mientras que el pico mas pequefio puede ser atribuido a una fracciéon

vesiculas estables que podria formarse en el proceso de encapsulacion.
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Figura 4.6. Distribucion del de tamafio de particula, medidas por DLS, de las vesiculas preparadas por DELOS-
Susp a diferentes relaciones molares de GS:lipido. Estas distribuciones de tamafio son el resultado de la media de

las tres muestras preparadas en cada experimento realizado a la misma relaciéon molar de GS:lipido.

Morfologia

La caracterizacion morfolégica de las vesiculas preparadas se realizd por microscopia
electrénica de transmision criogénica (cryo-TEM). En la Figura 4.7 se muestran imagenes
correspondientes a las muestras obtenidas en los experimentos realizados con relaciones
molares de GS:lipido desde 0:1 a 0,88:1. Se puede observar que para estas relaciones
molares se obtuvieron vesiculas unilamelares esféricas o casi esféricas. Esto indica, como
ocurre con el tamafo, que la morfologia de las vesiculas es independiente de la relacién
molar de GS:lipido y que el proceso de encapsulacion de GS no altera las caracteristicas de
las vesiculas de colesterol:CTAB. Las muestras de las vesiculas obtenidas en los
experimentos realizados a relaciones molares de 2,64:1 y 4,40:1 también se observaron por
cryo-TEM. Pero debido a que por esta técnica es dificil observar particulas mayores a una
micra, no se pudo observar las particulas correspondientes al pico centrado alrededor de los
4000 nm que se indica en la Figura 4.6 y soOlo se distinguieron algunas vesiculas que eran
similares en tamafo y a las observadas en los otros experimentos realizados a relaciones

molares de GS:lipido mas bajas.

En resumen, se comproboé que la presencia de GS afecta a la estabilidad de las vesiculas,
obteniéndose sistemas vesiculares inestables cuando la relacion molar de GS:lipido supera
un determinado valor. Por otro lado, mientras este valor no se supera no se observa una
influencia de la concentracion de GS en las caracteristicas estructurales de éstas,

obteniéndose vesiculas unilamelares pequefias (SUVs) con una gran uniformidad.
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Figura 4.7. Imagenes obtenidas por cryo-TEM de las vesiculas de colesterol:CTAB preparadas por DELOS-susp a
diferentes relaciones molares de GS:lipido. Aumento: 30000 x.

4.2 Influencia de la relacion molar GS:lipido en la eficiencia de

encapsulacion y la carga de antibiético

La influencia de la relacion molar de GS:lipido en la eficiencia de encapsulacion y en la
carga de antibidtico en las vesiculas preparadas por DELOS-susp se estudié analizando la
cantidad de GS encapsulada en cada una de las formulaciones obtenidas en los
experimentos mostrados en el apartado anterior. La determinacién de la GS contenida en las
vesiculas se llevd a cabo siguiendo el procedimiento que se explica brevemente a
continuacién y se esquematiza en la Figura 4.8 (para una descripcion mas detallada ir a la

Parte Experimental Apartado 7.4.4).

Primero se separa la GS no encapsulada de las vesiculas por cromatografia de exclusion por
tamafio (CE). Después se determina el contenido de GS en las vesiculas separadas por CE.
Para ello, primero se afade MeOH a la suspensién eluida con el objeto de romper las
vesiculas por disolucion de sus constituyentes de membrana, liberando asi el antibidtico
atrapado en su interior. Una vez liberada la GS del interior de las vesiculas, ésta se
transforma en un compuesto fluorescente mediante un proceso de derivatizacion basado en
la reaccién de los grupos amino de la GS con el reactivo o-ftaldialdehido (OPA) en presencia

de B-mercaptoetanol [64]. Después se mide la fluorescencia del compuesto fluorescente
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obtenido y mediante una curva de calibracion se cuantifica la cantidad de sulfato de
gentamicina calculandose la eficiencia de encapsulacion, EE (%), y la carga de antibiético en

las vesiculas con las Ecuaciones 4.1 y 4.2.

F 3. DERIVATIZACION Y
1. SEPARACION 2. RUPTURA CUANTIFICACION DE GS

(G5 no encapsulada

VESICULAS CARGADAS

+ VESICULAS CARGADAS GS libre
GS no encapsulada @ vesiculas
8 -? MeOH Reactivo OPA
Snincal)
1 I
o @ FES
© (e lipidos
GS lib
@ disueltos e
VESICULAS CARGADAS ~ 1
VESICULAS "ROTAS" "GS FLUORESCENTE"
TAMARO ‘ POTENCIAL-Z I 1
) EFICIENCIA DE CARGA
MORFOLOGIA ENCAPSULACION DE ANTIBIGTICO

Figura 4.8. Esquema del procedimiento experimental seguido para determinar el contenido de sulfato de

gentamicina (GS) de las vesiculas preparadas por DELOS-susp.

Masa de GS encapsulada

EE(%) =
(%) Masa inicial de GS

x100 (4.1)

Masa de GS encapsulada
Masa de lipidos

Carga de antibiético (m/m) = (4.2)

Antes de determinar EE y la carga de antibiotico se considerd conveniente evaluar como
afecta el hecho de realizar la cromatografia de exclusion (CE), a las caracteristicas

estructurales de las vesiculas.

En la Tabla 4.2 se muestran la eficiencia de encapsulacion, la carga de antibiotico, el tamafio
promedio de particula, el indice de polidispersidad (Pdl), el potencial Z e informacion acerca
de la morfologia de las vesiculas una vez eluidas a través de la columna de cromatografia de

exclusion.
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Tabla 4.2. Tamafio, estabilidad, morfologia, EE y carga de antibiodtico en las vesiculas de colesterol:CTAB cargadas

con GS , preparadas mediante DELOS-susp a diferentes relaciones molares GS:lipido.

Exp? Relacion Tamafio Estabilidad Carga de
molar o antibiético
potencialz MO EE(R)
YOV . b c
GS:lipido Medio ~ (nm) Pdl (mV) (m/m)
2-A 108,941,1 0,43+0,01 60,5+3,0 S -
2B 0,01:1 98,9+1,0 0,41+0,01 52,642,0 SUVs® - -
26 90,107 030:001 _ 500:33 e o
Med"  0,01:1 99,6218,2 0,41+0,02 58,6+3,1 SUVs - -
3-A 113,00,5 0,43+0,00 57,713 0,73+0,03 1E-03+6E-05
3-B 0,09:1 121,441,4 0,47+0,01 55,1£2,4 SUVs 1,2340,03 2E-03+5E-05
3C 1345421 0476001 527432 065:003  1E03:5E-05
Med.  0,09:1 122,648,1 0,46+0,03 55,2+3,2 SUVs 0,87+0,27 1E-03+5E-04
4-A 116,6+1,3 0,44+0,03 55,0+2,6 0,90+0,01 7E-03+1E-04
4-B 0,44:1 106,2+0,7 0,42+0,02 56,7+2,5 SUVs 0,87+0,01 7E-03+7E-04
AC 1088107 0408002 57934 066008 6E.03TE-04
Med. 0,44:1 110,54,7 0,42+0,03 56,6+2,8 SUVs 0,81+0,12 7E-03+7E-04
5-A 141,214,9 0,56+0,10 53,6+1,6 0,87+0,02 1,5E-02+3E-04
5-B 0,88:1 100,8+0,9 0,36+0,01 55,2+4,0 SUVs 0,69+0,01 1,2E-02+2E-04
5-C 233,3+18,4" 0,49+0,09 57,312,4 0,91+0,01 1,5E-02+2E-04

Med.  0,88:1 121,0£22,3' 0,46+0,13 55,3+2,9 SUVs 0,82+0,10 1,4E-02+1E-03

Los experimentos de encapsulacion se realizaron con soluciones expandidas de “colesterol/etanol/CO,* a 10 MPa, 308 Ky
Xcoz2 = 0,7 mediante un reactor de 6 ml. # A, B y C son diferentes muestras preparadas a la misma relacion molar de
GS:lipido. ® Media ponderada del tamafio de particula medido por “dynamic light scattering” (DLS). ¢ indice de
polidispersidad. d Morfologia de las vesiculas observadas por cryo-TEM. ® SUVs: Vesiculas pequefias unilamelares. f
Media: Obtenido de la media de las 3 muestras fabricadas a la misma relacion molar GS:lipido. ° El valor de fluorescencia
es similar al obtenido con vesicula no cargadas. " Los resultados correspondientes a este dato no cumplen con los criterios

de calidad de DLS. ' Dato resultante de la media de los Exp 5-A y 5-B.

Evaluacion de la estabilidad de las suspensiones después de CE

Como se puede observar en la Tabla 4.2, para todas las muestras se obtienen potenciales
Z alrededor de 50 mV independientemente de la relacién molar de GS:lipido, lo que indica
que las muestras eluidas tienen una buena estabilidad. Si se comparan estos resultados con
los obtenidos antes de la elucion de las muestras, se puede observar que a diferencia de lo
que ocurre con las muestras analizadas antes de realizar la cromatografia de exclusion no
hay una relacion entre el potencial Z y el aumento la proporcion GS:lipido . Esto ultimo podria
responder al hecho de que el potencial Z depende de la fuerza idnica del medio dispersante y
mientras que antes de la CE la presencia de diferentes cantidades de GS libre en el medio
acuoso (PBS) provoca diferencias en la fuerza ionica de las muestras, al eliminarse ésta
después de la cromatografia todas las muestras tienen el mismo medio dispersante (PBS,

100 mM), provocando que los potenciales Z sean similares. Por lo tanto, con estas
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observaciones se puede concluir que la presencia de la GS libre en el medio altera la
estabilidad de las vesiculas.

Tamano de particula y distribucion de tamarnos después de la CE

Si se comparan los resultados reflejados en la Tabla 4.2 con los de la Tabla 4.1 se puede
observar que el tamafio medio de las vesiculas disminuye después de realizarse la
cromatografia de exclusion (CE). Sin embargo, esta disminucién de tamafio no es muy
grande, ademas, es en cierto modo esperable, ya que al pasar por la columna, las vesiculas
de gran tamafo que podrian estar presentes en la solucion sin eluir habrian sido separadas.
Por otro lado, como se puede observar en la Figura 4.9, en todos los casos la distribucién de
tamanos pasa de tener una distribucién unimodal antes de la cromatografia a una distribucion
bimodal después de la CE, en la que el porcentaje de particulas con un diametro inferior (80-

90 nm) aumenta si se compara con los resultados obtenidos antes de la CE.

10
- - -0,88:1_aCE
——0,88:1_dCE
84 0,44:1_aCE
© 0,44:1_dCE
?c 6 - - -0,09:11_aCE
© i ——0,09:1_dCE
% 0,01:1_aCE
c 4] 0,01:1_dCE
[}
Q
£
2_
0 T T
10 100 1000 10000

Diametro (nm)

Figura 4.9. Distribucién de tamafos de las vesicula antes y después de CE (aCE y dCE) correspondientes a los
experimentos de encapsulacion mediante DELOS-susp llevados a cabo con relaciones molares de 0.88:1 a 0.01:1

GS:lipido. Se muestran las medias de las 3 muestras fabricadas a la misma relacion molar GS:lipido

Morfologia de las vesiculas después de la CE

Las imagenes obtenidas por cryo-TEM reflejadas en la Figura 4.10 muestran que la
mayoria de las vesiculas siguen siendo nanoscépicas y unilamelares después de la CE y que

ésta no modifica sus caracteristicas morfoldgicas.
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Figura 4.10. Imagenes de cryo-TEM correspondientes a la vesiculas de colesterol:CTAB cargadas con GS

separadas con la columna de excusion de tamafio, CE. Aumento 30000 x.

Eficiencia de encapsulacién y carga de antibidtico

Una vez se comprobo que la cromatografia de exclusion no afecta significativamente a las
caracteristicas estructurales de las vesiculas, se determind la eficiencia de encapsulacién y la
carga de antibiotico. La eficiencia de encapsulacion obtenida fue, como se muestra en la
Tabla 4.2, de alrededor del 1% independientemente de la relacion molar de GS:lipido
utilizada. Estos resultados podrian explicarse por la existencia de un limite maximo sobre el
volumen global de la fase acuosa que puede ser atrapado en el interior de las vesiculas. Asi
mientras que los valores de EE (%) son similares entre las muestras preparadas a diferentes
relaciones molares de GS:lipido, la carga de antibidticos es mayor al aumentar la

concentracion de GS en los experimentos de encapsulacion.

A pesar de que las eficiencias de encapsulacion alcanzadas con DELOS-susp son bajas, cabe
mencionar que las eficiencias de encapsulacion de GS en SUVs obtenidas por métodos
convencionales estan normalmente en el rango del 1-5% [58, 60, 62, 65-66], con la excepcion de
las eficiencias de encapsulacion obtenidas con el método de Deshidratacion-Rehidratacion, con
el que se han obtenido eficiencias de de alrededor del 30%. Sin embargo, esta técnica requiere

de mas pasos de fabricacidn que los necesarios con otros procedimientos [59, 67].

Segun algunos autores la causa de las bajas eficiencias de encapsulacion obtenidas con la
mayoria de estos métodos al encapsular GS en vesiculas catidénicas pueden ser debidas a la
repulsion electroestatica entre la carga positiva de las membranas de las vesiculas (es este
caso debido a la carga positiva de las moléculas de CTAB) y los aniones presentes en la GS
[62]. Una alternativa seria encapsular la gentamicina en vesiculas con membranas cargadas
negativamente. Sin embargo, esta interaccion electrostatica entre la gentamicina y la
membrana cargada negativamente podria verse afectada produciéndose la liberacion del

antibiético antes de lo deseado [58, 68]. Otra alternativa seria aumentar el tamafo de las
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vesiculas para obtener mayores eficiencias de encapsulacién [69-70]. Sin embargo, como se
comentd en el Apartado 1.2.1, el compromiso entre la eficiencia de encapsulacion y los
tiempos de circulacion en sangre hace que sea preferible el uso de vesiculas pequenas a

pesar de que tengan una capacidad de encapsulacién inferior.

En resumen el método DELOS-susp permite obtener eficiencias de encapsulacién similares a
las que se obtienen con otros métodos utilizados para encapsular GS en vesiculas, e
introduce la ventaja ser un proceso que se lleva a cabo en un solo paso reduciendo la
complejidad de los otros métodos, lo que repercutiria reduciendo costes si se llevara a cabo

una aplicacién industrial de este proceso.
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5. Estudio de escalabilidad del proceso DELOS-susp para
la encapsulacion de activos hidrofilicos.

Una de las limitaciones que presentan los sistemas convencionales de fabricacion de
sistemas vesiculares es la falta de reproducibilidad y el alto coste relacionado con el escalado
de estas técnicas. Las tecnologias basadas en fluidos comprimidos han despertado interés
como una alternativa prometedora, debido a presentar una mas facil escalabilidad y a
presentar una mayor reproducibilidad que otros métodos de produccion de materiales micro y
nanoestructurados. Atendiendo a la importancia y necesidad de la produccién de liposomas a
gran escala, se estudid la escalabilidad del proceso DELOS-susp para la encapsulaciéon de
sulfato de gentamicina (GS) en vesiculas de colesterol:CTAB escalando el proceso en un

factor de 50 obteniéndose mas de un litro de producto por lote.

Para realizar el estudio de escalabilidad se repitieron los experimentos de encapsulacion de
GS en vesiculas de colesterol:CTAB (1mol:1mol) llevados a cabo con relaciones molares
GS:lipido 0,09:1 y 0,88:1 (Apartado 4.1.), pero fabricandose esta vez en un autoclave de 300
ml con las mismas condiciones de presion (Pw=10 MPa), temperatura (Tyw = 308 K) y fraccién
molar de CO, (Xw = 0,7) que con el equipo de 6 ml utilizado anteriormente. Asi mismo, se
prepararon tres réplicas de los experimentos realizados para observar la variabilidad entre las
muestras preparadas con idénticas condiciones. Por otro lado, tal y como se hizo con los
experimentos realizados con el equipo de 6 ml, primero se prepararon vesiculas sin carga de
antibiético con el fin de comprobar si la presencia de GS afecta al tamario, a la estabilidad o a
las caracteristicas morfolégicas de las vesiculas de colesterol:CTAB cuando estas se

preparan el equipo de 300 ml.

Hay que mencionar que la diferencia de los equipos no se limita s6lo a la diferencia de
capacidad de éstos, sino que también hay diferencias en la configuracién de ambos equipos.

Estas diferencias, que se indican esquematicamente en la Figura 5.1 son las siguientes:

+ Una de las variaciones que se dan entre ambas configuraciones es el método de de
mezclado del CO, en la disolucion de colesterol en etanol. Mientras que con el equipo
de 6 ml, debido a su reducido volumen, no era posible instalar un agitador para

homogeneizar la muestra, el equipo de 300 ml cuenta con un agitador mecanico para
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realizar dicha mezcla de un modo mas rapido y poder asi alcanzar mas rapidamente el

equilibrio termodinamico de la solucién expandida con CO.,.

Otra diferencia a destacar es que en la configuracion del equipo de 300 ml se afiadié un
filtro a la salida del reactor con el fin de separar las posibles particulas de colesterol que

pudieran precipitar durante la etapa de presurizacion.

Otra diferencia importante que se introdujo en la configuracién del proceso realizado a
mayor escala, fue utilizar una valvula de despresurizacién de apertura automatica
regulada por un sistema de control en vez de utilizar una valvula de despresurizacion

manual como la utilizada en el equipo de 6 ml.

[Equipo 300m]
@ L @ T

V=6ml V=300ml

Valvula de despresurizacion ¥
despresuﬁzacién% automatica
manual

COz Fase acuosa

Fase
acuosa

Figura 5.1. Representacion esquematica de las diferencias significativas entre la configuracion del sistema
de 6 ml y el sistema de 300 ml utilizados en los experimentos de encapsulacién de GS mediante DELOS-

susp.

Por ultimo, otra diferencia importante entre ambas configuraciones es la que se da en la
forma en que se mezclan la solucion organica expandida y la fase acuosa durante la
etapa de despresurizacion. Mientras la despresurizacion de la fase organica expandida
en el en el equipo de 6 ml se realiza directamente sobre un recipiente que contiene la
fase acuosa (Figura 5.2, izquierda), con la configuraciéon del equipo de 300 ml la fase
organica se mezcla con la fase acuosa en una union tipo T (Figura 5.2, derecha). El
modo de mezclado con la unién tipo T es el siguiente: mientras se despresuriza la fase

organica expandida, la fase acuosa se bombea a través de dicha union. Ambas fases se
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mezclan en la unién tipo T con la proporcion deseada regulando el caudal con el que
ambas pasan a través de ella, consiguiéndose asi una mezcla equimolar de colesterol y
CTAB. Conviene destacar que un trabajo anterior realizado en el presente grupo [16],
con el equipo de 300 ml se comprobé que se conseguian suspensiones mas
homogéneas usando la configuracion tipo T que las que se conseguian
despresurizando la solucién expandida directamente sobre la solucion acuosa, ya que
asi se conseguia un mejor mezclado entre ambas fases durante la etapa de
despresurizacion. Sin embargo, en principio se podria considerar que con un equipo de
dimensiones reducidas, como en el caso del equipo de 6 ml, las diferencias en la

homogeneidad del mezclado usando una u otra configuracién no son muy importantes.

MEZCLA
DESPRESUSIZADA
HO) —=t(f)

MEZCLA MEZCLA
DESPRESURIZADA DESPRESURIZADA

' FASE

Acuosa
[ ] - -—1’1 T-MEZCLA
S I 4(0) —=tf)
| i
& e BOMBA i
B.' ..1
t(0) t(1) tf) (0) —=1(f)
FASE SISTEMA SISTEMA
ACUOSA DISPERSO DISPERSO y :
(0) —=t(f)
A B

Figura 5.2. Diferencias en el sistema de mezclado de la fase acuosa con la fase organica durante la etapa de
despresurizacion. A En el equipo de 6 ml se realiza directamente sobre un recipiente que contiene la fase acuosa.
B. En el equipo de 300 ml la mezcla entre la fase acuosa y la organica se realiza mediante una unién tipo T.
Tomada de [71].

El procedimiento experimental utilizado para realizar los experimentos de encapsulacién en el
sistema de 300 ml es muy similar al procedimiento seguido en los experimentos realizados
con el equipo de 6 ml. Se disolvieron 3.7 g de colesterol en 142 ml de etanol y la solucion se
introdujo en un reactor de 300 ml precalentado a 308K. Después de 15 minutos de equilibrio
térmico, se anadio CO, hasta lograr una presion, Py, de 10 MPa y una fraccion molar de CO»,
Xw, de 0,7. La solucion expandida se agitdé durante al menos 30 minutos, procediéndose
después a la despresurizacion de ésta mediante la apertura de la valvula automatica. Durante
la despresurizacion la fase organica se mezclé a través de la union tipo T con 1180 ml de
solucién acuosa (PBS 100 mM, pH=7.4) que contenia 3.3 g de CTAB y la cantidad
correspondiente de GS para obtener la relacion molar de GS:lipido deseada. Durante la

despresurizacion se produjo una gran, rapida y homogénea disminucion de la temperatura de
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la solucidn organica de colesterol, obteniéndose las vesiculas al entrar en contacto la solucidn

organica con la solucidon acuosa que contenia el surfactante CTAB.

5.1 Influencia del escalado del proceso DELOS-susp en la estabilidad y las

caracteristicas estructurales de las vesiculas de colesterol:CTAB

Los sistemas vesiculares obtenidos con en el reactor de 300 ml se caracterizaron del
mismo modo que los obtenidos a menor escala. Es decir, se analizaron tanto el tamano, la
estabilidad, la morfologia de las vesiculas y el contenido de GS encapsulado. Los resultados
referentes al tamaro, estabilidad y morfologia de las vesiculas producidas con el equipo de

300 ml se resumen en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Tamano, estabilidad y morfologia de las vesiculas de colesterol:CTAB cargadas con GS preparadas

mediante DELOS-Susp a diferentes relaciones molares de GS:lipido.

a Relacién molar Tamafio Estabilidad

Exp . Morfologia®
GS:lipido Medio™ (nm) PdI° Potencial Z(mV)
8 0:1 130,6£1,3 0,30+0,01 41,1£0,8 SuUvVs®

9-A 142,01£0,6 0,37+0,00 42,1£2,5

9-B 0,09:1 138,8%1,7 0,33+0,03 44,4+0,2 SUVs
9C 1445805 0356000 M9£22
Med'. 0,09:1 141,84£2,6 0,35+0,02 42,812 1 SUVs
10-A 148,01£2,6 0,32+0,01 29,9422

10-B 0,88:1 141,240,4 0,25+0,01 32,0+£2,1 SUVs
o 150,0£07 036:001 38018
Med. 0,88:1 146,414,8 0,30+0,04 31,612,2 SUVs

Los experimentos de encapsulacion se realizaron con soluciones expandidas de “colesterol/etanol/CO,” a 10 MPa, 308 K,
XCO, = 0,7 con un reactor de 300 ml. . A, B y C son diferentes muestras preparadas a la misma relacién molar de
GS:lipido. ® Media ponderada del tamafio de particula medido por “dynamic light scattering” (DLS). ° indice de
polidispersidad. ¢ Morfologia de las vesiculas observadas por cryo-TEM. ® SUVs: vesiculas pequefas unilamelares. " Media:

Obtenida de la media de las 3 muestras fabricadas con la misma relaciéon molar GS:lipido.

Evaluacion de la estabilidad de las suspensiones

Los resultados del potencial Z mostrados en la Tabla 5.1 indican que todas las
suspensiones obtenidas son estables ya que se obtienen potenciales Z por encima de 30 mV.
Tal y como se observé con los experimentos realizados con el equipo de 6 ml, la estabilidad
de las vesiculas depende de la relacion molar de GS:lipido. Para las vesiculas fabricadas con
relaciones molares de 0:1 y 0,09:1 se obtienen valores de potencial Z de alrededor de 40 mV
en y un valor un poco superior a 30 mV en el caso las vesiculas preparadas con relaciones

molares de GS:lipido de 0,88:1. Estos resultados son similares a los obtenidos con el equipo
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de 6 ml con las mismas relaciones molares de GS:lipido, indicando que la estabilidad de las
vesiculas de colesterol:CTAB cargadas con GS no se ve afectada cuando son producidas a

una escala 50 veces superior.

Tamano y distribucion de tamanos

Las vesiculas preparadas con el equipo de 300 ml presentan diametros medios que varian
desde 130nm hasta 150 nm en funcién de la relacién molar de GS:lipido (0:1 y 0,88:1,
respectivamente). Aunque los tamanos de las vesiculas son comparables a los obtenidos
para las formulaciones preparadas a menor escala, las vesiculas producidas con el equipo de
300 ml presentan una distribucion de tamanos mas estrecha (ver Figura 5.3), El aumento en
la homogeneidad del tamafio también se refleja en el indice de polidispersidad (Pdl), ya que
en el caso del sistema de 6 ml se obtienen valores de alrededor de 0,47 (ver Tabla 4.1) y
alrededor de 0,3 en el reactor de 300 ml (ver Tabla 5.1). Estas diferencias en la distribucién
de tamafos podrian ser atribuidas a las divergencias en la configuracion de la etapa de
despresurizacion entre ambos equipos. Por un lado, al uso de una valvula automatica en vez
de una manual como la utilizada en el equipo de 6 ml y por otro, a la diferencia en el sistema

de mezclado durante la etapa de despresurizacion.

——0,88:1_300mI
——0,09:1_300mI
104 - —.0,88:1_6ml
- = -0,09:1_6ml
8A
©
3
B 64 L~
C -\
2 ’ A\
c 44 /’ \
- \
1 M\
2+ I/ <N\
Y TN s
0<% : ,
10 100 1000 10000

Diametro (nm)

Figura 5.3. Distribucién de tamafios correspondientes a vesiculas de colestrol:CTAB obtenidas en el equipo de 300
ml y en el equipo de 6 ml a diferentes relaciones molares GS:lipido. Se muestran las medias de las 3 muestras
fabricadas a la misma relacion molar GS:lipido

Otra diferencia encontrada entre los resultados obtenidos en el equipo de 300 ml y el de 6 ml,
es la mejor reproducibilidad tanto en el tamafio medio como en la distribucién de tamafios que
se da en los experimentos realizados a la misma relacién molar de GS:lipido en el reactor de
300 ml. La mejora de la reproducibilidad a mayor escala queda patente en la disminucion de
la desviacion estandar en el tamano medio de las réplicas realizadas a la misma relacién

GS:lipido en el equipo de 300 ml, comparado con la obtenida con el equipo de 6 ml.
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Figura 5.4. Distribuciéon de tamafios medidas por DLS de las vesiculas de colesterol:CTAB preparadas por DELOS-
susp en el equipo de 6 ml y el de 300 ml. Se representan los resultados de cada una de los tres réplicas de los
experimentos realizados a cada relacion molar GS:lipido y la media de las tres réplicas.

Dicha mejora de la reproducibilidad también se puede observar en las distribuciones de
tamanos de los experimentos realizados a una misma relacion molar. En la Figura 5.4 se

puede observar que con el equipo de 300 ml se obtiene una mejor reproducibilidad de la
distribuciéon de tamafos.

Morfologia

La morfologia de las vesiculas obtenidas con el reactor de 300 ml (ver Figura 5.5) fue
similar a la de las vesiculas obtenidas con el equipo de 6 ml, obteniéndose en ambos casos

vesiculas de tamafo nanoscoépico, unilamerales y con forma esférica o casi esférica.
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Figura 5.5 Imagenes obtenidas por cryo-TEM dela vesiculas de colesterol:CTAB cargadas con GS y obtenidas

mediante DELOS-susp en el reactor de 300 ml. Aumento: 30000 x.

Con lo visto hasta hora se puede concluir que el escalado del proceso DELOS-sup no afecta
las caracteristicas estructurales, ni a la estabilidad de las vesiculas, ya que al escalar el
proceso se siguen obteniendo vesiculas unilamelares de alrededor de 150 nm, se obtienen
valores similares de potencial Z en las formulaciones con la misma composicion y la
morfologia de las vesiculas también se mantiene. Por otro lado, las pequefias diferencias
entre los resultados obtenidos cuando se emplean los equipos de 6 ml y de 300 ml pueden
ser atribuidas a las diferencias de configuracion de la etapa de despresurizacion mas que al
escalado en si, siendo los resultados obtenidos en el equipo de 300 ml ligeramente mas

reproducibles debido a un mejor control de los parametros de operacion.

5.2 Influencia del escalado del proceso DELOS-susp en la eficiencia de

encapsulacion y la carga de antibiético en las vesiculas de colesterol:CTAB

Como se procedid con las formulaciones obtenidas en el reactor de 6 ml las vesiculas
cargadas con sulfato de gentamicina (GS) se separaron del antibiético no encapsulado, o
libre, mediante cromatografia de exclusién de tamafio (CE), y tal y como se hizo
anteriormente, se evalud el tamafo, estabilidad y las caracteristicas morfolégicas de las
vesiculas separadas con el fin de comprobar como afecta la CE a las caracteristicas
estructurales de éstas. En la Tabla 5.2 se presentan estos resultados junto con los resultados

obtenidos de eficiencia de encapsulacion, EE, y carga de antibiético.

Como se puede observar en la Tabla 5.2, tal y como ocurre con las vesiculas preparadas con
el reactor de 6 ml, las muestras eluidas presentan un mayor potencial Z que las muestras no
eluidas. Al igual que ocurre con los experimentos realizados a mas pequefia escala, el
potencial Z ronda los 50 mV en todos los casos. Esto es debido a que la separacion de la GS

libre que desestabiliza a las vesiculas, iguala el medio dispersante en el que se encuentran
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las mismas produciéndose un aumento y una homogeneizacion del potencial Z entre las

distintas muestras preparadas a diferente relacion GS:lipido.

Tabla 5.2. Tamafio, estabilidad, morfologia, eficiencia de encapsulacion, EE y carga de antibidtico de las muestras
de vesiculas eluidas de la columna de exclusiéon de tamafio correspondientes a los experimentos realizados de

encapsulacion realizados en el equipo de 300 ml.

Exp® Rreriif;‘r’” Tamafio Estabilidad ) Carga Ant.
Mor. EE(%
GS:linido Medio ° PdI° Potencial Z (%) (m/m)
1P (nm) (mV)

9-A 102,8+0,7  0,26+0,01 55,6+2,7 1,69:0,10  3E-03+2E-04
9-B 0,09:1 114,4+06 0,25+0,00  48,6+1,9 SUVs®  1,58+0,05 3E-03+8E-05
%c 102607 0,28+0,02 564430 ~ 16940,09 3E-03+1E-04
Med". 0,09:1 106,6+5,9 0,26+0,02 53,543 SUVs  1,65+0,09 3E-03+1E-04
10-A 108,9+0,7 0,26+0,02  52,5+1,0 1,3240,02  2E-02+3E-04
10-B 0,88:1 109,6+1,1  0,30+0,01 51,8+0,9 SUVs  1,21:0,07 2E-02+1E-03
1B 1092407 0,35+0,02 584438 ~ 1.3940,04  2E-0246E-04
Med. 0,88:1 109,3:t0,8 0,30+0,03  54,2+3.7 SUVs  1,31:0,09 2E-02+1E-03

Los experimentos de encapsulacion se realizaron con soluciones expandidas de “colesterol/etanol/CO,” a 10 MPa, 308 K,

XCO, = 0,7 con un reactor de 300 ml. ® A, B y C son diferentes muestras preparadas a la misma relacion molar de

c

indice de
f

GS:lipido. ® Media ponderada del tamafio de particula medido por “dynamic light scattering”, DLS.
polidispersidad. d Morfologia de las vesiculas observadas por cryo-TEM. ® SUVs: Vesiculas pequefias unilamelares.

Media: Obtenido de la media de las 3 muestras fabricadas a la misma relacién molar GS:lipido.

Tal y como ocurre con las vesiculas obtenidas en los experimentos realizados a menor
escala, el tamafio medio de las vesiculas se reduce al separar las vesiculas del sulfato de
gentamicina (GS) mediante cromatografia de exclusion de tamafo (CE). Asi, al pasar las
vesiculas por la CE el tamafio medio pasa ser de alrededor de 140 nm a unos 100nm. Por
otro lado, tras la CE se produce un estrechamiento en la distribucion de tamafios (ver Figura
5.6) y al contrario que lo que ocurre con los experimentos realizados a menor escala (ver
Figura 4.9) ésta continua siendo unimodal. En la Figura 5.6 también se puede observar que
las vesiculas eluidas muestran una tendencia un poco mas acentuada a la reduccion de
tamano después de pasar a través de la CE que las producidas con el equipo de 6 ml.
Ademas presentan un indice de polidispersidad (Pdl) menor, lo que indica que tienen una
distribucién de tamafos mas estrecha. Asi mismo, la desviacion estandar del tamafio medio
entre los experimentos realizados a la misma relacién molar GS:lipido con el equipo de 300

ml (Tabla 5.2) también es menor la que se obtiene con el equipo de 6 ml (Tabla 4.2).
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Figura 5.6. Distribucién de los tamafos de vesicula antes y después de CE (a CE y d CE) correspondientes a los
experimentos de encapsulacion mediante DELOS-susp en el reactor de 300 ml llevados a cabo con relaciones

molares de 0,88:1 y 0,09:1 GS:lipido. (Se representa la media de las tres réplicas de cada experimento).

Las imagenes obtenidas por cryo-TEM (ver Figura 5.7) muestran que la morfologia de las
vesiculas preparadas con el reactor de 300 ml no cambia después de la CE, ya que las
vesiculas eluidas siguen siendo unilamelares y nanoscoépicas para las relaciones de GS:lipido
molares estudiadas.

Figura 5.7. Imagenes de cryo-TEM correspondientes a la vesiculas de colesterol:CTAB cargadas con GS y

preparadas con DELOS-sup mediante el reactor de 300 ml y eluidas a través de la columna de excusién de tamafio
(CE).

Una vez comprobado que la CE no afecta a las caracteristicas estructurales de las vesiculas
se hallo la eficiencia de encapsulacion y la carga de antibidtico. Las eficiencias de
encapsulacién que se obtuvieron en las formulaciones fabricadas con el reactor de 300 ml
fueron de entre el 1y el 2% (ver Tabla 5.2), siendo éstas algo mejores para los experimentos
realizados con relaciones molares de 0,09:1 GS:lipido. También son algo mejores que las

obtenidas con el equipo de 6 ml (Tabla 4.2). La desviacidon estandar de los resultados de los
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experimentos realizados a la misma relacion molar es también mas baja que la de los
experimentos realizados a una escala menor lo que indica que también en este aspecto con
el equipo de 300 ml se obtiene una reproducibilidad mayor que con el equipo de 6 ml. Esto
concuerda con la mayor reproducibilidad observada en el apartado anterior en cuanto al

tamanio y la distribucion de tamarnos de las vesiculas.

En resumen, los resultados obtenidos al realizar el escalado demuestran que la
encapsulacion por DELOS-susp de principios activos hidrosolubles en vesiculas de
colesterol:CTAB es facilmente escalable cuando el volumen de produccion se incrementa en

un factor de 50.
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6. Conclusiones

En este proyecto se ha demostrado que el etanol es un disolvente adecuado para preparar
vesiculas de colesterol:CTAB por el método DELOS-susp, ya que el CO, tiene un fuerte
caracter co-solvente, llegando incluso a tener un comportamiento sinérgico, en la mezcla
“colesterol/etanol/CO,”, para un amplio margen de fracciones molares de CO, a condiciones

de trabajo adecuadas.

Asi mismo, se ha comprobado que al emplear etanol como disolvente organico con el método
DELOS-susp se obtienen vesiculas unilamelares pequefas (SUVs) de colesterol:CTAB de

manera reproducible y con una gran uniformidad.

Se han obtenido SUVs por DELOS-susp cargadas con sulfato de gentamicina (GS) con gran
uniformidad y de modo reproducible, obteniéndose éstas en un solo paso y con eficiencias de

encapsulacion comparables a las obtenidas con otros procedimientos mas complejos.

Se ha escalado el proceso DELOS-susp de encapsulacion de GS en SUVs de
colesterol:CTAB por un factor de 50, produciéndose resultados comparables a los obtenidos a
menor escala, pero con una mayor reproducibilidad, una distribucion de tamafos mas

estrecha y una ligera mejora en las eficiencias de encapsulacion.
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7.1 Materiales

En este proyecto se utilizaron los productos quimicos que se mencionan a continuacion.
Colesten-3B-ol (colesterol:pureza 95%) que fue suministrado por Panreac (Barcelona).
Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), que fue suministrado por Sigma-Aldrich (Tres Cantos,
Madrid). Sulfato de gentamicina (GS), que fue suministrado por Molekula (Dorset, UK). Todos
los disolventes organicos de grado HPLC utilizados fueron suministrados por Teknokroma
(Sant Cugat del Vallés) el N, y el didoxido de carbono (pureza 99,9%) fue suministrado por
Carburos Metalicos S.A. (Barcelona). Todos los productos quimicos se utilizaron sin realizar
ninguna purificacion adicional. El agua empleada en los experimentos fue previamente tratada
con un equipo de purificacion Milli-Q Advantage A10 (Millipore Ibérica, Madrid,). Para la
preparacion de las vesiculas se empled un buffer de PBS (pH= 7,4) y con una concentracion
molar 100 mM de sales (0,094 M de NaCl, 0,0031 M de Na,HPQO,, 0,0009 M de NaH,PQ,).

El B-mercaptoetanol y el o-ftaldialdehido utilizados para la determinacion de la eficiencia de
encapsulacion y la carga de antibiético fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Tres Cantos,
Madrid).

7.2 Analisis de solubilidad

7.2.1 Determinacion de la solubilidad del colesterol en etanol

La solubilidad del colesterol en etanol a 308 K se determin6 del siguiente modo. Una
solucion sobresaturada de colesterol en etanol se agit6 en un bafio durante una hora,
después la solucién se dejo reposar a la misma temperatura también durante una hora.
Después de esto, se tomaron dos alicuotas de la solucion y se filtraron. Una vez filtradas se
pesaron mediante una balanza de precision (x0,0001 g), obteniéndose el valor de la masa del
disolvente mas la del soluto. Después de obtenerse la masa de la solucién (masa de soluto +
masa de disolvente) las alicuotas se sometieron a un proceso de evaporacion en vacio
durante dos horas hasta secarse completamente. Una vez secado, se peso el contenido
restante en las alicuotas obteniéndose la masa de soluto. Conociendo las masas del soluto y
de disolvente se calculd la solubilidad del colesterol en etanol puro a 308 K expresandose en

moles de soluto/moles de disolvente.
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7.2.2. Determinacion de solubilidades en disolventes organicos expandidos
con CO2 segun el método “vanishing point” mediante una celda de volumen

variable

7.2.2.1 Equipo: Analizador de fases a alta presion

La determinacion de solubilidades por el método “vanishing point’ [53-54] se realizd
mediante un analizador de fases a alta presidon basado en una celda de volumen variable.
Dicho analizador de fases (Figura 7.1) esta formado por un reactor a alta presion (CV) de
volumen variable, esta fabricado con acero inoxidable 316 y esta dotado de dos mirillas
laterales de zafiro (Jerguson modelo 16-T-40) y un piston (PI) de acero 316. Mediante el
movimiento de éste se consigue una variacion del volumen interno de la celda. Dicho pistén
se puede introducir dentro de la celda hasta una profundidad maxima de 20 cm
consiguiéndose asi un volumen minimo de 50 ml y un volumen maximo de 75 ml cuando el
piston estd a su maxima altura. EI movimiento del pistén esta gobernado por un cilindro

neumatico (SMC CEB63-200J) con una linea de aire comprimido.

La celda de volumen variable esta situada en el interior de una camara de temperatura Binder
MK 53 (F) con un rango de temperaturas de trabajo de 238 K a 453 K. También consta de un
transductor de presion (Keller serie 8) y una sonda de temperatura (Pt-100). La
homogenizacion del contenido de la celda se consigue mediante un sistema de recirculacion

que consta de una bomba externa (RM) (Micro pump serie 180).

El CO, se introduce en la celda por medio de una bomba de jeringa termostatizada (P2)
(ISCO 260D, CIUO Inc., Lincoln, EE.UU.) a través de la valvula V3. El N, que se introduce a
través de la valvula V5, llega directamente desde una bombona dotada de un manoreductor
que regula la presion de salida del mismo. La alimentacion de disolventes o disoluciones
organicas hacia el interior de la celda se realiza a través de la valvula V4, para ello se utiliza
una bomba HPLC JASCO PU-1580 (P1). La celda estd mecanizada por la parte inferior para
la colocacion de un tapon porta-sustancias (M) que permite la introduccion de solidos en su
interior. La apertura de las valvulas V1 y V6 permite la evacuacion de los fluidos presentes en

el interior de la misma.
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7.2.2.2 Procedimiento para la determinaciéon de solubilidades segun el método de

“vanishing point”

El método de “vanishing point’ [53-54] de determinacién de solubilidades se basa en la
observacion de la redisolucion progresiva, y finalmente completa, de un sélido C que se
encuentra en equilibrio con una fase saturada de él mismo en dos fluidos A y B miscibles
entre si. La redisolucion del solido se da como consecuencia del cambio de composicion de la
fase binaria A/B para aumentar su poder disolvente. Este método es adecuado para
determinar solubilidades tanto a presion atmosférica, donde los dos disolventes A y B son
disolventes organicos convencionales, como a alta presion, donde A y B son
respectivamente, un disolvente organico convencional y un fluido comprimido, como por

ejemplo el COs,.
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Figura 7.1. Diagrama de flujo del analizador de fases. A: sistema de agitacion; C: cilindro neumatico; CV1: celda de
volumen variable; CR: cdmara de calor o frio; DO: disolvente o disolucion organica; Fl: filtro; P: bomba; PI: piston; R:

residuo; RM: sistema de recirculacion; V: valvula. M: tapén porta-sustancias.

La celda de volumen variable descrita en la Figura 7.1 obtener curvas de solubilidad de un
soluto en mezclas de “disolvente organico/fluido comprimido”, tales como se muestran en la
Figura 7.2, donde el fluido comprimido (FC), generalmente CO,, puede tener diferentes
comportamientos respecto a la disolucién del soluto C en el disolvente organico A. ElI CO;
puede actuar como anti-solvente (Curva 1), como co-solvente (Curva 2), o puede actuar de
manera sinérgica con el disolvente organico aumentando asi la capacidad solvatadora de la
mezcla “disolvente organico/COs“en relacion a cada uno de los componentes por separado (
Curva 3) [72].
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En la Curva 1 la adiccion del CO, sobre una disoluciéon saturada del compuesto C en el
disolvente organico A provoca la precipitacion del compuesto C, por tanto, el CO, se
comporta como anti-solvente. En la Curva 2, existe un rango de Xc¢o para el cual el fluido
comprimido actiua como co-solvente, por tanto, sin provocar la precipitacion del compuesto C.
Este rango viene determinado por el punto de interseccion entre la recta correspondiente a la
variacion ideal lineal de la solubilidad con la curva real de variacion de la solubilidad del
compuesto C con la composicion de la mezcla binaria “disolvente organico/CO,”. Las Curvas
1y 2 tienen en comun que la adicciéon del CO, sobre una disolucion de C en el disolvente A
provoca una disminucion de la solubilidad de C. En el caso de la Curva 3, la adicion de CO,
genera un sistema binario de capacidad solvatadora superior al disolvente organico A,
provocando por tanto, un efecto sinérgico del CO, y del disolvente organico sobre la

solubilidad del compuesto C en un rango determinado de X¢co [73].

1. Anti-solvencia del CO2
2. Co-solvencia del CO2
3. Efecto sinérgico

moles de soluto C/ moles de disolvente

CSCOZ

Figura 7.2. Diferentes tipos de curvas de solubilidad en sistemas “soluto/disolvente organico/CO;”: La Curva 1
representa un comportamiento de solubilidad con anti-solvencia del CO,. La Curva 2 representa un comportamiento
de solubilidad con co-solvencia del CO,. La Curva 3 representa un comportamiento sinérgico. La linea a trazos

representa para cada sistema la variacion ideal lineal de la solubilidad con la composicion del disolvente.

Los pasos experimentales para la obtencion de la curva de solubilidad de los compuestos
utilizados en este trabajo (sistema “colesterol/etanol/CO,”") se pueden resumir del siguiente

modo:

Paso 1

En este paso se coloca el piston de la celda en su posicion mas baja (volumen minimo de

la celda). En el caso de que sea necesario, se introduce, por la parte inferior de la celda, un
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porta-sustancias con la cantidad de sélido necesaria. A continuacion, se fija la temperatura de

trabajo en la camara de temperatura del analizador.

Paso 2

Se afaden cantidades conocidas de soluto, disolvente organico y CO, hasta conseguir el
sistema de dos fases (S+L) deseado a la presion Py y temperatura Ty a las que se quiere
estudiar la variacién de la solubilidad con la composicion de la mezcla “soluto/disolvente

organico/CO;” (puntos marcados con una x en las graficas modelo de la Figura 7.3).

------- Linea de trabajo
C *  Puntos de solubilidad
A X Punto inicial

" Linea de trabajo
c, Puntos de solubilidad
\‘ Puntos inicial

<o,

.. c

C {mol soluto C/ (mol disclvente A+mol CO2))

T
0o as 1.0

C {mol soluto C / {mol disolvente A+mol CO2))

0.0

Figura 7.3. /zquierda: determinacién de los puntos de solubilidad, (e), en un sistema donde el CO, actia como
antisolvente. El punto de solubilidad se puede obtener o bien afiadiendo el disolvente organico puro o bien
afiadiendo una solucién organica de C en A con una concentracién conocida,(C+* o C,* ), sobre un punto inicial (X)
que se encuentre en una zona bifasica (S+L). Derecha: Determinacion de los puntos de solubilidad cuando el CO,
actua como co-solvente. En este caso el procedimiento para obtener los datos de solubilidad puede ser el mismo
que el seguido cuando el CO; actia como anti-solvente y también se pude proceder afiadiendo CO, puro sobre un

sistema inicial de dos fases de una solucién sobresaturada de C en el disolvente organico A.

Paso 3

Sobre el sistema de dos fases (S+L) inicial se afiade, segun convenga, disolvente organico
puro, disolucién del compuesto C en el disolvente organico A o CO, puro hasta alcanzar la
redisolucion total de la fase soélida y obtener una uUnica fase. Durante la adicion, la
composicion del sistema “soluto/disolvente organico/CO,” varia de forma lineal siguiendo la
denominada linea de trabajo (lineas discontinuas en los graficos de la Figura 7.3) hasta
alcanzar el punto donde toda la fase solida desaparece (“vanishing point”). En este momento
se ha obtenido un punto de la curva de solubilidad del compuesto C en la mezcla “disolvente

organico A/COy” (simbolo * en los graficos de la Figura 7.3)
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La adicién ha de ser lo suficientemente lenta para observar con claridad la disolucién del
soluto C. Esta operacion esta limitada por el volumen maximo de de la celda, que se alcanza
con la maxima altura del piston, con lo que en los casos que no se alcance la completa

disolucion del soluto C en dicho punto habria que comenzar un nuevo experimento.

Paso 4

Una vez alcanzado el “vanishing point” y por tanto contar con una unica fase en el
analizador, se realiza el balance de los componentes del sistema y se calcula la solubilidad

del soluto C en la mezcla “disolvente organico/CO,”".

Paso 5

Por ultimo los puntos de solubilidad encontrados experimentalmente mediante el método
“vanishing point” se ajustan a la Ecuacién 7.1 mostrada a continuacién obteniéndose la curva

de solubilidad “soluto/disolvente organico/CO,” correspondiente.

Ce =CAM-Xg) ™ B) 1 CBXy  (7.1)

Donde:

¢ Cg es la concentracion de saturacion del soluto, en la solucién expandida (mol soluto/mol
disolvente).

J CSA es la concentracion de saturacion del soluto en el disolvente A.

o CSB es la concentracion de saturacion del soluto en el disolvente B

* X 5 es la fraccion molar del disolvente B.

ea y B son los coeficientes de la Ecuacion 6.1 obtenidos ajustar los datos experimentales

(Xg,Cs) a dicha ecuacion.

7.3 Preparacion de vesiculas de colesterol:CTAB por DELOS-

susp: equipos y procedimientos

7.3.1 Equipo de 6 ml

7.3.1.1 Configuracioén.

El equipo utilizado para la preparacion de las vesiculas por DELOS-susp se esquematiza

en la Figura 7.4. La configuracion consta de un reactor de 6 ml (R), cuya temperatura se
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controla mediante una camisa de calefaccién externa. También consta de una bomba de
jeringa termostatizada (P) (ISCO 260D, CIUO Inc., Lincoln, EE.UU.), con la que se introduce
el CO; al interior del reactor R a través de la valvula V1. Consta también de una valvula de
despresurizacion (V3), a través de la cual la solucién expandida se despresuriza en el interior
de un colector (C), donde esta contenida la fase acuosa. El N, se introduce a través de la
valvula V2 que esta directamente conectada al depdsito a presion que lo contiene. Situadas
frente a las valvulas V1 y V2 hay dos valvulas anti-retorno para evitar la contaminacioén de las
lineas de CO, y N,. El equipo también consta de un indicador de presion (PIl) que indica la

presion del interior del reactor, y una valvula anti-retorno situada antes el reactor.

7.3.1.2 Procedimiento experimental

La preparaciéon de vesiculas ricas en colesterol mediante DELOS-susp se lleva a cabo
conforme el siguiente procedimiento:
En el reactor, R, se introduce un volumen (V) de una solucion de “colesterol/etanol”’, que
previamente ha sido llevado a la temperatura de trabajo (Tw). Después de 30 minutos, una
vez que la solucion ha alcanzado Ty, el reactor se presuriza con CO, comprimido abriendo la
valvula V1, obteniéndose una solucién expandida de “colesterol/etanol/CO,” con la fraccion

molar de CO,, Xco2, deseada a la presion de trabajo (Pw).

c

Figura. 7.4. Esquema del equipo de 6 ml utilizado en los experimentos realizados con DELOS-susp.

La solucion "colesterol/etanol/CO,” se deja estabilizar al menos durante una hora,
manteniendo la bomba de CO, en marcha y la valvula V1 abierta con el fin de mantener una
Pw constante el interior del reactor. Después la solucion expandida con CO, se despresuriza,
abriendo la valvula V3, desde Py hasta presion atmosférica, sobre una solucién acuosa de

CTAB (con o sin antibiotico). Durante la despresurizacion se utiliza un flujo de N, a Pw como
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émbolo para empujar la solucién expandida con el fin de mantener una presién constante en
el reactor. La rapida, homogénea y gran disminucion de temperatura, producida debido a la
evaporacion del CO,, reduce la solubilidad del colesterol, evitandose la precipitacion del
mismol debido a que el CTAB presente en el medio se autoensambla con éste produciéndose
asi la formacion in situ de vesiculas homogéneas unilamelares de tamafio nandscopico

(SUVs). Las vesiculas obtenidas se almacenan a 4 °C.

7.3.2 Equipo de 300 ml

7.3.2.1 Configuraciéon

El equipo de 300 ml empleado para la preparacion de vesiculas mediante DELOS-susp se
esquematiza en la Figura 7.5. En esta configuracion el CO,, previamente enfriado mediante
un intercambiador de calor (S1), se introduce con una bomba de alta presion, P1, (bomba
dosificadora con cabezal refrigerado, Milton Roy) en el reactor (R) a través de la valvula V3.
El caudal de CO,, introducido en el reactor R a través de la valvula V3 se mide empleando un
caudalimetro, C, (Bronkhorst). Una vez en el reactor, el CO, se calienta hasta la temperatura
de trabajo (Tw) empleando un segundo intercambiador de calor (S2). El reactor R posee una
camisa de refrigeracion conectada a un bafo térmico de recirculacion para regular la
temperatura en su interior. El reactor R también esta conectado a través de la valvula V4 a un
filtro (F) presurizado a la presién de trabajo (Pw) con el objeto de retener el precipitado que se
pudiera formar por accion anti-solvente del CO, durante la etapa de presurizacion. El filtro F
esta conectado a su vez a una unién tipo T de mezclado (T-mezcla) donde se mezcla la
disolucion despresurizada y la fase acuosa contenida en el depdsito D1 que se bombea a
flujo constante mediante la bomba P2 (Watson Marlow sci). Las vesiculas se recogen
después de la unién tipo T en el colector RC. Como elementos de control del proceso, el
reactor R dispone de un indicador de presion, IP, y dos indicadores de temperatura, un
termopar, IT1, situado en el interior del reactor R y otro termopar, IT2, situado después de la
valvula de despresurizacion, V5, que esta controlada automaticamente. El termopar, IT1 y
mide continuamente la temperaturas de trabajo, Ty, y el termopar, IT2, mide la temperatura

final de la despresurizacion, Te.
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Figura 7.5. Esquema del equipo de 300 ml utilizado en los experimentos realizados con DELOS-susp.

7.3.2.2 Procedimiento experimental

Para la preparacion de vesiculas de colesterol:CTAB por DELOS-susp con el equipo de
300 ml se sigue el siguiente procedimiento: En el reactor R se introduce una solucién
preparada con un disolvente organico que contiene los componentes de la membrana
vesicular excepto el CTAB. La solucion se calienta en el reactor hasta la temperatura de
trabajo, Tw. A los 30 minutos de haber conseguido esta temperatura, el reactor se presuriza
mediante la adicion de CO, comprimido a través de la valvula V3, produciéndose una
solucion expandida con CO; a la fraccion molar, Xcop, de éste deseada, y a la presiéon de
trabajo fijada Py. Después la solucion expandida de “soluto/disolvente organico/CO,” se agita
durante una hora para alcanzar un buena homogenizacién. Un vez que la solucion esta
homogenizada, se para el agitador y se abre la valvula V4 para conectar el reactor con el filtro
F que esta presurizado a la presion de trabajo Py. Después de esto, se abre la valvula V5
para despresurizar la solucion expandida con CO, en la unién tipo T a la cual se bombea
simultaneamente la solucion de CTAB. Para empujar la solucién expandida con CO, se
emplea un flujo de N, a la presion Py, que actia como émbolo para mantener la presion en

el reactor a Py durante la despresurizacion.
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La rapida, homogénea y gran disminucién de temperatura producida por la evaporacion del
CO,, reduce la solubilidad del colesterol, evitandose la precipitacion del mismo, debido a que
el CTAB presente en el medio se autoensambla con éste, produciéndose la formacion in situ
de vesiculas homogéneas unilamelares de tamafio nandscopico (SUVs). Las vesiculas

producidas se almacenan a 4 °C.

7.3.3 Encapsulacion de sulfato de gentamicina (GS) en vesiculas por
DELOS-susp

La encapsulacion del sulfato de gentamicina (GS) en las vesiculas de colesterol:CTAB se
llevd a cabo con los mismo procedimientos usados para la fabricacion de vesiculas de
colesterol:CTAB no cargadas en los equipos de 6 ml y 300 ml descritos anteriormente pero

con la incorporacion de la cantidad de GS deseada en la fase acuosa.

7.4 Instrumentos, técnicas y procedimientos utilizados para la

caracterizacion de los sistemas vesiculares

7.4.1 Dispersion de luz dinamica (“dynamic light scattering”, DLS)

El tamafo de las vesiculas fue medido mediante “dynamic ligth scattering” (Malvern
Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments, U.K.). Las muestras (1 ml) fueron analizadas sin
realizarse ninguna modificacion o dilucion. El resultado obtenido es la media de tres medidas
consecutivas de la misma muestra. En el presente trabajo los tamafios de particula y las
distribuciones de tamafio se han presentado en porcentaje de intensidad de luz dispersada
por las particulas, porque esta es la forma mas recomendable de expresar los resultados, ya
que son los datos originales proporcionados por el equipo de medida. Aparte del tamafo
medio de particula (Zp), en los resultados se refleja el indice de polidispersidad (Pdl) que se
define de la forma siguiente: Si se asumiera un unico tamafo de la poblacion que sigue una
distribucién de Gauss, el indice de polidispersidad estaria relacionado con la desviacion
estandar (o) de la hipotética distribucion de Gauss de la forma que se expresa en la Ecuacion
7.2.

%

Pdl = (7.2)

N
oN
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7.4.2 Potencial Z

Mediante la medida del potencial Z se determiné la carga superficial de las vesiculas en la
fase acuosa y la magnitud de las interacciones electroestaticas entre las particulas que
forman el sistema disperso. Las medidas de potencial zeta se realizaron con el equipo
Malvern Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, UK). El volumen de la muestra analizada
fue de 1ml, las medidas se realizaron sin ninguna modificaciéon ni dilucion. Los resultados

mostrados del potencial Z son la media de tres medidas consecutivas.

7.4.3 Microscopia electrénica de transmisioén criogénica (cryo-TEM)

La morfologia de los sistemas vesiculares fue estudiada mediante microscopia electronica
de transmisién en condiciones criogénicas (cryo-TEM). Las imagenes de cryo-TEM se
obtuvieron mediante un microscopio electrénico de transmisién JEOL JEM-2011 (JEOL LTD,

Tokio, Japan) operando a 120 kV.

La preparacion de las muestras congeladas se llevé a cabo en un sistema de vitrificacion con
ambiente controlado (CEVS) Leica modelo EM-CPC (Leica Microsystems, Alemania). Se fijé
una rejilla estandar de TEM de cobre cubierta con una pelicula fina de carbono agujereada en
el CEVS mediante unas pinzas de sujecion. Se anadieron 2ul de la muestra a dicha rejilla,
después de 30 segundos, el exceso de muestra se eliminé con un papel de filtro de doble
capa para obtener una pelicula fina de 20-400nm. Inmediatamente después se sumergié en
un bafio de etano justo por encima de su punto de congelacion (94 K), provocando la
vitrificacion de la muestra con una velocidad de enfriamiento extremadamente rapida (100
K/s), evitandose asi la formacion de cristales, y por tanto, la alteracién de la microestructura

original.

Después de la preparacion de las muestras, éstas se almacenaron en un recipiente con
nitrogeno liquido (77 K) y seguidamente la muestra vitrificada fue trasladada al microscopio
para su analisis. Para evitar la perturbacion de la muestra y la formacion de cristales de hielo,
las muestras se conservaron en frio (77 K), tanto durante el traslado, como durante la
captacion de imagenes. Las condiciones de trabajo fueron en vacio, a una temperatura por
debajo de 77 Ky a un voltaje de 120 kV.

Las imagenes de las vesiculas fueron grabadas digitalmente con una camara digital Gatan

724 Multiscan CCD y procesadas con el programa DigitalMicrographs version 3.9.2.
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7.4.4 Procedimiento experimental para la determinacién de la eficiencia de
encapsulacion, EE y la determinacién de la carga de antibiético en las

vesiculas de colesterol:CTAB cargadas con sulfato de gentamicina (GS)

El analisis de las EE% y la carga de antibi6tico de las vesiculas ricas en colesterol se

realiz6 siguiendo el siguiente procedimiento experimental que comprende:

1) Separacion del antibiético no encapsulado de las vesiculas cargadas.
2) Ruptura de las vesiculas.

3) Transformacion del sulfato de gentamicina (GS) en una especie diferente, que. se

detecta por fluorescencia.
4) Cuantificacion del la masa de antibiético encapsulado utilizando una curva patrén.

5) Obtencion de EE (%) y la carga de antibiético con las Ecuaciones 7.3 y 7.4

respectivamente.

Masa de GS encapsulada

—— x100 (7.3)
Masa inicial de GS

EE(%) =

Masa de GS encapsulada
Masa de lipidos

Carga de antibiético(m/m) = (7.4)
7.4.4.1 Cromatografia de exclusién por tamaio (CE)

La separacion de las vesiculas cargadas con GS del antibidtico no encapsulado se realizé
mediante cromatografia de exclusién por tamafo (CE). Se utilizé6 una columna rellena de gel
Sephadex G-100 (GE Healthcare, Barcelona, Espafa). La columna CE (1 cm x 27 cm) se

preparé del siguiente modo:

e Se peso6 1,3 g de Sephadex G-100 y se suspendi6 en 39 ml de PBS (100 mM, pH= 7,4).
¢ Con el fin de que el gel se hinchara, la suspensién se mantuvo a 363 K durante 5 horas.

e Una vez hinchado el gel, la suspension se enfri6 a temperatura ambiente, el
sobrenadante se decanté y se agregé mas PBS para obtener una suspension al 75 %

(volumen) de gel en PBS.

¢ El siguiente paso fue desgasificar la suspension mediante burbujeo de argén durante 15

minutos.
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e Una vez desgasificada la suspension, el gel se agregd rapidamente a la columna

evitandose la formacién de burbujas.

¢ Finalmente se eluy6 un volumen de PBS igual a tres veces el volumen de la columna.

Una vez la columna estuvo lista para usar, se eluyé 1 ml de la muestra vesicular por gravedad
con PBS. Las fracciones recogidas (1 ml) fueron analizadas por cromatografia de capa fina
(TLC) con el fin de detectar la elucidn de las vesiculas y sulfato de gentamicina. Cada fraccién
fue inyectada en placas de silica y eluida con acetato de etilo en una camara de
cromatografia y revelada con KMnQO,. Esto permiti6 comprobar que se produjo una buena
separacion entre las vesiculas cargadas y el antibiético no encapsulado pasados por la

columna de 1 cm x 27 cm rellena con gel Sephadex G-100.

7.4.4.2 Ruptura de las vesiculas y liberacion de la GS encapsulada

Una vez separadas las vesiculas cargadas con GS del antibiético no encapsulado, las
fracciones que contenian vesiculas se juntaron en un “pool” que se utilizé para la
cuantificacion de GS. El antibiético encapsulado fue liberado tras la ruptura de la
membrana vesicular mediante la adicion de metanol a una determinada cantidad de

vesiculas (100 ul -500 ul) hasta alcanzar un volumen total de 1,6 ml.

7.4.4.3 Medidas de fluorescencia y reaccion de derivatizaciéon

El porcentaje de encapsulacion de la GS fue determinado usando el método fluorométrico
descrito por Gubernator et al [64]. Este método se basa en la reaccién entre o-ftalaldialdehido
(OPA) y los grupos amino primarios (Figura 7.6), en presencia de B-mercaptoetanol. Por esta
reaccion de derivatizacion la GS se transforma en una especie fluorescente que se puede

cuantificar usando un espectrofluorimetro.

SR
CHO
—
+ RNH, + RSH ——p NR  +  2HO
CHO S

o-ftaldialdehido grupo p-mercaptoetanol isoindial tio-sustituido
amino

Figura 7.6. Reaccidon de los grupos amino de la GS con o-ftaldialdehido en presencia de 3-mercaptoetanol.
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El reactivo OPA se preparé y se utilizé como se detalla en [64]. En base al procedimiento
descrito por los autores, se agregaron 0,9 ml de un reactivo diluido OPA (100 pl de reactivo
OPA en 800 pl de metanol) a 1,6 ml de vesiculas rotas que contenian GS. La mezcla se dejo
reaccionar durante 10 minutos antes de medir la fluorescencia de las soluciones. Para medir
la fluorescencia se utilizé un espectrometro de fluorescencia Perkin Elmer LS45 equipado con
una lampara de Hg. Para la determinacién de los espectros de emisién producidos por la
fluorescencia se usaron cubetas de cuarzo con una longitud de camino 6ptico de 1 cm y un

filtro atenuador de 1%. Los espectros se realizaron excitando las muestras a 340 nm.

Para cuantificar la GS encapsulada se obtuvo una recta de calibraciéon de GS en metanol,
construida con las mismas condiciones a las que iban a ser analizadas las muestras de
vesiculas con GS. Se comprobd que la presencia de lipidos no influyé en la fluorescencia de
GS.

Recta de calibracion para la cuantificacion de GS por fluorescencia

Para determinar la recta de calibracion se siguid el siguiente procedimiento: Se
introdujeron diferentes cantidades (5, 10, 15, 20, 25 y 30 pul) de una solucién acuosa de GS
(0,1 mg/ml) en viales de vidrio seco, ademas se afiadié 1,6 ml de metanol. Asi se obtuvieron
muestras patron que contenian 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 y 3 yg del antibidtico A todas estas
muestras patrén se les afadié 0,9 ml de OPA diluido (0,1 ml de OPA y 0,8 ml de metanol)
Después de 10 minutos de incubacién se midid la fluorescencia de las muestras patrén
excitando éstas a 340 nm. El valor usado para la obtencion de la recta de calibracién fue el
area de la banda de emision de fluorescencia (432nm). Cada concentracion de GS se realizé

por triplicado.

La Figura 7.7 (izquierda) muestra las bandas de emision a diferentes concentraciones de GS.
Mediante el ajuste de los datos experimentales de fluorescencia representados en la Figura
7.7 (derecha) a una ecuacion y= a + bx se obtuvo de la recta de calibracién siguiente (R*=
0,998).

Area= 3484,277ug + 167,80 (7.5)

Donde Area es el area de la banda de emisién de fluorescencia y yg es la masa de GS

presente en la muestra.
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Figura 7.7. /zquierda: bandas de emision de fluorescencia de las muestras patron que contienen diferentes

cantidades de GS. Derecha: recta de calibracion para la cuantificacion de GS por fluorescencia.
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8. Coste del proyecto

A continuacion se muestra el coste total del proyecto asociado al coste de material

(productos quimicos mas empleados), como a los procesos de fabricacion y caracterizacion

de las muestras.

Material
Concepto Unidades Coste unitario Coste total
(€) (€)
Colesterol (100 g) 1 87,1 87,1
CTAB (50 g) 0,5 54,3 27,2
Etanol grado HPLC (2,5 1) 1 73,0 73,0
Sulfato de Gentamicina (100 g) 1 352,5 352,5
CO2 (Kg) 3,5 11,6 40,6
N2 (Kg) 3 14,6 43,8
Sephadex-G100 (50 g) 0,1 299,8 30,0
o-Ftaldialdehido (OPA) (5 g) 2 38,8 77,6
B-Mercaptoetanol (100 ml) 0,5 16,7 8,4
Procesos de fabricacion y caracterizacion
Concepto Unidades Coste unitario Coste total
(€) (€)
Equipo 6 ml 68 5 340
Equipo 300 ml 32 14 448
Analizador de fases 108 12 1296
Zetasizer (DLS y potencial Z) 20 10 200
Fluorimetro 15 6 90
cryo-TEM 10 88 880
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Coste total

Coste total material: 740 €
Coste total procesos y caracterizacion: 3.254 €
Coste seguimiento y direccion (40 horas): 1.600 €
Coste total del proyecto : 5.594 €
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Resumen

En los ultimos afios el crecimiento de la nanotecnologia ha revolucionado el mundo de la
investigacion farmacoldgica promoviendo la investigaciéon de nuevos vehiculos de transporte
de farmacos de tamafio nanométrico denominados “drug nanocarriers” entre los cuales las
vesiculas y las particulas poliméricas biodegradables son los que se han estudiado mas
ampliamente. Estas entidades son interesantes ya que pueden mejorar la biodisponibilidad
del activo y pueden ser empleadas como materiales inteligentes que pueden transportar el

activo al sitio especifico de accion.

A pesar de haber sido demostrado que con estos dispositivos en muchos casos se consigue
administrar el farmaco de un modo mas eficiente que administrando éste en su forma libre, el
éxito de estos “nanocarriers” esta ligado al desarrollo de tecnologias reproducibles, eficientes,
respetuosas con el medio ambiente y facilmente escalables que permitan su produccion a
escala industrial. A dia de hoy las tecnologias basadas en fluidos comprimidos (FCs), que
emergieron a principio de los afios 90 como una alternativa al uso de disolventes liquidos
convencionales en la produccion de materiales micro- y nanoparticulados, estan siendo
investigadas para la produccion de diversos “nanocarriers”. Algunas de las ventajas de estas
tecnologias son: la reduccion en el uso de disolventes organicos, el empleo de bajas
temperaturas de procesado, disminucién del numero de etapas de de produccion, ser
facilmente escalables y reproducibles. A su vez, este tipo de procesos permiten obtener
productos mas uniformes estructuralmente que aquellos obtenidos mediante tecnologias

convencionales.

Dentro de este marco el grupo Nanomol (ICMAB-CSIC) ha desarrollado el proceso DELOS-
susp, basado en el uso de fluidos comprimidos, para la obtencién en un solo paso de
produccién vesiculas unilamelares pequenas (SUVs) con elevada uniformidad tanto a nivel de
tamano y morfologia como a nivel supramolecular con aplicaciéon en nanomedicina. Como un
paso mas en el desarrollo del proceso DELOS-susp para la produccién de SUVs, en este
proyecto se ha estudiado y probado la viabilidad de este proceso para le encapsulacion de
activos hidrofilicos en vesiculas cationicas de colesterol:CTAB usando sulfato de gentamicina
como activo hidrofilico modelo y se ha demostrado la factibilidad de un escalado del proceso

por un factor de 50.





