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Dr. Alfonso de la Maza 
INSTITUT0 DE TECNOLOGIA 
QUIMICA Y TEXTIL (CSIC) 
Jordi Girona, 18-26 
08034 Barcelona 

22 de Febrero de 1993 

Apreciado Dr. De la Maza: 

El Comité Cientifico del 1993 IFSCC International Cosmetic Conference ha examinado 
cuidadosamente su abstract titulado "Modelizacion de las composiciones lipidicas del 
estrato corne0 en la formacion de liposomas" y ha decidido aceptarlo para la Sesion de 
Posters. 

Nos permitirnos recordarle que la fecha limite para la recepcion de manuscritos es el 
30 de Abri1 y que deberi adjuntar al mismo un breve resumen (en Inglés) de 10-15 
lineas, para proceder a su publication en el libro de preprints (mhimo 5.000 palabras), 
y que se deberi preparar segun las intrucciones anexas. 

Aprovechamos esta oportunidad para agrederle su participacion en este importante 
evento. 

Atentamente, 

Francesc Casado, Ph. D 
Presidente 

Comité Cientifico 

Att.: Annex 

Secretaria general: Sociedad Espafiola de Quimicos Cosmeticos 
SOCIEOAO ESPANOLA DE Pau Claris 107, pral. -08009 BARCELONA (ESPANA) 
O(JIMIC0S COSMETICOS Tel. (931 488 18 OR Fax 1931 488 37 10 
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Dr. Alfonso de la Maza 
INSTITUT0 DE TECNOLOGIA 
QUIMICA Y TEXTIL (CSIC) 
Jordi Girona Salgado, 18-26 
08034 Barcelona 

Barcelona. 29 de Octrubre de 1993 

Apreciado Dr. De la Maza: 

La sesion de posters del 1993 IFSCC INTERNATIONAL CONFERENCE, la mis 
participada de las uitimas Conferences celebradas, ha contribuido, sin duda alguna, al éxito 
de la manifestacion tanto en el sentido de atraccion de congresistas como en el del alto 
contenido de interés cientifico. 

En dicha sesion, el poster que Ud. presento se encuentra entre los que mis interés han 
despertado. Por ello, felicitamos a Ud., agradeciéndole su participacion, y rogamos haga 
extensiva nuestra satisfaction a todos sus colaboradores. 

Atentamente. 

Joaauim Sisto 
~residente SEQC 

Secretaria aenerai: Sociedad Es~afiola de Quirnicos Cosrnéiicos 

SOCIEDAD ESPANOLA DE Pau fiaris 107, pral. - 08009 BARCELONA (ESPAflA) 
QUIMICOS COSMETICOS Tel. (93) 488 18 08 Fax (93) 488 32 10 
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Francesc Casado 
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EYLODELIZACIBN HllE LAS COmOSICIONES LIPIDICAS DEL 
ESTmTO C O m O  EN LA FO CION DE LIPOSOIL2AS 

A. de la Maza, L. Coderch, P. Bosch, J.L. Pana y A. Manich 

INSTITUT0 DE TECNOLOGIA QUIMICA Y TEXTIL, C.S.I.C. 

Los liposomas formados por fosfolipidos son los que han centrado un niimero mas 

importante de investigaciones en relacion con aspectos de estructuraci6n supramolecular, 

difusion de las bicapas fosfolipidicas y solubilizaci6n de las mismas. No obstante, en los 

ultimos dos,  se han descrito liposomas preparados por la fraccion lipidica mas 

representativa del estrato c6rneo ya que pueden simula la disposition lipidica multilamelar 

responsable de la barrera de permeabilidad cutanea y, asimismo, pueden constituir un 

adecuado sistema de vehiculizaci6n de compuestos activos a través de la pie1 (1). 

En el proceso de queratinizacion de la epidermis, se ha detectado, en relacion con los 

componentes lipidicos, una progresiva desaparici6n de fosfolipidos que, a su vez, se 

corresponde con un incremento de ceramidas. Una composicion lipidica representativa del 

estrato corne0 podrfa estar constituida por Ceramidas (40%), Colesterol (25%), Acidos 

grasos libres (25%) y Sulfato de colesterol (10%) (2). 

Es importante considerar la formacion de liposomas que contengan ceramidas en lugar de 

fosfolipidos con el fin de intentar mimetizar mejor las estnicturaciones lipidicas del estrato 

corneo. 

En este trabajo, se ha pretendido evaluar las combinaciones lipidicas mas idoneas para 

formar liposomas teniendo en cuenta intervalos de concentracion relativa de los distintos 

lipidos que se aproximan a la composicion lipidica del estrato c6rneo aceptada a nive1 
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intemacional. Con dichas combinaciones de composici6n lipidica, se han efectuado una serie 

de experimentos con el fin de modelizar su comportamiento en funcion de las 

concentraciones relativas de los lipidos seleccionados. De este modo, se puede aportar una 

informacion cientifica valida para conocer con mas precision las posibilidades de 

estructuraci6n lipidica del estrato c6rneo y su correlaci6n con las caracteristicas 6ptimas de 

formacion de liposomas, teniendo en cuenta sus tamaiios de particula, capacidad de 

encapsulaci6n y su grado de permeaci6n. 

Materiales 

Se han utilizado los lipidos siguientes: Ceramida tipo III (Sigma), Colesterol y Acido 

palmitico (Fluka) y Sulfato de colesterol, sintetizado en nuestros laboratorios a partir de 

colesterol (Pureza superior al 99%). El agente fluorescente 5-(6)carboxifluoresceina (CF), 

fue suministrado por Eastman Kodak y purificado por cromatografia en columna. 

Métodos 

Preparacibn de liposomas. 

La mezcla de lipidos seleccionada se disolvi6 en CloroformolMetanol2: 1 y se evapor6 en 

rotavapor a 40°C y 350 mm de Hg, en corriente de N,. Posteriormente, los lipidos se 

hidrataron con una soluci6n tampon 110 mM de ClNa y TRIS 5 mM a pH 7,O conteniendo, 

asimismo, una concentraci6n 10 mM de CF. Dicha hidraîaci6n se efectu6 mediante 

ultrasonicaci6n a 80°C durante 15 minutos. Se separ6 la CF no encapsulada mediante el 

paso de la suspension de liposomas a través de una columna rellena de Sephadex 6-50 

(medium), obteniéndose, de este modo, vesiculas multilaminares (MLV). 

Quasielastic Lighl Scattering 

La determinaci611 del tamafio de particula y polidispersidad de las suspensiones de Iiposomas 

se realiz6 por medio del Phonton Correlator Spectrophotometer (WIalvern Autosizer llc). Las 

lecturas de tamaiio de parlicula se realizaron a 2S0C y con un hgulo de 90'. 

n/ledida de la permeabilidad de los liposomas 

La medida de la fiuorescencia de la CP difundida desde el interior de los liposomas se 



determin6 utilizando el espetrofluorimetro Shimadzu RF-540, fiJando la longitud de onda 

de excitaci6n de la CF a 495 nm y el mhimo de emisi6n de la misma a 51§,4 nm (3). 

La suspension de liposomas (5 ml), que contenia 1 mg de lipidoslml, se someti6 a la acci6n 

de una concentracion constante de tensioactivo (§O pl de una soluci6n 50 mM de Triton X- 

100), en cubeta de cuarzo a 25OC. La cantidad total de CF encapsulada, se determin6 por 

destrucci6n total de los liposomas dadiendo 100 pl de una soluci6n acuosa tamponada de 

Triton X-100 150 mM, a un volumen de 2 ml de suspensi6n de liposomas. La cantidad de 

CF difundida se calcul6 aplicando la siguiente ecuaci6n: 

It-Io X 100 
% CF difundida = Ioo-Io 

Donde b, corresponde al valor de intensidad de fluorescencia inicial antes de adicionar 

tensioactivo al liposoma; 1,, corresponde al valor de la intensidad de fluorescencia 

transcumdos 30 minutos después de haber dadido el tensioactivo, e 100 corresponde a la 

intensidad de fluorescencia medida a la misma longitud de onda que en los casos anteriores 

(515,4 nm) después de destruido el liposoma por adici6n de Tnt6n X-100 (100 pl de una 

soluci6n 150 mM). 

Deserminacidn del volumen interno y de la eficacia de encapsulaci8n 

El volumen interno y la eficacia de encapsulaci6n de los liposomas, se determinaron a partir 

de medidas de fluorescencia de los liposomas que contenian CF, después de ser separados 

del material fluorescente no encapsulado. A ta1 fin, los liposomas se desintegraron con 

Triton X-100 y se midi6 su valor espectrofluorimétrico. 

Mélodo de Oplimizacidn de las combinaciones lipidicas 

Se ha empleado un disefio factorial ortogonal de Box y Behnken para tres variables 

(ceramida, ficido palmitico y colesterol) a tres niveles que oscilaban entre si en f 15% de 

los valores de estas variables en relaci6n con la composici6n lipidica media seleccionada. 

El valor de sulfato de colesterol ha servido para complelar la composici6n hasta el 100%. 

Con esta experimentaci6n se han planteado relaciones funcionales a base de polimonios de 

s-undo gra& y = x b ,  + z3i=i bi x + ri=, ri=, bij xi xi para i ij siendo xi los niveles 

de concentracion de los componenteses, y b,, b,, bij los coeficientes de las ecuaciones de 



regresion ajustadas por el método de los minimos cuadrados para cada una de las respuestas 

(y) estudiadas (4). 

Mediante analisis de la varianza se ha vaiorado la significacion de las ecuaciones y de las 

distintas variables, obteniéndose modelos validos de interpretacion de los fenomenos 

investigados. 

Para llevar a cab0 el correspondiente disefio de optimizacion, se han seleccionado 15 

composiciones lipidicas cuyas concentraciones relativas se indican en la Tabla 1. 

Las respuestas anaiizadas han sido las siguientes: tamano de particula, polidispersidad, 

grado de permeacion, volumen interno y capacidad de encapsulacion. 

TABLA 1. Composiciones lipidicas seleceionadas. 



Forniacion de liposoinûs. En todas las composiciones estudiadas, se ha podido 

constatar la formacion de estructuras lipos6micas. Asimismo, se ha evaiuado la estabilidad 

"per se" de los liposomas que, contrariamente a los liposomas formados por fosfolfpidos, 

mantienen una integridad en cuanto a su capacidad permeante muy estimable. Después de 

transcunidas 24 horas dcsde la preparaci6n de los liposomas, es cuando se inicia la difusion 

de la CF encapsulada. 

En lineas generales las ecuaciones de optimizacion indican que las variables que afectan 

predominantemente a las estructuras vesiculares, teniendo en cuenta las cinco respuestas 

estudiadas, son el contenido en ceramida y Acido palmitico. A continuaci6nj se indica 

sucintamente como afecta la composition relativa de los lipidos a distintas caracten'sticas 

de los liposomas. 

Pemeabilidad, Para concentraciones aitas de ceramida y icido palmitico se obtiene 
L 

la minima difusion de la CF hacia el exterior del liposoma (aproximadamente, un ,d2% de 

permeabilidad). Este hecho esta directamente ligado con una proporci6n baja de colesterol 

y sulfato de colesterol. 

Efiexla de encapsulaei6n y volmen interno. Se obtiene un valor mkimo para 

ambos padmetros, caracteristicos de las vesiculas lipidicas, a bajas concentraciones de 

ceramida y Acido paimitico, es decir a altas concentraciones de colesterol y sulfato de 
(+,\""-O, 

colesterol. En estas condiciones experimentales, se consigue el maxiraag de permeabilidad 

de las bicapas asi como el mayor indice de encapsulacion. 

Taniaao de padicula y po1Pdlspersidad. El tamaiïo de particula de los liposomas 

aumenta a medida que el contenido en colesterol disminuye, el contenido en ceramida 

aumenta y la concentracion de icido paimitico aumenta. El indice de polidispersidad esta 

en todos los casos por debajo de 0,45 aunque vaiores de 0,l se ajustan perfectamente a la 

ecuacion establecida especialmente para aitas concentraciones de paimitico y ceramida y 

bajos niveles de colesterol y sulfato de colesterol. 



Utilizando un sistema mode10 de composiciones lipidicas que simulan las del estrato 

cbrnw, y variando sus concentraciones relativas en un intewalo del 15% por encima 

y por debajo del valor real, en todos los casos se obtienen estructuras lipos6micas. 

A partir de los parimetros optimizados, se deduce un tamaîio de particula medio de 

250-300 nm un, volumen interno de 3,4% y una eficacia de encapsulaci6n del 

mismo orden, 10 cual corresponderia a estructuras de tipo multilaminar. 

Las concentraciones relativas de los cuatro lipidos seleccionados estin implicadas en 

la obtencion de caracteristicas fisico-quimicas definidas para cada estructura 

lipos6mica, siendo los lipidos que ejercen mayor influencia la ceramida y el Acido 

palmitico. 

La técnica de optimizacion puede ser muy iitil para evaluar la influencia de los 

distintos componentes lipidicos utilizados en la preparaci6n de liposomas sobre 

distintas caracteristicas fisico-quimicas de dichas bicapas. 
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