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RESUMEN: Las fluoroquinolonas son agentes bactericidas de amplio
espectro indicadas para el tratamiento de multiples patologias infecciosas.
Los liposomas constituyen excelentes vehiculos farmacoldgicos capaces de
modular el perfil de liberacién del principio activo encapsulado. La albimina
presenta elevada capacidad de unién y transporte de solutos. El objetivo
del presente estudio ha sido incorporar ciprofloxacino a formulaciones
basadas en la combinacién de liposomas y albiimina para aunar las ventajas
de ambos en un vehiculo farmacéutico.

La preparacion de los liposomas se llevé a cabo mediante sonicacién
en ausencia de disolventes orginicos, empleando distintas disoluciones
de ciprofloxacino. Para la formacién de los albusomas se emple6 albui-
mina sérica bovina. Se evalud la influencia de tres variables en la eficacia
de encapsulacidn: presencia o ausencia de componentes catiénicos en los
liposomas, concentracion de ciprofloxacino y concentracién de albimina;
se cuantificé el antibidtico mediante una técnica de HPLC.

Los resultados obtenidos indican que la composicién de los liposomas
influye significativamente sobre la eficacia de encapsulacién obtenida y que
la concentracién de ciprofloxacino no afecta a este pardmetro.
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ABSTRACT: Fluoroquinolones are bactericidal agents showing a broad
antimicrobial spectrum used for several infectious diseases. Liposomes are
excellent carriers for controlled drug delivery and albumin shows a great
capacity for binding and transport of solutes. The aim of this study was to
incorporate ciprofloxacin into a formulation based on the combination of
liposomes and albumin in order to gather the advantages of both compo-
nents into a single pharmaceutical vehicle.

Liposomes were prepared by sonication, in absence of organic solvents,
by using ciprofloxacin solutions of different concentration. The albusomes
were prepared by mixing these with bovine serum albumin. The influence
of three variables on the drug encapsulation efﬁc1ency was evaluated: lipo-
somes composition, ciprofloxacin concentration and albumin amount; an
HPLC technique was used for drug quantification.

The results of the study reveal that liposomes composition significantly
affects the entrapment efficiency registered while ciprofloxacin concentra-
tion does not affect this parameter.

Key words: liposomes; ciprofloxacin; albumin; microencapsulation.

1. INTRODUCCION

Ciprofloxacino es una fluoroquinolona de segunda generacién de amplio
espectro, activa frente a microorganismos aerobios Gram-negativos y Gram-
positivos. Debido a la baja toxicidad asociada a su uso y el lento desarrollo de
resistencias estd indicado en el tratamiento de diversas infecciones.

Los liposomas son estructuras vesiculares compuestas por una o varias
bicapas de naturaleza fosfolipidica que encierran en su interior el mismo niimero
de compartimentos acuosos, presentando un rango de tamafios que oscila entre
20 nm y 10 pm. Suponen un excelente vehiculo farmacolégico con capacidad de
modular y controlar la liberacién del principio activo albergado, permitiendo el
disefio de formulaciones versitiles provistas de miltiples ventajas en el campo de
la terapéutica (Allen ez al. 2013).

La encapsulacién de ciprofloxacino en estructuras liposomales podria solventar
algunas limitaciones de la formulaciones convencionales, mejorando la eficacia y
seguridad de los tratamientos (Bakker-Woudenberg ez al. 2001). Entre las ventajas
que supone la encapsulacién de ciprofloxacino se encuentran: modulacién de la
liberacién y disminucién del aclaramiento, manteniendo concentraciones plasma-
ticas y tisulares de manera prolongada; favorecer la interaccién con determinados
tejidos facilitando el alcance de la biofase y penetracién a espacios infectados; en
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definitiva, aumentar la eficacia y resolucién del proceso infeccioso, con disminu-
ci6n de la toxicidad y mejora de la tolerancia al tratamiento.

Se han ensayado distintas formulaciones de ciprofloxacino liposomal mediante
estudios iz vitro e in vivo, cobrando especial importancia aquellas relacionadas
con la administracién por via pulmonar para el tratamiento de patologias infec-
ciosas a nivel local (Cipolla et al. 2014) y con el desarrollo y disefio de formas de
dosificacion ocular con la finalidad de superar las limitaciones de formulaciones
convencionales (Budai et al. 2007).

Las vesiculas liposomales pueden ser dotadas de un recubrimiento con
finalidad protectora y/o moduladora de sus propiedades, en funcion del agente
seleccionado. La albtimina sérica es la proteina transportadora mds abundante en
plasma sanguineo, ampliamente estudiada y con capacidad de unién a multiples
ligandos. Por sus caracteristicas supone una herramienta en la modulacién del
perfil farmacocinético de diversos agentes terapéuticos (Bairagi et al. 2015). En
el presente estudio se consideré la posibilidad de combinar en un mismo sistema
ambas tecnologias: la encapsulacién en liposomas y el recubrimiento de estos con
albimina, aplicindolo a formulaciones de ciprofloxacino.

2. MATERIAL Y METODOS

Materiales

L-a-fosfatidilcolina de huevo (EPC), colesterol (Ch), dimetildioctadecil amonio
bromuro (DDA), ciprofloxacino HCI (CPX) y albimina sérica bovina fueron
adquiridos a Sigma-Aldrich Quimica S.A.; agua ultrapura Milli-Q®.

Miniequipo de ultrasonidos ATU®, serie ATM; equipo Millipore Milli-Q®
Gradiente A10; bafio con agitacién Unitronic Vaivén C; ultracentrifuga refrige-
rada Kontron Centrikon®; equipo de microscopia éptica Zeiss; cromatégrafo y
detector de fluorescencia acoplado Shimadzu.

Preparacion de liposomas (método de sonicacion)

Se pesan las cantidades necesarias de fosfatidilcolina (EPC), colesterol (Ch)
y dimetildioctadecil amonio bromuro (DDA), en el caso de que este tltimo se
incluya en la formulacién. A continuacién se dispersan los componentes mediante
agitacién mecdnica vigorosa en un volumen de 20 mL de una disolucién de cipro-
floxacino (CPX) de concentracién conocida (1 mg/mL, 2,5 mg/mL 6 5 mg/mL)
previamente precalentada a unos 55-60°C. Se traslada dicha dispersién a un bafio
de ultrasonidos (50 Hz) durante 20 min a 60°C. Finalmente la suspension resul-
tante se mantiene a temperatura ambiente para su estabilizacién durante 60 min.
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Encapsulacion y obtencion de microparticulas

La suspensién de liposomas obtenida mediante el procedimiento descrito
anteriormente se enfria a 4-6°C durante 30 min. Seguidamente se afiade el mismo
volumen de una disolucién de albimina de concentracién conocida (0,5% p/vo 1%
p/v) gota a gota, favoreciendo el mezclado mediante agitacion. La mezcla resultante,
previo ajuste de pH a un valor de 4 en ausencia de componente catidnico, se tras-
lada a un bafio provisto de agitacién por vaivén a 30 oscilaciones por minuto y 4°C
(con rampa de temperatura inicial) durante un periodo de 20 h. Finalizado dicho
periodo las muestras se trasladan a una centrifuga programada a 15000 rpm y 4°C
durante un periodo no inferior a 30 min para obtener un sobrenadante limpio, libre
de particulas, y un pellet compacto que incluye las particulas formadas.

Cuantificacion de principio activo

La determinacién de la concentracién de ciprofloxacino en sobrenadante se
realiza mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC), con fase mévil
compuesta por dcido férmico 0,1% (ajustado con TEA, pH 3,5) y metanol (en
proporcién 80:20), y fase estacionaria no polar en columna Purospher® STAR
RP-18 endcapped (3 pm) LiChroCART® 55-4. Para la cuantificacidn se acopla
un detector de fluorescencia (A = 277 nm) al cromatdgrafo. Muestras y patrones
son sometidos a las mismas condiciones: dilucién 1/10 y adicién de reactivo
precipitante (dcido tricloroacético 10%).

Determinacion de la eficacia de encapsulacion

A partir de la cantidad de principio activo afiadida y la cuantificada en el sobre-
nadante se determina la cantidad retenida en las microparticulas y, de este modo,
la eficacia de encapsulacién (EE) de las mismas mediante la siguiente f6rmula:

Qciprofloxacino en particulas <100

EE(%) =
Qciprofloxacino total

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion de liposomas

Se prepararon un total de 24 lotes de liposomas cargados de ciprofloxacino,
presentando diferencias en la composicién de la bicapa que conforma las vesicu-
las y la concentracidn de la disolucién de principio activo empleada. El anélisis
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microscopico muestra una distribucién de tamafios homogénea, observindose un
descenso leve de tamafio en aquellos lotes que incluyen en su composicién el compo-
nente i6nico, debido posiblemente a fenémenos electrostaticos entre componentes.

Encapsulacion y obtencion de microparticulas

La mezcla de albtimina y liposomas (con o sin DDA) origina floculado y sepa-
racién de fases con formacidn de particulas constituidas por liposomas atrapados
en una matriz de albimina libre y unida al firmaco, mostrando didmetros de
particula 25 pm. La separacidn de las particulas se consigue mediante centrifugado,
observando en aquellos lotes cuyos liposomas carecen de componente catidénico
una separacién més deficiente de los peller resultantes. El andlisis de estos ultimos
muestra leves diferencias en el nivel de consistencia de los mismos, posiblemente
debido a interacciones mds débiles entre liposomas y albimina cuanto mayor es
la concentracién de fairmaco.

Determinacion de la eficacia de carga

La tabla 1 muestra los valores medios de EE obtenidos para las distintas
condiciones experimentales ensayadas.

Tasra 1. Valores de EE en funcidn de las distintas condiciones ensayadas
durante el estudio.

Lote (ne) Cciprofloxscino Calb\imina EE ppA -) EE pDA (+)
(mg/mL) | (g/100mL) (%) (%)

1-4 5 1 13,43 + 6,52 -

5-8 2,5 1 12,47 + 6,67 -
9-12 1 1 13,95+ 5,76 —
13-16 5 1 = 32,46 + 9,82
17-20 2,5 1 = 19,72 + 5,68
21-24 1 1 - 31,35+ 1,00

1-4 5 0,5 10,30 + 4,84 -

5-8 2,5 0,5 6,90 + 0,85 -
9-12 1 0,5 11,52 + 4,73 -
13=16 5 0,5 - 29,25+ 12,12
17-20 2,5 0,5 - 13,67 + 1,50
21-24 1 0,5 = 26,83 +5,53
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El resultado mds relevante es el correspondiente a la influencia de la compo-
sicién de la bicapa lipidica en la EE, que es significativamente mayor para los
liposomas que incluyen el componente catiénico. La EE se incrementa mis de
un 100% para los tres niveles de concentracién del firmaco y los dos valores
de concentracién de albiimina cuando los liposomas contienen DDA en la bicapa
lipidica. Por el contrario, no se encuentra correlacion entre la concentracion de
ciprofloxacino y la EE obtenida.
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Ficura 1. Porcentaje medio de encapsulacion en funcién de la concentracién de principio activo y
la concentracién de albimina aplicada, en ausencia de componente catiénico en la bicapa lipidica.
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F1Gura 2. Porcentaje medio de encapsulacion en funcién de la concentracién de principio activo y
la concentracién de albtimina aplicada, en presencia de componente catiénico en la bicapa lipidica.

En cuanto a la influencia de la albtimina, se aprecia una tendencia al aumento
de EE para el valor mis alto de proteina, aunque las diferencias no son significa-
tivas para los tres niveles de firmaco estudiados. Las figuras 1 y 2 ilustran estos
resultados.

4, CONCLUSIONES

El desarrollo de formulaciones basadas en sistemas liposomales en el trata-
miento de patologias infecciosas muestra una extensa bibliografia a lo largo de
las dos dltimas décadas. La combinacion de esta tecnologia con las propiedades
y beneficios de la albiimina supone un nuevo horizonte a investigar.

Se observa una relacion directa entre la eficacia de encapsulacién y la compo-
sicion de las bicapas lipidicas, concretamente la presencia de componentes de
naturaleza catiénica (DDA) incrementa considerablemente la carga de firmaco.

No se encuentra correlacién entre la concentracion de ciprofloxacino empleada
en el procedimiento y la eficacia de encapsulacién de las particulas obtenidas.

Las particulas obtenidas muestran tamafios 25 pm, no siendo posible su
inclusion en formulaciones parenterales, pero si destinadas a su administracién
pulmonar, nasal y ocular, entre otras.
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