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Glosario

CH: colesterol.

DOPE: 1,2-dioleoil sn-glicero-3-fosfoetanolamina.
Hepes: (acido4-(2-hidroxietil)piperazin-1-etanosulfénico.
PC: fosfatidilcolina

PEG: polietilenglicol

12NBr: bromuro de N,N,N-trietil-N-(12-naftoxidodecil)amonio.






Resumen

Cefepima es un antibidtico 3-lactamico, perteneciente al grupo de las
cefalosporinas, muy utilizado en infecciones graves. La importancia de su uso radica a
que presenta una mayor resistencia a las betalactamasas que otras cefalosporinas v,
por otro lado, por su capacidad de poder difundirse a través del liquido
cefalorraquideo. Sin embargo, presenta desventajas farmacocinéticas como un tiempo
de vida media muy corto y problemas de estabilidad; por lo que se estudia su
incorporacion en sistemas vectoriales para contrarrestar dichas desventajas. El sistema
vectorial estudiado son liposomas, estructuras vesiculares constituidas por una o mas
[aminas bimoleculares de fosfolipidos, que forman bicapas lipidicas concéntricas, que
encierran un numero igual de compartimentos acuosos. Al ser moléculas anfipaticas
puede encapsular tanto farmacos de naturaleza hidrofilica como hidrofdbica. Para
llevar a cabo nuestro estudio se han realizado medidas preliminares del cefepima
como son medidas de absorbancia, medidas de estabilidad, la velocidad de
degradacion del farmaco, asi como su tiempo de vida media a las temperaturas de 252
C, 372 Cy 602 C. A continuacidn, llevamos a cabo estudios sobre la encapsulacion de
cefepima en diferentes tipos de liposomas. Para ello hemos realizado medidas de
potencial Z, que nos permitia saber, por ejemplo, si el liposoma en presencia del
antibidtico sufria cambios considerables o si, por algin motivo desconocido, no se
habia encapsulado o se habia degradado. También se han llevado a cabo medidas de
tamafio, que nos informa si posee el tamafio apropiado para ser administrado por via
intravenosa, y de polidispersidad, que nos da informacion sobre la homogeneidad del
liposoma. También se ha estudiado la eficacia de encapsulacion mediante dialisis,
permitiéndonos conocer la relacion liposoma-tensioactivo mas eficiente para
encapsular la mayor concentracion de farmaco posible dentro del rango de tamafio

permitido para la inyeccidn intravenosa.

Palabras clave: cefepima, coeficiente de extincidn molar, liposoma, indice de

polidispersidad, eficacia de encapsulacién.
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1. INTRODUCCION

Cefepima es un antibiético B-lactdmico del grupo de las cefalosporinas de
cuarta generacion, con un amplio espectro de actividad frente a muchas bacterias

Gram positiva y Gram negativa (Han y col, 2016) (ver figura 1).
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Figura 1: Estructura quimica de cefepima.

Esta indicado como tratamiento en infecciones nosocomiales, pulmonia,
infecciones del tracto urinario, infecciones de la piel y tejidos blandos, sepsis,
neutropenia febril e infecciones intra-abdominales (Evageloy y col, 2003). Su
mecanismo de accion consiste en el bloqueo de la sintesis y la reparacién de la pared
bacteriana. Tiene la ventaja de que es estable frente a la hidrdlisis por muchas beta-
lactamasas cromosdmicas y plasmidicas, y presenta escasa capacidad de inducir beta-
lactamasas de tipo |, lo cual hace que sea util en el tratamiento de infecciones
resistentes a antibidticos del grupo de las cefalosporinas que llevan tiempo

comercializandose (Cardenas y col,2001).

La dosis y la via de administracion utilizadas varian segun factores tales como la
sensibilidad del microorganismo causante, la severidad de la infeccidn, la funcién renal
y el estado general del paciente. En la mayoria de los casos la via de administracion
suele ser intramuscular o intravenosa. Respecto a la dosificacion, en pacientes con un

funcionamiento renal normal, se administra en un rango de dosis de 0,5g a 2g. Su



volumen de distribucién es de 18 L y su union a proteinas plasmaticas es del 16%.
Segun la bibliografia (Burgess y col, 2015), el aclaramiento plasmatico de cefepima es
de 110ml/min. Si el aclaramiento plasmatico total para cualquier farmaco es de 120
ml/min, se puede deducir que el antibiético cefepima es eliminado del organismo casi
en su totalidad mediante via renal, principalmente por filtracion glomerular (Burgess y
col, 2015).Pese a ello, algunos estudios destacan la eficacia limitada de este
medicamento debido a la baja vida media que presenta, aproximadamente 2horas.
Ademas, presenta una estabilidad muy reducida, de aproximadamente 24h a
temperatura ambiente (20 — 252C) y de unos 7 dias a una temperatura de 42C (Fubara

y Notari, 1998).

El uso de vehiculos o sistemas transportadores (nanotransportadores tipo
liposomas o nanoparticulas) podrian servir de estrategia vdlida para mantener al
farmaco mas tiempo en el organismo, debido a que son sistemas que proporcionan
liberacidon controlada en el tiempo. Ademas, es relativamente facil la sintesis de estos
sistemas. Ello permite que se puedan obtener nanotransportadores con caracteristicas
funcionales tales que sirvan para liberar el fdrmaco en el tejido diana, disminuyendo
asi los efectos toxicos del mismo (Villasmil-Sdnchez y col, 2010) y aumentando la
concentracion del compuesto activo en su lugar de accion, lo que podria contribuir a
incrementar la eficacia de la sustancia activa. El uso de este tipo de vehiculos para el
transporte de antibidticos también puede provocar un aumento de la estabilidad de

farmacos labiles como es el caso del cefepima (Akbarzadeh y col,2013).

Los liposomas son nanoparticulas de diametro variable, normalmente entre 50
nm y 500 nm, que se forman espontdneamente cuando ciertos fosfolipidos son
hidratados en medio acuoso (Bangham y Horne, 1964). Estdn compuestos de
materiales biocompatibles y biodegradables y consiste en un volumen acuoso
atrapado en una o mas bicapas lipidicas. En la Figura 2 se muestra la estructura de un
liposoma unilamelar, asi como la estructura de la bicapa lipidica. La presencia de
partes en la estructura con distinto caracter hidrofébico/hidrofilico permite encapsular
farmacos de diferentes lipofilias, ya sea en la bicapa lipidica, en el compartimento

acuoso o en la interfase de la bicapa ( Sharma y S. Sharma, 1997; Clares,2003).



Dada su alta capacidad de encapsulacion, asi como la facilidad de construccién
de nanoestructuras a partir del uso de diferentes lipidos, los liposomas no sélo han
sido investigados como transportadores de farmacos tipo antibidticos, sino también
como portadores de material genético, agentes quelantes, vacunas y farmacos
antineoplasicos (Gregoriadis y Florence, 1993). También son muy utilizados en la

industria cosmética y alimentaria (Akbarzadeh y col, 2013).
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Figura 2: Estructura de un liposoma MLV.

Los liposomas se pueden clasificar en funcién de su composicién y/o su tamafio.

- Segun su composicién los liposomas se clasifican en (Samad y col, 2007):

I) Liposomas convencionales (CL): formados Unicamente por fosfolipidos neutros
o cargados negativamente y CH (colesterol).

II) Liposomas catidnicos: construidos a partir de fosfolipidos catidnicos.

lll) Liposomas de larga circulacion (LCL): liposomas a los que se le une en la
superficie, mediante enlace covalente, polimeros hidrofilicos de PEG
(polietilenglicol), los cuales al estar altamente hidratados, crean una barrera
estérica que le impide interaccionar con células del organismo. Este tipo de

liposomas, al permanecer mas tiempo en circulacién podian extravasarse a
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aquellas zonas del cuerpo donde la permeabilidad de los vasos estaba
aumentada pudiendo llegar a areas patolégicas como tumores soélidos y
sitios de infeccion e inflamacién.

IV) Inmunoliposomas: liposomas tipo CL o LCL unidos a anticuerpos especificos o

fragmentos de ellos que le permite potenciar la unién a la célula diana.

- Segun su tamaiio:

El tamafio de los liposomas puede ser muy variable, y puede estar formado por una
sola capa o varias capas. El tamafio influye en la vida media de circulacién del liposoma
y el nimero de capas en el grado de encapsulacién de farmaco (Sharma y S. Sharma,
1997; Ruano, 2003;). Asi, segun el tamafio y numero de capas se encuentran (ver

Figura 3):

[) Liposomas multilamelares (MVL): formados por varias bicapas lipidicas
concéntricas separadas por capas de agua. Presentan un tamaiio > 100 nm.

II) Liposomas unilamelares grandes (LUV): estan formados por una sola bicapa
lipidica que encierra la fase acuosa. Presenta un tamafo > 100 nm.

Ill) Liposomas unilamelares pequefios (SUV): se diferencian de los LUV Unicamente

en el tamafio que es < 100 nm.
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Figura 3: Tipos de liposomas en funcion de su tamafio y nUmero de capas.
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La encapsulacion de una suficiente cantidad de farmaco es una de las propiedades
deseables para su uso. Los factores que afectan en la eficacia de encapsulacion del
farmaco provienen tanto de las propiedades del liposoma como de las del farmaco.
Con respecto al farmaco, el cardcter hidrofilico o hidrofébico del mismo interviene en
la eficacia de encapsulacién. Con respecto al liposoma, el volumen acuoso, el tamafio,
la rigidez de la bicapa, el potencial quimico, asi como el método de preparacion

intervienen en dicho proceso ( Villasmil-Sanchez y col, 2010 ).

Un pardmetro muy importante a tener en cuenta a la hora de preparar liposomas
es la llamada temperatura de transicion. A partir de una determinada temperatura los
lipidos son capaces de pasar de un estado fisico a otro. A esa temperatura se le llama
temperatura de transicién. Por debajo de la temperatura de transicion los lipidos se
encuentran en estado sélido y por encima de dicha temperatura de transicién en
estado liquido. La temperatura de transicién de los lipidos varia en funcion de la

longitud y naturaleza de los dcidos grasos (Sabin,2007).

La fluidez de la bicapa lipidica de los liposomas estda muy relacionada con estos
cambios de estados. Asi, se puede conseguir lipidos con bicapas de mayor o menor
fluidez utilizando lipidos con diferentes Temperaturas de transicién. Asi, lipidos con
una temperatura de transicién mayor de 372C forman liposomas pocos fluidos, y por
tanto menos permeables, a temperatura fisioldgica. Por el contrario, lipidos con
temperaturas de transicion menores de 372C forman liposomas que liberan el fdrmaco
encapsulado en la fase acuosa de forma mas rapida a temperatura fisioldgica (Sharma

y S. Sharma, 1997).

Por otro lado, la fluidez de la bicapa influye en la interaccién liposoma-célula;
lipidos de mayor temperatura de transiciéon son captadas por las células RES en menor

grado que los lipidos con temperaturas de transicion mas bajas ( Gabizén y col,1990).

La inclusién de colesterol en la membrana también influye en la fluidez de la
misma. A mas concentracion de colesterol se elimina totalmente la transicion de fases,
la temperatura de transicion se alcanza a mayor temperatura y disminuye la fluidez de
la membrana, lo que hace que los liposomas sean mas estables eliminando mas

lentamente el farmaco encapsulado (Clares,2003).



La carga del liposoma también interviene en la interaccion liposoma-célula.
Liposomas neutros se agregan unos con otros con facilidad, disminuyendo su
estabilidad. Ademads, no interaccionan con las células y el farmaco se libera del
liposoma extracelularmente, entrando en las células una vez liberado del
nanotransportador. Los liposomas cargados si interactian mas fuertemente con las
células. Los cargados negativamente entran en la célula por endocitosis y son
eliminados del plasma mas rapidamente que los liposomas cationicos. Pueden liberar
el farmaco en la circulacién o extracelularmente después de la interaccién con los
componentes de la sangre y de los tejidos. Los liposomas catidnicos entran en las

células por fusién con las membranas ( Straubinger y col,1983).

La inclusién en la membrana de grupos hidrofilicos como PEG reduce la interaccion
liposoma- “célula RES” por impedimento estérico, aumentando su vida media en el

torrente sanguineo ( Sharma vy S. Sharma, 1997).

Liposomas de menor tamafio tardan mds en interaccionar con las células RES.
También se ha visto que aumenta su acumulacién en tejidos tumorales, lo que puede
ser debido a su vida media mas larga en comparaciéon con liposomas mads grandes

(Allen y Chonn,1987).

Para la obtencidon de liposomas con diferentes tamafios se requieren el uso de
diferentes métodos de preparacion. El mas simple y usado es la hidratacién de la
pelicula lipidica con un tampdn acuoso a temperatura por encima de la temperatura
de transicion de los lipidos. El fdrmaco a encapsular puede ir incluido en el nucleo
acuoso, en el caso de farmacos hidrofilicos, o en la pelicula de lipidos, en el caso de
farmacos lipdfilos. Este método de preparacion forma lipidos tipo MLV vy, por
extrusion, se pueden obtener liposomas de una Unica bicapa lipidica. Una desventaja
de este método es su baja eficacia de encapsulacidon de farmacos hidréfilos. Existen
otros métodos de preparacién de liposomas, para una revisiéon mas detallada de los

mismos Akbarzadeh y col,2013; Clares,2003.

Dada la importancia que presenta el uso de cefepima en pacientes con diversos
tipos de infecciones graves y el tiempo de vida tan corto que muestra este farmaco en

el organismo humano, asi como los bajos porcentajes de encapsulacidn obtenidos



hasta ahora por otros investigadores (Sapateiro y col, 2012), resulta de gran
importancia continuar los estudios en el tema. Para ello se ha realizado un trabajo en
el que se han construido nanotransportadores liposomiales de cefepima que sean
capaces de encapsular cantidades de farmaco mayores que los obtenidos hasta la
fecha por otros investigadores. Para ello se ha llevado a cabo un estudio
multidisciplinar en el que se han usado diferentes tipos de medidas: absorbancia,
potencial Z, tamafio de particula, indice de polidispersidad y eficacia de encapsulacién.
Cabe también mencionar los pocos estudios realizados hasta la fecha sobre

encapsulacion del antibiético cefepima pese a la importancia que presenta el tema.

2. OBIJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es la obtencion de liposomas eficientes
para la encapsulacion de altas cantidades del antibiético betalactdmico cefepima. Los
liposomas formados deben tener tamafios pequefios (<400 nm) para poder ser

administrados por via intravenosa.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiales:

L-a-Fosfatidilcolina (PC, Ref. 61755), DOPE (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine, Ref. P1223) y colesterol (Ref. C8667) fueron adquiridos en
Sigma-Aldrich. El tensioactivo bromuro de N,N,N-trietil-N-(12-naftoxidodecil)amonio
(12 NBr) fue sintetizado por un miembro del Grupo FQM-206 del Departamento de
Quimica Fisica que dirige la profesora Lopez Cornejo. El antibidtico utilizado (cefepima,
de la casa Normon) nos fue suministrado por el Hospital Virgen Macarena de Sevilla.
Las tripas de didlisis también fueron adquiridas en Sigma-Aldrich. El cloroformo

utilizado en la preparacién de la pelicula de liposomas fue adquirido en Merck.

Todas las medidas se realizaron a un pH constante de 7,4 de Hepes (acido 4 -

(2-hidroxietil) piperazin-1-etanosulfénico) 10mM. El Hepes utilizado era de Sigma-
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Aldrich (Ref. H3375). Las disoluciones se prepararon con agua de tipo Millipore Milli-Q,

que tiene una conductividad menor de 10 S m™.

3.2 Métodos:

Preparacion de liposomas:

Ill

El método escogido para la preparacion de los liposomas ha sido el “método de
evaporacion de la fase reversa”. Se prepararon dos tipos de liposomas diferentes:
liposomas anidnicos y liposomas catidnicos. La preparacion de los liposomas anidnicos
se llevd a cabo con PCy CH. Los liposomas catidnicos se prepararon con una mezcla
DOPE/12NBr, y con una mezcla PC/12NBr. La composicion de liposomas se expresa en
fraccién molar a, definida como la relacion de moles de lipido catidnico frente al
numero de moles de lipido total:

ntt

a=——-—
nL? + nt*

(1)

Las masas de cada componente aparecen recogidas en la Tabla 1. El método de
preparacién utilizado ha sido el mismo para ambos liposomas: una primera
preparacion de las capas lipidicas y un segundo paso de hidratacion de las mismas. En
un principio se disolvieron cantidades requeridas de lipidos en cloroformo y se llevaron
a un ultrasonido durante dos minutos (a temperatura ambiente para liposomas con
DOPE y a temperatura de 402C para los liposomas formados con PC). Una vez disueltos
los componentes, se elimina el disolvente organico en un rotavapor durante un tiempo
de aproximadamente 45 minutos a una temperatura de 602C, formandose la pelicula
lipidica. Una vez formada dichas peliculas, libres de cloroformo, se conservan en un
congelador a una temperatura de -80 2C. Este método de conservacién permite
mantener integras las propiedades del liposoma y evita la oxidacién de los fosfolipidos
hasta su utilizacién (Barran, 2015). Posteriormente, la bicapa lipidica es hidratada con
una disolucién de cefepima en Hepes 10 mM. El proceso de hidratacién se lleva a cabo

intercalando un proceso de 3 minutos en vortex con otro de dos minutos en



ultrasonido. Posteriormente se realizan 10 ciclos para la preparacién de liposomas con
DOPE a temperatura ambiente y 5 ciclos para la preparacién de liposomas con PC a
temperatura de 58 29C. El proceso de hidrataciéon termina con 2h en vortex para
liposomas con DOPE y 1 h para liposomas con PC. Una vez hidratadas las peliculas
lipidicas, se extruyen las disoluciones para obtener liposomas homogéneos y
unilamelares con la ayuda de un extrusor de Avanti Polar Lipids (ver Figuras 4 y 5). Para
obtener liposomas de tamafios menores de 200 nm y baja polidispersidad, se utilizaron

membranas de didmetro de poro de 100 y 250 nm de la marca Whatman.

Figura 4: Fotografias del extrusor



Liposomas
multilamelares

EXTRUSION

Liposomas

unilamelares

Figura 5: Diagrama grafico del proceso de extrusion.

Tabla 1: Cantidades utilizadas de cada uno de los componentes para la fabricacion de

liposomas.
MUESTRA | Relacién o DOPE (mg) | PC(mg) | CH (mg) | 12NBr (mg)
masas
Liposomas A 5,3:1 _ _ 0,017 0,0032 _
PC:CH B 1,2:1 _ 0,012 0,010
Liposomas C 21:1:1,5 0,10 85 4,0 6,1
PC:CH: 12NBr D 32:1:3,2 | 0,13 _ 84 2,6 8,2
E 7,6:1:1,3 | 0,23 68 9,0 12
F 16:1:3,8 | 0,28 66 4,2 16
Liposomas G 1:1,6 0,2 5,4 8,9
DOPE:12NBr H 1:2,8 0,3 5,0 14
I 1:4,4 0,4 4,3 19
J 1:15 0,7 2,2 33
K 1:25 0,8 1,4 35
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Medidas de Absorbancia:

Los espectros de absorbancia fueron obtenidos utilizando un
espectrofotémetro CARY 500 SCAN UV-vis-NIR. Los datos se recogieron cada 1 nmy se
realizé un barrido desde 200-400 nm. Se utilizéd una cubeta de cuarzo estandar de 10
mm de paso de luz. Los blancos se realizaron con disoluciones de Hepes 10mM, todo

ello a 303 K.
Medidas de Potencial Z:

Los experimentos de potencial Z se llevaron a cabo en un equipo Zetasizer Nano
ZS Malvern Instrument Ltd. (Reino Unido), el cual mide la movilidad electroforética de
la muestra a partir de la velocidad de las particulas, utilizando un velocimetro laser
Doppler ( LDV ). Se utilizd una cubeta DTS 1060 con un capilar de policarbonato. Las

medidas se realizaron a una temperatura constante de 303K.
Medidas de dispersion de luz dinamica (DLS) :

El tamafio y el indice de polidispersion de las muestras se obtuvieron por medio
de la técnica basada en la dispersién de luz usando un medidor dindmico Zeta Modelo
Z5-90 (instrumento Malvern, Ltd.; Reino Unido ). La muestra fue iluminada con un laser
con una disposicidn de deteccion fija de 909 al centro del 4drea de la celda, y se analizd
la fluctuacién en la intensidad de la luz dispersada. Los resultados obtenidos fueron el

promedio de 10 medidas.
Dialisis

El % de encapsulacidn (%EE) del farmaco se determiné mediante un proceso de
didlisis. Se tomd una alicuota de 500 pL de liposoma que ya contiene el antibidtico y se
puso en una tripa de dialisis. Se usaron dos tipos de tripas (una de PM de 12000 y otra
de PM 1000 Dalton). Las tripas se sumergieron en 80 ml de Hepes 10 mM vy se
mantuvieron asi durante todo el proceso de dialisis, con una agitacién constante, en
oscuridad y a una temperatura de 42C con el fin de mantener constante la estabilidad

de los liposomas ( ver Figura 5).
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Figura 5: Tripa de didlisis conteniendo una disolucion de liposoma,

con cefepime, sumergida en Hepes 10 mM.
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Figura 6: Variacion de absorbancia obtenida en el proceso de didlisis
(Liposoma PC+CH, Muestra A)

Cada cierto tiempo se toma 1 mL de disolucién externa de Hepes y se mide la
absorbancia de la misma a 258 nm en un espectrofotometro HITACHI U 3900. Se repite
este proceso hasta obtener un valor de absorbancia constante (ver Figura 6).
Posteriormente se calcula el tanto por ciento de antibiético encapsulado (% EE)

mediante la siguiente expresion:

volumen total de droga liberada
UEE = ¥ 100 (2)
volumen total de droga
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Cada vez que retiramos 1mL de disolucién del vaso de precipitado para medirle la
absorbancia, se adiciona la misma cantidad retirada a la disolucidon externa para

mantener constante el volumen de disolucion.

4. Resultados y discusién

Para llevar a cabo nuestro trabajo, empezamos realizando estudios preliminares

sobre el antibidtico cefepima (espectro, coeficiente de extincién molar y estabilidad).

Espectro de absorcion de cefepima

Se prepararon disoluciones de concentraciones 5, 10, 20, 40 y 60 pg/ml en una
disolucién tampdn de Hepes 10 mM. Se eligieron estas concentraciones en base a los
resultados obtenidos por otros autores (Sujith y col,2010; Kant y col,2015 ), segun los
cuales no se cumple la ley de Lambert-Beer a concentraciones mayores de 50 ug/ml
debido, probablemente, a la formacién de dimeros entre las distintas moléculas del
antibidtico. Sin embargo, en nuestras condiciones de trabajo, dicha ley se cumple
hasta una concentracién de 60ug/ml. Los espectros fueron medidos en un rango de
longitud de onda de 200 a 400nm. Como resultado obtuvimos que el cefepima

presenta dos picos de absorbancia, uno a 237nm y otro a 258nm (Figura 7).

El pico observado a 237nm no se encuentra bien descrito en la bibliografia. Por
el contrario, el pico observado a 258 nm, segun la bibliografia, corresponde al anillo [3-

lactamico ( Evagelou y col, 2002).
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Figura 7: Espectro de cefepima ([cefepima]=60 mg/ml, T=303K,
pH=7.4 Hepes 10mM)

Coeficiente de extincion molar del cefepima

Dado que ninguna bibliografia proporcionaba el coeficiente de extincién molar
del antibidético cefepima, con los datos obtenidos al realizar los espectros de
absorbancia obtuvimos dicho coeficiente en nuestras condiciones de trabajo (pH=7.4,
Hepes 10 mM). Para ello representamos los valores de absorbancia obtenidos a 258nm
y 237nm frente a la concentracién de antibidtico. El valor del coeficiente obtenido es
de 0,017 pug ml'tem?, independientemente de la longitud de onda estudiada (Figura

8).

12
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Figura 8: Representacion de los valores de absorbancia obtenidos
a 258 nm frente a la concentracién de cefepima.
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Estabilidad de cefepima

Se prepard una disolucion de cefepima de 20 ug/ml en Hepes 10 mM a un pH
constante de 7.4 y se estudié la estabilidad a diversas temperaturas: 252C, 372C y
602C. Para ello se registré el espectro de cefepima a distintos tiempos en un
espectrofotémetro HITACHI U 3900. Se utilizé una cubeta de cuarzo termostatizada a
la temperatura requerida. Como se ha mencionado anteriormente, el mdaximo
obtenido a la longitud de onda de 258 nm corresponde al anillo B-lactdmico del
antibidtico. Segun la bibliografia, este pico disminuye con el tiempo; mientras que el
maximo observado a 237 nm aumenta (Evagelou y col, 2002). Sin embargo, lo
experimentos realizados aqui muestran que, en nuestras condiciones de trabajo,

ambos picos disminuyen a medida que el antibidtico se va degradando (Figura 9).

05
<
>
"
o)
<
2éo 360 3éo 400
t/ min
0.80C
602C

ABS

0.000

200.0 250.0 300.0 350.0

Figura 9: Degradacion de cefepima a las temperaturas de 25y 602 C.
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La reaccion de degradacién de cefepima sigue una cinética de orden uno, es
decir, la velocidad con la que se degrada el farmaco es linealmente dependiente de la
concentracion del mismo. A partir de los datos de absorbancia obtenidos del espectro
de absorcion UV-Visible y la ecuacién integrada de velocidad, se puede determinar la
constante de velocidad de degradacion del antibidtico (kd), asi como su periodo de

semirreaccion, ti/2, a partir de las siguientes ecuaciones:

INnC=InC, —k_t (3)

L _In2

1/2 K (4)

d
donde Co y C representan las concentraciones de cefepima a tiempo t=0vy a tiempo t.

Segun la bibliografia las cefalosporinas sufren dos procesos de degradacion
diferentes: una hidrdlisis que rompe el anillo -lactamico entre los carbonos 1-2y 3-4y
una fotdlisis que rompe los enlaces que unen los carbonos 1-4 y 2-3 (ver Figura 10)
(Rabouan-Guyon y col, 1997). De hecho, la rotura del anillo B-lactdmico es la
responsable de la coloracién amarilla intensa caracteristica de todos los antibidticos

beta-lactamicos.

(1)

(2)

Figura 10: Degradacion del anillo B-lactamico: (1) Hidrdlisis, (2) Fotdlisis
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Los datos de constantes de velocidad obtenidos a partir de las medidas de
absorbancia recogidas a la longitud de onda 258 nm se muestran en la Tabla2. Los
resultados indican que la degradacion del antibidtico es mds rdpida conforme aumenta
la temperatura. Nuestros resultados confirman los obtenidos por otros autores, en
diferentes buferes que simulan el pH fisioldgico, seglin los cuales el antibidtico
cefepima es estable a 42 C, durante 15 dias, en oscuridad (Fubara y Notari, 1998;
Sprauten y col,2003). Segln nuestros resultados, asi como los resultados bibliograficos
encontrados, se decidié trabajar con el antibiético en condiciones de oscuridad y a T2
de 42 C, para evitar en la medida de lo posible dicha degradacion y poder llevar a cabo

nuestros objetivos.

Tabla2: Constantes de velocidad (kd/s™) correspondientes al proceso de degradacién
de cefepimay ti.

T2 (2€) ka (s7%) ti2 (h)
25 <9x10° -
37 7.9x10°® 24
60 2.6x10° 7.4

Una vez conocidas las caracteristicas del cefepima realizamos los estudios

correspondientes para la obtencion de nuestros objetivos.

Medidas del potencial Z

Basandonos en el modelo de la doble capa, el potencial Z describe la intensidad
del campo eléctrico estatico en el punto donde se unen las dos capas: la capa difusa y
la capa Stern (Figura 11). En dicho modelo no podemos medir la carga superficial, ni
tampoco el potencial, por lo que utilizamos el potencial Z como medio util y efectivo
de medida para controlar la particula en cuestion. A partir de él, se puede obtener
informacién acerca de los posibles cambios que se producen en el potencial de la

superficie de la particula (Ostos, 2014).
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Figura 11: Representacion del punto correspondiente al potencial
Z en el modelo de la doble capa.

Se llevaron a cabo las medidas de potencial Z de los diferentes liposomas
preparados en presencia y ausencia de cefepima. La Tabla 3 recoge los resultados
obtenidos. Como se puede observar, el potencial Z depende ligeramente de las
cantidades de lipidos utilizados. Asi, en el caso de los liposomas aniénicos (PC:CH) un
aumento de la cantidad de PC apenas influye en el potencial Z de las vesiculas. En el
caso de los liposomas catidnicos PC:CH:12NBr, a igualdad de masa de CH y de 12NBr,
un aumento de la cantidad de PC disminuye el valor del potencial Z (muestras Cy E). El
mismo comportamiento se observa cuando se comparan los valores de potencial Z de
las muestras D y F. Este hecho puede explicarse si se tiene en cuenta que la
fosfatidilcolina utilizada en este trabajo presenta una cierta carga negativa, como
demuestran los valores de potencial Z de las muestras A y B. Por el contrario, no
parece observarse relacion alguna de los valores de potencial Z de estos nanosistemas

con el parametro o (ver ecuacion 1).

Respecto a los liposomas catiénicos contruidos con DOPE y el tensioactivo

catidénico 12NBr, tampoco se observa ninguna relacion del valor de potencial Z con la
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fraccion molar o.. S6lo se observa un ligero aumento del valor de potencial al aumentar

la relacidon de masa 12NBr/DOPE.

Si comparamos los resultados de vesiculas catidnicas construidos a partir de los
distintos lipidos, a igualdad de fraccién molar o, los liposomas con PC presentan un

potencial Z mayor que los que se preparan con DOPE.

Medidas de dispersion de luz dinamica (DLS)

La técnica de dispersidon de luz dindmica evalla el radio hidrodinamico de las
particulas que hay en disolucidn, y su comportamiento en funcién de la temperatura.
El radio hidrodinamico o radio de Stokes-Einstein, esta definido como el radio de una
esfera rigida hipotética cuya velocidad de difusion es la misma que la media de las
velocidades de difusion de sus diferentes orientaciones espaciales. Este pardmetro se
calcula a partir de datos de coeficientes de difusién obtenidos mediante medidas de
DLS. En la practica las moléculas (en nuestro caso liposomas) no son rigidas ni
esféricas, sino que se comportan como especies dinamicas que pueden interactuar con
el buffer en el que estan disueltas. Por este motivo, el radio calculado es indicativo del
tamafio aparente teniendo en cuenta los procesos de atraccién con las moléculas del

buffer. Los datos obtenidos quedan recogidos en la Tabla 3.

Muestra sin cefepima

Irtersty (Percent)

1000 10000

Muestra C (con gefepima)

Irtensity (Percent)

Figura 12: Distribucidn intensidad-tamafio de dos muestras de liposomas
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La Figura 12 muestra la distribucion intensidad-tamafio de algunos de los

liposomas preparados en presencia y ausencia de cefepima.

Como se puede observar en la Tabla 3, se han construido liposomas con
tamafios similares, del orden de 100nm, con el fin de poderlos usar como
nanotransportadores de un antibidtico que se administraria por via intravenosa. Las
proporciones de lipidos utilizadas, asi como el método de extrusion usado parecen

funcionar en la linea requerida.

Tabla 3: Resultados del estudio de caracterizacion de los diferentes liposomas

preparados.

MUESTRA | Relacidn o Potencial Z / Tamafio/ Pdi
masas my am

Liposomas A 5,3:1 _ -24.2+0.8 117.4+0.9 0.1
PC:CH B 1,2:1 _ -28.7+0.7 121.4+0.8 0.2
Liposomas o 21:1:1,5 | 0,10 +45.2+1.4 141.9+1.4 0.2
PC:CH: 12NBr D 32:1:3,2 | 0,13 +41.6+1.9 121.1+1.3 0.2
E 7,6:1:1,3| 0,23 +54.0+3.6 104.3+1.2 0.1
F 16:1:3,8 | 0,28 +48.1+1.9 111.0+3.9 0.2
Liposomas G 1:1,6 0,20 +32.8+1.2 106.9+0.5 0.2
DOPE:12NBr H 1:.2,8 0,30 +28.1+0.4 113.7+1.4 0.3
| 1:44 0,40 +20.5+0.8 100.0+0.5 0.2
J 1:15 0,70 +21.7+4.4 140.0+8 0.3
K 1:25 0,80 +37.242.1 107.0+2.1 0.2

20




indice de polidispersidad (PI)

El Pl permite determinar el grado de homogeneidad que presentan los liposomas en
cuanto al tamafo que poseen. Un pequeiio valor de Pl (<0,3) indica una poblaciéon
homogénea de vesiculas, mientras que un Pl mas grande (>0,3-0.4) indica
heterogeneidad de la misma (Villasmil-Sanchez y col, 2010). Los datos obtenidos en
nuestros experimentos quedan recogidos en la Tabla 3. Como se observa, todos los

liposomas construidos presentan homogeneidad respecto a su tamano.

Eficacia de encapsulacion

Como se ha comentado anteriormente, segun la bibliografia, la eficacia de
encapsulacion depende del método de preparacién de liposomas utilizado, asi como
del tamafio del microsistema y de los componentes que lo forman. Los resultados
obtenidos se recogen en la Tabla 4. Segun se aprecia, los liposomas formados con PC
encapsulan mas cantidad de fdrmaco que los liposomas construidos con DOPE, ya sean

anidnicos o catidnicos.

Si observamos los porcentajes de encapsulacién de cefepima obtenidos con los
liposomas construidos a partir de PC, CH y 12NB (muestras C-F), también se puede
deducir que el mayor porcentaje de encapsulacién ocurre cuando la relacidn en masa
PC:CH:12NBr es 32:1:3,2 (muestra D), es decir, cuando mas cantidad de lipido total hay

respecto a la cantidad de colesterol.

Ademas, si comparamos las Tablas 3 y 4 se observa como el porcentaje de
encapsulacion de cefepima no presenta ninguna relacion con el tamano de la vesicula,
pero si muestra una relacién con el valor del potencial Z. Asi, se ve cdmo, para los
liposomas catidnicos, el porcentaje de encapsulacién aumenta conforme aumenta el

valor del potencial Z.

En cualquier caso, los liposomas construidos en este trabajo encapsulan un
porcentaje de cefepima mucho mayor que el porcentaje obtenido por otros autores

con el uso de distintos liposomas (Sapateiro y col, 2012).
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Tabla 4: Porcentaje de encapsulacion de cefepima en los diferentes liposomas

preparados.
MUESTRA Relacion o % encapsulacion
masas
Liposomas A 5,3:1 _ 171
PC:CH B 1,2:1 _ 19+2
Liposomas C 21:1:1,5 0,10 21+1
PC:CH: 12NBr D 32:1:3,2 0,13 4312
E 7,6:1:1,3 0,23 3.1+0.8
F 16:1:3,8 0,28 13+1
Liposomas G 1:1,6 0,20 6.210.2
DOPE:12NBr H 1:2,8 0,30 6.1+0.1
I 1:4,4 0,40 1.6+0.2
J 1:15 0,70 8.310.4
K 1:25 0,80 7.1+0.3

5. Conclusiones

De todos los resultados obtenidos en este trabajo, caben destacarse dos
conclusiones que nos parecen esenciales para la continuacién del mismo, ya que

mejoran mucho los resultados mostrados hasta la fecha por otros autores.

Las conclusiones obtenidas son:

-Los liposomas construidos con fosfatidilcolina, anidnicos o catidnicos,
encapsulan mucha mas cantidad del antibiético beta-lactdmico cefepima que

los nanosistemas construidos con DOPE.

-En el caso de liposomas preparados con PC, CH y 12NBr, el porcentaje de
encapsulacion del antibidtico cefepima aumenta, en general, con la cantidad de

lipido total y, en particular, con la cantidad de fosfatidilcolina. En consecuencia,

22




la fosfatidilcolina resulta ser un fosfolipido dptimo para la encapsulaciéon vy

transporte de cefepima.

- En el caso de liposomas cationicos, el porcentaje de encapsulacién aumenta

conforme aumenta el valor del potencial Z.
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