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RESUMEN

El acetonido de triamcinolona, antiinflamatorio esteroideo, presenta por via tépica los inconvenientes de la corti-
coterapia. No obstante, su incorporacion a un sistema transportador, como los liposomas permitiria prolongar la
dosis efectiva en el lugar de accion (dermis y epidermis), reduciendo los efectos secundarios. Asi pues, se ha norma-
lizado el método de elaboracion de liposomas multilaminares portadores de aceténido de triamcinolona y evaluado
el grado de captacion del farmaco seleccionado, en funciéon de la composicion de los liposomas, determinando los
componentes mas idéneos para su obtencion y los rendimientos proporcionados al variar las concentraciones de los
mismos. La adicion de colesterol para mejorar su estabilidad, provoca una reduccién media en la captacion; no
obstante la encapsulacion sigue siendo bastante elevada. La evaluacion de la estabilidad muestra la influencia de la
temperatura de conservacion, de tal manera que los liposomas mantenidos a temperatura de refrigeracion (4-6°C)
poseen una estabilidad mayor que las muestras a temperatura ambiente.
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ABSTRACT

In topical presentation, Triamcinolone acetonide, a steroidal anti-inflammatory preparation, presents all the disadvantages
of corticotherapy. However, on incorporation into a liposomal drug delivery system, the effectiveness of each dosage
within the area of its activity (dermis and epidermis) is prolonged, serving to reduce secondary side effects. For this
reason, an attempt has been made to standardize a method for the preparation of a multilaminar liposomal delivery
system of triamcinolone acetonide and to assess how much of the drug could be encapsulated by the varying liposomal
Jformulations tested and consequently, which of these would prove to be the most suitable. The addition of cholesterol
to such formulations was found to improve stability. However, although such an addition was found to reduce levels
of encapsulation of the drug, these still remained sufficiently high. In the assessment of stability, storage temperature
was found to bear an influence. Liposomes kept under cold storage (4-6°C) presented higher stability than samples
stored at room temperature.
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INTRODUCCION

En el tratamiento de un proceso fisiopato-
légico, es deseable que la administracion de
medicamentos se realice de tal forma que el
farmaco alcance su lugar de actuacion (biofase)
a una determinada concentracion, dentro de un
rango de dosis terapéuticas efectivas, permane-
ciendo la misma constante durante el tiempo
necesario para alterar el mencionado proceso.
Dicha administracion aparece limitada por re-
sistencias al fadrmaco, captura del medicamento
por otras células del organismo, incapacidad del
farmaco para penetrar en las células o tejidos
en tratamiento o por carecer de un tropismo
especifico, distribuyéndose por el organismo y
dirigiéndose no solo a la biofase, sino también al
resto de células y tejidos. En consecuencia, para
obtener una concentracion suficiente a nivel de
las células blanco, es necesario administrar dosis
relativamente elevadas, que conducen a efectos
toxicoldgicos e inmunolégicos indeseables'.

Desde el punto de vista galénico, la solucién
a estos problemas podria estar en la asociacion
quimica de la sustancia activa a un transportador
apropiado, dotado de un poder de reconocimiento
para un determinado tipo de células (citotropismo)
y capaz de conferir al farmaco especificidad de
accion.

Dentro de estos sistemas de liberacién de
farmacos, los liposomas pueden ligarse a deter-
minados tipos de tejidos y células, cualidad que
se puede utilizar para incrementar al maximo la
eficacia terapéutica del farmaco administrado
y reducir al minimo los efectos sistémicos no
deseados®. Igualmente, pueden programarse para
la liberacién controlada de farmacos durante un
periodo prolongado de tiempo’. Al ser quimica-
mente similares a otras células que circulan en
la sangre, son biolégicamente compatibles con
ellas y también féiciles de metabolizar por el
organismo. Conjugados con anticuerpos se unen a
las células diana con mayor avidez*. Constituyen
un medio util para proteger productos ldbiles
biologicamente activos, como proteinas, y las
dosis eficaces de un farmaco se pueden reducir
de forma espectacular cuando se administra en
un preparado liposomial®.

Los liposomas se definen como vesiculas
microscopicas constituidas por bicapas fosfolipi-
dicas concéntricas alternando con compartimentos
acuosos®. Estos vectores poseen una forma, estruc-
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INTRODUCTION

In the treatment of physiopathological proces-
ses, the administration of active principles should
be achieved in such a way so as to ensure that
the drug reaches the area of activity (biophase)
at determined concentrations, and within effective
therapeutic dosage ranges. Such dosage concen-
trations should remain constant throughout the
time necessary to bring about changes in the
physiopathological process. However, adminis-
tration methods are inhibited by factors such
as resistance to the drug, uptake of the drug by
other cells, the inability of the drug to penetrate
the cells or tissues under treatment, or a lack of
specific tropism resulting in a distribution that
is not only limited to the biophase, but also to
other cells and tissues. Consequently, in order to
obtain sufficient concentration levels at the target
cells, it is necessary to administer relatively high
doses, which can lead to undesirable toxicological
and immunological effects'.

From a galenic point of view, the solution to
such problems could lie in the chemical associa-
tion of the active substance with an appropriate
delivery preparation that endows the drug with
the capability of recognizing determined types of
cells (cytotropism) and specificity of action.

Within the different types of drug delivery
systems, liposomes have the ability to bind to
determined types of tissues and cells, and can
therefore be used to both increase the therapeu-
tic effectiveness of the drug and to minimise
its undesirable effects’. Similarly, they can be
programmed to achieve controlled delivery, over
a longer period of time’. Due to a chemical si-
milarity to other cells that circulate in the blood
stream, they are biologically compatible and are
also easily metabolised by the organism. On con-
jugation with antibodies, they bind more readily
to target cells*, and constitute a useful medium
for the protection of biologically active labile
substances, such as proteins. Effective doses of
a drug can be dramatically reduced when admi-
nistered within a liposomal preparation®.

Liposomes are defined as microscopic vesicles
made up of concentric phospholipid bilayers which
alternate with aqueous compartments®. While these
vectors present varying shapes, structures and
sizes, their dimensions usually oscillate between
0.01 and 10p¢m. In consequence of their chemical
structure, they possess the capacity to capture a
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tura y tamafio diversos, aunque sus dimensiones
suelen oscilar entre 0,01 ym y 10 ym. Dada su
constitucion, tienen la capacidad de captar una
gran variedad de sustancias activas hidrosolubles,
liposolubles o anfifilicas’.

Al comprobarse el aumento de la disponibilidad
biofdsica del medicamento por su incorporacién
a liposomas, la aplicacidn terapéutica de estos
sistemas ha ido desarrolldindose paulatinamente
y en los ultimos afios se han desarrollado lipo-
somas como vectores fisicos en terapia génica®’,
con doxorubicina'®!!, antibacteriana (anfotericina
B2, aminoglucdsidos'?).

Centrando la atencion en las ventajas de su
administracion tépica'*'> y concretamente en la
terapia antiinflamatoria, la liberacion dérmica
controlada mediante liposomas, de diferentes
antiinflamatorios de tipo esteroidico, ha posibi-
litado un incremento de los efectos farmacolo-
gicos, observandose una acumulacién en tejidos
cutdneos, mientras que los efectos secundarios
disminuyeron'®. En base a lo anterior, el objeto
primordial de esta investigacion es el desarrollo
y estudio de la estabilidad de formulaciones al-
ternativas para la administracion de aceténido de
triamcinolona, mediante su asociacion quimica a
un sistema transportador (liposomas). El agente
seleccionado es un corticosteroide de amplio es-
pectro, con actividad antiinflamatoria, antialérgica
y antipruriginosa. Su incorporacién a liposomas
multilaminares podria mejorar su penetracién a
través de las diferentes barreras anatomofisiolo-
gicas, prolongando la dosis efectiva de farmaco
en el lugar de accion (dermis y epidermis)'’.

MATERIAL Y METODOS
Material:

Como componentes de las formulaciones,
que serdan la base de la matriz lipidica, se han
elegido:

— Acetonido de Triamcinolona, lote 04K16FO,
suministrado por Roig Farma-Fagron (Te-
rrasa, Espafia)

— L-alfa-fosfatidilcolina (PC) de huevo fresco,
tipo X-E, lote 128H8003, suministrada por
Sigma Chem. Co.

— Colesterol (CH), lote 0401203, suminis-
trado por Roig Farma-Fagron (Terrasa,
Espafia)

great variety of active hydrosoluble, liposoluble
or amphiphilic substances’.

After observing an increase in the biophasic
availability of drugs after incorporation into lipo-
some formulations, the therapeutic application of
these delivery systems has been steadily on the
increase. In recent years, liposomes have been
developed as physical vectors in genic therapy®?,
with doxorubicin'®!!, antibacterial treatment (am-
photericin B'?, aminoglucosides'?).

With regard to topical administration'*", es-
pecially in the case of anti-inflammatory therapy,
the use of liposome formulations has enabled the
controlled release of different steroidal anti-infla-
mmatory substances on to skin, resulting in an
increase in pharmacological effectiveness. This
improvement is attributable to a greater accumu-
lation of active principle within skin tissue, and
is accompanied by a decrease in side effects'®.
On the basis of such findings, the main objective
of this research work was to study and develop
the stability of alternative formulations for the
administration of triamcinolone acetonide, through
its encapsulation into a liposome delivery system.
This drug is a corticosteroid presenting a broad
spectrum of activity as an antiimflammatory,
antiallergic and antipruritic agent. Its encap-
sulation into multilaminar liposomes improved
penetration into different anatomophysiological
barriers, and effective doses within the target area
of treatment were maintained for longer periods
of time (dermis and epidermis)'’.

MATERIAL AND METHODS
Material:

The following components were chosen to make

up the base formulation of the lipid matrix:

— Triamcinolone Acetonide, batch 04K 16FO,
supplied by Roig Farma Fagron (Terrasa,
Spain).

— L-alfa-phosphatidylcholine (PC) from fresh
eggs, Type X-E, batch 128H8003, supplied
by Sigma Chem. Co.

— Cholesterol (CH), batch 0401203, supplied
by Roig Farma-Fagron (Terrasa, Spain).

— Chloroform, batch 0311184, supplied by
Roig Farma-Fagron (Terrasa, Spain).

— Deionised distilled water, Interapothek
(Murcia, Spain).
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— Cloroformo, lote 0311184, suministrado por
Roig Farma-Fagron (Terrasa, Espafia)
— Agua destilada desionizada, Interapothek
(Murcia, Espafia)
Métodos:

Todos los resultados de este estudio se han
sometido a un tratamiento estadistico consistente
en un andlisis de varianza o ANOVA, con el
célculo de las varianzas intra e intergrupos y el
test de Fisher (LSD) para un nivel de confianza
del 95,0%. En el caso de los datos referentes a
grado de captacidén, todos los pares de valores
medios comparados han presentado diferencias
significativas también para un nivel de confianza
del 95,0%.

1.- Formulaciones de liposomas multilaminares
portadores de aceténido de triamcinolona

Se han disefiado seis formulaciones de lipo-
somas, cuya constitucién, proporciones molares
y cantidades de cada componente, expresadas en
mmoles/100ml y mg/100ml se muestran en la tabla
1 (formulaciones con fosfatidilcolina) y (formu-
laciones con fosfatidilcolina y colesterol).
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Methods:

All the results of this study were subject
to statistical treatment consisting of variance
analysis (ANOVA) with the calculation of intra
variance and intergroups and the Fisher’s LSD
test at a confidence level of 95.0%. With regard
to encapsulation data, all the compared average
pair values presented significant differences for
95.0% confidence levels.

1. — Multilaminar liposome formulations as tria-
mcinoline acetonide delivery system.

Six liposome formulations were designed. The
molar proportions and quantities of each compo-
nent, expressed in moles/100ml and mg/100ml, are
shown in table 1 for both phosphatidylcholine and
phosphatidycholone/cholesterol formulations.

TABLA 1. Composicién de los liposomas y Evaluacién del grado de captacion de Aceténido
de Triamcinolona por los liposomas (n=6).
TABLE 1. Liposome composition and degree of Triamcinolone acetonide encapsulation (n=6).

Proporcién ng AT
Molar mmoles/ 100ml mg/ 100ml captados/ % LIBRE %CAPTADO
N° PC:CH:AT PC:CH:AT PC:CH:AT mg PC % of % of
Molar mmoles/ 100ml mg/ 100ml ug of non-encapsulated | encapsulated
proportion PC:CH:TA PC:CH:TA encapsulatedTA TA TA
PC:CH:TA mg PC
1 1:0:1 0.230 - 0.230 181.15 - 100 499.09+10.93 9.59+1.97 90.41+1.97
2 2:0:1 0.460 - 0.230 362.30 - 100 24173+ 4.25 12.42+1.54 87.58+1.54
3 3:0:1 0.690 - 0.230 54345 - 100 164.95+7.92 10.36+4.30 89.64+4.30
4 1:0.5:1 0.230 0.115 | 0.230 181.15 44 .46 100 445.60+10.17 19.28+1.84 80.72+1.84
5 2:1:1 0.460 0.230 | 0.230 362.30 88.92 100 287.83+5.06 21.08+1.83 78.92+1.83
6 3:1.5:1 0.690 0.345 | 0.230 543.45 133.38 100 139.17+ 6.53 24.37+3.54 75.63+3.54

PC: Fosfatidilcolina, CH: Colesterol, AT: Aceténido de Triamcinolona.
PC: Phosphatidylcholine, CH: Cholesterol, TA: Triamcinolone acetonide.

Ars Pharm 2007; 48 (1): 19-29.



LIPOSOMAS DE TRIAMCINOLONA ACETONIDO: INFLUENCIA DE LA COMPOSICION EN EL RENDIMIENTO... 23
LIPOSOMAL TRIAMCINOLONE ACETONIDE: INFLUENCE OF COMPOSITION IN PERFORMANCE...

Se estudia la influencia ejercida por el fos-
folipido seleccionado, para ello se prepararon
una serie de suspensiones liposomiales, con una
cantidad de acetonido de triamcinolona constante,
equivalente a 0,230 mmoles/100ml, y cantidades
variables de fosfatidilcolina de huevo (PC) desde
una concentracion de 0,230 mmoles/100ml hasta
0,690mmoles/100ml. Asimismo, y al objeto de
obtener la mdxima incorporaciéon del principio
activo y la mejor estabilidad, se elaboraron for-
mulaciones de liposomas de fosfatidilcolina de
huevo, que contenian colesterol (CH) en su matriz
lipidica, a una concentracién molar del 50% con
relacion a la proporcion de fosfolipido.

2.-Elaboracién de los liposomas multilaminares
portadores de acetonido de triamcinolona

Los liposomas multilaminares portadores de
acetonido de triamcinolona (AT) han sido obte-
nidos, por el método de Bangham et al. (1974)'8,
intentdndose normalizar las condiciones bajo las
cuales se ha llevado a cabo la elaboracion.

Este método, consta de diferentes fases. La
primera fase consiste fundamentalmente en la
solubilizacion de todos los componentes de la
pared lipidica. El disolvente empleado debe ser
voldtil, a fin de permitir su eliminacion durante
la segunda fase del método. Como disolvente
organico volatil se ha utilizado el cloroformo en
cantidad suficiente para la total disolucion de los
lipidos. Como resultado se obtiene una solucién
cloroférmica del fosfolipido (fosfatidilcolina de
huevo) y del resto de los componentes de la bicapa
lipidica (colesterol). El aceténido de triamcino-
lona, dada su liposolubilidad, es incorporado en
ésta etapa a la solucion orgdnica. La evaporacion
del disolvente se efectiia en un rotavapor Biichi
(modelo R-110), operando a vacio y a la maxima
velocidad de giro del aparato, prolongandose el
proceso el tiempo necesario hasta la total deseca-
cion de los lipidos, y formacion de una pelicula
lipidica adherida a las paredes del matraz. Las
condiciones de trabajo permanecen constantes en
todos los casos, siendo la temperatura del bafio
termostatico de 37°C"°, Finalmente, se adiciona
la fase acuosa del sistema constituida por agua.
Por agitacion continua durante 30 minutos a 300
r.p.m, se produce la hidratacién de la pelicula
lipidica, que se desprende de las paredes del
recipiente, y la formacién de una suspension
de liposomas; manteniéndose en reposo durante

In the study of the influence of the phospho-
lipid, a series of liposome suspensions were pre-
pared, with a constant quantity of triamcinolone
acetonide of 0.230 mmoles/100ml, and variable
quantities of egg phosphatidylcholine (PC), from
0.230 mmoles/100ml to 0.690mmoles/100ml.
Similarly, in an attempt to encapsulate as much
active principle as possible at the highest degree
of stability, liposome formulations were made with
egg phosphatidylcholine, containing cholesterol
(CH) in lipid matrix, at a molar concentration
of 50% in relation to phospholipid.

2 —Preparation of Multilaminar liposome as tria-
mcinoline acetonide delivery system.

The method used for the encapsulation of tria-
mcinolone acetonide into multilaminar liposomes
was that described by Bangham et al (1974) '8,
in which an attempt was made to standardise
the conditions under which the process was
carried out.

This method consists of several different pha-
ses. The first phase consists of the solubilizing
of all components contained in the lipid wall.
The solvent used should be volatile, in order to
permit its elimination during the second phase of
the method. Chloroform was used, as a volatile
organic solvent, in sufficient quantities so as to
completely dissolve lipids, yielding a chloroform
solution of phospholipid (egg phosphatidylcho-
line) and the remaining components of the lipid
bilayer (cholesterol). Given that triamcinolone
acetonide is liposoluble, it could then be added to
this organic solution. Evaporation of the solvent
was performed using a Biichi Rotavapor (model
R-110), operating under vacuum at maximum
speed, for the time necessary to achieve complete
drying of the lipids, and the formation of a lipid
film clinging to the walls of the matrix. Working
conditions remained constant throughout the whole
process, with thermostatic bath temperatures at
37°C"2° until the aqueous phase of the system
(water) was finally added. Hydration of the lipid
film was brought about through continuous stirring
for 30 minutes at 300 r.p.m., during which the
lipid film fell from the walls of the receptacle,
forming a liposome suspension, which was left
to stand for 24 hours at 4°C, in order to facilitate
vesicle formation and growth.
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24 horas a 4°C, para favorecer el crecimiento y
formacién de las vesiculas.

3.-Estudio de encapsulacién del aceténido de
triamcinolona

La determinacion del grado de captacion de
acetonido de triamcinolona (AT), por parte de li-
posomas multilaminares, se ha efectuado mediante
valoracion espectrofotométrica de la fraccion de
agente no incorporado a estos sistemas, resultante
de la separacién por centrifugacion durante 10
minutos a 1000 r.p.m. En base a dichos valores,
y conocida la concentracién inicial de agente, se
calcula los porcentajes de farmaco captado.

4 .- Estudio de Estabilidad

Se han elaborado dos series de muestras por
formulacion, una de ellas se mantiene a tempera-
tura ambiente (20-25°C) y la otra a temperatura
de refrigeracion (4-6°C), protegidas todas de la
accioén de la luz.

El periodo de estudio ha sido de 90 dias,
determindndose a intervalos de 15 dias la libe-
raciéon o pérdida de agente captado por parte de
las vesiculas lipidicas.

Por diferencias entre el porcentaje encapsulado
en el dia 0 (momento de la elaboracion) y los
obtenidos en dias sucesivos, se determina la pér-
dida de acetonido de triamcinolona encapsulado
en funcién del tiempo.

RESULTADOS Y DISCUSION

1.-Estudio de encapsulacion del acetonido de
triamcinolona

En la tabla 1 se incluyen los valores medios
de las 6 determinaciones efectuadas para cada
una de las 6 férmulas ensayadas, incluyéndose
las desviaciones estdndar de los mismos. Dichos
valores corresponden a los microgramos de ace-
tonido de triamcinolona retenidos por miligramo
de lipido, % de principio activo libre, asi como
el % captado, que constituyen la expresion cuan-
titativa del proceso de encapsulacion de acuerdo
con la terminologia propuesta por Puisieux et al.
en 1985', y basada en las definiciones aportadas
por Hunt et al. en 1981%.
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3.-Triamcinolone acetonide Encapsulation

The extent to which triamcinolone acetonide
had been encapsulated into the multilaminar
liposomes was determined through a spectro-
photometric evaluation of the non-encapsulated
fraction, which had been separated through cen-
trifugation for 10 minutes at 1000 r.p.m.. The
difference between this and initial concentration
values, permitted the percentage of encapsulated
drug to be calculated.

4 .- Stability study

Two series of samples per formulation were
prepared. One of which was maintained at room
temperature (20-25°C) and the other under re-
frigeration (4-5°C). Both series were protected
from light.

Throughout a period of 90 days, the release
or loss of the encapsulated agent was determined
at intervals of 15 days.

The difference between initial encapsulated
triamcinolone acetoniode and that found on
successive days throughout the testing period
provided the basis from which the rate of loss
could be determined.

RESULTS AND DISCUSSION

1.- Encapsulation study of triamcinolone ace-
tonide

Table 1 includes the average encapsulation
values obtained for the 6 tested formulations,
including their standard deviations. These values
show the percentages of retained micrograms of
triamcinolone acetonide per milligram of lipid,
and the percentages of free active principle, giving
a quantitative expression of the encapsulation
process, in accordance with the terminology pro-
posed by Puisieux et al in 1985', based on the
definitions given by Hunt et al. in 1981%.

The results obtained in these first studies
reveal how an increase in the phospholipid con-
centration from 0.230 mmoles/100ml to 0.690
mmoles/100ml, produces a change in the percen-
tage of encapsulated agent. Encapsulation was
very high in the three formulations tested with
average values ranging from between 75.63% to
90.41% (table 1).
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Los resultados obtenidos en estos primeros
estudios pusieron de manifiesto como al au-
mentar la concentracién de fosfolipido de 0,230
mmoles/100ml a 0,690 mmoles/100ml, variaba,
el porcentaje de agente captado. El rendimiento
resultd muy elevado en las tres formulaciones
ensayadas con valores medios que oscilaban entre
el 75,63% y el 90,41% (tabla 1).

La elevada capacidad de incorporacion de
acetoénido de triamcinolona por parte de éstos
liposomas es consecuencia de la presencia de
gran variedad de 4dcidos grasos insaturados en la
composicion de la fosfatidilcolina de huevo, asi
como de su baja temperatura de transicion, de tal
manera que los lipidos se encuentran en estado
(cristal-liquido) a la temperatura de trabajo. En
general, la encapsulacién de sustancias activas
lipofilicas (como es el agente objeto de estudio)
se ve favorecida cuando las bicapas lipidicas
presentan una cierta fluidez?>23.

De las tres formulas ensayadas, la nimero
1 aporté un mayor rendimiento econdémico, al
conseguirse una elevada captacién de principio
activo con menor concentracion de fosfolipido.

Asimismo estas investigaciones previas mos-
traron como la adicion de 0,115 mmoles/100ml
de colesterol (férmula nimero 4) a los liposomas
PC:AT (1:1) provocaba una reduccién en la cap-
tacion (80,72% captado). Similares variaciones se
apreciaron en las muestras nimero 5y 6 (78,92%
y 75,63%), ambas con una concentracién del
50% de colesterol con respecto a la cantidad de
fosfatidilcolina.

El descenso provocado en la cantidad captada
por la inclusién de colesterol, podria ser conse-
cuencia de su orientacién en al zona hidr6foba
de la matriz liposomial, lugar de localizacién
del agente estudiado. Aunque el modo de inte-
raccion con la bicapa lipidica no estd totalmente
aclarado, el colesterol se alinea paralelamente a
las cadenas grasas del fosfolipido con el grupo
hidroxilo del anillo esteroidico orientado hacia
el interior de la bicapa. La disposicién espacial
del OH en posicion 3 parece ser decisiva en la
interaccion®?*.

No obstante, las formulaciones ensayadas que
contienen colesterol también han aportado una
tasa de encapsulacion bastante elevada.

Asimismo en las tres férmulas con colesterol,
el porcentaje captado disminuye a medida que
aumenta la concentracién de fosfatidilcolina.

The great capacity of these liposomes to en-
capsulate triamcinolone acetonide is attributable
to the presence of a great variety of unsaturated
fatty acids in the composition of the egg phospha-
tidylcholine, and its low transition temperature,
meaning that the lipids are found in a liquid
crystal state at working temperature. In general,
the encapsulation of lipophilic active substances
(as in the case of the agent under study in this
work) is facilitated when the lipid bilayers present
a certain fluidity?>?.

Of the three formulations tested, formulation
1 was found to be more economical, given that
higher levels of encapsulation were obtained at
lower concentrations of phospholipid.

Similarly, this preliminary research work
showed that the addition of 0.115 mmoles/100ml
of cholesterol (formula 4) to the PC:AT liposomes
(1:1) brought about a reduction in encapsulation
(80.72%). Similar variations can be observed in
samples 5 & 6 (78.92% & 75.63%), which both
contained a concentration of 50% cholesterol with
respect to the quantity of phosphatidycholine.

The decrease in encapsulation after the in-
corporation of cholesterol, could be attributable
to its orientation in the hydrophobic area of the
liposome matrix, which is where the active prin-
ciple is located. Although the interaction process
with the lipid bilayer is not totally clear, it can
be seen that cholesterol is aligned in parallel
with the phospholipid fatty acid chains with the
hydroxyl group of the steroidic ring orientated
towards the interior of the bilayer. The spatial
disposition of OH in position 3 seems to be a
decisive factor in this interaction®*-*.

However, the formulations that contain
cholesterol also produced fairly high levels of
encapsulation.

Similarly, in the three formulations with
cholesterol, the percentage of encapsulated agent
decreases as phosphatidycholine concentrations
increase.
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2.-Estudio de Estabilidad

El estudio de la estabilidad de liposomas
multilaminares portadores de aceténido de tria-
mcinolona ha proporcionado una serie de valores
de porcentaje captado y perdido en funcién del
tiempo (tablas 2 y 3). La figura 1 (férmulas 1 a
6) corresponde a la representacion grafica del %
de aceténido de triamcinolona que se mantiene
encapsulado en funcién del tiempo, la tempera-
tura y férmula.

CLARES B, MEDINA MM

2.- Stability study

The stability study of multilaminar liposomes
as a triamcinolone acetonide delivery system
provided a series of percentage values for en-
capsulated drug and its loss in terms of time
(tables 2 and 3). Figure 1 (formulas 1-6) gives
a graphic representation of the percentage of
encapsulated agent in terms of time, temperature
and formulation.

TABLA 2. % de Aceténido de Triamcinolona libre y encapsulado por los liposomas.
TABLE 2. % of encapsulated and free Triamcinolone acetonide by liposomes.

FORMULA 1 4 2 5 3 6

Temperatura | o | ysoc | goc | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C
Temperature
Dias % AT Captado/Libre
% of encapsulated/freeTA

0 90.74 | 90.3 | 89.85 | 88.07 | 83.83 | 82.50 | 81.50 | 78.39 | 72.31 | 67.00 | 64.60 | 63.73
926 | 970 [ 10.15 | 11.93 | 1617 | 17.50| 18.50 | 21.61 | 27.69 | 33.00 | 35.40 | 36.27
1 85.86 | 84.53 | 89.85 | 87.18 | 81.17|79.40 | 81.05|77.95|63.90 | 61.22 | 63.73 | 63.29
S 14.14 | 1547 | 10.15 | 12.82 | 18.83 | 20.60 | 18.95 | 22.05 | 36.10 | 38.78 | 36.27 | 36.71
30 85.86 | 84.53 | 89.85 | 86.74 | 81.17 | 79.40 | 80.60 | 77.95 | 63.90 | 60.78 | 63.29 | 62.84
14.14 | 1547 | 10.15 | 13.26 | 18.83 | 20.60 | 19.40 | 22.05 | 36.10 | 39.22 | 36.71 | 37.16
4 85.86 | 83.20 | 89.85 | 85.85 | 81.17 | 77.18 | 80.60 | 77.50 | 63.44 | 60.78 | 62.40 | 59.30
S 14.14 | 16.80 | 10.15 | 14.15 | 18.83 | 22.82|19.40 | 22.50 | 36.56 | 39.22 | 37.60 | 40.70
60 84.09 | 78.77 | 88.96 | 85.85 | 79.40 | 76.79 | 80.60 | 77.50 | 62.11 | 59.45 | 61.07 | 53.97
1591 | 21.23 | 11.04 | 14.15 | 20.60 | 23.26 | 19.40 | 22.50 | 37.89 | 40.55 | 38.93 | 46.03
" 84.09 | 74.78 | 88.96 | 85.85 | 77.62 | 76.30 | 78.83 | 77.50 | 61.67 | 59.45 | 59.30 | 53.97
5 1591|2522 | 11.04 | 14.15 | 22.38 | 23.71 | 21.17 | 22.50 | 38.33 | 40.55 | 40.70 | 46.03
90 69.02 | 68.57 | 86.3 |83.19 | 74.52 (7141 |73.07|69.52|61.67|55.46|57.08| 55.53
3098 | 31.43 | 13.7 | 16.81 | 2548 | 28.59 |26.93 | 30.48 | 38.33 | 44.54 | 4292 | 46.47

TABLA 3. % Aceténido de triamcinolona perdido por los liposomas en funcién del tiempo.
TABLE 3. % of Triamcinolone Acetonide loss over time.

ORMULA 1 4 2 5 3 6
;:2;::2;3;2 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C | 4°C | 25°C
Dias % AT perdido
Days % of lost TA
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 488 | 577 | 0 | 089 | 266 | 310 | 045 | 044 | 841 | 578 | 087 | 044
30 488 | 577 | 0 | 133 |266| 310 | 09 | 044 | 841 | 622 | 131 | 0.89
45 488 | 71 | 0 | 222|266 532 | 09 | 089 | 887 | 622 | 22 | 443
60 665 | 1153 | 089 | 222 | 443 | 577 | 09 | 089 | 102 | 7.55 | 353 | 82
75 665 | 1552 | 089 | 222 | 621 | 62 | 267 | 089 | 1064 | 7.55 | 53 | 9.76
90 2172 | 2173 | 355 | 488 | 931 | 11.09 | 843 | 887 | 10.64 | 11.54 | 752 | 9.76
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FIGURA 1. % de Aceténido de Triamcinolona que se mantiene encapsulado en funcién del tiempo,
la temperatura y férmula.
FIGURE 1. % of encapsulated Triamcinolone acetonide, in accordance with time, temperature and formula.
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Se comparan los valores obtenidos para cada
férmula, en base a su composicion, tiempo ensa-
yado y temperatura de conservacién, obteniendo
en todos los casos diferencias significativas.

En base a los datos aportados por este estu-
dio de estabilidad, las muestras conservadas a
temperatura inferior a la ambiente (4-6°C) han
experimentado de forma general, una pérdida
o fuga estadisticamente significativa menor del
agente captado inicialmente por las vesiculas
lipidicas, a lo largo del periodo de estudio (90
dias). Dicha reduccion en el porcentaje de ace-
tonido de triamcinolona perdido se ha constatado
en las seis formulaciones ensayadas.

Del anélisis de la influencia de los compo-
nentes basicos sobre la estabilidad se deduce que
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On comparison of the values obtained for each
formula, significant differences in composition,
time and storage temperature can be observed.

This stability study shows that throughout the
90 day study period, losses of active principle
were significantly lower in all of the six samples
that were stored under conditions of refrigeration
(4-5°C).

From the analysis of the influence of the
basic components on stability, the formulae con-
taining higher concentrations of phopholipid (3
& 6) showed a lower rate of loss. The formula
containing phosphatidylcholine at a molar ratio
of 1:1 proved to be more economical, given that
90.4% of active principle was encapsulated with
lower concentrations of phospholipid. However,
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las férmulas elaboradas con mayor concentracion
fosfolipidica (3 y 6) presentan una cantidad mds
elevada de agente libre al final del estudio. La
férmula elaborada con fosfatidilcolina y fairmaco
en relacion molar 1: 1 es la que aporta un mayor
rendimiento econdémico, al conseguirse una ele-
vada captacion de principio activo (90.4%) con
menor concentracién de fosfolipido. Sin embargo
destaca la formulaciéon PC: CH: AT en relacion
molar 1: 0.5: 1 (férmula 4) conservada en frio,
por su capacidad de retencion del aceténido de
triamcinolona, con pérdidas a los 90 dias inferiores
al 5%; frente a la férmula 1 que, aunque presenta
mayor grado de captacion, sus pérdidas son mds
elevadas. Es decir, los liposomas con colesterol
(férmulas 4, 5 y 6) pierden menor cantidad de
corticoide retenido, en comparacion con aquellos
que no lo incorporan en su formulacién (férmulas
1,2 y 3), tanto a temperatura ambiente como de
refrigeracion.

Los datos aportados por el estudio de esta-
bilidad ponen de manifiesto la influencia de la
temperatura de conservacion sobre la integridad
del sistema. Asi, los liposomas mantenidos a
baja temperatura (4-6°C) poseen una estabilidad
mayor, que las muestras conservadas a tempe-
ratura ambiente (20-25°C), con menor difusién
prematura del principio activo captado a través
de la pared.

CLARES B, MEDINA MM

the PC:CH:TA formulation (formular 4) with a
molar ratio of 1:0.5:1 kept under cold storage
conditions, presented lower losses of triamcino-
lone acetonide at 90 days (5%) in comparison
with formula 1, which in spite of higher initial
encapsulation values, was subject to greater
losses over time. Furthermore, under both room
temperature and cold storage conditions, formu-
lations containing cholesterol (formulas 4, 2 &
6) were subject to lower corticoid losses than
those that did not.

The data provided by this stability study shows
that storage temperature has an important role to
play. Liposomes kept at low storage temperatures
(4-5°C) present higher stability and lower rates of
loss of encapsulated corticoid in comparison with
those stored at room temperature (20-25°C).
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