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RESUMEN

El cannabidiol (CBD) es un fitocanabinoide cuyas caracteristicas fisicoquimicas como
su constante de permeabilidad y diversos efectos terapéuticos, lo ha colocado como
un farmaco potencial para el tratamiento de diversas patologias cutaneas debido a la
posibilidad de aplicacion topica. Los liposomas son vesiculas esféricas con una
membrana compuesta por una bicapa de fosfolipidos y por la constitucién quimica que
presentan, tienen la posibilidad de encapsular compuestos lipofilicos como el CBD,
actuando como un sistema de liberacion efectiva de administracion tépica.

El objetivo principal de este estudio fue el disefio y optimizacién de formulaciones
liposomales que contengan CBD, mediante el uso de software MINITAB, de tipo disefio
de mezclas, realizado en cinco etapas, hasta obtener las mejores formulaciones. En
este disefio se establecieron las variables como las cantidades de CBD, lecitina, tween
80%, presencia 0 no de colesterol y los factores establecidos en las mejores
caracteristicas como tamafio de particula (80 a 1000 nm), indice de polidispersidad
(<0.2), potencial Zeta (+30 mV), porcentaje de eficiencia de encapsulacion (>70%).
Una vez obtenido las mejores 5 formulaciones, se realizaron estudios in vitro de
cinética de liberacion, mediante membranas de didlisis, que permita visualizar si el
CBD se libera desde los liposomas y la velocidad en que ocurre este proceso.
Posteriormente, las formulaciones se vehiculizan en gel para tener una mejor forma
farmacéutica de aplicacion topica y se realiza un estudio de permeacion en piel de
cerdo utilizando celdas de difusion de Franz, para determinar la mejor/es
formulaciones de liposomas con CBD, que permanezcan mas tiempo en la capa
dérmica y se ejerza su efecto farmacoldgico en ciertas patologias dérmicas.

En este estudio se logré establecer las condiciones y concentraciones de componentes
como lecitina, tween 80% y CBD que producen las formulaciones cuyas caracteristicas
establecidas como como tamafo de particula (107.1 a 207.3 nm), indice de
polidispersidad (0.9 a 0.43), potencial Zeta (-25.6 a -28.6 mV), porcentaje de eficiencia
de encapsulacion (70.5 a 80.6 %). De estas formulaciones se establecio una cinética
de liberacion muy similar con una K= 0.88 y n= 0.27, que indica una liberacion de
primer orden tipo fikiana. Los estudios de permeacion indicaron que, de las 5
formulaciones, las formulaciones 2 y 5 tuvieron una constante de permeacion (Kp) de
0.001, es decir una contante de permeacion baja, lo que permitiria que el CBD se
mantendria mas tiempo en la capa dérmica para ejercer su efecto farmacoldgico.

Palabras clave: cannabidiol, liposomas, administracidn topica, cinética de liberacion,
permeacion in vitro, disefio de experimentos para optimizacion.
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ABSTRACT

Cannabidiol (CBD) is a phytocannabinoid whose physicochemical characteristics, such
as its permeability constant and various therapeutic effects, have positioned it as a
potential drug for the treatment of various skin pathologies due to the possibility of
topical application. Liposomes are spherical vesicles with a membrane composed of a
bilayer of phospholipids and due to their chemical constitution, they have the possibility
of encapsulating lipophilic compounds such as CBD, acting as an effective delivery
system for topical administration.

The main objective of this study was the design and optimization of liposomal
formulations containing CBD, using MINITAB software, a mixture design type, carried
out in five stages, until the best formulations were obtained. In this design, the variables
such as the amounts of CBD, lecithin, tween 80%, presence or absence of cholesterol
and the factors established in the best characteristics such as particle size (80 to 1000
nm), polydispersity index (<0.2) were established. , Zeta potential (£30 mV),
encapsulation efficiency percentage (>70%).

Once the best 5 formulations were obtained, in vitro release kinetics studies were
carried out, using dialysis membranes, which allow us to visualize whether the CBD is
released from the liposomes and the speed at which this process occurs.
Subsequently, the formulations are transported in gel to have a better pharmaceutical
form for topical application and a permeation study is carried out on pig skin using Franz
diffusion cells, to determine the best formulation(s) of liposomes with CBD, which
remain longer. time in the dermal layer and exerts its pharmacological effect on certain
dermal pathologies.

In this study, it was possible to establish the conditions and concentrations of
components such as lecithin, tween 80% and CBD that produce the formulations whose
characteristics were established such as particle size (107.1 to 207.3 nm),
polydispersity index (0.9 to 0.43) , Zeta potential (-25.6 to -28.6 mV), encapsulation
efficiency percentage (70.5 to 80.6%). From these formulations, a very similar release
kinetics was established with a K= 0.88 and n= 0.27, which indicates a fikiana-type first-
order release. The permeation studies indicated that, of the 5 formulations, formulations
2 and 5 had a permeation constant (Kp) of 0.001, that is, a low permeation constant,
which would allow the CBD to remain longer in the dermal layer. to exert its
pharmacological effect.

Keywords: cannabidiol, liposomes, topical administration, release kinetics, in vitro
permeation, design of experiments for optimization.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cannabidiol

El cannabidiol (CBD) pertenece a una variedad quimica de las casi 113 especies de
fitocannabidioles, cuya estructural quimica son terpenofenoles, su nombre es debido
a que la planta Cannabis los produce de manera significativa. Otros compuestos que
también se encuentran en la planta son: tetrahidrocannabinol (THC),
tetrahidrocannabivarin  (THCv), cannabicromeno (CBC), cannabinol (CBN),
cannabigerol (CBG) entre otros (Figura 1). Los principales compuestos como THC y
CBD fueron aislados del hachis e identificados quimicamente desde 1966 por el Dr.
Raphael Mechoulam y su equipo de trabajo, siendo este el principal investigador que

integro el sistema endocannabinoide (Crocq, 2020).
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Figura 1. Canabinoides naturales: tetrahidrocannabinol (THC), tetrahidrocannabivarin (THCV),
cannabicromeno (CBD), cannabidiol (CBD), cannabinol (CBN), cannabigerol (CBG).Fuente: Freepik®

1.1.1 Estructura quimicay propiedades del CBD
La estructura base de los cannabidioles, es el CBD, cuya férmula quimica es:
C21H3002, se identificO por primera vez en un extracto de cafiamo silvestre de

Minnesota por Adams y colaboradores en la Universidad de lllinois en 1940, sin



embargo, fue hasta 1963 que su estructura quimica, fue elucidada por completo
(Burnstein, 2015).

El CBD es un cannabinoide, de estructura ciclohexeno, cuyo nombre quimico segun la
IUPAC es 2-[(1R,6R)-6-isopropenil-3-metilciclohex-2-en-1-il]-5-pentilbenceno-1,3-diol.
El nimero de identificacion segun la clasificacion CAS es 13956-29-1. Su peso
molecular corresponde a 314.5 g/mol, puede donar y aceptar 2 uniones con hidrégeno
y contener 6 uniones rotatorias, su masa exacta es 314.224580195 g/mol y su masa
monoisotropica corresponde a 314.224580195 g/mol, su area topologica polar es
40.5A2 y numero atémico de 23, tiene una carga formal de 0 y no tienen isotopos, su

numero de covalencia es 1.
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Figura 2. Estructura quimica y caracteristicas de cannabidiol.
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Desde el punto de vista farmacocinético, el CBD es una molécula con buena absorcion
gastrointestinal y penetra la barrera hematoencefalica, y su administracion oral puede
indicar que puede ser un buen farmaco, sin embargo, hay una desventaja que es un
inhibidor de varias enzimas metabdlicas pertenecientes al citocromo P450 (CYPSs), por
lo que puede interaccionar con otros farmacos. Es importante resaltar que el CBD tiene
un valor de reparticion Log Po/w de 5.2., indicando que es un compuesto lipofilico y un
valor de Log Kp de -3.59 cm/s, que indica una permeabilidad en piel moderada, puede
ser un compuesto para desarrollo dermatolégico o cosmético (DrugBank vy
EXPASY/SwissADME) (Figura 2).

1.1.2 Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (SEC) se ha constituido en las Ultimas tres décadas por
el descubrimiento y caracterizacion de los receptores canabidiones tipo 1 (CB1) y tipo
2 (CBy), tal sistema forma una red neuromoduladora, se expresa en el sistema
nerviosos central y periferico, asi como en varios organos (Figura 3), lo que indica que
desempefia importante roles cognitivos y fisioldgicos (Lu y Mackeie, 2021).

Los receptores CB1 y CB2 son proteinas acoplados a proteinas G, el receptor CB1
principalmente de manera inhibitoria (Gi/Go), y el receptor CB2, acoplado a proteina G
estimulatorias (Gs), por lo que su activacién inhibe o activa respectivamente la
adenilato ciclasa y ciertos canales de calcio sensibles al voltaje.

Los receptores CB1 se encuentran ampliamente distribuidos en el SNC, donde estan
localizadas a nivel de interneuronas glutamatérgicas, gabaérgicas, colinérgicas,
glicéricas y serotoninérgicas, pero también se expresa en tejidos fuera del sistema
nervioso, incluidos el corazén, los pulmones, la préstata, el higado, el Gtero, los
ovarios, los testiculos, los conductos deferentes y los huesos (Galiegue y cols., 1995).
Como tales, los receptores CB1 periféricos median procesos fisiolégicos como;
motilidad gastrointestinal, balance energético, reproduccion y fertilidad, dolor y
metabolismo energético del musculo esquelético (Peng y cols., 2022).

Los receptores CB:2 se expresan principalmente en células de la microglia, en estudios

in vitro, se encontré que el bloqueo de los receptores de CB2 no afectd el riesgo de



muerte neuronal espontanea pero disminuyo la supervivencia neuronal cuando se
afiadié un toxico neuronal, ello muestra que las interacciones neurona y glia son
esenciales para la supervivencia neuronal , por lo que los receptores tipo CB2, juegan
un rol clave en las interacciones de manera protectora en condiciones toxicas (Rojo-
Bustamante y cols., 2020). También se han identificado receptores CB2 en leucocitos,
humanos, donde induce la secrecion de interleucinas 6 y 10 que son mediadores que
modulan el proceso inflamatorio (Saroz y cols. 2019).

La integracion del SEC se completé cuando se descubrieron sustancian endégenas
denominados cannabinoides enddgenos, que son principalmente la anandamida (N-
araquidonoiletanolamida) y 2-araquidonoilglicerol (2-AG). Ambos endocannabinoides
son derivados del &cido araquidonico y modulan las actividades CB1 y CB:. La
concentracion de endocannabinoides estd regulada por las enzimas oleamida
hidrolasa y monoacilglicerol lipasa, que actian degradando a la anandamida y 2-AG,

respectivamente (Schurman y cols., 2020).
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Figura 3. Localizacion de recpetores CB; y CB; en el organismo humano.

Tomado de la pagina royalqueenseed.es



1.1.3 Efectos biologicos del CBD

El CBD ha mostrado actividad neuroprotectora, antipsicotica y ansiolitica, ademas de
actividad antioxidante, analgésica y relajante muscular, por lo que esta variedad de
efectos es debido a complejos mecanismos farmacologicos, basado a su afinidad de
unioén a varios receptores como los correspondientes al SEC (CB1y CB2), pero también
se ha encontrado que puede interactuar directa o indirectamente con receptores
serotoninérgicos tipo 1A (5-HT1a), receptores de potencia transitorio tipo vainiloide
(TRPV1y2), receptores de potencial transitorio tipo melastina (TRPMs) y receptores
activados por proliferadores peroxisomales (PPARS). Pero también resultado de la
interaccion inhibitoria de la enzima hidrolasa oleamida (Peng y cols, 2022).

Los efectos psicoactivos del CBD, se explican por su agonismo parcial a los receptores
CB1 presinapticos en las areas del hipocampo ventral, reducen la liberacion de
neurotransmisores, pero como un mayor impacto como inhibidor de enzima hidrolasa
oleamida, que es una enzima que degrada la formacion de anandamida, que es un
ligando natural al receptor CB1, facilitar la neurotransmision serotoninérgica mediada
por el receptor 5-HT1a y activacién del receptor TRPV1, acciones que en suma tendran
un efecto inhibitorio en la transmision neuronal y por ende un efecto ansiolitico. El
agonismo parcial en los receptores de dopamina D2 podria explicar los efectos del CBD
en el procesamiento de la memoria emocional procesado en el hipocampo ventral y
efecto ansiolitico. Esta propuesta de mecanismos de accién se ha respaldado por
estudios clinicos donde se encuentra efectos ansioliticos, antidepresivos e inclusive
efectos antiepilépticos del CBD en pacientes (Ibeasy cols., 2015; Pisanti y cols., 2017).
En cuanto a los efectos analgésicos del CBD, este se basa en la interaccion del CBD
con los receptores CB1, expresados en el SNC, particularmente en las regiones del
mesencéfalo y la médula espinal que son puntos importantes de la via nociceptiva,
esencial para la percepcion del dolor. También se ha reportado un efecto de
modulacién alostérica positiva de los receptores serotoninérgicos 5HTia, cuya
localizacion periférica promueven la inhibicion de la transmision de los potenciales de
accion, por ende, de la transmision nociceptiva hacia niveles cerebrales para la

percepcion del dolor.



Por otro parte, en estudios de afinidad, el CBD a baja concentracion activa canales
ionicos tipo TRPV1y TRPV4 y a altas concentraciones a los receptores TRPV2, estos
receptores también se encuentran en neuronas periféricas, cuya activacién esta
asociada a la transmisién nociceptiva, al ser canales de apertura para sodio, sin
embargo, la interaccion de CBD con estos iones es parecida a la estimulacién con
capsaicina, que activa y después desensibiliza al receptor, teniendo un efecto final tipo
analgésico. Otras interacciones estudiadas, son las del CBD con el receptor TRPMs
que es un receptor ibnico parecido a los PRV, pero que regula transmision nociceptiva
por frio, y los receptores GPRss, GPR3, GPRs y GPR12, que son receptores huérfanos
acoplados a proteinas G, pero que aun no se caracterizado sus ligandos. La
interaccién antagonista del CBD por estos receptores se ha relacionado con los efectos
sobre dolor neuropético, dado que los receptores GPR huérfanos participen de manera
directa aun clara en las neuronas nociceptivas. Por ultimo, se ha reportado que
posiblemente el CBD también pueda interaccionar sobre receptores opioides receptor
opioide p y 8, cuya participacion en el sistema opioide en la modulaciéon de la
transmision nociceptiva (Mlost y cols.,2020).

Los efectos antiinflamatorios y antioxidantes del CBD, se basan en la interaccion
antagonica sobre los receptores CB: localizados en leucocitos, resultando en una
modulacion de la liberacién de medidores antinflamatorios como IL6 e IL10, ademas
de la supresioén de la desgranulacién de los mastocitos y la propagacion de neutroéfilos
en areas de inicio de inflamacion. Se ha encontrado que los efectos antagoénicos del
CBD sobre los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPAR) tipo a 'y
Y, receptores que se expresan en tejidos como musculo esquelético, corazén, higado
y tejido adiposo marrén y en macrofagos células que participan en la respuesta
inflamatoria, dado que al activarse inician una secuenciacion que termina en la
inhibicion la enzima COX (que promueve la sintesis de prostaglandinas, un autacoide
mediador del proceso inflamatorio) y aparte induce la liberacion de interleucinas tipo
2,8,9y12 (IL-2, IL-8, IL-9, IL-12), asi como del factor de necrosis tumoral (TNFa), que

son mediadores que promueven el proceso inflamatorio (Atalay y cols., 2019).



El potencial analgésico terapéutico del CBD se ha investigado en estudios preclinicos,
dado que se ha realizado en pruebas de nocicepcion en roedores, sin embargo, se ha
encontrado una respuesta mas consistente con modelos de dolor neuropatico y efecto
antinflamatorio en modelos de edema inducida por adyuvante de Freud (Hammell y
cols., 2015). Lo mismo ocurre con estudios clinicos donde es la combinacion de
THC/CBD que se ha utilizado en una proporcién de 1:1 en caso de dolor cronico como

fibromialgia, artritis reumatoide, y dolor neuropatico (McDonagh y cols., 2022).

1.1.4 Regulacién del CBD

La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), por sus siglas en inglés; Food
and Drug Adminsitration), es la organizacion encargada de regular la gran variedad de
productos como suplementos dietéticos, alimentos y bebidas, incluidos los derivados
del cdhamo, en Estados Unidos. Dado que el CBD es un compuesto derivado del
cafiamo que se reconoce por tener beneficios potenciales para la salud y que se
consume para tratar afecciones como el insomnio y la ansiedad (Teitelbaum, 2019), la
mayoria de los productos que contienen CBD no estan regulados actualmente por la
FDA. El aceite que contiene CBD tampoco esta formalmente aprobado por la FDA sin
embargo, es legal de acuerdo con la ley federal, puesto que existe una Ley de
Mejoramiento Agricola del 2018 que aprobd y legalizo el cultivo, posesion y venta de
productos de cafiamo a nivel federal en los Estados Unidos (2018 Farm Bill Primer:
Hemp Cultivation and Processing). Otra condicion es que para que sea legal, el CBD
debe derivarse de la planta de cafiamo y contener menos del 0.3% de
tetrahidrocannabinol (THC).

Por otra parte, la Agencia Europea de Medicamntos (EMA), por sus siglas en inglés:
European Medicines Agency), aprobo el uso del primer medicamento a base de CBD,
Epidiolex®, una solucién oral (100 mg/mL), indicada para su uso como terapia
adyuvante de las convulsiones asociadas con epilepsia (von Wrede y cols., 2021), a
partir de esta formulacién, se han desarrollado varias formulaciones orales con fines
terapéuticos (EMEA/H/C/004675).



En nuestro pais, la COFEPRIS (Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios), aprobo el 21 noviembre 2018 las solicitudes para la comercializacion de
productos con aceite de cafiamo que contengan CBD, con uso como suplemento
alimenticio y en productos cosméticos (COFREPRIS, 2018). Uno de los usos mas
explotados en la actualidad es su uso topico con efecto cosmético, dado que ha
mostrado efectos como protector contra rayos UV, antioxidante y antienvejecimiento
(Gegotek y cols., 2021).

1.2 Estructura Celular de la Piel

La piel es el tejido mas extenso del cuerpo, en area superficial y constituye alrededor
del 15 % de la masa total corporal. La piel tiene varias funciones como la regulacion
de latemperatura corporal, es un reservorio de sangre (del 8 al 10%), brinda proteccion
contra el entorno, en este tejido se establecen las sensaciones cutaneas, es un medio
de excrecién y absorcion, ademas de constituir un tejido donde se realiza la sintesis
de vitamina D (Gravitz, 2018).

Desde el punto de vista estructural, la piel consta de: epidermis, dermis e hipodermis
(Figura 4). De estas capas la epidermis, que es la mas superficial y delgada desde
0.02 a 0.8 mm, dependiendo de la zona anatémica, esta capa esta formada a su vez
por subcapas o estratos de células epiteliales: corneo, granuloso, espinoso y basal o
germinal. La epidermis es una capa tisular que esta en constante renovacién por el
proceso de maduracion o division celular desde las células germinales en la capa
basal, donde se producen los queratocitos, es asi que el estrato mas externo o cérneo
este conformado de queratocitos que son células muertas y como su nombre lo indica
con alta cantidad de queratina, que al estar rodeadas por una matriz lipidica que
contiene cantidades iguales de ceramida, acidos grasos y colesterol, forman la barrera
cutanea (Abdayem y Haftek, 2018). Esta capa es la que realmente deberia de penetrar
cualquier compuesto cuya administracion sea a través de esta via.

La dermis es la capa de la piel y esta constituido principalmente por tejido conectivo,
con un grosor desde 3 a5 mm, es un tejido altamente irrigado, debido a que contienen

mayor cantidad de vasos sanguineos. La forman otros tipos de células como los



fibroblastos, que contribuye a la produccion de tejido conectivo y células inmunolégicas
denominados mastocitos que un tipo de glébulos blancos que estan involucrados en
las respuestas inmune de proteccion antes presencia de agentes infecciosos y de
respuesta inflamatoria al liberar gran cantidad de histamina, ademas de la presencia
de melanocitos que producen melanina, compuesto que da la intensidad de color a la
piel. La dermis es entonces la via de entrada de compuestos hacia la circulacion
sistémica, después de atravesar la epidermis, puesto que es la capa que esta muy
irrigada por la gran cantidad de vasos sanguineos que contiene (Rutter, 2000).
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La hipodermis, se encuentra debajo de la dermis y esta constituida por tejido areolar y
adiposo, esta capa fijja la dermis a los tejidos y drganos subyacentes, se ha
denominado tejido subcutaneo, tejido graso subcutaneo o tejido celular subcutaneo,
puesto que contienen gran cantidad de adipocitos. Esta capa da proteccion contra
impactos mecanicos, y por ello participa en el metabolismo y almacenamiento de

energia, pues puede llegar a contener hasta el 50% de la grasa corporal. Es importante



sefalar que esta capa también contiene otros componentes como colageno y elastina,
ademas de macrofagos que son células con actividad inmunolégica de engullir agentes
infecciosos vy fibroblastos que son células con la funcién de producir constantemente
tejido conectivo en caso de dafio (Prigent, 2002).

Debido a las caracteristicas de las capas de piel, es posible establecer que la dermis
e hipodermis, seran barreras mas eficientes para mecanismos de ingreso por medios
mecanicos, mientras que la capa epidérmica, constituye la principal barrera para que

los compuestos o farmacos penetren (Jensen y Proksch, 2009).

1.2.1 Sistema endocannabidiol en piel y efecto en patologias dérmicas

Una de sus funciones de la piel es la respuestas inmunitarias, neurolégicas y
endocrinas, al estar compuesta por una intrincada red de comunicacion multicelular,
en la que la piel y sus unidades pilosebaceas funcionan como Grganos
neuroinmunoendocrinos, respondiendo a estimulos externos, neuropéptidos y
mediadores liberados por las células vecinas. Es un proceso complejo y delicado que
es esencial para mantener la homeostasis de la piel. Recientemente, se sugirié que la
piel tiene su propio SEC ya que se demostré que los receptores CB1 y CB:2 tienen
ligandos enddgenos en la piel (Sheriff y cols., 2022). Este SEC desempefia un rol
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis de la piel y los endocanabinoides
participan en la regulacion de las funciones neuroinmunoendocrinas y media las
acciones de los endocanabinoides y cuando se interrumpe, puede causar trastornos
como dermatitis, acné y prurito (Jeong y cols., 2019). Los dos principales receptores
CB1 y CB2, se han encontrado en queratinocitos epidérmicos, melanocitos, células
dérmicas, mastocitos, glandulas sudoriparas, foliculos pilosos y fibras nerviosas
cutaneas (Stander y cols., 2005). También se han identificado otros receptores en
varias células de la piel (Figura 5). Ademas, las enzimas amida hidrolasa y
monoacilglicerol lipasa que degradan a los principales endocanabinoides como
anandamida y 2-araquinoil glicerol, se han identificado en sebocitos, melanocitos,
fibroblastos e inmunocitos, lo que sugiere que la piel también esta involucrada en el

metabolismo de los cannabinoides (Scheau y cols., 2020). Las enfermedades de la
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piel o afecciones dermatoldgicas, afectan al menos a un tercio de la poblacién de EU
y han sido citadas como una de las 15 principales afecciones médicas cuya
prevalencia y gasto en atencion médica aumentaron en la dltima década (Akomeah,
2010).

Las principales enfermedades de la piel son de origen inflamatorio, dentro de estas
sobresalen las siguientes: acné y la seborrea, dermatitis alérgica de contacto, eccema

asteatotico, dermatitis atopica, psoriasis y prurito, entre otros (Martins y cols., 2022).
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Figura 5. Sistema canabidiol en la piel. Martins y cols., 2022

1.3 Vias topicas de Administracion

La administracion topica puede ofrecer algunas ventajas, dado que la piel es extensa
en area accesible, ademas de evitar el primer paso o degradacion enzimatica de
multiples compuestos por la administracion oral y paso por el sistema gastrointestinal,
Ademas la aplicacion tépica es un tratamiento localizado, cuando se tata de
enfermedades cutaneas (Ita, 2016). Existe en las ultimas décadas, controversia en

cuanto a las posibles rutas de permeacion de farmacos a través de la via dérmica, pero
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es bien conocidos que cualquier compuesto que sea aplicado, se movera a través de
dos vias principales, la transdérmica y la apendicular (Figura 6).

De estas vias, la transdérmica parece ser la principal ruta en la permeacion de
compuestos o farmacos y se define como la via en la que estos compuestos atraviesan
el estrato corneo que esta sano o intacto. A su vez esta via puede seguir dos caminos,
la via transcelular y la intercelular, de estas la via intercelular es el camino por el cual
la mayoria de los compuestos podran cruzar la matriz lipidica de los cornecitos. Es por
lo que los compuestos o farmacos de tipo lipofilos, se puedan difundir a través de los
espacios extracelulares y los compuestos o farmacos polares o hidrofilicos, lo puedan
hacer a través de la matriz lipidica. Si bien existe una pequefa superficie disponible
para esta ruta, es consideradas como la via principal que toman la mayoria de los
compuestos. La via intracelular, que es el paso de compuestos a través de los
cornecitos y matriz lipidica de estos, es una via menos relevante pues los compuestos
deberan atravesar los entramados también de la queratina.

La via apendicular es la via de permeacion que puede ser mas rapida para los
compuestos acedan a la dermis, dado que esta se lleva a cabo aprovechando la
estructura de las glandulas sudoriparas y sebaceas y por los foliculos pilosos, sin
embargo, es una via minoritaria dado que solo un 0.1% de la piel esta cubierta de pelo.
Generalmente, la mayoria de los compuestos podran permear la piel, mediante varias
vias, pero segun su naturaleza sera mayoritaria aquella que concuerde con sus
caracteristicas fisicoquimicas y es por lo que estas caracteristicas son tomadas en
cuenta cuando se desarrollan formulaciones farmacéuticas de productos cosméticos o

farmacos para el tratamiento de enfermedades dérmicas (Vitorino y cols., 2015).
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1.3.1 Estrategias para Mejorar la Administracion Topica de Farmacos

Existen diferentes estrategias que se han desarrollado para que el proceso de
permeacion de compuestos o farmacos a través de la piel pueda ser optimizado, entre
estas metodologias se encuentran los métodos de manipulacion del estrato corneo,
métodos fisicos y sistemas de liberacién u optimizacion del vehiculo que contienen el
compuesto para que sea facilitado la permeacion, en algunos casos se pueden tener
la combinacién de estos (Marwah y cols., 2014).

Una de las principales funciones de la piel es de mantener una barrera de proteccion,
que va a ejercer la caracteristica dura del estrato corneo, y es por lo que las estrategias
desarrollas para eficiente la permeacion se basa en métodos de manipulacién de esta
capa, de tal manera que los compuestos puedan evadir el paso a través de esta capa,
lo que implica la eliminacién o abrasion, sin embargo, esta técnica representa mas una

aplicacion cosmética que terapéutica (Franz y cols., 2021).
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Se puede establecer, que los métodos fiscos, estaran enfocados a seguir una via de
ingreso de moléculas o farmacos que eviten el contacto del estrato corneo, esto se
logra con el uso de microagujas, en donde el compuesto puede ser inyectado
especificamente a la dermis. Otras técnicas como la electroporacion y la iontoforesis
utilizan cambios de voltaje para generar una desorganizacion leve del estrato corneo
y permitan el ingreso rapido de compuestos. Por su parte la magnetoforesis,
fonoforesis y algunas aplicaciones de ondas fotomecanicas, que aplican energia
electromagnética, ultrasonica o mecéanica a la piel, para provocar una disrupcion
estructural transitorio, que de igual manera pueda permitir el paso de compuestos
directamente a la dermis. Es importante sefialar que estas técnicas, han tenido una
aplicacion limitada, y como técnicas complementarias a otros existentes

Por otra parte, otros métodos son los que utilizan portadores, como sistemas de
liberacion, como parches, microagujas, geles, liposomas, micelas, nanoparticulas de
biomateriales, entre otros, los cuales aparecen teniendo como objetivo llegar a un sitio
localizado en la propia epidermis, con el objetivo de los compuestos se mantengan en
esta zona, donde existen alteraciones estructurales o condiciones patoldgicas y cuyo
tratamiento es importante que el compuesto o farmaco se mantenga en esta zona
(Geo y Jian, 2017).

1.3.2 Sistemas de Liberacion

Los sistemas de liberacion, actualmente més utilizados son los denominados sistemas
nanoscopios, nanovesiculares o nanoparticulares, desde su aplicacion estos sistemas
fueron planteados para la via oral y parenteral y dérmico, de hecho, estos sistemas
siguen siendo objetivo de optimizacion, la busqueda de marcadores especificos puede
dirigir su acumulacién selectiva, entre otros factores que hace este sistema muy
atractivo para la administracion de vacunas. Sin embargo, la aplicacion de estos
sistemas para la aplicacién dérmica esta basada en varios puntos, por una parte, esta
estrategia tiene la ventaja de proteger al compuesto o farmaco que esta proyectado a
aplicacion, esto deriva en que puede aumentar la estabilidad entonces se consideran

potenciadores de la permeacién, ademas de ser considerados como depdsitos, para
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una liberacion sostenida. En este sentido, un sistema portador y liberados de
compuestos son denominados liposomas, niosomas, hanoparticulas vy
nanoemulsiones. Particularmente el mecanismo de accion de liberacion de los
liposomas para la administracion dérmica de compuestos o farmacos, dado que el
farmaco libre puede penetrara o atravesara de forma independiente, una vez liberado
de los liposomas, es por lo que se consideran como vehiculos o sistemas de liberacion
controlada de farmacos. Mediante el mecanismo de mejora en la permeacion, donde
se describe que un componente esencial como la lecitina que son una mezcla de
fosfolipidos, forman las vesiculas puede traspasar la berrera corneal. Esto ocurre por
el mecanismo de absorcion y/o fusion de las vesiculas con el estrato corneo, lo que se
explica por qué primeramente existe una adhesion y después la fusion con la matriz
lipidica de la piel, lo que consecutivamente llevara a la permeacion apendicular, la cual
es la via de permeacion de compuestos de las formulaciones de aplicacion tépica. Una
condicion establecida es la de la hidratacidén de los cornecitos, para que estos puedan
sufrir una hidratacion y de esta manera cerrar los espacios extracelulares, que son la

via apendicular (Ciu y cols., 2020).

2. ANTECEDENTES

2.1 Liposomas

Los liposomas, son andlogos sintéticos de las membranas celulares o vesiculas
esféricas en el rango de tamafio de 0.03 um a 10 um y tienen una membrana
compuesta por una bicapa de fosfolipidos (Figura 7). Los liposomas fueron obtenidos
por primera vez por Bangham y Horne en 1964, quienes observaron que algunos
lipidos forman estructuras membranosas cuando estan en contacto con el agua.

A inicio de los ochenta se comienza a redescubrir que estructuras como liposomas
poseen un valor potencial como sistemas de liberacion. Las moléculas del farmaco
pueden encapsularse en el espacio acuoso o intercalarse en la bicapa y cuya
localizacion exacta del farmaco en el liposoma dependera de las caracteristicas
fisicoquimicas del farmaco, y de la composicion de los constituyentes lipidicos (Large

y cols., 2021). Las aplicaciones de los liposomas se han dado en diferentes campos
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de la ciencias y tecnologia que van desde servir como modelos experimentales de
membranas artificiales en la biofisica, ademas de sistema de transporte para la
liberacion controlada de medicamentos (Poznansky y cols., 1984), se han aplicado
principalmente en la cosmética, donde algunos compuestos como vitaminas,
antioxidantes o incluso péptidos son encapsulados para un mejor absorcion local, en
la industria alimenticia donde también las vitaminas o compuestos susceptibles de
metabolismo son protegidos en las vesiculas liposomales, area que se ha desarrollado
como la nutracéutica (Cevc y Blume, 1992), la aplicacion en la terapéutica, ha sido
relevante en la administracion de material genético en las vacunas y una proyeccion
muy interesante que esta medicina genética, que implicara la introduccién de genes
sanos a las células, para reemplazar a los genes dafiados o mutados, principalmente
para en tratamiento contra el cancer (Mastrobattista y cols., 1999).

Un gran avance significo que los constructos liposomales, se convirtieron en el primer
nano vehiculo para uso clinico que fue aprobado por la FDA, como lo fue el

medicamento denominado Doxil®, que es utilizado en la terapia del cancer y cuyo

principio activo es la doxorrubicina. De manera general, se han iniciado interesantes
perspectivas acerca de las posibilidades de los sistemas liposomales, ya que por su
funcionalidad y versatilidad podrian presentar ventajas como que sus componentes
poseen baja toxicidad, aumentan la vida util de la circulacion del farmaco, se acumulan
en sitios especificos, tienen una alta relacion superficie volumen, permiten la liberaciéon
controlada de farmaco ademéas de mencionar que los liposomas son Unicos como
transportadores de farmacos que pueden encapsular farmacos con polaridades muy
variables de naturaleza hidréfoba en medio de la membrana y de naturaleza hidrofilica
dentro de su interior acuoso (Lui, 2000). Es importante también sefialar que algunas
desventajas de los liposomas son la baja estabilidad de almacenamiento relacionada
principalmente con los procesos de oxidacion, fuga de farmacos encapsulados, altos
costos para los fosfolipidos sintéticos, escasa eficiencia de encapsulamiento de los
farmacos hidrofilos, membrana inestable que produce un comportamiento con fugas,

vida media corta.
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2.1.1 Componentes y estructura de los Liposomas

Los liposomas son constructos de estructura esférica (dada su forma mas estable
fisicoquimica) con un centro acuoso, que esta delimitado por la membrana, que es una
doble capa lipidica (Navarro-Tovar, 2018). Sin embargo, a la estructura basica de los
liposomas que son fosfolipidos, se le puede incorporar otras estructuras como
polisacéaridos, esteroles y tensioactivos naturales o sintéticos (Figura 8), (Bozzuto y
Molinari, 2015).

bicapa
hidrofobica
colesterol
centro :
hidrofilico &=, § fosfolipidos

Figura7. Estructuras de los liposomas. Bozzuto y Molinari, 2015

2.1.1.1Fosfolipidos

Los fosfolipidos son moléculas anfifilicas, cuya zona que es hidréfoba, que estan
formadas por varias cadenas hidrocarbonadas, estos compuestos son miembros de
acidos grasos. La funcién biolégica que tienen esta relacionada con la estructura de
las biomembranas y ademas de constituir metabdlicamente una fuente importante de
almacén de energia. Se forman también por grupos fosfatos, de ahi su nombre y
ademas de alcoholes, y dos 0 mas &cidos grasos. Dada las caracteristicas de su
estructura contendran zonas polares solubles en agua y zonas hidrofilicas, dando su
caracteristica anfifilica. De hecho, la razén de la presencia de lipidos de la membrana

celular podria ser simplemente que estas estructuras anfipaticas tienen en comun la
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capacidad de organizarse como bicapas en un ambiente acuoso, regulan el grupo de
cabeza y la repulsion electrostatica de un fosfato no protonado a un pH de 7 (Large y
cols., 2021). Los tipos de fosfolipidos que se han utilizado para la elaboracion de
liposomas son: fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, acido fosfatidico y
fosfatidilinositol. De estas estructuras, las fosfatidilcolinas son el mayor de los
fosfoglicéridos los cuales pueden ser obtenidos de fuentes naturales o sintéticas, son
también conocidas como lecitinas y son extraidas de plantas y animales (como fuentes
primarias: yema de huevo y soya), estdn compuestos por una mezcla de
fosfatidilcolinas variando la longitud de la cadena y el grado de saturacion. Los lipidos
sintéticos, que no se producen de forma natural ni se derivan de fuentes vivas, se
sintetizan comercialmente y se utilizan con frecuencia como componentes de
liposomas terapéuticos. Aunque estos materiales no son enddégenos, son bioldgica y
estructuralmente similares a los lipidos naturales, muestran una alta biocompatibilidad
y se sintetizan con alta pureza. Los lipidos sintéticos comunmente utilizados incluyen
fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolaminas y fosfatidilglicerol, como 1,2-dioleoil-glicerol-3-
fosfocolina (DOPC), 1,2-dioleoil-glicerol-3-fosfoetanolamina (DOPE) y dioleoil-
fosfatidilglicerol (DOPC), respectivamente. Los lipidos sintéticos a menudo se eligen
en lugar de los lipidos naturales debido a su pureza, disponibilidad comercial,
funcionalidad quimica y rentabilidad (Large y cols., 2021). Entonces la eleccion del tipo
de fosfolipido cuando se prepara el sistema liposomal, deberé estar en concordancia
con el tipo de compuesto a encapsular, la aplicacion y recordar siempre que la inclusion
de fosfolipidos dotara a la preparacién de carga que debera estar en ciertos rangos,
para que la emulsion sea estable, ver después el concepto de potencial zeta, en la
seccion 2.1.6.4).

2..1.1.2 Esteroles

Los esteroles son una clase de moléculas de lipidos, presentes en casi todos los
organismos vivos. Existen tres subtipos de esteroles: fitoesteroles, zooesteroles y
micoesteroles, que se encuentran en plantas, animales y microorganismos,

respectivamente. El colesterol es un zoosterol anfifilico endégeno y es parte de la
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estructura de las biomembranas celulares. Dentro de la membrana celular, el colesterol
se limita principalmente a las balsas lipidicas y tiene una funcién en la regulacion de la
integridad de la membrana y por ende su funcionalidad. La incorporacion de colesterol
en las formulaciones liposomales ha demostrado una mayor estabilidad en vivo y
disminucién de la fuga a través de la bicapa lipidica, o que resulta en la liberaciéon
prolongada y controlada de la carga de compuestos. La incorporacion de 20-50% mol
de colesterol en formulaciones liposomales demostré una eficiencia de encapsulacion
reducida y mayor estabilidad en vivo, en relacién con los controles que carecen de
colesterol. Los liposomas ricos en colesterol se mantuvieron estables en el torrente
sanguineo durante mas de 6 horas, mientras que los liposomas libres de colesterol
solo se mantuvieron estables durante unos minutos, ademas el colesterol condensa el
empaqguetamiento de fosfolipidos en bicapas. La concentracién de colesterol en
formulaciones lisosomales afecta la liberacibn de compuestos solubles en agua y a
medida que aumenta la concentracion de colesterol, aumenta la velocidad de

liberacion del farmaco (Nakhaei y cols., 2021).

2.1.1.3 Polisacaridos

Los polisacéaridos son carbohidratos poliméricos de cadena larga que consisten en
monosacaridos unidos por enlaces glucosidicos. Los polisacaridos tienen una funcion
importante en la comunicacion células y estan presentes en las membranas celulares
para ayudar en los procesos de reconocimiento de células y tejidos, asi como ciertos
mecanismos de transporte. Recubrir la membrana lipidica con oligosacéaridos o
polisacaridos puede dirigir los liposomas a los receptores celulares o extender la
circulacién. Los polisacaridos tienen propiedades adicionales que los hacen un
componente muy adecuado para su utilizacion en sistemas o formulaciones
farmacéuticas para la administracion de farmacos, dado que son biocompatibles y
pueden tener propiedades antivirales, antibacterianas y antitumorales. Las superficies
mucosas del cuerpo son objetivos particularmente buenos para el reconocimiento de
polisacéaridos, por lo que las rutas del epitelio nasal, pulmonar, oral y gastrointestinal

se investigan intensamente para identificarlas con liposomas recubiertos de
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polisacéaridos. Los polisacaridos populares utilizados en las formulaciones liposomales

son el quitosano y hialuronano (Large y cols., 2021).

2.1.1.4 Surfactantes

Los surfactantes son tensioactivos se clasifican como moléculas con propiedades de
detergente, ya que reducen la tension superficial del liquido en el que son
incorporados. Los tensioactivos, comunmente denominados activadores de bordes
son aditivos Utiles en las formulaciones de liposomas. Los activadores de bordes
suelen ser tensioactivos de una sola cadena de acilo que sirven para desestabilizar la
bicapa lipidica de las nanoparticulas liposomales, lo que aumenta la deformabilidad de
los vasos. Se demostré que los activadores de borde aumentan la capacidad de
penetracion dérmica de los liposomas en la lucha contra el cancer y antifungico y
aplicaciones transdérmicas. Los activadores de bordes utilizados con frecuencia
incluyen: colato de sodio, span 60, span 80, tween 60 y tween 80. La carga de los
activadores de bordes también se puede utilizar para aumentar la eficacia terapéutica.
Por ejemplo, el uso de colato de sodio, con un potencial zeta positivo, se une
electrostaticamente con componentes cargados negativamente como el ADN. El tipo
y la concentracion del surfactante pueden mejorar la eficacia terapéutica de la

administracion de genes y farmacos encapsulados en liposomas (Large y cols., 2021).
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Figura 8. Composicion de los liposomas. Large y cols., 2021

2.1.2 Tipos de liposomas

De manera general, los liposomas se han clasificado segun su tamafio y lamelidad,
asi como en funcion del método de preparacion (Figura 9).

Existen dos clasificaciones de los liposomas segun su niumero de capas: unilamelares,
si solamente tienen una lamela, es decir, si s6lo cuentan con una bicapa, y
multilamelares, es decir que cuentan con varias bicapas. Dentro de la clasificacion
unilaminar, encontramos tres subgrupos: las SUV (Small unilamellar vesicle) por sus
siglas: vesiculas pequefias unilamelares, las cuales tienen un rango de tamafio de 20
nm a 80 nm. El siguiente subgrupo: las LUV (Large unilamellar vesicle), vesiculas
unilamelares grandes, que tienen un rango de tamafio de 80 nm a 1000 nm, y el tercer
subgrupo: las GUV (Giant unilamellar vesicle), vesiculas unilamelares gigantes, las

cuales tienen un tamafio aproximado de 1 micra. La clasificacibn de vesiculas
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multilaminares, se refieren a las vesiculas multilaminares con un tamafio aproximado
de 500 nm. Existen factores que afectan la disposicion y en general la forma de los
liposomas, como: su composicion, el método de preparacion, e incluso el estado de
las bicapas de las vesiculas (Has y Sunthar, 2020).

Los sistemas liposomales, también pueden se caracterizados por el volumen interno y
la lamelaridad. El volumen interno, definido como el volumen encerrado por una
cantidad de lipidos, puede variar entre 0.2 a 1.5 litros por mol de lipido para las
vesiculas unilamelares pequefias y de 1 a 4 litros por mol de lipidos para vesiculas
multilaminares, por lo que depende del nimero y tamafio de lamelas por vesiculas. La
ventaja de las vesiculas unilamelares grandes es que el volumen capturado es mayor,
y por ende mayor encapsulacion de compuestos o farmacos (Large y cols. 2021).
Otra clasificacion surge de la consideracion de que los liposomas clasicos, pueden ser
inestables y por ello limitar la permeabilidad de la piel. Para superar estas limitaciones,
se han clasificado nuevas vesiculas lipidicas conocidas como deformables o liposomas
elasticos o flexibles que se desarrollaron desde la década de 1990 (Manosro y cols.,
2009).

Tipicamente estos liposomas han demostrado una gran habilidad para atravesar la piel
intacta y entregar los compuestos encapsulados hacia la epidermis y las capas de la
dermis o incluso hacia la circulacién sistémica. Para ello, se ha incorporado en su
estructura etanol, sales biliares y otros tensioactivos para su preparacion. Estos
componentes se consideran no toxicos y en cambio son estructuras
termodinamicamente mas estables. Estos se clasifican en transfersomas, etosomas vy,
mas recientemente, transetosomas (Ascenso y cols. 2015).

Los transfersomas son nanovesiculas elasticas formadas esencialmente de
fosfolipidos y activadores de borde como el sodio colato (NaCo), desoxicolato de sodio,
span 60, span 65, span 80, tween 20, tween 60, tween 80 y glicirinato dipotasico. La
Gnica desventaja de estas vesiculas corresponde a la dificultad de cargar farmacos
hidrofobicos en las vesiculas sin comprometiendo su deformabilidad y propiedades
elasticas (Romero y Morilla, 2013; Opatha y cols., 2020)
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Los etosomas son un tipo especial de tamafio de aproximadamente 150 a 200 nm y
alta deformabilidad, los sistemas etosomales son vesiculas que consisten
esencialmente de fosfolipidos, agua y una elevada cantidad de etanol. Los fosfolipidos
se pueden usar en un rango de concentracion de 0.5% a 10% y se obtienen a partir de
fosfolipidos sintéticos, semisintéticos o naturales como la soja y el huevo
(fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilcolina). El etanol se puede usar al 20%
a 45%, funcionando como un eficaz potenciador de la piel, esta molécula interactia
con el grupo de cabeza polar de las moléculas lipidicas de la capa cornea, aumentando
asi la fluidez de las bicapas lipidicas y la permeabilidad membranal de la célula
(Touitou y cols., 1997).

Los transetosomas son vesiculas lipidicas basadas en transfersomas y etosomas.
Estos nuevos liposomas flexibles, son relativamente nuevos, pues se introdujeron por
primera vez por Song y cols., en 2012 y se caracterizan por tener también un alto
contenido de etanol de hasta un 30% y también con la incorporacién de un activador
de borde.

Se ha clasificado también como niosomas a los liposomas clasicos que en su
estructura ingresan colesterol para dar estabilidad a las membranas que se forman en
las vesiculas, y dependera del compuesto a encapsular, la decision de integrar este

esterol en la estructura (Moghataderi y cols., 2022).

2.1.3 Métodos de Elaboracién de Liposomas

Existen diferentes métodos involucrados en la preparacion de liposomas. En general,
desde Bangham y Horne en 1964, prepararon los primeros liposomas, actualmente,
existen una gran variedad de métodos que existen para la preparacion de liposomas.
Los liposomas se pueden formular utilizando diferentes enfoques. El proceso de
fabricacion de los liposomas y el tipo de fosfolipidos afectan de manera critica las

caracteristicas finales de los liposomas.
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Figura 9. Clasificacién de los liposomas segin nimero de capas. SUV: Vesiculas pequefas
unilamelares, LUV: Vesiculas grandes unilamelares, GUV: Vesiculas gigantes unilamelares, MVV;
Vesiculas multivesiculares, MLV; Vesiculas multilamelares. Dibujo propio.

2.1.3.1 Método de Hidratacién de Pelicula Delgada

El método de hidratacion de pelicula delgada es practicamente el método denominado
Bangham, donde se utiliza un solvente organico (diclorometano, cloroformo, etanol o
mezclas de cloroformo con metanol) que se utilizan para disolver a los lipidos, ademas,
este puede ser eliminado por evaporacion, al vacio o a una temperatura de 45 a 60°C
para formar una pelicula lipidica fina. Posteriormente, la fina pelicula lipidica se hidrata
en medios acuosos mediante agitacion continua hasta 2 horas a una temperatura de
60-70°C, donde se hincha para producir liposomas cerrados redondos. Este método
tiene las ventajas de ser un proceso sencillo, enfoque directo, se utiliza para todo tipo
de mezclas de lipidos. Tiene las desventajas de que los farmacos solubles en agua
exhiben una baja eficiencia de atrapamiento, dificultad para escalar, la eliminacion del
disolvente organico es problematica, las vesiculas grandes sin control de tamafo de
particula, el método que requiere mucho tiempo y se necesita esterilizacion (Zang,
2017).
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2.1.3.2 Método de inyeccion de Solvente

El método de inyeccion de solvente: etanol/éter, es un método descrito desde los afios
70s (Batzri y Korn, 1973), método donde los lipidos deben disolverse en un solvente
organico (éter dietilico o mezcla de éter-metanol o etanol), seguido de la inyeccion de
la solucién mixta en la fase acuosa, donde el material debe encapsularse a 55—-65°C
0 menos, como el éter no es miscible con medios acuosos, es necesario calentarlo
para evaporar el disolvente organico de los liposomas preparados. Las ventajas son:
el método es simple, rapido, reproducible y estd listo para usar, puede formar un
producto de liposomas concentrado con mayor eficiencia de atrapamiento. Las
desventajas son: una mezcla inadecuada puede producir liposomas heterogéneos, la
eliminacién del etanol es dificil porque forma un aze6tropo con el agua, varias
macromoléculas bioldgicamente activas son inactivas incluso en presencia de

pequefias cantidades de etanol.

2.1.3.3 Métodos de Evaporacion de Fase Inversa

Los métodos de evaporacion de fase inversa fueron inicialmente descrito por Szoka y
Papahadjopoulos (1978), constituye una técnica en donde los Constituyentes lipidicos
de los liposomas inicialmente se disuelven en un disolvente organico y los farmacos si
fueran hidrosolubles deseados se disuelven en un medio acuoso; ademas, la mezcla
se somete a ultrasonidos para producir emulsion tipo w/o u micelas invertidas, seguido
de una eliminacion lenta del disolvente organico utilizando un evaporador rotatorio, lo
que conduce a la conversion de estas micelas en un estado viscoso o producto de gel.
En este proceso, en un punto critico, el estado de gel colapsa y se distribuyen algunas
micelas invertidas. El exceso de fosfolipidos forma la bicapa alrededor de las micelas
residuales que da como resultado la conformacion de liposomas. La principal ventaja
de este método es que el liposoma obtenido tiene una alta eficacia de encapsulacion
(alrededor del 80%), ademas de ser un proceso sencillo, eficacia de encapsulacion
adecuada, se utiliza para encapsular pequefias, grandes y macromoléculas y

desventajas de uso de gran cantidad de disolvente organico, no apto para transportar
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y entregar moléculas fragiles como los péptidos, requiere mucho tiempo y esterilizacion

(Handa y Hermmann, 1985).

2.1.3.4 Métodos de Remocion de Detergente

El método de agotamiento del detergente se utiliza para fabricar liposomas
homogéneos para diversas aplicaciones de administracion de farmacos. Este método
determina la solubilidad de los lipidos mediante la adicion del detergente adecuado en
un disolvente orgénico en su concentracion critica de micelas para producir micelas de
lipidos detergentes. Una vez que se elimina el detergente, las micelas se vuelven cada
vez mas ricas en fosfolipidos y finalmente se combinan para formar liposomas. Los
detergentes deben eliminarse mediante dialisis y se utiliza un dispositivo comercial
llamado LipoPrep. La didlisis se realizé en bolsas de dialisis colocadas en tampones
grandes sin detergente. El tamafio y la uniformidad de los liposomas por el método del
detergente depende de la velocidad y el grado de eliminacion del detergente y de la
proporcion de fosfolipidos a detergente. Las ventajas son: buen control del tamafio de
particula es un proceso sencillo, el producto es homogéneo y las desventajas son: baja
concentracion de liposomas en la solucién final, bajo atrapamiento de farmaco
lipofilico, proceso que consume mucho tiempo, se eliminan diminutos compuestos

solubles en agua durante la eliminacién del detergente (Lasch, 2003).

2.1.3.5 Métodos de Calentamiento

El Método de calentamiento, en este método, los fosfolipidos se hidratan con la ayuda
de glicerol, PEG/etilenglicol con agitacion continua durante 1 h a 60°C o 120°C.
Después de enfriar, la mezcla debe centrifugarse a 4000 rpm durante 15 min para
obtener los liposomas. Los liposomas producidos por este método no sufren
degradacion ni deterioro de los fosfolipidos y la esterilizacion no es obligatoria ya que
este proceso implica alta temperatura, a 120°C. Existe un método mejorado por
calefaccion, en el que los componentes lipidicos se hidratan en medio acuoso seguido
por calentamiento de los componentes sin utilizar disolventes organicos, lo que permite

su estabilidad. Las ventajas son que es un proceso simple y rapido, gue no contamina
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al no utilizar disolventes organicos, no se necesita esterilizacion. Las desventajas son
baja eficacia de encapsulacion requiere alta temperatura y posible degradacion de

fosfolipidos y farmacos (Mortazavi y cols., 2007).

2.1.3.6 Técnicas para Alterar el Tamafo de Particula

Alternativamente de los métodos generales para la elaboracion de los liposomas,
existen técnicas alternativas para la reduccion del tamafio de particula, que pueden
combinarse con alguno de los métodos para optimizar el tipo de liposomas y tamafo
(Figura 10).

2.1.3.6.1 Técnica de Extrusion de Membrana

El Método de extrusion de membrana, es un método es ampliamente utilizado para la
conversion de MLV en SUV y LUV. El tamafio de los liposomas se reduce haciéndolos
pasar por el filtro de membrana de policarbonato, que tiene un tamafo de poro
especifico a baja presion (<100 psi). Antes extrusion, los LMV se ven interrumpidos
por los ciclos de congelacion y descongelacion y prefiltrado a través de un tamafio de
poro grande de 0.2 a 1 um. En este proceso, el contenido de las vesiculas se extruye
varias veces con el medio de dispersién durante la ruptura y resellado de capas de
fosfolipidos a medida que pasan a través la membrana de policarbonato. El tamafio
medio de las vesiculas obtenido por extrusion disminuye con el aumento de la presion
transmembranal , asi como el numero ciclos Los liposomas formados se denominan
vesiculas unilaminares grandes por extrusién y poseen un tamafio de particula que va
desde 120 a 140 nm. Las ventajas son que es un proceso simple y rapido, hay buen
control del tamafio de las particulas y no hay contaminacién (muy comun por disolvente
organico), existen varios tamafios de poro de membrana/filtros disponibles para
producir liposomas. Las desventajas son que no es apto para procesamiento a gran
escala, hay posibilidad de obstruir los poros, limitacion en la produccién a gran escala,

fragilidad de membrana/filtro, flujo lento a través de la membrana/filtro (Zhang, 2017).
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2.1.3.6.2 Técnica de Homogenizacion

La homogeneizacion de alto cizallamiento es un método ampliamente utilizado para la
reduccion del tamafio de los liposomas y lamelaridad. Durante la homogeneizacion, la
suspension liposomal se bombea continuamente a través de un orificio, y a muy alta
presion, choca con una pared de acero inoxidable en el sistema homogeneizador para
producir liposomas de menor tamafio. Las ventajas son: adecuado para la produccion
a gran escala, buen control del tamafio de las particulas y las desventajas son:
distribucion del tamafio de los liposomas es bastante amplia y variable, posible

contaminacion por metales y aceites y uso de muy alta presiéon (Wang y cols., 2017).

2.1.3.6.4 Técnica de Sonicacién

El método de sonicacién es ampliamente utilizado para la preparacién de liposomas,
existen 2 técnicas de sonicacion; la sonicacién por sonda y la sonicacion en bafio. De
estos, la primera opcidon una punta se sumerge directamente en la dispersion de
liposomas, el aporte de energia a los lipidos la dispersioén es muy alta, y la energia de
acoplamiento en la punta conduce a la calefaccién, en ocasiones el recipiente donde
se sonica debe colocarse en un bafio de agua/hielo durante todo el proceso hasta 1
hora. Se puede des esterificar mas del 5% de los lipidos y el titanio puede contaminar
la solucién. La otra opcion es en bafio de sonicacién: aqui la dispersion de liposomas
se toma en un cilindro y se coloca en un sonicador de bafio, donde la temperatura
debe controlarse en contraste con la sonda sonicacion. EI material que se somete a
ultrasonidos se puede proteger en un recipiente estéril bajo una atmaosfera inerte. Las
ventajas son: que es un proceso sencillo, se controla el tamafio de las particulas. Las
desventajas son que puede formar liposomas de muy baja eficacia de
encapsulacién/volumen interno y posible degradacion de fosfolipidos y compuestos,
eliminacién de moléculas grandes, contaminacion por metales del sonicador de la

sonda y presencia de MLV junto con SUV (Mendez, 2023).
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Figura 10. Técnicas para disminuir tamafio de particula de liposomas.
Tomado de herberlab.com

2.1.4 Caracterizacion de Liposomas

La caracterizacion de las vesiculas lisosomales nos indica informacion de su tamafio
y diametro, detalles de su estructura y su forma, en concreto del tipo de laminar y de
la distribucién de los tamafios, asi como el grado de atrapamiento de los farmacos en
su estructura y su cinética de liberacién. En su forma comercial, una prueba final es la
absorcién percutanea o estudios de permeacion en modelos de piel de animal o
humana. En ocasiones estas caracteristicas han constituido algunos requerimientos
de calidad establecidas en las algunas guias de la OCDE (Organizacién para la
Cooperaciéon y el desarrollo econdmico), guias 428 (2004) y la guia de absorcién
dérmica por la OMS (2006). También la FDA cuenta con un guia para la industria en
cuanto a la fabricacion y control de productos liposomados, encaminados a su
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biodisponibilidad y bioequivalencia, cuando estos productos son administrados por via
oral (FDA, 2018).

2.1.4.1 Tamafio y Didmetro de Liposomas

El tamafio de los liposomas es un factor importante para establecer y predecir la
velocidad de liberacion in vivo del farmaco cargado en los liposomas (Guimarées y
cols., 2021). El tamafio promedio de los liposomas depende principalmente del método
de preparacién y la composicion de fosfolipidos, entre otros factores. El tamafio suele
ser de importancia, si se considera que los liposomas de menor tamafio, podrian ser
receptores mas eficientes para entrega o liberacion a los farmacos que contengan y
que la distribucion de este tamafio, indicaria un proceso de elaboracion eficiente. Para
el analisis de estos factores, se han utilizado varios métodos para evaluar el tamafio y
como no todos los liposomas producidos seran del mismo tamafio, lo que se determina
en realidad es la distribucién de tamafio, dichas técnicas utilizada son la microscopia
electrénica de barrido (SEM) y microscopia electronica de transmision (TEM). Las
técnicas SEM y TEM, se utilizan para obtener imagenes de los liposomas y también
proporciona informacién sobre el grosor y la distancia entre bicapas de liposoma. Otro
método recientemente utilizado es la microscopia de fuerza atébmica (MFA), que consta
de una microscopia de sonda de barridos, pero que produce micrografias tercera
dimension de muy alta resolucion en escala de los nanémetros y Angstrom (A), para
evaluar la morfologia, la estabilidad, el tamafio y el proceso dinamico de los de lipidos
de liposomas (Baxa, 2018).

Las técnicas hidrodindmicas como la ultracentrifugacion, fraccionamiento de flujo de
campo y cromatografia de exclusion en gel y procedimientos de centrifugacion
analitica se utilizan para estimar la masa molecular del compuesto y también se utiliza
para comparacion y distribucion de tamafo, caracteristicas de elucion y uniformidad
de los liposomas. También existen otras técnicas como las de dispersion de laser y
dispersion de luz cuasi-elastica y espectroscopia de fotones que da también
informacion sobre el tamafio de las vesiculas lipidicas (Ashizawa, 2019). Liposomas

de < 1 um de didmetro se puede estimar utilizando estas técnicas. El tamafio de los
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liposomas debe ser monitoreado y establecido para objetivos diferentes como uso

parenteral, uso tépico o para inhalacion.

2.1.4.2 Determinacion de Lamelaridad

La lamelaridad se define como el nimero de bicapas lipidicas presentes alrededor de
las vesiculas lipidicas. La lamelaridad liposomal puede ser medido mediante crio
microscopia electrénica, resonancia magnética y técnica de dispersion de rayos X de
angulo pequefio que proporcionan informacion sobre el tamafio, homogeneidad y

lamelaridad de los liposomas (Frederik y Hubert, 2005).

2.1.4.3 Indice de Polidispersidad

El indice de polidispersidad, también es conocido como indice de heterogeneidad, y
es un valor numérico que se utiliza para describir el grado de no uniformidad de una
distribucion de tamano de particulas. Tanto el tamafio de particula como el indice de
polidispersidad, se determinan por medio del método de dispersién de luz dinamica, lo
cual se utiliza para el analisis del diametro hidrodinamico de nanoparticulas que tienen
un rango de tamafio de 20 a 600 nm, aunque muchos instrumentos poseen un rango
de trabajo de 0.3 nm a 10 ym. El instrumento DLS detecta el haz disperso de luz laser
con un detector de fotones y la intensidad de la luz dispersada es proporcional al
tamafio de las nanoparticulas que estdn en movimiento browniano y se correlaciona
con el tamafio de la particula en el medio.

La dispersion de la luz es una técnica experimental basada en la interaccién de
radiacion con la materia. El campo electromagnético de la luz incidente provoca un
momento dipolar oscilante en las moléculas del medio. La luz irradiada por el dipolo,
que se denomina luz dispersada, tiene la misma frecuencia que la radiacion incidente
y un a intensidad menor como de 10% a 10 veces menor. Los fundamentos técnicos
de la dispersion de la luz, se basa en la teoria de la dispersién, que al aplicar a
pequefias particulas esféricas no varia la frecuencia. El método de dispersion de luz
dinamica o dispersion cuasi elastica de luz permite obtener informacion dinamica de la

difusién y velocidad sobre particulas que se mueven al azar o movimiento browniano.
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La luz dispersada por una solucion polimérica o coloidal puede dar informacion sobre
Su estructura, interacciones y dinamicas de las macromoléculas. Los campos eléctrico
y magnético que componen la radiacion oscilan con la misma frecuencia, como el
efecto del campo magnético sobre la materia es mucho menor que el eléctrico se
puede despreciar el primeo. El campo eléctrico desplaza incidente desplaza las cargas
de la molécula creando en ella un dipolo inducido. Para el analisis de tamafio de
particula, el rango buscado para los liposomas con CBD unilamelares grandes seré de
300 nm a 500 nm, ya que las particulas mas pequefias proporcionan un &rea de
superficie mas grande. El valor maximo para el indice de polidispersidad (PDIl) es 1y
cuanto mas se aproxime a cero, esto indicara que la disolucion contine vesiculas mono
dispersas y la distribucion es unimodal, de manera que los valores esperados o ideales
son para vesiculas, menores a 0.5 y para liposomas menores a 0.2 (Kumar y cols.,
2021).

2.1.4.4 Potencial Z

Los liposomas forman soluciones emulsionadas y su composicion lipidica les confiere
cierta carga positiva y negativa que definen la carga superficial general (Smith y cols.,
2017). Una medida definida es el potencial Zeta, que determina la estabilidad coloidal
y proporciona informacion sobre la magnitud de la carga e n la superficie de las
particulas en dispersion acuosa y por lo tanto permite predecir la estabilidad fisica a
largo plazo de las formulaciones. Por ello, el potencial Zeta esta definido por la
naturaleza de la superficie de las particulas y es una funcion del entorno en el que
residen los liposomas, la concentracion de la muestra utilizada para llevar a cabo la
medicion, ademas de la naturaleza del disolvente, el pH, la fuerza i6nica y
concentracion de los electrolitos en solucion (Figura 11). El valor del potencial Zeta se
obtiene a partir de la movilidad electroforética y se utiliza la técnica de Electroforesis
Laser Doppler (ELD), que indica la variacion de frecuencia de cualquier tipo de onda
emitida o recibida por una particula en movimiento. Para ellos se utiliza un equipo
denominado Zetasizer Nano, esta técnica utiliza un par de haces laser coherentes

procedentes de una Unica fuente y enfocado mediante unos espejos hacia un punto
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concreto de la celda de medida en la cual se cruzan, iluminando a las particulas que
pasan. Este punto esta localizado sobre la capa estacionaria, en el cual el efecto de la
electro6smosis es nulo, por lo que la velocidad de las particulas es Unicamente su
velocidad electroforética. La luz dispersada se detecta en un detector enfocado hacia
el punto de cruce de haces, el cual alimenta un corredor digital que determina la funcion
de autocorreccion, a partir del cual se obtiene la movilidad electroforética de las

particulas.
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Figura 11. Potencial Zeta.
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En términos generales el potencial eléctrico en el limite de la doble capa se conoce
como potencial Zeta de las particulas y tiene valores que normalmente oscilan entre
+100 mV y —=100 mV. La magnitud del potencial zeta predice la estabilidad coloidal.

Las nanoparticulas con valores de Potencial Zeta inferiores a +25 mV o superiores a
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—25 mV suelen tener bajos grados de estabilidad. Las dispersiones con un valor
potencial zeta bajo eventualmente se agregaran debido a las atracciones entre
particulas de Van Der Waal (Clogston y Patri, 2011). De manera importante el potencial
Zeta es un factor clave que afecta la administracién dirigida de liposomas con
farmacos, repercutiendo en su captacion celular y biodistribucién. Esta metodologia,
también nos puede dar un valor de tamafio de particula promedio y el indice de

polidispersidad o rango de tamafo de particula.

2.1.4.5 Eficiencia de Encapsulacion

La eficiencia de encapsulacién se define como el porcentaje de compuesto o farmaco
que es integrado a una estructura liposomal y se puede determinar al finalizar su
preparacion, mediante la cuantificacion del farmaco en la fase acuosa. Esta medida es
expresada como porcentaje de atrapamiento de farmaco. La eficiencia de
encapsulamiento se calcula mediante la formula:

%EE = (Cantidad inicial — Cantidad libre) /(Cantidad inicial) X 100.

En general, la eficiencia de atrapamiento de los ingredientes activos en los liposomas
suele ser superior al 70%. Sin embargo, segun la metodologia de inyeccion de etanol,
deberia alcanzarse un porcentaje arriba del 80%. Es importante especificar que una
mejora en el porcentaje del atrapamiento aumentara la biodisponibilidad del farmaco
(Fany cols., 2021).

Existen diversos métodos, que ademas de separar los liposomas de la solucién acuosa
en donde quedan emulsionados, permiten la purificacién de estos, tales métodos son
pueden ser por extraccion en fase sélida, cromatografia de exclusion por tamario,
utilizando microcolumnas o métodos de ultrafiltracion en centrifuga de fibra hueca, que,
mediante poros, permiten la separacion selectiva de liposomas. El método indirecto
utilizado para medir la eficacia de la encapsulacion es la cantidad del valor de farmaco
no encapsulado que debe deducirse de la cantidad total del compuesto para ser

utilizado.
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2.1.4.6 Estudios de Liberacion por Dialisis

Los métodos de difusion de membranas (como los métodos de dialisis) son los
métodos mas investigados para las pruebas in vitro de liberacion y de disolucion de
los sistemas de nanoparticulas, como son los liposomas. En estos métodos, los
sistemas de liposomas se separan del medio de liberacion a través de membranas de
didlisis que son permeables al CBD libre pero impermeables a los liposomas. Los
métodos de didlisis se han utilizado ampliamente para investigar perfiles de
disolucion/liberacion de farmacos de liposomas, emulsiones, nanoparticulas
poliméricas, asi como nanoportadores lipidicos. Originalmente, las pruebas de
liberacion basadas en procedimientos de didlisis se aplicaron a prueba de muchas
formas de dosificacion diferentes, como soluciones de depdsito oleosas parenterales,
supositorios, suspensiones orales, asi como implantes y por supuesto liposomas. En
los métodos de didlisis, la separacion fisica de las formas de dosificacion se logra
mediante el uso de una membrana de dialisis que facilita la toma de muestras a
intervalos periédicos (Yu y cols., 2019).

La velocidad de liberacion del compuesto o farmaco desde los liposomas es un buen
indicador de efectividad, dado que no solo es importante que el principio activo sea
integrado en la estructura liposomal, sino que este principio pueda ser liberado, la
velocidad de liberacion sera importante si se desea un sistema de efecto de corto o
largo alcance. Los estudios de liberacion de farmacos in vitro se evaluan bajo
condiciones fisiologicas similares al organismo, esto es a 37°C en una bolsa de didlisis.
La bolsa debe sumergirse en un medio receptor que es una solucidbn amortiguadora
de pH 7.4 con agitacién constante en un bafio maria controlado, lo que imita las
condiciones in vivo. A ciertos lapsos de tiempo, se recolecta un volumen requerido del
medio, en un tubo para su posterior analisis, al mismo tiempo se afiade un volumen
igual de medio amortiguador a los medios receptores, para que el volumen total no sea
alterado. La concentracion del compuesto se puede determinar mediante diversos
métodos analiticos como Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) o

espectrofotometria UV-Visible.
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Los perfiles de liberacion se analizan mediante el curso temporal de la concentracion
del compuesto o farmaco. Para la determinacion de la cinética que puede ajustarse
mejor podria explicar el proceso de liberacion, para ello se ajustan los datos
experimentales a modelos matematicos que describen el curso temporal del proceso
de difusion (Figura 12). Las mas adecuadas son las funciones de orden cero, primer
orden, Higuchi con base fisicoquimica y Weibull sin base fisicoquimica y Korsmeyer-

Peppas (Wu y cols., 2019). Sin embargo, una ecuacion general puede ser la de
Korsmeyer-Peppas, cuya ecuacion es: Mt/Me = Kt"

Donde Mt/M« es la fraccidn de masa al tiempo t y masa total, K es la constante de
liberacion y n es el comportamiento tipo Fick cuando es menor a 0.45 y tipo no Fickiano

cuando su valor es entre 0.5y 0.8.
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Figura 12. Representacion grafica de la cinética de liberacion

y su modelo matematico. Yu y cols., 2019.
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2.1.4.7 Estudios de Permeacion en Piel In vitro

La permeabilidad o grado de penetracion de compuestos a través de membranas tipo
piel, se ha establecido como un parametro muy importante que deben ser evaluados
en estudio in vitro, ya que son determinantes en estudios de calidad de formulacion y
preformulacion de productos farmacéuticos de uso topico. La permeabilidad es
definida como la capacidad que posee un compuesto para atravesar una membrana
usando un gradiente de concentracion de una zona de mayor concentracion hacia una
de menor concentracion. En este proceso participan alguna s variables como
temperatura, pH, concentracion y velocidad de agitacion y tipo de membrana, ademas
de factores propios de los compuestos como tamarfio, polaridad.

Estos estudios se realizan tipicamente en celdas de Frank, que permite simular
condiciones fisiologicas de transporte de difusion a través de barreas fisiolégicas como
piel. Es importante mencionar, que las membranas pueden consistir en: materiales
sintéticos, en algun material celular, piel humana y animal. En diferentes estudios, se
han utilizado membranas “Strat-M” entre otras (Baert y cols., 2010).

De manera detallada una celda de difusion de Franz (Figura 13), consta de dos
camaras separadas por una capa de membrana de dialisis. La formulacién con el
farmaco se coloca en la cAmara superior, y libera el farmaco a través de esta barrera
de difusién en el medio aceptor. La temperatura se debe mantener en un rango de
32°C a 37 °C, para imitar las condiciones fisioldgicas de la piel y las capas de agua sin
remover y la formulacién que pasa al compartimento aceptor Franz, se agita mediante
una barra de agitacion magnética. El andlisis de muestras se realiza a través de varios
métodos analiticos adecuados para ese propésito y posteriormente calcular
pardmetros como el flujo de la piel, el tiempo de fase de retraso y la cantidad total
acumulada. En ocasiones se toman algunas formulaciones comerciales como
referencia, al igual que un método analitico confiable y validado (Santos y cols., 2020).
El proceso que determina la absorcion percutanea es la difusion a través de la subcapa
cornea de la epidermis, por lo que para la determinacién del flujo del compuesto o
principio activo y del coeficiente de permeabilidad, se utiliza la formula de la primera
Ley de Fick: Js = Km*D*Cs/d (ecuacion 1).

37



Donde: Js es el flujo del soluto en el estado d equilibrio, Km es el coeficiente de
particion del soluto, Cs es la diferencia de concentracion del soluto a través de la
membrana, D es el coeficiente de difusion y d es el grosor de la membrana.

Si se define que la constante de permeacion es Kp y su ecuaciéon es: Kp = Km*D/d
(ecuacion 2), integrando la ecuaciéon 1y a la ecuacion 2 se obtiene que: Js = Kp * Cs

gue es la ecuacion general.

Donante con la

® Muestra
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Figura 13. Celda de Difusién de Franz. Dibujo propio.

2.1.5Disefo de Experimentos para Optimizacion

El disefio de experimentos para optimizacion (DEO), es una determinacion estadistica,
cuyo objetivo es la de realizar varias pruebas en las que se implican cambios para
averiguar los factores que influyen en la variable de interés y determinar
cuantitativamente esta influencia (Montgomery, 2012). Es por lo que un DEO nos
permite determinar los efectos de las variables de entrada (denominados factores)
sobre una variable de salida (respuesta). Estos experimentos se realizan en una serie
de corridas, en las que se establecen cambios planteados en las variables de entrada.

Posteriormente se colectan los datos. Ademas este andlisis nos permitira identificar
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las condiciones del proceso y los componentes del producto que afectan la calidad,

para luego identificar que factores permiten optimizar los resultados.

El DEO es entonces un analisis efectivo en procesos cuyo rendimiento se puede ver

afectado por varios factores.

Es por ellos, que es necesario, tener presentes, algunos conceptos importantes como:

Factor: es una variable experimental que puede ser cambiada por el investigador
(temperatura, tiempo de incubacion, pH, etc.)

Efecto: Magnitud del cambio en la respuesta al variar los factores.

Niveles: Valores especificos de los factores para un experimento dado

Modelo: Es una ecuacion matematica que define la respuesta en funcién de los
factores estudiados.

Corrida: Es un experimento llevado a cabo en valores especificos para cada factor
Respuesta: Es una variable que es medida, la cual depende principalmente de los

factores en estudio (Fernandez Gustavo Eutimio, 2008).

En lenguaje matemético, el DEO cuantificara la influencia que pueden tener los

diferentes componentes sobre la respuesta, tanto en forma individual como en su

accién conjunta con otros componentes, particularmente los objetivos son:

Determinar cudles variables tienen mayor influencia sobre la respuesta “Y"
Determinar cual es el ajuste de la X" que tienen mas influencia para estar a un valor

cercano al nominal deseado.

Determinar el ajuste de las “X* con mayor influencia para que la variable “Y~ sea

reducida.

Determinar cual es el ajuste de las “X" que tiene mayor influencia para los efectos

de las variables *Z1...Zn", se el minimo.

De tal manera, que, en este disefo, se tratar de modelar la respuesta para predecir en

cualquier formulacién posible y utilizar los modelos con el propésito de encontrar la

composicién de la mezcla que arroje los mejores resultados. A este Ultimo punto le

llamamos “optimizacion”.
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Las etapas para elegir en los disefios de experimentos son:

¢ Identificacion del problema y definir objetivos

e Eleccion de factores y niveles

e Seleccion de la variable de respuesta

e Eleccion del DEO

¢ Realizaciondel experimento

e Analisis estadistico

e Mejoras, control y conclusiones

Existen diferentes tipos de experimentos: los basados en el andlisis de varianza entre

los que se encuentran los aleatorizados, al azar y cuadrados latinos.

Otra categoria son los disefios de determinacion cuantitativa de la influencia de los

factores sobre las variables y respuestas, que son disefios factoriales, disefios

compuesto-centrales, disefios con mezclas, disefios mixtos, disefios uniformes.

La ultima categoria, abarca la determinacion de la influencia cuantitativa y cualitativa

de los factores sobre las variables respuestas: aqui encontramos los disefios

multivariados (Figura 14).

Los disefios con mezclas se caracterizan porque en ellos, los factores son los

componentes o ingredientes de una mezcla y los niveles no son independientes. En

general, las caracteristicas de calidad de las mezclas dependen de las proporciones

con las que pueden participar los ingredientes y no la cantidad absoluta de ellos. En la

actualidad existen protocolos de investigacion que tienen productos que se forman al

mezclar diferentes componentes como bebidas, medicamentos, detergentes, pinturas,

resinas, gasolinas, etc. (Mongomery, 2012).

Algunos objetivos de los experimentos con mezclas son.

e Determinar los ingredientes de la mezclas o interacciones que entre ellos tienen
mayor influencia sobre una o varias respuestas de interés

e Modelar la respuesta de interés en funcion de las proporciones de los componentes

de una mezcla
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e Usar los modelos para determinar en que porcentaje debe participar cada uno de
los componentes.

e Usar los modelos para determinar en que porcentaje debe participar cada uno de
los ingredientes para lograra que la formula tenga las propiedades deseadas

e Cuantificar la influencia que tienen los diferentes componentes sobre la respuesta,
tanto en forma individual como en accion conjunta con otros componentes

(Montgomery, 2012).

Categorias de los Disefios de Experimentos

d \

Basados en el Determinaciéon Determinacién de la
andlisis de varianza cuantitativa de la influencia
influencia de los factores cuantitativay
Diseros: sobre las variables cualitativa de los
*Completamente respuestas factores sobre las
aleatorizados variables respuestas
*Bloques al azar Disefios: )
sCuadrados Latinos *Disefios factoriales Disefo:
*Disefios compuestos

*Disenos Multivariados

centrales

*Diserios con mezclas
*Disenos mixtos
*Disefios Uniformes

Figura 14. Categorias de los disefios de experimentos. Montgomery, 2012.

2.1.5.1 Software de Optimizacion

El software Minitab, es un programa estadistico y de disefio de experimentos, ofrece
cinco tipos de disefos: cribados, factoriales, de superficie de respuesta, mezclas y
Taguchi. El procedimiento en Minitab para crear, analizar y visualizar un experimento

disefiado es similar para todos los tipos. Una vez realizado el experimento e ingresado
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los resultados, el programa nos proporciona varias herramientas analiticas y graficas

para ayudar a entender los resultados (Minitab®, 2022).

El software también crea varios tipos de graficos:

a) Grafico de probabilidades norma, el cual como su nombre lo indica, comprueba la
normalidad estadistica de los datos, compara la distribucion empirica con la
distribucion normal. Si la distribucion de la variable es normal, los puntos quedaran
cerca de una linea recta.

b) Grafico de ajustes, que es un grafico que se utiliza para comparar el supuesto de
los residuos que tiene una varianza contante

c) Grafico de rastreo, o de trazas de respuesta, utiliza para examinar la importancia y
el efecto de cada componente sobre la respuesta. Estas muestran el efecto que
tienen el cambio del componente correspondiente a lo largo de una linea imaginaria
(direccidn) que conecta la mezcla de referencia a un vértice.

d) Grafica de trazas de respuesta, que son Uutiles cunado existen mas de tres
componentes en la mezcla y la superficie completa no se puede mostrarse en una
gréafica de contorno.

e) Grafico de superficie de mezcla, muestra la relacién tridimensional en dos
dimensiones, con las variables en los ejes X, Y y la variable de respuesta en Z,
representada por una superficie uniforme.

f) Grafica de contorno, examina la relacion entre una variable de respuesta y dos
variables predictoras, se representa en los ejes Xy Y y os valores para la variable
de respuesta se representa mediante regiones sombreadas (Minitab®, 2022).

3. JUSTIFICACION

La actividad biol6gica del CBD en la piel es un area de investigacion relativamente
reciente, incluso si las preparaciones de cannabis para uso topico ya se habian
descrito en la literatura médica antigua, principalmente debido a sus actividades
antibacterianas. Hasta la fecha, la mayor parte de la evidencia clinica ha estado

centrada en los efectos del CBD y otros cannabinoides, inhalados, inyectados o
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ingeridos por via oral, y ultimamente en el potencial terapéutico de las aplicaciones
topicas, el CBD en especifico puede ser una via de administracion viable para ciertas
afecciones topicas (Martin y cols. 2022). En este sentido, se sabe que una aplicacion
tépica puede proporcionar un alivio mas enfocado y localizado, dado que la aplicacion
topica de CBD posee la ventaja de evitar el metabolismo de primer paso.

El resultado del tratamiento farmacolégico dermatolégico topico esta
significativamente influenciado por la eleccion del vehiculo o sistema de
administracion. Dado los avances en dermatologia, ademas de un mercado creciente
para los productos dermatolégicos han facilitado la aparicion de formulaciones tépicas
y sistemas de administracion de farmacos mejorados. Los enfoques actuales y
emergentes para optimizar la administracion topica de agentes dermatolégicos
(moléculas pequefias y grandes) incluyen el uso de potenciadores quimicos,
biopolimeros (p. €j., hialuronato de sodio), liposomas, transportadores de particulas
(microesferas y nanoparticulas lipidicas), aerosoles topicos y espumas. oclusion (a
través de apdsitos y parches) exfoliaciones tdpicas, temperatura (calor), iontoforesis y
ultrasonido. Estos enfoques de administracion (cuando se usan solos o de manera
sinérgica) son una mejora significativa con respecto a los sistemas convencionales
(cremas, lociones, unglentos y pastas) y tienen el potencial de mejorar la eficacia y la
tolerabilidad, mejorar el cumplimiento del paciente (incluida la calidad de vida
dermatolégica) y también satisfacer otras necesidades no satisfechas del mercado
dermatolégico tépico (Akomeah y cols., 2010). En especial se ha propuesto el uso de
liposomas para diversas enfermedades dermatolégicas (Kamra y Diwan, 2017).

En particular el CBD, se ha patentado en varias formulaciones liquidas por ejemplo en
aceite, espray, asi como formulaciones semisdlidas como cremas, geles y cosméticos,
cuya comercializacion estd enfocada principalmente para el cuidado de la piel,
basandose en propiedades que ya se describieron anteriormente como antiseborreica,
eccema y psoriasis, pero de manera cosmética se ha utilizado como tratamiento
antienvejecimiento, antioxidantes y protectoras de la piel (Casirahi y cols., 2020).

El uso de formulaciones semisolidas, en consecuencia, deja aun la necesitad de

proporcionar una mejor biodisponibilidad y eficacia cuando se administre por via local,
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es decir en funcion del tipo de enfermedad tépica, se requeriria una formulacién que
en la mayor parte el farmaco o principio activo sea capaz de penetrar el estrato corneo,
y distribuirse a través de las capas subyacentes de la epidermis, permaneciendo mas
tiempo para que su efecto sea més duradero, por lo que los liposomas como un tipo
de formulacién farmacéutica del CBD para aplicacion local es una buena propuesta.
Pero es importante no dejar al lado otros enfoques de las formulaciones liposomadas
de CBD, estas podrian variar de tal forma sus caracteristicas que, si se deseara,
podrian al contrario otorgar gran penetrabilidad para que su efecto fuera mas profundo,
es decir en capas mas musculares y ejercer un efecto analgésico, en caso de lesion,
cirugia, artritis, fibromialgia y lupus.

Sin embargo, aunque ya sustentado el uso de CBD en formulaciones topicas, la
elaboracion de estas formulaciones son un desafio ya que al ser un compuestos
altamente lipofilicos y porco solubles en agua, pueden presentar una difusion limitada
a través de la piel, son inestables, siendo susceptibles a la degradacion por
temperatura, luz y autooxidacion. Es por lo que estas dificultades hacen que el CBD
sea un buen candidato para su incorporacion en sistemas de administracién de
farmacos como liposomas, nanoparticulas y micelas, para su aplicacion tépica o por
otras vias.

La molécula de CBD, cumple con las caracteristicas para que un farmaco pueda
penetrar de forma efectiva el estrato corneo como: contar con un bajo peso molecular
de 314.5 Da, tener una adecuada solubilidad en medio lipéfilo y un coeficiente de
reparto expresado como LogP (reparto entre lipido/agua), es de 6.4, el cual es
considerado como alto (DrugBank). Cuando consideramos los farmacos hidrofobicos
los cuales estan localizados en la regidn de la bicapa, el pardmetro mas importante es
el coeficiente de particién del farmaco entre la bicapa y la fase acuosa, un objetivo del
desarrollo de formulaciones seria maximizar este numero.

El comportamiento de los liposomas no solo varia dependiendo de la composiciéon
qguimica se no des propiedades estructurales como numero de lamelaridad, tamafio y
volumen interno. En este sentido. Los métodos de preparacion podran producir

liposomas especificos con respectos a estos parametros (Woodle y Papahadjopoulos,
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1989). Dependiendo de la funcion objetivo de la formulacidon de liposomas, seran las
caracteristicas de estos, sin embargo, existen algunas caracteristicas como los son el
tamafio y la morfologia, que son controladas dependiendo del método de preparacion
de éstos.

Por otro lado, los disefios estrictos de estudios utilizando modelos matematicos para
la optimizacién de formulaciones, en la industria cosmética o farmacéutica es una
técnica cada vez mas utilizada, sin embargo, aun existen pocos estudios donde se
hace uso de sus ventajas. En este sentido la calidad por disefio denominado CD o
QbD por sus siglas en inglés, que se refiere a un proceso estratégico para el desarrollo
y la fabricacién (Simdes y cols., 2018). Esta estrategia esta concebida para asegurar
que el rendimiento de un producto ya se un cosmeético o medicamento cumpla con los
parametros previstos de eficacia, en este caso de un gel liposomado de CBD que
pueda penetrar con cierto grado la piel y se quede mas tiempo en la capa cornea. Es
importante que en esos procesos se determinen unos objetivos bien descritos y una
gestibn de riesgos adecuada. Entonces es obvio que una CD deberd incluir un
conocimiento exhaustivo de los procesos técnicos, las variables que afectan al proceso
y la manera en que estos pueden afectar el rendimiento, por ello podemos deducir que
las ventajas de CD podrian en un momento dado beneficiar al consumidor, puesto que
se tendria un producto mas seguro y eficaz y al fabricante dado que la calidad y los

costos estardn en mente y se podran controlar y predecir correctamente.

4. HIPOTESIS

La formulacién farmacolégica de cannabidiol en forma liposomas y vehiculizada en gel,
permitird el paso del cannabidiol a través de la piel porcina, con lo que se lograra tener
buenos parametros de permeacion, ademas de constituir una formulacion liposoma
de liberacién efectiva, comprobado mediante el nimero de tamafio de particula, indice

de polidispersidad y porcentaje de encapsulamiento.
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5. OBJETIVO GENERAL

Optimizar, elaborar y caracterizar formulaciones de liposomas que contengan
cannabidiol mediante la evaluacién in vitro con estudios de liberacion y permeacion.

5.1 Objetivos Especificos
1. Elaboracion de liposomas de cannabidiol mediante la técnica de inyeccion de

solvente y extrusion de membrana.

2. Optimizacion mediante el disefio de mezclas con el software MINITAB, para obtener
la mejor formulacién de liposomas, incluyendo factores como concentraciones de
constituyentes: colesterol, tween 80%, lecitina y concentracion de CBD, tamafio de

particula, indice de polidispersidad, potencial Z y porcentaje de encapsulamiento.

3. Determinacion de la cinética de liberacioén, utilizando un método de membrana de
didlisis y ajustar al modelo de liberacion de Korsmeyer-Peppas.

4. Vehiculizar en gel las mejores 5 formulaciones de liposomas con CBD para realizar

la prueba de permeacion mediante celdas de difusibn de Franz y determinar la

constante de permeacion.

5. Optimizar un método de cromatografia de liquidos de alta resolucion para la

determinacién de CBD.

6. DISENO EXPERIMENTAL

Para el DEO aplicado a nuestros liposomas, se busca encontrar las mejores
formulaciones de liposomas con CBD, utilizando los modelos de composicién de la
mezcla, para ello la optimizacién se dividio, de manera general en 5 etapas, que se

describen especificamente a continuacion.
6.1 Primera etapa

En un primer acercamiento a la optimizacion, que se realiza en la primera etapa, se

planearon pruebas estableciendo cantidades de los componentes lecitina, tween 80%
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y variando cantidades CBD. Para esta primera etapa, se analiz6 la caracterizacion,

determinando el tamafio de particula, indice de polidispersidad y el potencial Z,

mediante la técnica de dispersion dinamica de luz, utilizando el equipo de Zetasizer

nano (ver. 7.2).

Tabla 1: Componentes de las formulaciones de la primera etapa

COMPONENTES (mg)

FORMUT_AC,ON LECITINA | TWEEN CBD
80%
1 95 5 2
2 95 5 3
3 95 5 4

6.2 Segunda etapa

A partir del analisis de optimizacién basada en las caracteristicas de tamafio de

particula, indice de polidispersidad y potencia | Z, se eligieron cinco formulaciones con

los componentes de lecitina y tween 80%, pero ahora variando el porcentaje del CBD

a nivel bajo (2%), como se muestra en | Tabla 2.

Tabla 2: componentes de las formulaciones de la segunda etapa, nivel bajo de CBD

COMPONENTES (mg)

#

FORMULACION | LECITINA | TWEEN CBD
80%
1 95 5 2
2 90 10 2
3 85 15 2
4 80 20 2
5 75 25 2

En las siguientes cinco formulaciones, las cantidades de lecitina y tween 80% se

mantienen, pero el porcentaje de CBD, de estas formulaciones fue nivel medio: 3%,

gue corresponde a 3 mg de CBD, segun la Tabla 3.
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Tabla 3: Componentes de las formulaciones de la segunda etapa, nivel medio de CBD

COMPONENTES (mg)
#
FORMULACION | LECITINA | TWEEN CBD
80%

1 95 5 3
2 90 10 3
3 85 15 3
4 80 20 3
5 75 25 3

Para las Ultimas cinco formulaciones de esta segunda etapa, igualmente se
mantuvieron las cantidades de lecitina y surfactante y el porcentaje de CBD fue alto

4%, que corresponde a 4 mg de CBD, segun la Tabla 4.

Tabla 4: Componentes de las formulaciones de la segunda etapa, nivel alto de CBD

COMPONENTES (mg)
#
FORMULACION | LECITINA | TWEEN CBD
80%

1 95 5 4
2 90 10 4
3 85 15 4
4 80 20 4
5 75 25 4

6.3 Tercera etapa

Analizando los resultados anteriores, y como parte de la tercera etapa se establecieron
3 niveles, para realizar la optimizacion de la formulacion: nivel bajo, nivel medio, nivel

alto, para los 3 componentes: lecitina, tween 80% y CBD como vemos en la Tabla 5.
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Tabla 5. Componentes de las formulaciones de la tercera etapa

NIVELES
COMPONENTES (mg) BAJO MEDIO ALTO
Lecitina 85 90 95
CBD 2 3 4
Tween 80% 5 10 15

Una vez habiendo alimentado el software con estos niveles, Minitab nos arroj6 un total
de 9 corridas de formulaciones con réplica. En las cuales se variaran las cantidades

de lecitina, tween 80% y CBD, como se establece en la Tabla 6.

Tabla 6. Componentes de las formulaciones obtenidas por optimizacion de la tercera etapa

COMPONENTES (mg)

#

FORMULACION | LECITINA | TWEEN CBD

80%

1 93.00 5.00 2.0
2 85.00 11.00 4.0
3 90.75 7.75 25
4 86.75 9.75 35
5 86.75 10.75 25
6 88.50 8.50 3.0
7 91.00 5.00 4.0
8 89.75 6.75 35
9 85.00 13.00 2.0

6.4 Cuarta etapa

Por ultimo y como parte de los experimentos de la cuarta etapa se realiz6 una nueva
optimizaciébn con el software de Minitab, afiadiendo colesterol a las nuevas
formulaciones, como se establecido uno de los componentes de los liposomas que
puede estabilizar la estructura. La concentracion de colesterol en formulaciones
lisosomales afecta la liberacion de farmacos solubles en agua y a medida que aumenta

la concentracion de colesterol, aumenta la tasa de liberaciéon del farmaco.
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En este caso, se establecieron dos niveles: bajo y alto, para cada componente como

vemos en la Tabla 7.

Tabla 7. Componentes de las formulaciones de la cuarta etapa, que incluye colesterol

NIVELES
COMPONENTES (mg) | BAJO ALTO
LECITINA 85 93
CBD 2 4
TWEEN 80% 5 15
COLESTEROL 35 50

Una vez que los datos se han incorporado al sistema, Minitab nos arroj6é un total de 4
corridas de formulaciones con réplica. En las cuales se irian variando las cantidades

de lecitina, CBD, tween 80%, y colesterol como vemos en la Tabla 8.

Tabla 8. Componentes de las formulaciones obtenidas por optimizacion de la cuarta etapa

COMPONENTES (mg)
# COLESTEROL
CORRIDA | LECITINA | TWEEN 80% | CBD
38
1 54 5 2.0
39
2 59 6 3.5
39
3 55 6 3.0
4 56 5 4.0 40

6.5 Quinta etapa

Por ultimo y como parte de los experimentos de la quinta etapa se realizo la seleccion
de las 5 formulaciones que derivan de los valores mas altos de porcentaje de
encapsulacién (ver seccién 7.3), una vez elegidos, se establecen las condiciones que

se visualizan en la Tabla 9.
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Tabla 9. Componentes de las mejores 5 formulaciones obtenidas por optimizacién de la quinta etapa

COMPONENTES (mg)
#
FORMULACION E.E % LECITINA TWEEN 80% CBD
Valores mas
1 altos 95.40 5.8 4.1
Valores mas 3.7
2 altos 92.63 5.5
Valores mas 2.9
3 altos 93.00 8.5
Valores mas 2.1
4 altos 95.40 5.8
Valores mas
5 altos 95.10 55 3.0

De esa manera, con estos componentes, se realizaran las cinéticas de liberacion y

permeacion que se describe en las secciones (6.4 y 6.5) respectivamente.

7. METODOLOGIA

7.1 Elaboracion de Liposomas
El método elegido para la elaboracion de liposomas con CBD, es el método de
inyeccion de solvente y para la diminucion de tamafio el método de con extrusion por

membrana.

7.1.1 Reactivos, Material y Equipo

Reactivos: cannabidiol 99%, lecitina, tween 80%, colesterol, agua destilada, solucién
amortiguadora de fosfatos (componentes: NaCl, KCI, NazHPO4, KH2POQa4), cloroformo
y metanol grado CLAR.

Material: micropipetas (10, 20 y 1000 pl), matraz redondo de 100 mL, tubos eppendorf
(2 mL), Probetas (4, 10 y 1000 mL), vasos de precipitado (250, 500 ml y 1000 mL),
gradillas de plastico, filtros de jeringa 0.2 um, jeringas de 3 mL y papel filtro, frascos
de vidrio 1 Lt.

Equipo: Campana de extraccion, bafio de ultrasonidos, placa de calentamiento, vértex.
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7.1.2 Procedimiento

Paso 1. Se peso en el matraz de fondo redondo de 100 ml, los componentes
liposolubles: CBD, lecitina, tween 80% y colesterol segun las cantidades sefialas por
el disefio de experimentos (ver seccion 6).

Paso 2: Se completo la preparacién anterior, con solvente organico: metanol y
cloroformo en una relacion 3:1, se agito el matraz de fondo redondo para disolver los
componentes.

Paso 3: Se coloco en el bafio de ultrasonidos durante 20 a 30 minutos a 25 °C.

Paso 4: Se preparo la solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.4, pesando las
siguientes cantidades de las sales: 8 gr NaCl, 0.2 gr de KCl, 1.44 gr de Na2HPO4, 0.24
gr de KH2POg4, disolver en 800 mL de agua y ajustar a pH 7.4 con HC| 1M o NaOH 1M
y aforar a 1 Lt con agua desionizada.

Paso 5: Una vez completado el tiempo de sonicacién, se habran de haber disuelto los
componentes, se formara una solucién amarillenta clara, la cual se almacenara en
frasco de vidrio de 1 Lt.

Paso 6: Se eliminé el solvente organico por evaporacion con agitacion manual en bafio
de agua con temperatura de 40°C - 60°C, hasta formar una pelicula de lipidos dentro
del matraz, se utilizara en todo momento lentes de seguridad, guantes y se trabaj6 en
la campana de extraccion.

Paso 7: Para completar la evaporacion de la fase orgénica, se dejé toda la noche en
la campana de extraccion.

Paso 8: Una vez evaporado por completo el disolvente, se hidrato con 100 mL de la
solucion amortiguadora de fosfatos, mediante rotacion, por encima de su temperatura
de transicion de fase, agitando suavemente el matraz hasta formar una suspension
homogénea, libre de particulas, hasta lograr la disolver por completo los excipientes.
En este paso, esperamos formar liposomas multilaminares grandes.

Paso 9: Una vez realizada la hidratacion, la mezcla se sometio al bafio de ultrasonido,
durante aproximadamente 20 minutos, hasta obtener un color blanco lechoso. Para

este paso se espera formar liposomas unilamelares pequefios.
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Paso 10: Se dejo reposar la mezcla varias horas para que se completé el proceso de
hinchamiento de nuestros liposomas, se filtraron 2 mL de los lipomas, empleando un
filtro de jeringa de 0.2 um, y se almaceno en un tubo eppendorf de 2 mL.

Paso 11: En este punto, la solucién liposomal se llevo a caracterizar con los siguientes
parametros: tamafio de particula, indice de polidispersidad y potencial Z, mediante el
equipo DLS (ver seccion 2.1.4.4).

Paso 12: Las soluciones liposomales elaboradas y filtradas, una vez llevadas a un tubo
eppendorf, se centrifugo a 500 rpm durante minutos.

Paso 13: Una vez centrifugadas las muestras, se obtuvo dos fracciones: una fraccion
filtrada y otra fraccién retenida.

Paso 14: Se apartaron 100 pl de la fraccion filtrada y lo llevaremos a un tubo eppendorf
y se guardaran a 4°C hasta su andlisis para calcular el porcentaje de eficiencia de
encapsulamiento mediante la determinacion de CBD por cromatografia de liquidos de

alta resolucion (ver seccion 7.6), (Figura 15).
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Figura 15. Metodologia de inyeccién de solventes para la elaboracién de liposomas con CBD.
Dibujo propio.

7.2 Determinacién de Tamafio de particula, indice de polidispersidad y potencial
Z.

7.2.1 Reactivos, Material y Equipo

Reactivos: Agua desionizada.
Material: Filtros, jeringas, tubos eppendorf, celdas ZEN1060

Equipo: Zetasizer Nano Z, Malvern® Instruments (USA).

7.2.2 Procedimiento

El equipo Nano Zetasizer, contiene una celda de medida, la cual es desechable tipo
ZEN1060, que posee dos electrodos a través de los cuales se aplica un campo
eléctrico externo. Esta celda se calibro con un patron suministrado por el fabricante, el
cual tiene un potencial zeta conocido (€=50+5 mV). El equipo este conectado a un

ordenador, tanto el manejo del equipo como almacenamiento de datos se llevaron a
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acabo de forma automatica mediante el programa suministrado por el fabricante

Malevern®. Para iniciar la prueba, una vez preparados las soluciones liposomales a

analizar, de los cuales se tomaron 10 pL de solucion en un tubo de eppendorf,
previamente filtrado. Esta solucién se introdujo con ayuda de una micropipeta muy
lentamente en la celda, evitando la formacion de burbujas. Se establecieron lo
parametros iniciales de indice de refraccion y la absorcion que se produce en la
disolucién a analizar, la viscosidad y la constante dieléctrica de agua desionizada, la
temperatura, el potencial aplicado, el nUmero de medidas a realizar y la funcion de
Henry del CBD, y con ello se procedi6é a tomar la medida.

El tamafio de particular, indice de polidispersidad y Potencial Z se obtuvo como un
promedio estadistico de 3 medidas independientes. E potencial Z se determiné a una

longitud de onda de 632 nm y una potencia maxima de 10 mV.

7.3 Porcentaje de Encapsulamiento

7.3.1 Reactivos, Material y Equipo
Reactivos: Solucion de lisosomas.
Material: filtros, jeringas, tubos eppendorf.

Equipo: Centrifuga.

7.3.2 Procedimiento

La eficiencia de encapsulacién o también llamada eficiencia de atrapamiento es

aquella medida que relaciona la cantidad de ingrediente activo (CBD) incorporado en

los liposomas, con respecto al total de ingredientes activos presente en la dispersion

(Figura 16).

Una vez tomadas las muestras, podremos calcular el porcentaje de eficiencia de

encapsulamiento, el cual se calculara mediante la formula del punto (1.4.5.5).

Para calcular la eficiencia de encapsulamiento se realizaron los siguientes puntos:

1. Se colocaron 1 mL de liposomas en tubos eppendorf y se centrifugo durante 20 min
a 1000 rpm.

2. Una vez terminado este proceso se separo el sobrenadante del precipitado.
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3. El sobrenadante, fue inyectado al sistema de CLAR (ver 7.6).

Figura 16. Procedimiento para determinar el porcentaje de
encapsulamiento (%EE ). Dibujo propio.

7.4 Cinética de Liberacion

7.4.1 Reactivos, Material y Equipo
Reactivos: Solucion PBS, solucion de liposomas.

Material: tubos eppendorf, vasos de precipitados de 50 mL, magnetos de agitacion.

Equipo: Placa de agitacién Corning®, bafio maria.
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7.4.2 Procedimiento

Para la realizacion de este procedimiento, consecutivamente se siguientes los puntos:

1.
2.
3.

La membrana de acetato de celulosa se corté 10 cm.

Se hidrato 24 horas previo la prueba de liberacion y se armaron las bolsas.

En vasos de precipitados, se afiadieron volumen de 50 mL de PBS, en los cuales
se sumergieron los sacos de dialisis, dentro de estos fueron afiadidos 10 mL de una
solucién de liposomas.

Se dejo en agitacion constante, en un medio a 37 °C y se inici6 el muestreo a
diferentes tiempos: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12 y 24 horas El volumen de las muestras fue
de 1 mly el mismo volumen fue repuesto de PBS. Todas las muestras se guardaron

en tubos eppendorf y se guardaron a en congelador a 0°C, hasta su analisis en

CLAR (ver seccion 7.6), (Figura 17).

-

Figura 17. Procedimiento para determinar la cinética de liberacion. Dibujo propio.
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7.5 Método de Permeacioén en Piel in vitro

7.5.1 Reactivos, Material y Equipo

Reactivos: carbopol, trietilamida, PBS.

Material: tubos eppendorf, pipetas Pasteur, piel de cerdo.

Equipo: Celdas de Franz, placa de agitacion Corning®, bafio maria.

7.5.2 Procedimiento

Se preparo primeramente un gel para la viehiculizacién de los liposomas de CBD, para

ello, se parti6 de 25 mL de los liposomas elaborados a evaluar, los cuales fueron

afiadidos a un vaso de precipitado de 250 mL y se introdujeron en un sistema de bafio

maria en una placa de agitacion constante, se afiadié poco a poco 500 mg de carbopol,

hasta lograr una completa disolucion, la cual se fue tornandose mas espesa.

Posteriormente, se agregé 1 mL de trietanolamina, hasta alcanzar una consistencia

mas espesa. Finalmente, todas las formulaciones preparadas se dejaron reposar,

durante 24 horas en el refrigerador, para posteriormente realizar las pruebas de

permeacion.

Para realizar la prueba de permeacion, se realizaron los siguientes puntos:

1.

Antes de los experimentos, la piel se limpia y se le desprende la mayor cantidad de
grasa, de tal manera que solo quede la epidermis. Se seccionaron los cortes
redondos de 4.0 cm? y se dejaron inmersos por 24 horas en PBS fresco.

2. Posteriormente, las secciones de piel se dejaron atemperar a 32 °C.

. Las celdas de Frank se llenaron con 10 mL de una solucién de etanol (50/50 v/v),

en el compartimento aceptor.
La celda de Frank fue armada, acomodando la piel de cerdo y se sell6 con las

abrazaderas para evitar que se moviera la piel de cerdo.

. Se cargo una alicuota de 1.0 mL del gel con los liposomas de CBD, directamente

en el compartimento donante de cada celda de difusién de Franz.

. El sistema de mantuvo a 37 °C, en el bafo maria, manteniendo una fluctuacion de

37 £ 1 °C, durante todo el experimento.
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7. Se tomaron muestras de 500 pL a los tempos: 1, 3, 6, 12, 24, 36 y 48 horas, las
alicuotas extraidas, fueron reemplazadas con el mismo volumen, para que no se

alterara el volumen del medio receptor.

8. Las muestras extraidas, se almacenaron en tubos eppendorf, hasta su posterior
analisis por CLAR (ver seccion 7.6), (Figura 18).

Iy
e

Figura 18. Procedimiento para permeacién en celdas de Franz. Dibujo propio.

7.6 Método de Cromatografia de liquidos de Alta Resolucidon

7.6.1 Material, Reactivos y Equipo

Reactivos: CBD (99%), metanol, acetonitrilo y agua grado CLAR, tetrahidrofurano.
Material: tubos eppendorf, frascos de 20 mL de vidrio. Columna Agilen Zorbax C18
(3.5 um, 4.6 X 100mm), acrodiscos de polipropileno de 0.25 pmicras.

Equipo: Cromatografo de liquidos de alta resolucion Waters 1525, Detector de
absorbancia UV Waters 2487, Autoinyector y Software Empower pro1154.
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7.6.2 Procedimiento

La cromatografia de liquidos de alta resolucién es un método analiticos que se utiliza
para la separacion y cuantificacion de compuestos quimicos, o mezclas de ellos, para
ello es utilizado dos fase, la estacionaria y la mavil, en caso de ser un método de fase
reversa, la fase estacionaria consiste en una columna de que soporta una
recubrimiento y cuyo material son cadenas de carbonos y que al no reaccionar con los
compuestos se denominan inertes. Por su parte la fase movil consiste en un liquido
generalmente combinaciones de liquidos organicos y acuosos y su funcion es arrastrar
la muestra a través de la fase estacionaria a presiones elevadas. La separacion de la
muestra en este sistema ocurrira por distintas fuerzas quimicas y fiscas que separaran
los componentes, haciendo una elucién especifica par cada componente, dadas sus
propiedades Unicas de cada molécula. Por ello, fuerzas como la adsorcién,
interacciones dipolo, por puente de hidrogeno, dieléctricas, electrostaticas e incluso
caracteristicas como tamafo y polaridad del compuesto van a definir el tiempo de
elucion en determinadas condiciones cromatogréaficas como presion, deteccion (Blum,
2014).

La determinacion de CBD en cromatografia se bas6 en el método publicado (Ambrach
y cols., 2014). Para el andlisis cromatografico se utilizé un sistema Watrers®, el cual
se detalla las especificaciones del equipo como detector (Waters 2487 Dual A
Absorbance detector), bomba (Waters 1525 Binary HPLC Pump), autoinyector (Waters
717 plus autosampler). Las condiciones se establecieron de la siguiente manera:
columna C18 (Agilent®) y una fase movil de la mezcla de acetonitrilo/tetrahidrofurano
0.1% (65:35 v/v) a un flujo isocratico de 1.8 min/mL. El volumen de inyeccién se
estableci6 en 10 pL y a sefial de deteccion fue a una

A de 200 nm. El tiempo de la corrida total fue de 5 min. En estas condiciones, el tiempo
de retencion del CBD fue de 3.6 min.

Para la cuantificacion de CBD, se procedi6é a preparar una solucién patron con una
concentracion inicial de 1 mg/mL, se disolvio en metanol y posteriormente e prepararon
la curva de calibracidn de las siguientes concentraciones, que se muestras em la Tabla
10.
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Tabla 10. Curva de calibraciéon para analisis de CBD

No. Punto Concentracion
(Mg/mL)
0.05
0.50
5.00
50.00
100.00

gl B W N

La preparacion de las soluciones fue como a continuacion se detalla: para la solucién
nam. 5 con concentracion de 100 pg/ml, se tomaron 100 pl de la solucién patron,
colocandose en tubos eppendorf y se le agregaron 900 pL de metanol para completar
1ml, para la solucién nim. 4 con concentracién de 50 pg/ml, se tomaron 500 pL de la
solucién nim. 5, colocandose en tubo eppendorf y se agregaron 500 pL de metanol
para completar ImL. Para la solucién num. 3 con concentracion de 5.0 pug/mL, se
tomaron 100 pl de la solucién nam. 4, llevandose a tubos eppendorf y se le agregaron
900 pL de metanol para completar 1mL. Para la solucién nim. 2 con concentracién de
0.5 pg/mL, se tomaron 100 pL de la solucion nam. 3, llevando sea tubos eppendorf, y
se le agregaron 900 puL de metanol para completar 1ml. Por dltimo, para la solucién
nam. 1 con concentracion de 0.05 pg/ml, se tomaron 100 ul de la solucion num. 2,
llevandose a un tubo eppendorf, y se le agregaron 900 pL de metanol para completar
1mL, todas las soluciones se agitaron rigurosamente en vértex durante 30 segundos.
Se prepararon 3 curvas de calibracion, que posteriormente se colocaron en los viales
e inyectaron, colocandolas en orden creciente en el autoinyector, teniendo siempre un
vial num. 1 como lavado con metanol. Todas las muestras siempre fueron filtradas en
acrodiscos de polipropileno de 0.25 pmicras, para evitar obstruir la columna

cromatografica.
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8. RESULTADOS

8.1 Primera Etapa
Los resultados de indice de polidispersidad, Potencial Zeta y tamafio de particula, para
la segunda etapa de la optimizacion con el software Minitab se calcularon con el

promedio de 3 réplicas y los resultados se establecen en la Tabla 11.

Tabla 11. Valores de las caracteristicas de los liposomas de la primera etapa

COMPONENTES (mg) VALORES
# TWEEN Potencial PDI Tamafio de
FORMULACION | LECITINA 80% CBD Zeta Particula
1 95 5 > -28.63 0.430 145.7 nm
-26.20 0.198 163.53 nm
2 95 5 3
-25.63 0.212 107.1 nm
3 95 5 4

En esta primera determinacion de las caracteristicas de liposomas, que inicialmente
se establecieron, para la combinacién de factores, resalta observar que los resultados
han sido positivos y se logré la elaboraciéon de formulaciones liposomales, cuyas
caracteristicas derivadas de los valores de potencial Z son cercanos a los valores de
alrededor de -25.63 a -28.63 mV, lo que indica que son formulaciones liposomales con
cierta estabilidad coloidal, en cuanto al tamafio de particula este valor esta alrededor
de 107 a 163 nm, por lo que estan dentro del rango de liposomas del tipo unilamilares
grandes. En cuanto a los indices de polidispersidad se observaron valores de 0.2 a
0.4, cuyo rango es amplios, teniendo en cuenta que alrededor de 0.2 es un valor

aceptable.

8.2 Segunda Etapa

Para la segunda etapa de la optimizacion con el software Minitab, se calcularon con el
promedio de 3 réplicas de las formulaciones 1 a 5 que contienen un nivel bajo de CBD

(2%). Las caracteristicas de las formulaciones se visualizan en la tabla 12.
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Tabla 12: Valores de las caracteristicas de los liposomas de la segunda etapa a nivel bajo de CBD

COMPONENTES (mg) VALORES
TWEEN Potencial PDI Tamarfio de
# FORMULACION | LECITINA 80% CBD Zeta Particula
1 95 5 2 -25.46 0.23 187.8
) 90 10 2 -19.73 0.47 330.8
3 85 15 2 -19.36 0.26 170.0
4 80 20 2 -17.50 0.37 89.3
5 75 25 2 -13.63 0.26 165.8

Los resultados de las caracteristicas de las formulaciones 6 a la 10 de la segunda
etapa, con un nivel medio 3% de CBD, se agrupan en la Tabla 13.

Tabla 13. Valores de las caracteristicas de los liposomas de la segunda etapa a nivel medio de CBD

COMPONENTES (mg) VALORES
TWEEN Potencial PDI Tamaifio de
# FORMULACION | LECITINA 80% CBD Zeta Particula
6 95 5 3 -19.06 0.20 167.1
; 90 10 3 -16.43 0.21 168.6
8 85 15 3 -13.90 0.23 173.9
9 80 20 3 -12.90 0.23 162.5
10 75 25 3 -11.96 0.42 239.2

Y por ultimo los resultados de la optimizacion de las formulaciones 11 a la 15, con un
nivel alto 4% de CBD. Estos valores se agrupan en la Tabla 14.
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Tabla 14: Valores de las caracteristicas de los liposomas de la segunda etapa a nivel alto de CBD

COMPONENTES (mg) VALORES
TWEEN Potencial PDI Tamafio de
# FORMULACION | LECITINA 80% CBD Zeta Particula
1 95 5 4 -22.03 0.23 133.00
1 90 10 4 -20.00 0.26 93.99
13 85 15 4 -15.13 0.26 90.59
1 80 20 4 -11.83 0.42 252.33
15 75 25 4 -13.93 0.31 71.49

Como mencionamos anteriormente el potencial Zeta mide la estabilidad coloidal, los
valores de potencial Zeta cominmente reportados para particulas lipidicas, varian de
-20 mV a -40 mV, por lo que podemos observar en nuestros resultados de la segunda
etapa, los mejores valores se logran en las formulaciones con cantidades de lecitina a
niveles altos, 90 a 95 mg, en cuanto a las cantidades de tween 80%, se correlaciona
con menores cantidades de 5 o 10 mg. Para el caso del tamafio de particula, los
resultados arrojados caben en un rango de 80 nm a 1000 nm por lo que se consideran
liposomas unilamelares grandes. Y los valores del indice de polidispersidad varian, sin
embargo, son los mas cercanos a 0.2 lo que nos indica que se trata de particulas

monodispersas.

8.3 Tercera Etapa
Los resultados de la caracterizacion para la tercera etapa, basados en los datos
obtenidos de la segunda etapa, tanto de Potencial Zeta, Tamafio de particula, y PDI,

se calcularon con el promedio de 3 réplicas y fueron los siguientes:
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Tabla 15. Valores de las caracteristicas de los liposomas de la tercera etapa

COMPONENTES (mg) VALORES

tween Potencial PDI Tamarfio de

# corrida lecitina 80% CBD Zeta Particula
1 93.00 5.00 2.0 -21.56 0.397 263.26
) 85.00 11.00 4.0 -24.70 0.26 127.56
3 90.75 6.75 2.5 -22.83 0.48 277.00
4 86.75 9.75 35 -21.66 0.40 284.33
5 86.75 10.75 25 -16.26 0.25 188.53
5 88.5 8.50 3.0 -23.90 0.40 155.06
. 91.00 5.00 4.0 -25.50 0.23 148.96
8 89.75 6.75 35 -22.93 0.38 299.30
9 85.00 13.00 2.0 -19.63 0.44 181.36

Una vez realizada la optimizacién, y habiendo obtenido los resultados para cada
paradmetro, Minitab nos arroja diferentes graficos:

a) Grafica de probabilidad normal

Para la construccion del grafico de probabilidad norma, se grafico en el eje vertical, los
valores ordenados de los datos: X1, X2, Xn, es decir los porcentajes que corresponden
a las cantidades de lecitina, CBD, y tween 80% para las formulaciones, y en el eje de
horizontal, el valor esperado del i-enésimo estadistico de orden de una distribucion
normal. La respuesta para este para este grafico es el potencial Zeta. En el gréfico que
nos arrojé MINITAB, podemos observar que los residuos se ajustan bastante bien a la
linea reta de regresién, lo que nos da confiabilidad de que los datos que estamos

generando son de distribucion normal (Figura 19).
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Gréfica de probabilidad normal
(la respuesta es Potencial Zeta)
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Figura 19. Probabilidad normal

b) Gréfico de ajustes

Para la construccion del gréafico de ajustes, se grafico en el eje vertical, los residuos y
en el eje de las X, los valores ajustados, es decir, los porcentajes que corresponden a
las cantidades de lecitina, CBD, y tween 80% para las formulaciones. La respuesta
para este grafico es el potencial Zeta. En el grafico de ajustes que nos arrojé MINITAB,
podemos observar que no hay una manipulacién de los residuos, lo que significa que
hay una varianza constante o homogénea y observando la grafica de probabilidad
normal y el grafico de ajustes, inferimos que hay una distribucion normal, con lo que
podemos concluir que no hay sesgo en la experimentacion, y el andlisis es confiable
(Figura 20).
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vs. ajustes
(la respuesta es Potencial Zeta)

Residuo
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Figura 20. Grafico de ajustes

c) Gréfico de rastreo

En el grafico de ajustes que nos arrojé6 MINITAB, podemos observar que para este
caso la linea azul corresponde a la Lecitina, la linea roja punteada al CBD, y la linea
verde punteada al Tween, para el caso de la lecitina como vemos en la gréfica:
Conforme aumenta la cantidad de lecitina mezclada, el potencial Zeta va aumentando
mas cercano al +30 mV, es decir entre menor cantidad de lecitina se utiliza, la
formulacion serd mas estable, mas cercano al -30 mV.

Para el caso del CBD como vemos en la grafica, en la linea punteada roja: “Conforme
menor cantidad de CBD se afiada a la formulacion, el potencial Zeta va disminuyendo
(mas cercano al -30 mV), es decir entre menor cantidad de CBD se utiliza, la
formulacion sera mas estable, mas cercano al -30 mV. Para el caso del Tween como
vemos en la grafica en la linea punteada verde: “Conforme mayor cantidad de Tween
se aflada a la formulacion, el potencial Zeta va disminuyendo (mas cercano al -30 mV),
es decir entre mayor cantidad de Tween se utiliza, la formulacién serd mas estable,

mas cercano al -30 mV. (Figura 21).
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Gréfica de rastreo de respuesta de Cox
-15.0 Comp:RefBlend
Lecitina 0.8850
\ — — - CBD 0.0300
\ Tween 0.0850

7.5 4
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-25.0

S2TE
-0.04 -0.03 -0.02 -001 0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

desviacion desde la combinacién de referencia en la proporcién

Figura 21. Gréfico de rastreo de respuesta

d) Grafico de superficie de mezcla

El grafico de superficie de mezcla que nos arroja Minitab, muestra como una variable
de respuesta, en éste caso: Potencial Zeta, se relaciona con tres componentes:
cantidad de lecitina, CBD y tween 80%. Al ser un gréfico tridimensional es mas sencillo
ir manipulandolo en el software de Minitab para observar mejor, las cantidades 6ptimas
de los componentes para la respuesta buscada (Figura 22).

La grafica de contorno es un grafico que ayuda a examinar la relacién entre una
variable de respuesta y dos variables predictoras, se representa en los ejes Xy Y y los
valores para la variable de respuesta se representa mediante regiones sombreadas,
es decir como un mapa topografico en el cual se grafican los valores X, Yy Z, en lugar
de longitud, latitud y altitud (Figura 23).
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Gréfica de superficie de mezcla de Potencial Zeta
(cantidad de los componentes)

80

Potencial Zeta

CBD

13.00
Tween

Figura 22. Grafico de superficie de mezcla

Estos gréficos se utilizan para ayudar a visualizar la forma de superficie de respuesta,
en estas graficas, se trazan las lineas de respuesta constante en el plano. Cada
contorno corresponde a una altura particular de la superficie de respuesta. Como se
observa en este grafico que nos arroja MINITAB, se observa en cada vértice del
triangulo, un componente diferente: CBD, tween 80% Yy lecitina, las regiones mas
oscuras, indican valores de potencial Z mas bajos, es decir, menores a -20 mV, que
es la variable de respuesta que estamos buscando, que nos indica una mayor

estabilidad de nuestra mezcla.
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Griéfica de contorno de mezcla para Potencial Zeta
(cantidad de los componentes)
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Figura 23. Grafico de control de mezcla

Minitab nos da otra herramienta, que es la de optimizar la respuesta, en el cual,
elegimos una respuesta a optimizar, para este caso, elegimos el potencial Zeta, y
elegimos la meta u objetivo de la optimizacion; las opciones que nos da Minitab es
minimizar 6 maximizar esta respuesta, y para ello, alimentamos el software con un
valor inferior y superior de la respuesta. Posterior al optimizador de respuesta, Minitab
nos da una solucién global de la respuesta. En donde nos dice que para obtener la
minima respuesta pronosticada de potencial Zeta, es decir, mas cercano a -30 mV,
tenemos que realizar una mezcla correspondiente a: lecitina 91.60 mg, CBD 3.39 mg,
tween 85%: 5 mg. Con la mezcla anterior, estaremos alcanzando un Potencial Zeta
muy cercano al -30 mV, el cual es un valor que nos da estabilidad en nuestra mezcla

y €S muy cercano a nuestro valor objetivo.

8.4 Cuarta Etapa
Los resultados de PDI, potencial Zeta y tamafio de particula, para la tercera etapa con

colesterol, se calcularon con el promedio de 3 réplicas, se visualizan en la tabla 16.
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Tabla 16. Valores de las caracteristicas de los lipomas de la cuarta etapa

COMPONENTES (mg) VALORES
. . tween : =
# corrida | lecitina 80% CBD Potencial PDI Tama}no de
colesterol Zeta Particula

-19.36 0.23 217.73
1 54 5 2 38

5 59 6 35 -15.90 0.21 187.33
39

3 55 6 3 -17.76 0.28 292.33
39

4 56 5 4 .0 -20.23 0.33 256.30

Los resultados de estas nuevas formulaciones con colesterol, para el caso del tamafio
de particula, los valores arrojados caben en un rango de 80 nm a 1000 nm por lo que
se consideran liposomas unilamelares grandes. Los valores del PDI son muy cercanos
a 0.2 exacto lo que nos indica que se trata de particulas monodispersas. Sin embargo,
como podemos observar para potencial Z, los resultados van en un rango menor a -
20mV, recordando que el potencial Z mide la estabilidad coloidal, proporcionandonos
informacion sobre la magnitud de la carga en la superficie de las particulas en
dispersiébn acuosa y permite predecir, la estabilidad fisica a largo plazo e las
formulaciones, por lo que podemos observar en nuestros resultados, no serian

estables si se le afade colesterol a la formulacion.

8.5 Quinta Etapa

En una etapa final, donde la seleccion de formulaciones con las caracteristicas optimas
de tamafo de particula, indice de polidispersidad y potencial Z, es necesario también
analizar un factor mas como él porcentaje de encapsulacion (% EE), para ello se
analizaron a todas las formulaciones mediante un procedimiento se muestra

detalladamente en la Seccion 6.3. Los resultados obtenidos se integraron en la Tabla
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17, donde se seleccionaron cinco formulaciones, cuyo valor de % EE es mayor a 70%,
lo que significa que la mayor cantidad de CBD fue atrapado en la estructura del

liposoma.

Tabla 17 Valores de las caracteristicas de los lipomas de la quinta etapa

Potencial | Tamafio de
% EE Formulacién Z particula PDI CBD | Lecitina Tween
(nm) 80%
CBD 4%
Primer etapa
80.63 (1) -25.65 107.1 0.21 41 |95.4 5.8
Sol Global
Minitab (b)
78.19 (2) -23.5 141.56 0.26 3.7 192.6 5.5
Sol Global
Minitab (a)
75.55 3) -27.16 207.33 0.22 29 ]93.0 8.5
CBD 2%
Primer etapa
71.71 4) -28.63 145.70 0.43 21 1954 5.8
CBD 3%
Primer etapa
70.51 (5) -26.2 163.53 0.19 3.0 [95.1 5.5

Posteriormente, estas mismas formulaciones, fueron analizadas para determinar su
cinética de liberaciéon y permeacién segun los procedimientos detallados en la seccion
6.4y 6.5.

8.6 Cinética de liberacién

Las formulaciones seleccionadas fueron sometidas al andlisis de la cinética de
liberacion, es decir una vez que el CBD se ha integrado en los liposomas, es importante
también analizar la manera en cémo se libera, este valor entonces es importante.

Para ello, el tiempo que fue seleccionado para su liberacion en bolsas de didlisis fue
de 12 horas, donde como se muestra detalladamente en la seccion 6.4, se toma la
muestra fuera de la membrana de didlisis y se determina su concentracién, y su

concentracion acumulativa construyendo el curso temporal y tomando la ecuacion de
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comportamiento sabremos qué tipo de liberacién presenta. Las concentraciones se

determinaron, por medio de CLAR (ver seccion 6.6), tales valores se representan en

la Tabla 18 y su grafica se observa en la Figura 24.

4.5

3.5

2.5

CBD (mg)

1.5

0.5

Figura 24. Perfiles de liberacién de CBD por dialisis en las 5 mejores formulaciones de liposomas

CBD mg

Tiempo
minutos F1 F2 F3 F4 F5
0 0.27 0.49 0.014 | 0.00 0.00
60 2.54 2.48 2.08 2.18 2.72
120 3.63 3.73 3.08 2.76 3.71
180 4.29 3.37 3.71 3.46 4.90
30 60 90 120 150 180

Tiempo (min)

Tabla 18. Concentraciones temporales de CBD liberada por método de didlisis

—-@-F1

F2
-@-F3
—@—F4
—Q—F5
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Posteriormente se ajustaron al modelo Koismeyer-Peppas, cuya ecuacion es como ya

se definié en la seccion 1.4.1.5.6, Mt/M=

Ktn, para ello, se disefidé una planilla en

Excel para obtener los valores de K, n y el coeficiente de correlacion (R?) resultante se

ingresar los datos y ajustar a la ecuacién mediante la funcion de “solve”, en excel, que

nos regresa el valor de Ky ny la correlacion de la funcion calculada con la funcion

original (Figura 25).
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Figura 25. Andlisis de ajuste de ecuacion Koismeyer-Peppas, mediante excel
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En la siguiente tabla 19, se representan los valores de K, n y R? para cada formulacién

analizada.
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Tabla 19. Valor de los parametros de K, ny R?2

Parametros
Formulacion K n R2
F1 0.879 0.272 0.997
F2 0.876 0.274 0.971
F3 0.879 0.272 0.997
F4 0.879 0.272 0.992
F5 00.879 0.272 0.997

El parametro K (en general 0.89) o constante de liberacion indica la velocidad que
ocurre de desprendimiento del CBD desde los liposomas, por ello un valor de K alta
indica una liberacién mas rapida del CBD. Si se realiza una comparacion de las
constantes, se observa que todas las formulaciones liberan de la misma forma al CBD,
y aunque sus formulaciones variaron en sus componentes, se tienen cinéticas muy
similares. Un valor de K de valores bajo, ello indicaria una liberacién deficiente del
CBD desde los liposomas. El valor de n es un valor de aproximadamente 0.24, cuyo
valor es menor a 0.45, por lo que representa un modelo fickiano.

8.7 Permeacién en Piel Porcina

Como se ha indicado anteriormente las mismas formulaciones estudiadas en las
cinéticas de liberacion, posteriormente fueron vehiculizadas en gel, para hacer la
solucion mas maleable y que es la apropiada para la administracion topica.

Una vez realizado el experimento de permeacién, cuyo procedimiento se ha detallado
en la seccién 6.5. Al final de los experimentos, se colectan todas las muestras y se
determina su concentracion, es importante sefialar que se realiza una transformacion

de datos de la concentracion que se va cuantificando en el espacio de reservorio de la
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celda de Frank, donde se determinara la cantidad acumulada, donde se considera los
20 mL de capacidad de nuestras celdas, por lo que posteriormente se divide entre el
area de la celda, la cual e s 4.91 cm?, estos valores se visualizan en la Tabla 20, la
representacion grafica de los cursos temporales de la permeacién en celda de Franz,

de las 5 formulaciones seleccionadas, se muestra en la Figura 26.

Tabla 20. Cursos temporales de la cantidad acumulada que permea por area

Tiempo CANTIDAD ACUMULADA/ AREA (ug/cm?2)
Minutos F1 F2 F3 F4 F5
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
60 0.21 0.00 0.24 0.00 0.00
180 0.21 0.00 1.26 0.00 0.14
360 4.12 0.57 2.64 1.02 0.36
720 4.28 2.10 3.87 1.34 0.58
5.00
. 4.50
%I 4.00 —@— Seriesl
e
3.50
= Series4
A 3.00
[a)
O 550 —@— Series6
o
o 2.00
= —@— Series8
B 1.50
g 1.00 —@— Seriesl
3 0
= 0.50
©
_g 0.00
S 0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660 720
(@)

Tiempo (min)

Figgura 26. Perfiles de permaciondel gel de CBD en celdas de Franz
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Para entender el comportamiento matematico de la permeacion esta se basa en la
ecuacion Js = Kp *Cs que se detallé en la seccién 1.4.5.7.

La cual se representa en Excel, como la seccion linear del comportamiento del curso
temporal, donde se obtiene la pendiente Kp y Cs es la concentracion inicial, y Js es la
multiplicacion de ambos (Figura 27).

En donde el valor importante es la Kp indicando la velocidad a la cual el CBD penetra

la piel.
A B C D E F G H
1
2
3 5.00
4 F g 400 y=00217% - 3.6918
5 minutos Cacumiarea ﬁ 3.00
E 0 E 2.00
= a0 £ Lloo
m
8 180 021 B oo
- i 2 1000 100 .. 200 300 400
190 - 2 200 o
B 300
11 s 0.0030 £ 00
12 Cs 2.8800 < 500
13 Kp 0.0010 Tiempo (minutos)

Figura 27. Analisis de pendiente Kp y Js desde Excel

En la tabla 21, se representan los valores de coeficiente de permeabilidad Kp, flujo al
estado estacionario Jss y Concentracion inicial Cs de las mejores 5 formulaciones de
liposomas de CBD.

Tabla 21. Valores de parametros Js y Kp

Formulaciones
Pardmetro 1 2 3 2 =
Is 0.021 0.003 0.008 0.006 0.001
Cs 3.280 2.880 2.170 1.490 2.100
Kp 0.006 0.001 0.004 0.004 0.001
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Como ya se sefiald, los valores de Kp determinaran la velocidad en que el CBD
atravesara la piel, en este caso, como uno de las ideas para la formulacion es que el
CBD permanezca mas tiempo en la epidermis, dado que las enfermedades dérmicas
se originan en este sitio, lo ideal es que el CBD se mantenga mas tiempo a este nivel
, por ello el célculo de la Kp menor nos daria esa caracteristica que se observa en la
formulacién 2 y 5 (0.001 para ambos) de menor valor que las demas formulaciones

cuyos valores van desde 0.004 hasta 0.006.

8.8 Método de cuantificacion de cannabidiol por CLAR

El método descrito en la seccion 6.6, nos permitio tener una separacion del CBD, mas
debido a que se trata de una determinacion en solucion etanolica, lo que simplifica su
cuantificacion al tratarse de una matriz realmente simple. Como se muestra en el
cromatograma la elucion se presenta a los 2.0 minutos, como se observa en el
cromatograma correspondiente al punto de calibracion de 25 pug/mL (Figura 28), por lo

gue las condiciones permitieron una resolucion rapida.

m Default Individual Report

— software
Reported by User:  System Project Name: CBD

SAMPLE INFORMATION

Sample Name L84 Acquired By System

Sample Type Unknown Date Acquired 37372023 54911 PM
Val 16 Acq Method Set

Injecton # 1 Date Processed 3

Injecton Volume: 10.00 ul Processing Method: ****

Run Time 2.5 Minutes Channel Name

Sample Set Name: liberacion C8D Proc. Chnl. Descr

3 00 i \ CBD

) 14 Tt 180 2 % 0 24

A
farutes

Figura 28. Cromatograma correspondiente a la sefial de CBD del punto de calibracién de 25 pg/mL.
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Es importante solo recalcar que las muestras generadas para su cuantificacion se
sometieron un filtrado en acrodisco de 0.25um para evitar dafar la columna
cromatografica.

Para la cuantificacion de las concentraciones de CBD, tanto del porcentaje de
encapsulamiento, cinética de liberacion y permeacion en piel, se determind mediante
una curva de calibracidn, la cual se establecio desde los puntos definidos en la seccion
6.6. Una vez obtenidas las &reas bajo la curva y mediante el sistema de Empower®,
se reportd la curva visualizada en la Figura 29.

La ecuacion de la curva de calibracion obtenida fue Y= 1.80 e4X +1.45e4 con un
coeficiente de correlacion R? = 0.998, lo que indica una muy buena relacién
proporcional de concentracion con el area bajo la curva del cromatograma generado,
lo que indica que el método constituye un buen método para la cuantificaciéon de CBD

en solucién etanolica.

U H :
LC Calibration Report CC Croma
software
Reported by User.  Systemn Project Name: CED
Processing Method:  ebd Project Name: caEo
Processing Method 1D: 9741 Systen: LG UV
Calibraton |D: 16644 Channel: 2437Channe 1
Date Calbrated: 8382022 Proc. Chnl, Descr
1.0
=1
010 ‘___,f'J
B ox105 -
. -
€ 4 ’_‘J'
4005 -
- .___.-/ Searigie Nafe Rigorae
. P~ | G0 S pgiml 330 483
20m10° L 2| CBO10pgmL | Ze20sieT
L 3 CBDZSppml | Su380578
1 ,_»—*’3’ 4| CBO 100 ppimL | 230041.755
o 8| CBD SO0 ppml | 05853 B4
------ T T
000 500 10.00 15.00 2900 2500 3000 3500 40.00 45.00 50,00

Aot
Name: cbd; RT: 3.B00; Fit Type: Linear {1st Order); Cal Curve Id: 16645; R: 0.009284; R*2: 0.998528;
Weighting: MNone, Equation: ¥ = 1.80e+004 X + 1 45e+004

Figura 29. Curva de calibracion para determinar concentraciones de CBD en CLAR
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9. DISCUSION

La preparacion de liposomas, con la gran variedad de metodologia y técnicas para su
caracterizacion, constituye en estos tiempos un proceso facil y barato, que puede
mejorar la liberacion de algunos farmacos para uso terapéutico, principalmente de
aplicacion topica. El uso de CBD en México desde su legalizacion en el afio 2019, ha
aumentado considerablemente, aunque su uso es mas aceptado como uso cosmeético
y sus presentaciones son formulaciones como ungtientos y aceites. Esto abre una
posibilidad del uso formal de formulaciones liposomadas de CBD para algunas
enfermedades dérmicas como psoriasis, dermatitis atépica, prurito, e incluso un uso
gue podria ser objetivo de estudio como el tratamiento de cancer en la piel.
Especificamente en nuestro estudio, se ha logrado una optimizacion con los
componentes de las formulaciones de liposomas, que incluye lecitina, tween 80% y
CBD, lo que podriamos decir que son clasificados como transferosoma al incluir
Ganicamente un activador de borde (tween 80%). Otro punto importante en este trabajo
fue que al ser el CBD un compuesto liofilico, dada su valor LogP o/w de 3.9 y
considerado como baja solubilidad en agua, fue relativamente més facil su integracion
en las membranas lipidicas de las estructuras de lecitina (datos de EXPASY).

El método que fue elegido a priori para la elaboracion de las formulaciones de
liposomas, basado en una busqueda bibliografica donde este tipo de metodologia
podria producir liposomas de alto encapsulamiento. Es importante sefialar que existen
pocos procedimientos para la elaboracion de liposomas de CBD y de los que se
encontraron esta un método similar reportado para la elaboracion de liposomas de
CBD y lidocaina (Franze y cols., 2022), sin embargo, nuestro objetivo fue Gnicamente
la elaboracion de liposomas de CBD. Hay que reconocer que existe otra preparacion
mas completa como son la reportadas por los mismos autores (Franzé y cols., 2023),
en donde se elaboran proliposomas que resuelven una desventaja de los liposomas
fluidos como la fuga de farmaco, y que consisten en proponer un nuevo vehiculo que
encierra farmacos hidrofobicos en el nucleo interno de las vesiculas, concretamente

un sistema de farmaco en micelas en liposomas (DiMiL) y después secado por
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pulverizacion o método de suspension probando lactosa y sacarosa como vehiculos.
En general en este método solo pudo incrementar la estabilidad de las formulaciones,
sin que se mejorar la constante de permeacion del CBD.

De tal manera que la eleccion de la metodologia que se elige en este estudio ademas
de ser sencillo pues esta basado en las primeras metodologias propuestas como lo es
la hidratacion de capa fina y de sonicacion para disminucion del tamafio de liposomas.
Es importante sefialar, que esta metodologia podria tener el problema de escalamiento
para produccion a granel de formulaciones lisosomales y generar un cierto grado de
contaminacion dado el uso de solventes, en nuestro método el uso de solvente de
cloroformo se realiza en una mezcla con etanol, por lo que se puede disminuir al
minimo el uso de cloroformo, pero hay que considerar que es parte de las algunas
desventajas que siempre acompafian a procesos de transformacion de materiales.
Por otra parte el uso de disefio de optimizacion que, aunque es una parte del disefio
para calidad, permiti6 encontrar las mejores formulaciones que presente las
caracteristicas deseadas como ya se establecié en los liposomas, el tamafio de
particula, indice de polidispersidad, potencial z, porcentaje de encapsulamiento, para
después valorar su cinética de liberacion y permeacion en piel porcina, fue de un valor
significativo, pero quedo pendiente y hay que reconocerlo que este disefio fue sencillo
y pudo haber incorporado aun mas factores que van desde costos de produccién hasta
otras metodologias.

En particular, lo que pudo arrojarnos nuestro disefio en concreto fue que las
caracteristicas que se determinaron arrojan unas formulaciones optimas, basado
primeramente en las caracteristicas, que en primer lugar y como tamarfio de particula
y de acuerdo con los resultados arrojados nuestras formulaciones estuvieron dentro
de 80 nm a 1000 nm por lo que se consideran liposomas unilamelares grandes. Los
resultados para el indice de polidispersidad fueron mejores para la tercera formulacion
cuyo contenido es 95 mg de lecitina, 5 mg de tween 80% y 4 mg de CBD, cuyo valor
en promedio fue de 0.2, que indica la presencia de particulas monodispersas ya que
valores mayores a 0.4, nos pudieron haber indicado particulas heterogéneas. Es

importante que, sin duda, falto un estudio de microscopia para corroborar estos datos
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de tamanfo de particula y polidispersidad y nos hubiera también generado datos como
tipo de liposomas en cuando a la lamelaridad. En cuanto a la determinacion del
potencial Z, este valor rondo alrededor de -25 mV, que es un valor que indica
estabilidad en la solucion de liposomas, pues es una magnitud de atraccion/repulsion
de carga entre particulas.

Una vez finalizada la elaboracion de soluciones liposomadas, es necesario calcular el
porcentaje de encapsulamiento, es decir la cantidad de CBD que queda atrapada en
las estructuras de los liposomas, que en este caso después de evaluar varias
formulaciones, se seleccionan, aquellas cuyo porcentaje es mayor a 70%, que
corresponde a un buen valor de encapsulamiento. Para que este valor sea lo mayor
posible, dependerd tanto de las condiciones metodologia y también incluso de las
propiedades del compuesto a encapsular, como se habia ya indicado el CBD es un
compuesto lipofilico, lo cual le confiere ventaja para poderlo elaborar en liposomas.
Ademas del encapsulamiento, es indispensable que esos liposomas después de un
tiempo sean capaces de liberar este compuesto, para que representen un sistema de
liberacion continua, en este sentido se realizan los estudios de cinética de liberacion,
para lo cual los liposomas se colocan en una bolsa de membrana de celulosa, para
sumergirlas en una solucién PBS vy liberen su CBD atrapado y segun su curso
temporal, se defina el modelo matematico que explique esa liberacion. Ya se han
definido algunos modelos matemaéticos, de los mas utilizados y completos es el
Korsmeyer-Peppas, cuya ecuacion es: Mt/M«= = Kin, las cinéticas de las 5 mejores
formulaciones presentaron un modelo similar, cuyo K promedio fue de 0.85y una n de
0.25. indicando una liberacion fikiana. Aunque el muestreo se realizé hasta 48 horas,
se observo que a las 3 horas ya se habia liberado la totalidad de CBD, lo que
concuerda con una constante de liberacion cercana a uno.

La permeacion es un proceso mas complejo, dado que las formulaciones liposomadas
se vehiculiza en gel, para formar una formulaciéon semisélida y factible para aplicacién
en la piel, entonces la manera en que esta formulacion atraviesa la piel es a veces no
correspondiente con la liberacion y por ello tiene otra modelo en que se puede calcular

la constante de permeacién, o velocidad de penetracion. La ecuacién que resulto fue
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que Jss = Kp*Cs, donde la Kp representa la pendiente en la zona lineal del curso
temporal de las cantidades de CBD que traspasan la piel, en nuestras formulaciones,
se observaron diferencias importantes, sobre todo porque existieron 2 formulaciones
donde este valor de Kp fue de 0.001, es decir una velocidad baja de permeacion, con
respecto a los 3 restantes, que tuvieron una Kp de 0.004 y 0.006. Por ello se decidio
gue las formulaciones 2 y 5 con menores Kp, podrian ser las mejores, dado que al ser
lento la velocidad de permeacion, el CBD durara méas tiempo en las capas corneas y
podra ejercer mas su efecto terapéutico o cosmético.

Una cuestion también de interés en este sentido es que México aln no existen normas
especifica para el control de calidad de unguentos liposomadas, e incluso de estudios
de bioequivalencia en formulaciones tépicas, aunque puede ser que estos parametros
estan alineados en guias de la OCDE como en el prueba 428, denominada de
absorcion dérmica, que determina al menos las especificaciones de la prueba de
permeabilidad en celdas de Frank, de las cuales tanto la preparacion de la piel, las
caracteristicas de temperatura, y las concentraciones de principio activos se siguieron
bajo estas recomendaciones, asi como el procedimiento de analisis de datos.

Sin embargo, una prueba faltante a esta prueba es la determinacién de la toxicidad,
(OCDE prueba 402), donde se reporta tabulaciones de efectos observados después
de la aplicacion en piel de ratas, observando mortalidad, severidad y duracion de los
efectos téxicos, cambios de peso corporal, asi como estudio de una biopsia post
eutanasia, para determinar el estatus de dafio en piel, si es que este se presentara.

10. CONCLUSIONES

El objetivo principal de este trabajo consisti6 en formular y caracterizar las
formulaciones de liposomas mediante la evaluacion in vitro, con estudios de liberacion
y permeacion.

En base a los resultados obtenidos, se plantean las siguientes conclusiones:

e La técnica de inyeccion de solvente y extrusion de membrana es apropiada para la

elaboracion de liposomas con CBD, dado que, fue posible encapsular el CBD en los
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liposomas obteniendo resultados de (%EE) porcentaje de eficiencia de
encapsulacion, superiores a los reportados en la literatura (70%), para este método.

e El uso del software MINITAB, y la optimizacion de disefio de mezclas, para esta
formulacion fue adecuado, debido a que las variaciones de las concentraciones de
los componentes lecitina, colesterol, tween 80% y porcentaje de CBD, fueron
exactas y originaron valores de potencial Zeta, PDI y tamafio de particula, que nos
indicaron una dispersién estable, asi como la presencia de particulas
monodispersas.

e La incorporacion de colesterol a las formulaciones no representd diferencias en
cuanto a la estabilidad de las formulaciones ni se obtuvieron mayores porcentajes
de eficiencia de encapsulacién de CBD, por lo que se limité su uso.

¢ ElI método de analisis de cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) fue el
adecuado para determinar la cantidad de CBD en los liposomas.

e El método de membrana de dialisis es adecuado para evaluar la liberacion de CBD,
puesto que se encontré6 una buena correlacién con el modelo de Korsmeyer-
Peppas, ademas de indicar una liberacién fickniana.

e La permeabilidad de las formulaciones en gel de CBD, a través de la piel porcina
mediante celdas de Frank, determinada por la constante de permeaciéon Kp, cuyo
valor fue de 0.001, lo que sustenta la posibilidad de ser una formulacién liposomal
de liberacién efectiva de administraciébn tépica de CBD, por lo que estas

formulaciones son efectivas para ser comercializadas.

11. PERSPECTIVAS

Se ha identificado que, para completar este estudio, deberian de obtenerse la
morfologia de superficie de los liposomas mediante microscopio de barrido, para
comprobar el tamafio de particula, indice de polidispersidad y lamelaridad.

Se deberia también realizar estudios de estabilidad de los liposomas, tanto en la
formulacién inicial o vehiculizado en gel, que es un factor muy importante para su

comercializacion.
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Se podria realizar también este estudio basado en otra plataforma de optimizacion
como Design Expert, que es un software comercial, que permite aplicar herramientas
estadisticas y pruebas multifactoriales para disefio de experimentos.

Se propone, que, dentro de los disefios de calidad, este estudio podria ser mas amplio,
e incluirse dentro de un QbD (Qualy by desing), disefio por calidad, que ya es un
proceso de desarrollo y fabricacion y que integra los maximos factores se optimizacion,
desde los basicos hasta factores como lo son los costos de produccién, con la mira de
optimizarse una produccion para comercializacion.

Posteriormente que se lograra todo un disefio por calidad, se deberian realizar,
estudios de toxicidad y estudios preclinicos o clinicos para verificar el efecto de estas

formulaciones en ciertas patologias dérmicas incluyendo cancer de piel.
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13. GLOSARIO

2AG. (2 - Araquinonoil Glicerol)

5HT1A. Receptores serotoninérgicos del tipo 1A

A. Angstrom

ADN. Acido desoxirribonucleico

AEA. (N- Araquidonoil- etanolamina)

CLAR. Cromatografia liquida de alta resolucion

CB1. Receptor cannabinoide tipo 1

CB2. Receptor cannabinoide tipo 2

CBC. Cannabicromeno

CBD. Cannabidiol

CBG. Cannabigerol

CBN. Cannabinol

CO2. Dioxido de Carbono

COFEPRIS. Comisién Federal para la proteccion contra riesgos sanitarios
COX. Enzima ciclooxigenasa

Cs. Diferencia de concentracién del soluto a través de la membrana
d. Grosor de la membrana

D. Promedio del coeficiente de difusion a través de la membrana para el soluto
Da. Daltons

DA. Dermatitis atépica

DAC. Dermatitis alérgica de contacto

DELOS. Despresurizacién de un liquido expandido método de solucién organica-suspension
DEO. Disefio de experimentos para optimizacién

DLS. Dispersion de luz dindmica

DOPC. Dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina

DOPE. 1,2-dioleocil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina

DOPG. Dioleoil fosfatidilglicerol

DRXP. Dispersién de rayos X de &ngulo pequefio

EA. Eczema asteototico

ELD. Electroforesis Laser Dopler

EMA. Agencia Europea de medicamentos

FAAH. Amida Hidrolasa de 4cidos grasos

FDA. Administraciéon de Alimentos y Medicamentos (EUA)

GPR55. Receptor acoplado a proteinas G55

GS. Glandulas sebaceas

GUV. Giant unilamellar vesicle — Vesiculas unilamelares gigantes
HaCaT. Células epiteliales humanas transformadas de forma espontanea
IL 12. Interleucina 12

IL 17. Interleucina 17

IL 2. Interleucina 2

IL 22. Interleucina 22

IL 6. Interleucina 6

IL 8. Interleucina 8
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IL 9. Interleucina 9

Js. Flujo del soluto en el estado de equilibrio

Km. Coeficiente de particion del soluto (solucion/piel)

Kp. Coeficiente de permeabilidad

Kt . Constante de liberacion

LPS. Lipopolisacaridos

LUV. Large Unilamellar Vesicle

LUV. Large unilamellar vesicle — Vesiculas unilamelares grandes
MCP-2. Proteina quimiotactica de quimiocitos

MFA. Microscopia de fuerza atomica

MLV. Multilamellar vesicle — Vesiculas multilamelares
Mt/M«. Fraccion de masa al tiempo t y masa total

n. Comportamiento tipo Fick

NFKB. Factor nuclear Kappa Beta

PCS. Espectroscopia de correlacion foténica

PEG. Polietilenglicol

pH. Potencial de iones hidrégeno

PPAR. Receptores activadores proliferadores de peroxisomas
PSI. Libra de fuerza por pulgada cuadrada

pZ. Potencial Zeta

QELS. Dispersion cuasi elastica de luz

SAS. Anti-solvente supercritico

SCF. Métodos de fluidos supercriticos

SCRPE. Evaporacion de fase inversa supercritica

SEC. Sistema endocannabinoide

SEM. Microscopia Optica de barrido

SNC. Sistema nervioso central

SUV. Small Unilamellar Vesicle

SUV. Small unilamellar vesicle -Vesiculas unilamelares pequefias
TEM. Microscopia electrénica de transmision

Th2. T helper 2 linfocitos T cooperadores o linfocitos T CD4+
THC. Tetrahidrocannabidiol

THCV. Tetrahidrocannabivarin

TNFa. Factor de necrosis tumoral alfa

TRPM8. Receptor del potencial transitorio tipo melastina
TRPV1. Receptores del potencial transitorio
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