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1. RESUMEN

Los liposomas son uno de los nanosistemas méas prometedores y pioneros del sector
farmacéutico, que ademas de ser compuestos lipidicos, biodegradables y no toxicos, cambian
el perfil de liberacion y transporte de farmacos con mayor selectividad hacia el
compartimiento celular deseado, mejoran la biodisponibilidad y logran una accion prolongada
del fa&rmaco. En definitiva, estas vesiculas compuestas de bicapas lipidicas mejoran las
propiedades terapéuticas de los principios activos. Se han disefiado distintos métodos de
fabricacion lo que permite obtener una amplia variedad de liposomas de distinto tamafio,
propiedades y posibles aplicaciones.

El uso de los liposomas enfocado hacia las formulaciones de administracion topica
ocular es el tema principal que se aborda en este trabajo. Estos liposomas se cargan de
farmaco ayudando a mejorar su absorcién tanto por la cérnea como por la conjuntiva, y
atravesar distintas barreras presentes en el ojo hasta llegar a la diana. Son muchos los
beneficios que aporta esta via para el tratamiento de enfermedades, hasta ahora, del segmento
anterior, investigandose como poder llegar al segmento posterior con ayuda de los liposomas.

En diversos estudios se optimizan formulaciones de liposomas segln los objetivos
planteados. Afadiendo polimeros a los liposomas, se mejora el tiempo de residencia del
farmaco en la superficie corneal prolongando el efecto, otra opcion, es crear una capa intima
en la superficie corneal con los liposomas cationicos. Al dispersar los liposomas en geles
sensibles a iones se obtiene mayor efecto del farmaco. Las lagrimas artificiales compuestas
por nanoliposomas dispersados en osmoprotectores conservan mejor la humectabilidad. Por
ultimo, la conjugacion de transferrina a los liposomas con la finalidad de que el farmaco
acceda a las células retinianas a través de endocitosis al unirse a receptores de transferrina, es
una reciente posibilidad de aumentar la concentracion del farmaco en esta zona tras
administracion topica.

Actualmente, la administracion topica ocular es uno de los campos mas desafiante
para la investigacién farmacéutica existiendo un Unico preparado comercializado. Sin
embargo, se ha visto con diversos estudios que al modificar los liposomas y optimizarlos se
conseguian importantes mejoras en cuento a biodisponibilidad del farmaco y tiempo de
retencion en la cornea entre otros.

Palabras clave: liposoma, administracion topica ocular, barreras oculares, terapia
oftdlmica, nanosistemas farmacéuticos.
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2. INTRODUCCION

2.1. Concepto de liposoma y caracteristicas

Los liposomas son vesiculas esféricas compuestas por una 0 mas bicapas lipidicas
formadas por fosfolipidos y colesterol. Los fosfolipidos se organizan de manera que queda la
parte hidréfila (cabeza) de la bicapa lipidica hacia el exterior, y la parte hidréfoba (cola) hacia
el interior mimetizando a la membrana celular. En el interior del liposoma se localiza medio
acuoso.

Los lipidos contienen un “grupo esqueleto” central (1) que se encarga de unir la parte
hidrofilica e hidrofobica, y generalmente suelen ser el glicerol o la esfingosina, dando lugar a
los denominados fosfogliceridos y esfingolipidos.

Dentro de los fosfogliceridos, el mas utilizado para la preparacion de liposomas es la
fosfatidilcolina, también llamada lecitina que se obtiene facilmente de la yema del huevo y de
la semilla de la soja (1).

A estas vesiculas lipidicas también se les puede afiadir antioxidantes, como el
tocoferol, con el fin de evitar la peroxidacion lipidica. Un componente indispensable para la
formacion del liposoma es el colesterol que da rigidez intercalandose en la bicapa lipidica,
mejora el ensamblaje de las moléculas de fosfolipidos y ademés evita la perdida de la
sustancia encapsulada. En algunos casos se le afiaden polimeros como el polietilenglicol
(PEG) u otros tipos de sustancias para modificar propiedades intrinsecas y conseguir mejorar
algunas de sus caracteristicas (2)(3).

La eleccion de los componentes del liposoma y de su proporcién es fundamental ya
que determina la rigidez o fluidez, la carga electrostatica, el pH, la tensién superficial y el
tamafio de particula. Cuanto mas pequefios son, mas posibilidad tienen de llegar al interno,
por ejemplo, en un reciente estudio se vio que los modificados con tamafio menor a 100 nm
eran capaces de llegar al segmento posterior del ojo (4).

La eleccion de los distintos acidos grasos es
significativa, ya que las insaturaciones aumentan la
permeabilidad del liposoma, pero disminuyen su
estabilidad y, por el contrario, los acidos grasos
saturados (palmitato) (5) aportan rigidez formando
bicapas impermeables. De este modo, en funcion de
los requerimientos se podran disefiar unos u otros. Liposome

Lipid bilayer enclosing an
aqueous core

2.2. Liposomas en oftalmologia: Figura 1: estructura del liposoma (6)(7).

Los liposomas se utilizan principalmente como vehiculo para transportar y liberar
farmacos, los hidréfilos quedan retenidos en el interior de la vesicula (medio acuoso interno)
protegidos por la bicapa lipidica, mientras que los hidréfobos quedan incluidos en esta.

El liposoma puede interaccionar con la célula por mas de un mecanismo al mismo
tiempo, (i) por endocitosis, (ii) por fusion directa, es decir, el farmaco pasa directamente del
liposoma al interior celular por coalescencia, (iii) por intercambio lipidico entre el liposoma y
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la célula permitiendo la absorcion de farmacos lipéfilos que se encuentran en la bicapa, (iv)
por adsorcion, los liposomas se adhieren a las células diana y por transporte pasivo el
principio activo pasa a través de la membrana liposomal y de la membrana celular al interior
de la célula (6) (7). Los mecanismos que intervengan dependeran tanto de la composicion y
carga del liposoma como del tipo de célula y medio extracelular del que se trate (8).

i.  Ventajas:

e Han mostrado una tolerancia excelente y pueden encapsular sustancias con una alta
actividad, pudiendo tener un mayor efecto a nivel local.

e La capacidad que poseen para encapsular el farmaco, también evita la rapida
eliminacion por enzimas y, por otro lado, evita la toxicidad de farmacos peligrosos, por
lo que permite estabilizar el principio activo.

e Son biodegradables y biocompatibles gracias a su similitud estructural con la
membrana celular, lo que les posibilita incluirse en vias de administracion alternativas.

e Mejoran la absorcion, la penetracion y la difusion (6).

e Pueden programarse para una liberacion modificada del farmaco en funcién de sus
componentes y preparacion (3) (9).

ii. Inconvenientes:

e Tienen limitaciones respecto a la esterilidad, requisito imprescindible para la
administracion ocular.

e Algunos liposomas no son muy estables, ya que los componentes lipidicos insaturados
se oxidan o sufren hidrolisis facilmente. Para solucionarlo se incorporan antioxidantes y
se procuran almacenar en una atmosfera de nitrogeno (5).

e Pueden sufrir una pérdida de su contenido a través de la bicapa hacia el medio acuoso
externo, y tender a agregarse, esto Ultimo se previene regulando adecuadamente la
carga superficial (1)(5).

e Su viscosidad hace que no sea suficiente el tiempo de contacto con la cornea por lo que
a menudo estos preparados se ven modificados por la introduccién de polimeros
bioadhesivos. Por ello, muchas nuevas formulaciones optan por afiadirles componentes,
como es el caso del gel “in situ” sensible a iones (10).

2.3. Clasificacion de los liposomas

Segun el tamafio y el numero de bicapas que componen un liposoma se pueden en
clasificar en:

Vesiculas unilamelares: tienen una sola bicapa lipidica esférica que encierra una solucién
acuosa (10) (11).

- SUV: Con tamafios entre 20 y 80 nm. En estos liposomas el porcentaje de
encapsulacién que se consigue es bajo. Se obtienen por técnicas de ultrasonido.

- LUV: El tamafio se encuentra entre 80 y 1000 nm. Al ser grandes, son capaces de
transportar gran cantidad de agua en su interior por lo que se recomiendan para el
transporte de activos hidrosolubles. Se obtienen por extrusion.

- GUV: con un tamafio mayor de 1000nm.
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Vesiculas multilamelares: Estan constituidos por varias bicapas lipidicas, formando una
estructura multilamelar de esferas concéntricas separadas por capas de agua. Se consiguen
mediante técnicas de evaporacion.

- MLV: Con un tamafio entre 400 nm y varios micrometros (1).

Vesiculas multivesiculares: El tamafio es superior a 400 nm. Estan constituidos por vesiculas
unilamelares grandes que en su interior incluyen otras vesiculas de menor diametro (MVL).

Lipid bilayer
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Figura 2: Representacion de los diferentes
tamarios de liposomas (1).

2.4. Métodos de preparacion de los liposomas

El método de hidratacion de la pelicula lipidica 0 método de Bangham es el mas
utilizado para abordar ensayos tanto in vitro como in vivo. Este, consiste en solubilizar los
lipidos en un solvente orgéanico, el cual sera posteriormente eliminado por evaporizaciéon a
vacio obteniéndose finas peliculas de lipidos. Estas finas peliculas son hidratadas en medio
acuoso a una temperatura proxima a la de transicion de fase formandose espontaneamente los
liposomas (12). Por dltimo, los

extrusibn  por  membranas  de
policarbonato (2) (8).

lipophilic drugs +
organic solvent

liposomas se tratan con ultrasonido y
[phospholipids + cholesterol + J

El método de congelacion- @
descqngelacmn_es una variante de la homii sl pste
anterior, especialmente elegida para (rotavapor)

encapsular  proteinas. Una vez ]

formados los liposomas son sometidos =

a prOCESOS de 2 + hydrophilic drugs

congelacion/descongelacion  seguidos

de un proceso de extrusion, que

permite que el soluto se equilibre entre N

el medio acuoso y el medio de [ —— i ]
(extrusion/sonication)

dispersidn, y se puedan realizar tantos

ciclos como sean necesarios (3). Figura 3: Elaboracion de liposomas por hidratacion (3).
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Para obtener liposomas a gran escala se dispersan masas de lipidos en un medio
acuoso y posteriormente se le somete a tratamiento con ultrasonido seguido de procesos de
extrusion consiguiendo tamafios mas pequefios (2)(3).

El método de evaporacion en fase reversa (REV) se emplea para obtener vesiculas de
gran tamafio (LUV) que permitan encapsular macromoléculas (2). Se parte de una disolucion
de fosfolipidos en un solvente organico que mezclan con una fase acuosa (emulsion), para
obtener micelas. Posteriormente se elimina el solvente, que permite al mismo tiempo la
agregacion de estas para formar una estructura tipo gel. Seguidamente, aplicamos el grado de
vacio necesario para eliminar completamente el disolvente y encontrar solo las micelas. Estas,
formadas por monocapas lipidicas se situan cerca de otras micelas en un gel intermedio que,
tras agitacion, dard lugar a las bicapas lipidicas que constituyen la pared de los liposomas
(13).

A diferencia de los obtenidos por las técnicas anteriores, los de fase reversa no son
estables para almacenamiento a temperaturas inferiores a la de transicion, ya que estos tienden
a fusionarse (3) (6). El resto, se deben almacenar a una temperatura entre 4-8°C a pH 7 y su
estabilidad por lo general es de una semana (6).

2.5. La administracion topica ocular

La administracién topica es la via mas adecuada y de primera eleccion en el tratamiento
de muchas enfermedades oculares y de aquellas en las que la diana farmacologia se encuentra
en el segmento anterior del ojo. Cuenta con multiples ventajas como su comodidad, su falta de
invasion a otros tejidos, su simplicidad y la posibilidad de que el paciente pueda aplicarselo por
si mismo. Por otro lado, cuenta con desventajas como es el drenaje lacrimal, el parpadeo y las
barreras estaticas y dindmicas (drenaje sanguineo y linfatico), lo que le dota de una baja
biodisponibilidad, una escasa penetracion de los activos y una alta frecuencia de
administracion, problemas que los liposomas logran solventar (2) (3) (14).

Los farmacos cuando se administran por via tépica ocular, penetran a través de la
cdrnea (via transcorneal) o a través de la conjuntiva y esclera (via conjuntival). La mayoria de
las sustancias aplicadas son absorbidas por via transcorneal y en un principio, se penso que la
conjuntiva solo actuaba como via de eliminacion, sin embargo, hoy en dia se sabe que hay
sustancias capaces de atravesar la conjuntiva llegando a alcanzar, en ciertas ocasiones el
segmento posterior (7).

La mayoria de los productos oftalmologicos comercializados son de uso topico y se
presentan en gotas oculares, por lo general, estas no alivian enfermedades del segmento
posterior del ojo debido a que no logran llegar a él, ya sea por la rapida eliminacion del activo o
por las barreras anatomicas del ojo y se calcula que solo un 5 % del farmaco aplicado llega a
los tejidos intraoculares (15). Por ejemplo, las gotas oculares de ganciclovir comercializadas
hasta ahora, son adecuadas solo para el tratamiento de la infeccién viral del segmento anterior,
pero recientemente, se ha publicado un estudio que demuestra que mediante una solucién
topica constituida por liposomas de ganciclovir conjugados con transferrina se logra aumentar
la posibilidad de penetrar en las células de la retina (15) (16).
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Al mismo tiempo, los liposomas son especialmente conocidos como buenos sistemas de
transporte y de liberacion de farmacos oculares, con capacidad de incrementar el tiempo de
residencia y con ello la penetracion transcorneal. Con el objetivo de optimizar la utilizacion de
la via topica e incluso llegar a zonas mas internas mediante esta, han surgido diversos estudios
e investigaciones basados en el uso de liposomas.

Los liposomas modificados con un tamafio de particula inferior a 100 nm son posibles
portadores del farmaco si queremos dirigirlo al segmento posterior por via tdpica, pueden
penetrar a través de los vasos de la conjuntiva y del cuerpo ciliar, y luego distribuirse a la
esclerotica, a la coroides, al epitelio pigmentario de la retina y a la retina (15).

i.  Estructura anatdmica del ojo

El ojo esta formado por 3 capas:

- La capa externa fibrosa; formada por (i) la cornea (convexa y transparente) con
epitelio y estroma de caracter hidrofilo, y endotelio de caracter lipéfilo, y (ii) la
esclerotica, parte blanca del ojo compuesta por tejido conjuntivo.

- La capa media vascular; compuesta por (i) el iris, es la parte pigmentada con un
esfinter muscular que produce miosis y midriasis, (ii) el cuerpo ciliar posterior al iris
que se conecta con el cristalino y (iii) la coroides, muy vascularizada y se encuentra
rodeando el interior de la esclerdtica.

- La capa interna nerviosa que es la retina contiene los fotorreceptores. A este nivel se
sitla la barrera hematorretiniana que supone una verdadera barrera fisica para el paso
del farmaco desde circulacion sistémica al segmento posterior del ojo.

A su vez, el ojo se divide en 3 partes: la camara anterior, entre la cornea y el iris que
contiene humor acuoso, camara posterior entre el iris, el cuerpo ciliar y el cristalino, que
también contiene humor acuoso y la cdAmara vitrea entre el cristalino y la retina que contiene
el humor vitreo. La cdmara anterior y la posterior se incluyen en el segmento anterior y la
camara vitrea en el segmento posterior como bien se muestra en la figura 4 (17) (18).

Figura 4: Representacion esquematica de la anatomia ocular (18).
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ii. Enfermedades a tratar por via topica ocular

> Enfermedad del ojo seco: (EOS) es un conjunto de sintomas que se dan cuando los
0jos no producen la cantidad de lagrimas suficientes para mantenerlos humedos, o cuando las
lagrimas no funcionan correctamente (19).

Las lagrimas estan formadas por 3 capas: (i) la capa lipidica que evita que las lagrimas se
evaporen facilmente y es secretada por las glandulas de Meibomio, (ii) la capa acuosa que
proviene fundamentalmente de la glandula lagrimal en los parpados y es la encargada de
limpiar el ojo y, por ultimo, (iii) la capa mucosa que es la capa interior de la pelicula lagrimal
gue mantiene el ojo himedo y hace que las lagrimas se adhieran (20).

Lo sufre alrededor de un 11% de la poblacién (21), las personas mayores son mas
susceptibles a padecerlo, siendo mas comin en mujeres que hayan pasado la menopausia, 0
con enfermedades como artritis reumatoide y el sindrome de Sjogren entre otras.

La sintomatologia incluye picor, escozor, irritacion, sensacion de cuerpo extrafio, dolor
debido a la inflamacion, vision borrosa y mayor lagrimeo como respuesta a la irritacion. Se
trata con lagrimas artificiales de acido hialurénico o carmelosa o con colirios que contienen
inmunosupresores para bajar la inflamacion como la ciclosporina A (22).

> Glaucoma: es una enfermedad en la que el sistema de drenaje del ojo se tapa y el
fluido intraocular no puede drenar por lo que se acumula el humor acuoso y causa un aumento
de presion en el interior del segmento anterior. Este aumento de presion se extiende al
segmento posterior dafiando al nervio Optico, la retina y las zonas cercanas, llevando a la
perdida de la vision.

La etiologia no esta clara, y el inicio es asintomatico, por lo que se diagnostica
Unicamente con un examen de ojos, o cuando el paciente nota falta de vision. El glaucoma
mas comun es el de angulo abierto; en este caso, el angulo en el que el iris coincide con la
cornea es mas amplio y abierto de como deberia ser (23).

El glaucoma es irreversible y se trata comunmente mediante gotas oftdlmicas que
contienen antihipertensivos. Los inconvenientes de este tratamiento son la continua necesidad
de aplicacidn y las molestias en la superficie ocular después de tratamientos cronicos (24).

> Conjuntivitis: es una infeccion muy comudn que supone la inflamacién de la
conjuntiva, la membrana fina y transparente del interior del parpado y la parte blanca del ojo.
El primer sintoma es el enrojecimiento, seguido del aumento de lagrimas, secrecion ocular,
escozor en los ojos...Puede estar causada por virus, bacterias, alérgenos o sustancias
irritantes. Dependiendo del tipo de conjuntivitis se tratara de distinta manera (25) (26).

> Queratitis herpética: es una inflamacién de la cdrnea provocada, frecuentemente, por
el virus del herpes simple, aunque también pueden causarla otros virus como el de la varicela
zoster. Los sintomas son sensibilidad luminica, enrojecimiento y vision borrosa. Suele tratarse
con pomadas oftalmicas o con medicacion oral antiviral (27) (22).

3. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo trata de efectuar una revision bibliografica de diversos
estudios sobre formulaciones tépicas oculares en las que se incluyen liposomas con el fin de
mejorar su eficacia terapéutica.
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Para centrar el tema, se explica el concepto de liposoma, asi como su definicion,
clasificacion, métodos para elaborarlos, su uso en administracion topica ocular y algunas
enfermedades oculares.

Ademas, se describen las estrategias disefiadas en exitosos estudios respaldando las
ventajas que supone incorporar este sistema.

4. MATERIAL Y METODOS

Para la elaboracién y redaccidn de este trabajo se ha llevado a cabo una revision de la
informacidn contenida en articulos cientificos de revistas indexadas en las bases de datos Pub
Med, Science Direct y la coleccion de bases Web of Science.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Formulaciones liposomales en preparados topicos oculares.

El desarrollo de liposomas para administracion topica ocular no ha recibido tanta
atencion como en otros campos, es por ello que en el mercado farmacéutico solo consta de
una férmula tépica liposomal (19). No obstante, si se han llevado a cabo estudios preliminares
con resultados prometedores, pero no se han llegado a comercializar por falta de recursos u
otras causas. Nuevos preparados continlan en fase de investigacion para poder ser
comercializados en un futuro proximo y tratar diferentes enfermedades obteniendo mejores
resultados.

5.2. Preparados topicos comercializados
% Aquoral Lipo:

Es el Unico preparado comercializado con composicién liposomal para administracion
topica ocular. Indicado en el tratamiento sintomatico del ojo seco, (ya sea por insuficiencia
lacrimal, hipolacrimia, o excesiva evaporacion, dislacrimia) y para la proteccion corneal
después de intervenciones quirargicas, traumatismos oculares o estrés visual y ambiental.

Es una solucién oftalmica lubricante y antioxidante sin conservantes a base de sal
sodica de &cido hialurénico cross-linkado, liposomas y crocina (25).

Lo especial de esta formulacion es la combinacion del &cido hialurénico entrecruzado
con liposomas lo que da una mayor viscoelasticidad y estabilidad de la molécula,
garantizando mayor tiempo de residencia en menos dosis y mejor hidratacion del ojo. A su
vez, los liposomas regeneran la capa lipidica de la pelicula lacrimal y la estabilizan (25).

5.3. Estrategias en el uso de liposomas en preparados topicos

Como se ha argumentado anteriormente, los liposomas son buenos portadores de
farmacos oculares con muchas caracteristicas favorables para ello: (10) (28).
- Atraviesan facilmente la cornea
- Poseen buena histocompatibilidad
- No son toxicos
- No tienen inmunogenicidad

10
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Existen muchas investigaciones que optan por la utilizacion de liposomas como
sistema para mejorar la formulacion y solventar problemas fisico-quimicos que poseen

muchos farmacos en solucion como:

e Tiempo corto de contacto por la baja viscosidad de la solucion y por ello es
necesario la constante aplicacion (10) (29).
e Baja permeabilidad corneal y baja biodisponibilidad de farmacos solubles en agua.

e Baja hidrosolubilidad y dificultad para preparar colirios.

En la Tabla siguiente se resumen algunas de las estrategias utilizadas que se van a

detallar a continuacion.

Estrategias en el uso de liposomas para preparados topicos en diferentes estudios

Acetazolamida Glaucoma
(30)
Ganciclovir Retinitis por
(15) citomegalovirus
Aciclovir Queratitis
(31) herpética
Lagrimas Ojo seco

artificiales de
Nano-liposomas
(20)

Timolol maleato Glaucoma
(10)

ACZ-LP
ACZ-LP-P (sistema
hibrido)

GCV-LP
GCV-LP-Tf

Se compard liposomas
catiénicos, anionicos y
neutros.

Dispersion de
nanoliposomas con
hialuronato sédico y
trehalosa

Gotas oculares TM
Gel TM L-ISG

El sistema hibrido demostro
ser totalmente adecuado
ademas de proporcionar un
efecto hipotensor méas potente
y prolongado con mayor
tiempo de residencia que las
formulaciones convencionales.

Al conjugar la transferrina a
la superficie liposomal se
aumentaban las posibilidades
de conseguir que parte del
farmaco actuase en el interior
de las células retinianas.

Los liposomas catidnicos
forman una capa que recubre la
superficie corneal que
incrementa el tiempo de
residencia 'y mejora la
absorcion del Aciclovir.

Los nanoliposomas con
hialuronato sédico y trehalosa
supusieron una mayor
humectabilidad disminuyendo
la desecacion y aumentando el
tiempo de residencia.

El gel liposomal sensible a
iones mejora el transporte
corneal, prolonga el tiempo
de residencia y aumenta la
biodisponibilidad.
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« Planteamiento de un nuevo Sistema Hibrido Acetazolamida-
liposoma/HPMC/Osmoprotectores.

La Acetazolamida (ACZ) es un inhibidor de la anhidrasa carbonica que disminuye la
produccién de humor acuoso Y, por consiguiente, la presion intraocular. Sin embargo, es un
farmaco de clase 1V, es decir, de baja solubilidad y baja permeabilidad, lo que impide su
utilizacion terapéutica por via topica ocular (24) (31).

En este estudio, se disefid una estrategia que combinaba liposomas cargados de
Acetazolamida y polimeros protectores de la superficie ocular creando un sistema hibrido
para aumentar la biodisponibilidad de la ACZ y, por tanto, su actividad hipotensiva, al mismo
tiempo, proteger la superficie ocular y la funcionalidad de la pelicula precorneal. Ademas, al
incluir agentes protectores de la superficie corneal como osmoprotectores, antioxidantes y
fosfolipidos se solventaron algunos problemas con respecto a los colirios convencionales (21).

En un primer paso, se prepararon liposomas de ACZ con fosfatidilcolina, tratando de
imitar la pelicula precorneal con una buena tolerancia ocular. Se incluy6 vitamina E como
antioxidante y como osmoprotectores: trehalosa y eritriol, que mostraron ademas tener
actividad antiinflamatoria. Los liposomas se elaboraron con etanol en vez de con cloroformo,
lo que permitio la solubilidad de mayor cantidad de ACZ, puesto que era préacticamente
insoluble en cloroformo, pero ligeramente soluble en etanol, asi, se atrapd mas cantidad en el
liposoma. Posteriormente, a esta solucion se afiadié el HPMC (hidroxipropilmetilcelulosa),
que habia demostrado tener una buena tolerancia en otros estudios, contribuyd a formar una
capa continua y viscosa en la superficie ocular protegiendo al farmaco del drenaje
extendiendo el tiempo de residencia.

Para garantizar la actividad de este sistema hibrido, se realizaron estudios de eficacia y
tolerancia in vivo en 2 fases. En la primera etapa, se observo como la dispersion liposomal de
ACZ proporciond una biodisponibilidad doble que la correspondiente a la solucion de ACZ
con vehiculo base, ademas de un inicio del efecto hipotensor una hora antes y con una
duracion del efecto mas prolongada (31).

En una segunda etapa se comparo la dispersion liposomal de ACZ anterior con el
sistema hibrido que contenia HPMC (ACZ-LP-P). El sistema hibrido mostré un incremento
de la biodisponibilidad ocular 30 veces mayor que la que proporcionaba la solucion en el
vehiculo base, ademas de un efecto aun mas potente y mas prolongado. En el ensayo de
tolerancia in vivo en conejos, ninguna produjo molestias ni signos clinicos anormales durante
las seis horas de estudio, la cdrnea permanecio transparente y la conjuntiva con coloracion
normal, lo que supuso una tolerancia optima.

De acuerdo con los resultados obtenidos, los autores respaldaron la idea de que el
polimero HPMC actuaba como potenciador de la viscosidad capaz de prologar el efecto
hipotensivo en los conejos con glaucoma y aumentar el tiempo de retencion en la superficie
ocular. Se llegd a la conclusion de que existia un contacto intimo entre los liposomas y las
células de la cornea debido al polimero, mejorando la difusion pasiva del farmaco a través de
la barrera corneal y se demostré que la formulacion hibrida promovia un efecto hipotensor de
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mayor duracion reduciendo el ndmero de administraciones diarias, lo que facilitaria la
adherencia al tratamiento por parte de los pacientes (6).

¢ Desarrollo de una formulacion a base de transferrina conjugada con liposomas
cargados de Ganciclovir.

El Ganciclovir (GCV) es un antiviral utilizado para el tratamiento de la Retinitis
causada por citomegalovirus, existen solo administraciones sistémicas de este antiviral en el
mercado. El problema de este antiviral es su baja biodisponibilidad ocular tras administracion
topica, lo que obliga a la administracién por via intravenosa con la posibilidad de ocasionar
reacciones adversas severas como neutropenia y trombocitopenia (15).

El objetivo de este estudio es el desarrollo de una formulacion liposomal de
ganciclovir conjugada con transferrina (Tf-GCV-LP) que pudiera llegar al segmento posterior
mediante administracion por via topica o por inyeccion intravitrea. La transferrina (Tf) es una
glicoproteina transportadora de hierro que actla después de unirse al receptor de Tf en la
superficie de las células de la retina. Una vez optimizada la formulacion Tf-GCV-LP se
determin su toxicidad en las células de la retina, asi como se evalu6 su absorcion.

Se basa en la idea de conjugar transferrina a los liposomas con la finalidad de que una
vez se encuentren los liposomas conjugados en la retina, esta transferrina se una con los
receptores de la superficie de las células retinianas posibilitando una mayor entrada del
farmaco en ellas. Los autores supusieron que podria transportarse asi el farmaco aplicandolo
por via topica a través de la conjuntiva y la esclera llegando a la coroides y a la retina, donde
alli, la transferrina se uniria con sus receptores especificos permitiendo mayor concentracion
del farmaco en el tejido diana.

Para empezar, se tuvo que comparar las caracteristicas fisicoquimicas de las
dispersiones liposomales de ganciclovir y de ganciclovir conjugado con transferrina para
comprobar que las formulaciones conjugadas conservaban aspectos fundamentales. La
dispersion liposomal conjugada con transferrina tenia un tamafio de particula obviamente mas
grande, pero respecto a la eficacia de encapsulacién (EE: porcentaje de GCV encapsulado en
el liposoma/ total GCV) y a la capacidad de carga del farmaco (LC: porcentaje de GCV
encapsulado en el liposoma/ total de fosfolipidos y colesterol) no dieron diferencias
significativas teniendo una EE alrededor de 34 % y una LC de 14 % (15).

Por otra parte, se varié el contenido de fosfolipidos pegilados para investigar sus
efectos en los liposomas. Se utilizo un fosfolipido pegilado ligante que contenia un grupo de
maleimida el cual facilitaba la conjugacion de la transferrina (DSPE-PEG-Mal). Sin embargo,
al anadir estos fosfolipidos pegilados de maleimida tanto la eficacia de encapsulacion como la
capacidad de carga disminuyeron a causa del pequefio volumen de fase acuosa y la hidréfila
del Ganciclovir, aunque continuaban dentro de los rangos aceptables.

Haciendo referencia a la conjugacion de la transferrina, una solucién con mayor
contenido de DSPE-PEG-Mal proporcionaba mas maleimida para acoplar la transferrina
tiolada, pero suponia al mismo tiempo un mayor tamafio de particula. Es entonces por lo que
se selecciondé como formulacion méas adecuada la correspondiente a una concentracion de
0,2 M de fosfolipido pegilado de maleimida (GCV-LP-Mal0.2-Tf) ya que presentaba un
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tamafo de particula inferior a 100 nm incrementandose la posibilidad de alcanzar el segmento
posterior, ademés de presentar una eficacia de encapsulacion adecuada.

Las fotografias de la TEM (Microscopia Electronica de Transmision) que se muestran
en la figura 5 confirmaban que la transferrina se presentaba en pequefias estructuras alrededor
la superficie liposomal y en los espacios entre ellos, y ausentes, como era de esperar, en la
formulacion GCV-LP puesto que no tenia transferrina. Por otro lado, en la prueba de
citotoxicidad in vitro de ambas sugirieron que eran seguras para las células humanas de la
retina con una viabilidad celular del 80-100 %.

Figura 5: fotografias de la TEM: (a) GCV-LPs-3.4-Mal0.2 y (b) GCV-LPs-3.4-Mal0.2-Tf (15).

En cuanto a la captacion intracelular en las células ARPE-19 (células de la retina
humana) se descubrié que la union de la transferrina a los receptores facilitaba la
internalizacion celular del GCV por endocitosis del liposoma, pero que la transferrina libre, es
decir, la no conjugada, la dificultaba por su unién competitiva al ocupar también estos
receptores.

Al comparar las concentraciones de GCV extraidas de las células de la retina
incubadas con la dispersiéon GCV-LP-Mal0.2-Tf por un lado y con la dispersion de GCV-LP
simple por otro, eran muy similares. En el caso de la segunda, la absorcion celular era por
difusion y no necesitaba del complicado proceso de liberacion con el que si contaba la
formulacion liposomal conjugada (32). No obstante, la dispersion de GCV-LP no es
apropiada para la administracion en gotas debido a su rapida eliminacion.

Por consiguiente, este estudio, incluye la idea del liposoma para posibilitar la
conjuncion de la transferrina y usar esta como una técnica de vectorizacidn activa. Defendid
que la formulacion GCV-LP-Mal0,2-Tf era capaz de administrar el ganciclovir a las células
de la retina por endocitosis mediada por receptores Tf (TfRs) una vez habian sido
transportados a la retina mediante instilacion topica, y demostrd, en los estudios in vitro,
poseer una potente actividad inhibitoria en la expresion viral de la glicoproteina B del
citomegalovirus (15) (25).
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¢+ Formulacion de liposomas de Aciclovir

El Aciclovir (ACV) es un agente antiviral que no se puede administrar por via topica
debido a que su baja lipéfila da lugar a una baja biodisponibilidad ocular. Para solucionar este
problema, se desarroll6 la estrategia de incluir liposomas dotados de diferentes cargas
eléctricas con el fin de adherirse mejor a la superficie ocular y que pudiera asi el farmaco
actuar sobre la inflamacion corneal durante més tiempo (31).

Se examiné el rendimiento de formulaciones liposomales de diferentes cargas por
penetracion corneal in vitro y por absorcion corneal in vivo a fin de evaluar que carga
liposomal era la més adecuada para la administracion de ACV. La lecitina puede proporcionar
a los liposomas una superficie neutra, la estearilamina una carga superficial positiva y el acido
fosfatidico una carga negativa (11) (19).

El ensayo in vitro demostrd que el ACV libre atravesaba la cornea de forma mas
rapida, los ACV-liposomas negativos eran dos veces mas lentos y los ACV-liposomas
positivos los mas lentos. Este ensayo confirmd que los liposomas tenian un tiempo de
penetracién mas lento, pero al mismo tiempo era mas prolongado que el ACV libre y eran los
cationicos los que poseian una penetracion mas pronunciada, aun asi, mas lenta. Este
concepto se argumentd al compararse unas microfotografias de la superficie corneal donde se
veia como la cdrnea aportaba carga negativa que interactuaba con los liposomas positivos
uniéndose intimamente, formando una capa que cubria la totalidad de la superficie corneal y
asi, los liposomas conseguian incrementar el tiempo de residencia, aunque la velocidad de
penetracién fuera menor (14) (31).

Cuanto mayor es el tiempo de residencia de los liposomas, mas Aciclovir se libera a lo
largo del tiempo y penetra a través de la cornea. Por otro lado, los negativos al estar sueltos en
la superficie eran facilmente drenados después de la instilacién, por lo que no eran tan Gtiles.
100 —

La figura adyacente muestra los resultados
del ensayo in vivo, extrayendose el Aciclovir
presente en el humor acuoso. A la hora y media se
ve como aumenta exponencialmente la
concentracion de ACV por parte de los liposomas
cationicos, seguidos de los liposomas anidnicos,
mientras que la concentracion ACV de la solucion
ACV baja a partir de la hora.
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¢ Nano-liposomas con componentes similares a la pelicula lagrimal para el
tratamiento de la enfermedad del ojo seco:

Este estudio abordo la problematica que supone el desarrollo de lagrimas artificiales
debido a la compleja composicion de las lagrimas naturales. Ninguna de las lagrimas
comercializadas tiene una composicion suficientemente similar a las lagrimas naturales. Cada
componente de la lagrima natural tiene una propiedad fisicoquimica Gnica que juega un papel
crucial en la homeostasis de la superficie ocular. Las lagrimas artificiales son el tratamiento
inicial en la enfermedad del ojo seco, descrito anteriormente.

Se investigo las propiedades in vitro e in vivo de una nueva formulacion liposomal con
hialuronato sédico (SH), un componente similar a la mucina de la pelicula lacrimal que
aumenta la adhesién a la superficie. Los liposomas se fabricaron con fosfolipidos similares a
los de la pelicula lipidica lacrimal y una vez preparados, se dispersaban en una solucion
acuosa hipotdnica de SH y trehalosa (20).

En cuanto a las propiedades tecnoldgicas de los nano-liposomas se comprob6 que el
tamafo permanecio estable hasta 8 semanas posiblemente gracias al polimero bioadhesivo SH
y su efecto protector. EI pH, la osmolaridad, la viscosidad y la tension superficial fueron
adecuadas y se aproximaban a las lagrimas naturales.

En los ensayos de citotoxicidad in vitro se usaron células de la cornea humana
inmortalizadas y células de la conjuntiva humana normales y para valorar los datos se usé
como control positivo una solucidn isoténica de cloruro de benzalconio (BAK). Las
viabilidades fueron superiores al 80 % para un periodo de 4h de exposicion siendo un poco
mas sensibles las células de la conjuntiva para nano-liposomas que habian sido almacenados
durante méas tiempo. En los ensayos de tolerancia in vivo realizados en conejos no aparecieron
signos clinicos de toxicidad, a un ojo del conejo se le administraba la formulacion liposomal
final y al otro, solucion control. Por tanto, se confirmé que la formulacion fue bien tolerada
tanto in vitro como in vivo (20).

La accién protectora de la formulacion liposomal se estudié en un modelo de
desecacion en células de conjuntiva. En los resultados se observo un aumento de viabilidad en
las células tratadas con la formulaciéon liposomal desarrollada frente a las células sin
tratamiento (75 % frente al 60 %) demostrando tener una mayor resistencia a la desecacion.

Por tanto, los nano-liposomas desarrollados combinan los efectos beneficiosos de la
fosfatidilcolina, del colesterol, de la vitamina E, del hialuronato sédico (SH) y de la trehalosa
en un unico colirio disefiado como sustitutivo muy similar a las lagrimas naturales y se
comprobd que proporcionaban efectos beneficiosos en la conjuntiva frente a desecacion a la
vez que aumentaban el tiempo de residencia en la superficie ocular (20).
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¢+ Estudio comparativo sobre modelos liposomales cargados de Timolol maleato.

El Timolol maleato (TM) es un beta-bloqueante no selectivo usado como agente anti-
glaucomatoso. La eficacia de los productos tdpicos comercializados con este farmaco (poco
lipdfilo) estd limitada por la baja biodisponibilidad, la frecuente instilacion y el bajo
cumplimiento por parte del paciente.

En este ensayo in vitro se compar6 la penetracion corneal de liposomas de TM y
colirios comercializados de TM. La dispersion liposomal daba un incremento significativo de
la absorcion. Esto podria deberse a la biocompatibilidad de las vesiculas lipidicas con las
celulas epiteliales y como resultado, un transporte facil a través de la cornea y una mayor
solubilidad del farmaco en su interior (10).

Se quiso optimizar los liposomas de TM y para ello se dispersaron en un gel in situ
sensible a iones con la finalidad de reducir al minimo la dilucién causada por la solucion
lacrimal, aumentar la viscosidad y asi lograr mayor tiempo de retenciéon. En el gel se
incorporé goma gellan desacetilada (DGG) que en presencia de cationes sufre una réapida
transicion solucion-gel formando un gel fuerte para un tiempo de contacto 6ptimo y con
estabilidad térmica.

Analizando la viscosidad, esta se vio aumentada con la creciente concentracion de
DGG vy respecto a la liberacion del farmaco; los liposomas TM en DGG presentaban una
liberacion mas larga, pero més lenta que los liposomas TM. Considerando todos los aspectos,
se optd por usar el gel de 0,4 % de DGG (10).

Las imagenes de fluorescencia in vivo demostraron que los liposomas de TM cargados
con geles in situ sensibles a iones (TM L-1SG) a los 10 minutos continuaban presentes en la
superficie corneal, sin embargo, las otras 3 formulaciones no; en colirios comercializados, el
TM al ser hidrosoluble tenia dificultad en atravesar la cornea y se drenaba rapidamente con
las lagrimas. La formulacion de liposomas de TM podia penetrar mas facilmente en la cérnea
que los colirios, pero su caracter fluido provocaba una rapida eliminacion.

En cuanto a los estudios de irritabilidad, el gel TM L-ISG no mostr6 diferencias
significantes respecto al resto, en el andlisis histologico no presentd infiltracion de células
inflamatorias, ni hemorragia ni necrosis y las pruebas de Draize mostraron que no era
irritante.

Los estudios farmacodinamicos ~ Figura 8: Descenso de la presion
revelaron que el gel tenia un efecto intraocular en conejos con glaucoma. (10)
hipotensor mayor que las lagrimas de 35
TM comercializadas a los 30 minutos 30 i
como bien se muestra en la figura 8. El 2 .
gel TM-L-ISG proporcionaba una g , ‘
disminucion de la presion intraocular E s
(IOP) que continuaba disminuyendo en &
el tiempo hasta alcanzar una presion =
normal demostrando asi, la eficaz accion ;
que suponen los liposomas en el gel (10). 0 10 30 60 9 120 150 180

Time after instillation(min)
-#-TM L-ISG TM eye drops  —#—Normal IOP @ Control group
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Todos los resultados de este estudio, demostraron que el gel liposomal de timolol
maleato (TM L-ISG) mejoraba el transporte del farmaco a través de la cornea, prolongaba el
tiempo de retencion y mejoraba la biodisponibilidad, dando mejoras significativas en cuanto a
los efectos que producian las gotas oftdlmicas de timolol maleato ya comercializadas (10).

6. CONCLUSIONES

Los estudios descritos en este trabajo demuestran las ventajas de las formulaciones
liposomales respecto a las formulaciones convencionales, es por ello, que paulatinamente sera
mayor el nimero de estos preparados en el mercado farmacéutico. No obstante, tienen como
limitaciones la preparacién a nivel industrial bajo condiciones de esterilidad y el elevado coste
frente a las formulaciones convencionales.

Dentro de las ventajas que aportan los liposomas optimizados se encuentran el
aumento de la biodisponibilidad del farmaco y del tiempo de residencia en la cornea, y la
posibilidad de llegar a zonas mas internas del ojo. Ademas, los componentes de los liposomas
son totalmente compatibles con los tejidos oculares.

Los resultados tan favorables que se estan obteniendo con las formulaciones
liposomales van a permitir el desarrollo de nuevas terapias de administracion oftalmicas.
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