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RESUMEN

La inyeccion intravitrea ha sido la via de administracion mas eficaz para el
tratamiento de enfermedades vitreorretinianas. Su practica continua, no es
agradable para los pacientes y a su vez podria causar complicaciones
indeseadas. El presente trabajo tuvo como objetivo desarrollar un nanosistema
de liberacion polimero-terapéutico (conjugado)/nanoparticula, utilizando
Dextrano y Quitosano como polimeros transportadores biodegradables,
hidrosolubles y compatibles a nivel ocular asi como Hemisuccinato de
Metilprednisolona como farmaco modelo. Primeramente, el farmaco fue capaz
de unirse covalentemente a dos Dextranos de pesos moleculares 10 y 70 kDa.
En funcién del contenido del componente activo y perfil de liberacion, se
seleccion6 el Hemisuccinato de Metilprednisolona-Dextrano 10 kDa para
elaborar las nanoparticulas de Quitosano por el método de gelificacién ibnica
empleando tripolifosfato sddico como agente entrecruzante. Por ultimo, las
nanoparticulas fueron cubiertas con lactosa aplicando el secado por
atomizacion. Se evalué morfologia, distribucién de tamafio de las particulas,
carga superficial, contenido y eficacia de captura del farmaco. Las particulas
esféricas presentaron superficies lisas y uniformes. El pH tuvo influencia en el
tamafo de las particulas observandose una distribucion bimodal a pHs = pKa
del Quitosano y unimodal con un rango entre 130 - 170 nm a pHs < pKa. La
variacion de los potenciales Zeta entre los compuestos involucrados en la
reaccion, indicaron la posible ocurrencia de la misma. Al comparar la liberacion
del conjugado con las Nanoparticulas a pH fisiologico, se observo que la
encapsulacion retras6 la liberacion del farmaco alrededor de un 50%. Las
nanoparticulas recubiertas formaron microparticulas de 1.780 + 0,5 nm, lo que
favorecié su dispersibilidad en agua. Este nuevo nanosistema, evidencido su
posible potencial en el desarrollo de formulaciones de liberacion intravitrea, que
reduzca la frecuencia de administracion, ofreciendo una excelente alternativa
gue proporcione un mayor grado de satisfaccion y mejore la calidad de vida del

paciente.
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INTRODUCCION

La inyeccion intravitrea es una técnica minimamente invasiva de demostrada
eficacia en el tratamiento de numerosas enfermedades vitreo-retinianas, si se
compara con los dispositivos intravitreo que requieren de una intervencion
quirargica para su implantacion. Ademas, en la mayoria de los casos, el
dispositivo debe ser extraido una vez que éste se ha vaciado, lo que involucra
mayores riesgos. Unido a esto, abria que sumarle los costos asociados a estos
procedimientos.

En estos ultimos afios, se ha producido un aumento exponencial en el uso de
las inyecciones intravitrea, debido a la administracion de nuevos farmacos
contra el edema macular, degeneracion macular, alteraciones vasculares
retinianas, retinopatia diabética, retinitis pigmentaria, inflamaciones
intraoculares y la neovascularizacion coroidea entre otras patologias, (Gomez-
Ulla y cols., 2009). La administracion de la inyeccion intravitrea constituye un
riesgo al paciente que aumenta con la frecuencia del tratamiento, pudiendo
afectar su vision. En el afio 2004 Jager y cols., publicaron los riesgos y
complicaciones de este procedimiento, entre los que se encontraban
endoftalmitis, desprendimiento de retina, hemorragias intraoculares y cataratas.
La seleccion de esta via de administracion no es aceptada ni agradable por el
paciente, sin embargo hasta el momento es una forma de lograr el efecto
terapéutico a bajas dosis, disminuyendo la toxicidad y efectos adversos de los
farmacos. Las otras vias tradicionales que podrian emplearse para estos

tratamientos serian: topicas, sistémicas y perioculares, Figura 1. La desventaja
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que presentan, es que el farmaco debe atravesar las barreras fisiologicas
oculares dificultando alcanzar los niveles terapéuticos facilmente y esto
implicaria asociar la continua administracion con elevadas concentraciones,
pudiéndose obtener efectos sistémicos indeseados, (Ogura, 2001; Ciulla y cols.,
2004). Unido a esto, los farmacos disponibles para formulaciones oftalmicas,
presentan en muchos casos baja solubilidad en agua, el medio mas compatible
a nivel ocular o también, baja solubilidad en lipidos, que evidencia menor

biodisponibilidad debido a su poca penetracion en las distintas barreras

fisioldgicas, (Jarvinen y Niemi, 2007).
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Figura 1. Rutas de administracion de los farmacos. (Bu y cols. Curr. Drug.

Metab. 2007).



Para entenderlo mejor, podriamos explicar brevemente la anatomo-fisiologia del
sistema ocular, Figura 2. A simple vista, pareciera ser un érgano ideal y de facil
acceso para el tratamiento del segmento anterior (cOrnea, camara anterior,
camara posterior, iris, humor acuoso, cristalino, y cuerpo ciliar); por el contrario,

esta bien protegido contra la absorcion de cualquier sustancia externa.
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Figura 2. Esquema de las principales estructuras y barreras oculares. (Barar y

cols. J. Ophth Vision Res. 2009).

En primer lugar, se encuentran los parpados y el fluido lagrimal y

posteriormente la cérnea, que forma una eficiente barrera fisica y bioldgica.



Cuando un material extrafio o medicamento se introduce en la superficie ocular,
se incrementa inmediatamente el flujo lagrimal, originando una réapida
eliminacion a través del conducto nasolagrimal, pasando luego a la membrana
mucosal de la nariz, orofaringe y tracto gastrointestinal, de ahi, es capaz de
alcanzar concentraciones importantes del farmaco a la circulacion sistémica,
(Bodor y Buchwald, 2005; Urtti, 2006). Es por ello, que la secrecion lagrimal
refleja, el parpadeo y la escasa permeabilidad de la cérnea conducen a una
pobre absorcion de los farmacos de aplicacion tépica y unido a esto, los
sistemas enzimaticos y las rutas eficientes de eliminacion, nasolagrimal y
conjuntiva/esclerdtica, determinan su baja Biodisponibilidad, (Sasaki y cols.,
1996). En diferentes estudios farmacocinéticos se han reportado que entre el 2
y 5% de la dosis instilada se consigue en la camara anterior, el resto es
depurado, (Schoenwald, 1990; Davies, 2000). Por otra parte, en cuanto al
segmento posterior del ojo se refiere (retina, coroides, esclerdtica, y humor
vitreo), éste esta protegido por la barrera hemato-ocular que la constituye: la
barrera anterior hemato-acuosa y la barrera posterior hemato-retiniana. La
primera limita el acceso de farmacos hidrofilicos desde el plasma al humor
acuoso. La segunda esta formada por el epitelio pigmentario de la retina y por
la malla de paredes de los capilares de la retina, restringiendo asi la
penetracion en el segmento posterior de los farmacos que son administrados
sistémicamente, (Urtti, 2006). De esta misma manera, la concentracion efectiva
de un farmaco en la retina administrado por la via periocular, se ve afectada por
las barreras que debe atravesar (esclerética, coroides y el epitelio pigmentario

de la retina) asi como por su estructura quimica. Es por ello, que la
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administracion directa de los farmacos en el humor vitreo, ofrece un mejor
acceso a las distintas partes del segmento posterior.

Todo lo anterior, nos conduce a pensar en nuevas estrategias que desarrollen
farmacos y sistemas transportadores bajo la forma de liberacion controlada con
aplicacion directa en los tejidos intraoculares, de forma tal, que alcancen
concentraciones terapéuticas optimas, efectos adversos locales y sistémicos

minimos, y una disminucion en la frecuencia de administracion.

NANOTECNOLOGIA Y NANOFARMACIA

La Nanociencia y la Nanotecnologia son la base de técnicas innovadoras para
el transporte de farmacos con beneficios potenciales para el paciente. El
desarrollo de nuevos sistemas de transporte y liberacion controlada de
moléculas con actividad terapéutica, es en la actualidad uno de los temas en
que se centra la investigacion farmaceutica, (Madrigal-Carballo y cols., 2007).
Ha sido dificil entre los expertos llegar a una definicion consensuada acerca de
la Nanotecnologia, sin embargo, se puede decir que es una ciencia que abarca
productos, procesos y propiedades a una escala nano/micrométrica, en donde
la fisica, la quimica y la biologia convergen para crearla.

Una de las definiciones mas conocida, es la que ha usado la Iniciativa Nacional
de Nanotecnologia de los Estados Unidos, que la define como la investigacion y
desarrollo a nivel atbmico, molecular o macromolecular en un rango por debajo
de 100 nm (1-100 nm), con el fin de crear estructuras, dispositivos y sistemas,

gue tengan nuevas propiedades funcionales. A este nivel, los investigadores



pueden manipular los atomos y crear materiales (nhanomateriales) con
propiedades modificadas (Roco, 2011).

Méas aun, Bawa y cols., (2005), propusieron una definicion mas apropiada y
practica: disefio, caracterizacion, produccion y aplicacion de estructuras,
dispositivos y sistemas mediante la manipulacion controlada de tamafio y forma
a una escala nanométrica (escala atomico, molecular o macromolecular), para
dar como resultado una nueva estructura, dispositivo y sistema con al menos
una caracteristica o propiedad mejorada.

Considerando que los sistemas bioldgicos interactian con su medio ambiente a
través de moléculas y estructuras multimoleculares que operan en escala
nanometrica, es facil comprender porque la nanotecnologia tiene tanto potencial
en el area de la medicina, en los productos farmaceéuticos y en la biotecnologia.
Es por ello, que en la actualidad la Nanofarmacia se considera dentro de las
tecno-ciencias, una de las tecnologias emergentes, (Timmermans y cols.,
2011).

Dentro de la investigacion y desarrollo de los productos farmacéuticos, la
Nanofarmacia implica la preparacion y liberacion de medicamentos o sustancias
terapéuticas ultra pequefias, en un rango de tamafo molecular o nanométrico
(preferiblemente entre 1-100 nm), en el sitio especifico de accion del cuerpo
humano, sin afectar 6rganos y tejidos sanos. Como es sabido, el 95% de los
farmacos descubiertos recientemente, presentan pobres propiedades
farmacocinéticas y de Biodisponibilidad (Brayden, 2003; Koo y cols., 2005). Por
lo que el objetivo primordial de la Nanotecnologia farmacéutica, es mejorar la

farmacocinética, la farmacodinamica, la toxicidad no especifica, la
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inmunogenicidad y el bioreconocimiento de los sistemas, a fin de obtener una
eficacia maxima y un minimo de efectos secundarios. Para poder lograr esto,
se deben considerar parametros como: el farmaco, la formulacion, ruta de
administracion y lugar especifico de accion. Una de las aplicaciones de la
Nanotecnologia farmacéutica que mas promete es la encapsulacion de
compuestos activos terapéuticos, para direccionar y localizar el sistema de
administracion de farmacos al lugar estimado (Koo y cols., 2005).

Por otro lado, la nanofarmacia también se ha enfocado en la sintesis de

nanofarmacos, que se definen como “...sistemas complejos de escala
nanometrica constituidos al menos por dos componentes, siendo uno de ellos el
agente bioactivo...” (Madrigal-Carballo y cols., 2007). EIl objetivo ideal que se
quiere alcanzar con ellos, es lograr una estructura quimica distintiva que se
ajuste de forma perfecta con un unico blanco farmacologico aportando eficacia
terapéutica sin toxicidad, (Madrigal-Carballo y cols., 2007).

En cuanto a la terapia ocular, a nivel topico, es fundamental desarrollar
sistemas bioadhesivos que proporcionen la adherencia y retencion necesaria,
mediante el empleo de biopolimeros. Los nanosistemas bioadhesivo pueden
maximizar la absorcion de farmacos oculares prolongando su tiempo de
residencia en la cornea y la conjuntiva y minimizando la depuracién precorneal
y el metabolismo enzimatico. Por otra lado, para el tratamiento del segmento
posterior, se necesitan nanosistemas menos invasivos que proporcionen

farmacos de liberacion controlada mas seguros y eficaces, (Nakhlband y Barar,

2011).



SISTEMAS POLIMERICOS DE LIBERACION

En la busqueda de técnicas mas efectivas y eficientes, estudios mas recientes
se han inclinado hacia el empleo de macromoléculas para el desarrollo de
sistemas de liberacion. Macromoléculas tanto naturales como sintéticas,
anticuerpos, lipoproteinas, proteinas, polipéptidos y polisacaridos han ofrecido
potenciales ventajas como transportadores de compuestos con actividad
terapéutica.

Para lograr esa meta, se han considerado dos estrategias fundamentales: Una
de ellas consiste en el empleo de técnicas de manufactura farmacéuticas y la
otra, se basa en la formacion de profarmacos como sistemas de liberacién. En
la primera se han desarrollado técnicas novedosas tales como recubrimiento del
farmaco con polimeros pH dependientes, sistemas de liberacion dependientes
del tiempo, cubiertas biodegradables, incorporacion de farmacos en sistemas
como liposomas, niosomas, microesferas o nanoparticulas (NPs) entre otros,
(Dextran, 2009).

Estos ultimos, pueden adquirir diferentes estructuras: monolitica, donde se
forma una mezcla homogénea entre el farmaco y el polimero; de enlaces,
donde hidrogeles poliméricos se unen al sitio activo mediante enlaces quimicos
y por ultimo de reservorio, donde el agente terapéutico se encuentra
encapsulado por el polimero.

Cuando se crean matrices poliméricas como sistemas de liberacién, éstas
pueden ser biodegradables o no, e hidrofébicos o hidrofilicos. Los polimeros
biodegradables hidrofobicos, se han empleado en el desarrollo y elaboracion de

implantes, lentes intraoculares, reconstruccion dental, asi como, en la
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formulacion de micro y nanoesferas como sistemas de liberacion de farmacos,
entre otras. Mientras que los biodegradables, hidrofilicos como el Quitosano
(Qs), ha sido ampliamente usado en cirugia de las cavidades articulares,
abdominales y pélvicas, a fin de evitar adherencia postoperatoria sin efectos
toxicos apreciables, (Yang y cols., 2008). En cirugia oftalmoldgica, el Qs es
muy empleado, ya que también previene la adherencia y evita las
enfermedades proliferativas oculares, (Chen y cols., 2002). Yang y cols.,
(2008), investigaron la viabilidad de usar el Qs como material de relleno en la
cavidad vitrea, para el tratamiento de la vitreorretinopatia proliferativa. Ellos
confirmaron que la respuesta inflamatoria no fue significativamente importante,
y las fluctuaciones en la presion intraocular fueron bajas, sin cambios aparentes
en el tejido intraocular. Otra ventaja que presentan estos polimeros hidrofilicos,
es la capacidad de formar enlaces covalentes o de complejos polidnicos con el
farmaco, de tal manera de conformar estructuras tridimensionales que
modifican la solubilidad del farmaco en agua. Estos sistemas por lo general,
liberan el compuesto activo in vivo, mediante hidrélisis en dichos enlaces,
(Dextran, 2009, Yasukawa y cols, 2005).

En el caso de la estrategia que emplea la formacion de profarmacos, ésta se
fundamenta principalmente en que el compuesto sintetizado, es
terapéuticamente inactivo pero en contacto con uno y/o varios sistemas
bioldgicos especificos, se suceden reacciones enzimaticas y/o quimicas, que
liberan un compuesto terapéuticamente activo en el sitio de accion, (Stella y

cols., 2007).



El objetivo de cualquier profarmaco, es proteger transitoriamente un
determinado grupo funcional del farmaco, uniéndolo a un grupo transportador.
Esto contribuye entre otras cosas, a modificar sus propiedades fisicoquimicas,
proteger y retardar la aparicion de los procesos metabdlicos quimicos y/o
bioldgicos asi como, facilitar su transporte a través de la barrera biologica. La
selecciéon de un profarmaco involucra factores como via de administracion,
solubilidad en agua, estabilidad quimica, permeabilidad y el perfil de liberacion
deseado, (Strickley y Oliyai, 2007). La hidrosolubilidad de estos sistemas
ofrece varias ventajas: estabiliza el agente terapéutico, mejora la solubilidad en
agua de compuestos activos lipofilicos, cuando éstos se encuentran unidos a la
macromolécula hidrofilica, incrementa el tiempo de vida in vivo del agente
terapéutico, prolonga la duracion de la accion y reduce los efectos colaterales,
entre otras. Won y Chu (1998), elaboraron un profarmaco de estrégeno
modificado-dextrano, mediante enlace éster Iabil entre el Dextrano (Dex) y el
estrogeno. Los estudios de liberacion in vitro demostraron que la hidrdlisis de la
hormona fue completa, siguiendo una cinética de cero orden.

Por lo demas, la estabilidad de los profarmacos se ve afectada
fundamentalmente por el pH, lo que implica considerar el medio biolégico donde
va ser incorporado, la multiplicidad de barreras fisioldgicas que debe atravesar
hasta llegar a su objetivo final, la secuencia cronolégica de acontecimientos in
Vivo que aseguren la liberacion del compuesto activo de una forma eficiente y a
concentraciones deseadas, trayendo como resultado el efecto terapéutico

Optimo, (Strickley y Oliyai, 2007).
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Por otra parte, los profarmacos de aplicacion oftalmica en su mayoria son
ésteres derivados del farmaco activo. La esterificacion es posible en aquellas
moléculas que presentan grupos hidroxilo libre y/o carboxilo. Estas uniones
farmaco-ligando pueden modificar: las caracteristicas lipofilicas del compuesto
activo, su estabilidad en solucion y su labilidad enzimatica. EI uso de
profarmacos en el area oftalmoldégica, se introdujo por primera vez en 1976 por
Hussain y Truelove cuando desarrollaron la dipivefrina, un éster del acido
pivalico de la epinefrina, el cual es 600 veces mas lipofilico que el farmaco
madre y con una mayor permeabilidad sobre la cérnea humana. La hidrélisis
ocurre principalmente en la cornea por la presencia de enzimas esterasas,
(Hussain y Truelove, 1976; Redell y cols., 1983). Igualmente, Jarvinene y cols.
(1995), desarrollaron diésteres del acido pilocarpico como profarmacos de la
pilocarpina. Estos compuestos presentan una buena solubilidad y estabilidad
en agua, lipofilicidad adecuada y una buena liberacion controlada de la
pilocarpina, lo que mejora la penetracion corneal, al compararla con la
administracion de la pilocarpina base. Ellos también comprobaron que el
proceso de liberacion del compuesto activo se inicia con una hidrélisis
enzimatica donde el diéster se transforma en monoéster y posteriormente se
hidroliza quimicamente a pilocarpina, (Jarvinene y cols., 1995).

Otros estudios han demostrado que al incubar profarmacos lipofilicos de
aciclovir y ganciclovir bajo la forma de ésteres en el humor vitreo del conejo, la
liberacion del farmaco activo ocurre mediante hidrélisis enzimatica debido a la
presencia de esterasas, (Dias y cols., 2002). Se ha demostrado que a nivel del

segmento posterior del ojo se encuentra, una gran variedad de enzimas
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metabdlicamente activas tales como esterasas, peptidasas y lisozimas que
podrian estar involucradas en algunos pasos del metabolismo de farmacos y en
la desintoxicacion de los tejidos, a fin de mantener la homeostasis ocular,
(Duvvuri y cols., 2004). Esto nos ha llevado a pensar a muchos investigadores,
en el desarrollo de nuevas estrategias para el disefio de sistemas de transporte
de farmacos para uso oftalmico, que no solo incluye la optimizacion de sus
propiedades fisicoquimicas, sino que también involucre la capacidad de regular
la distribucion y depuracion del farmaco después de su administracion; logren
alcanzar el sitio especifico de accidén a una velocidad y régimen de dosificacion
terapéuticamente controlado y oOptimo; libere el compuesto activo mediante
reacciones enzimaticas y/o quimicas in vivo; protejan y estabilicen el farmaco
en el ambiente biologico durante todo su recorrido hasta llegar al lugar estimado
y por ultimo pero no menos importante, que reduzcan los efectos adversos y
toxicos, (De Campos y cols., 2004; Yasukawa y cols., 2005; Bodor y Buchwald,
2005; Prow y cols., 2008; Paolicelli y cols., 2009).

Una plataforma tecnolégica que esta siendo muy usada en la terapia del cancer,
es la llamada polimeros terapéuticos. Ellos no son considerados como simples
sistemas convencionales de transporte de farmacos, sino mas bien como
entidades quimicas nuevas que presentan perfiles farmacocinéticos distintos al
farmaco madre. El término “polimeros terapéuticos”, engloba cinco grupos de
nanoconstrucciones hibridas que utilizan polimeros hidrosolubles, con actividad
farmacoldgica o polimeros que forman parte de una entidad compleja de
muchos componentes inertes, donde el agente terapéutico se une

covalentemente al polimero, (Duncan, 2003a). Estas nanoconstrucciones
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incluyen: farmacos poliméricos bioactivos, micelas poliméricas, poliplejos con
aplicacion como vectores no virales en transporte génico, farmaco - polimero
conjugados y proteina-polimero conjugados, (Madrigal-Carballo y cols., 2007).
Los farmaco-polimero conjugados, son compuestos hibridos de tamafio
nanometrico entre 5 a 15 nm, que combina covalentemente un agente bioactivo
con un polimero, para garantizar no solo la eficiente entrega del farmaco en el
sitio especifico, sino también que mantenga sus concentraciones terapéuticas
dentro de un determinado periodo de tiempo, (Duncan, 2003b; Vicent, 2007).
Como se dijo anteriormente, esta terminologia, ha sido empleada
fundamentalmente para una novedosa clase de nanofarmacos anticancerosos,
los cuales pueden proteger al farmaco de una degradacion prematura, evita que
se presenten interacciones en el medio biolégico de forma anticipada, lo que
hace disminuir su toxicidad, favorece la selectividad celular, mejora la absorcion
del farmaco en el tumor, bien sea incrementando su permeabilidad y efecto de
retencidbn o activandose en la células blanco, (Duncan, 2006; Peer y cols.,
2007). Este concepto fue introducido por primera vez por Helmunt Ringsdorf en
1975 y se basa en la formacién de un enlace covalente fisiolégicamente labil
entre el farmaco y la cadena principal de la macromolécula, (Ringsdorf, 1975).
En estos compuestos hay al menos tres grandes componentes: un polimero
soluble, un enlace biodegradable y un farmaco unido covalentemente. In vivo,
este enlace se rompe y se libera el farmaco y con ello su accién farmacoldgica.
Para formar estos compuestos conjugados se han usado hasta los momentos
cuatro polimeros: (N-(2-hidroxipropil) metacrilamida, acido poli-L-glutamico,

polietilenoglicol y Dex, (Elvira, 2005; Duncan, 2006).
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Kin y cols., (2002), investigaron la cinética de distribucion de una solucion al
0,25% de tetrametilrodamina-dextrano 70kDa, después de una inyeccion
subconjuntival en ratones. Se observé una distribucion paulatina en las
distintas areas del ojo incluyendo retina y nervio optico, alcanzandose mediante
la difusion a través de la esclerética. La vida media en la esclerética y la
coroides fue alrededor de 16 a 100 horas respectivamente. Este trabajo
demuestra el potencial que presenta este polimero hidrofilico como posible
sistema de liberacion para la retina y Gvea.

Asimismo, el empleo de estos farmaco-dextrano conjugados solubles en agua,
tienden a disminuir la toxicidad del farmaco, modifican la biodistribucion y
sobretodo aumentan la efectividad terapéutica. Se ha demostrado que
metotrexate conjugado con dextrano penetran selectivamente en los tejidos y
eliminan células cancerigenas. En este mismo sentido, se han evidenciado a
dosis baja, cambios favorables en la curva dosis-respuesta, (Maeda y cols.,
1992; Dangy cols., 1994).

Los conjugados de farmaco-dextrano hasta la fecha, no han sido empleados en
formulaciones oculares, sin embargo la buena capacidad transportadora de este
polimero, sus excelentes propiedades fisicoquimicas, su estabilidad cuando se
somete a esterilizacion por calor humedo, su baja toxicidad ocular y la
posibilidad de modificar las propiedades farmacocinéticas del farmaco,
constituye un prometedor polimero terapéutico de liberaciébn ocular. Estos
nuevos compuestos podrian ser capaces de liberar al agente activo en el sitio

especifico de accion, mediante reacciones enzimaticas y/o quimicas.
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Todas estas tecnologias prometen ser mas efectivas y eficientes que las
formulaciones tradicionales, sin embargo todas ellas presentan ventajas y
desventajas. Para lograr alcanzar un sistema de liberacién prologada
especifico ideal, se deben evaluar en su conjunto y posiblemente la
combinacion de dos 0 mas de estas tecnologias nos podria conducir con éxito a

un sistema de liberacion intravitreo deseado.

NANOPARTICULAS COMO SISTEMA DE LIBERACION

Como ya se ha referenciado, una de las aplicaciones de la nanotecnologia
farmacéutica es buscar el direccionamiento especifico del farmaco mediante el
desarrollo de sistemas inteligentes de nanoparticulados. Las NPs constituyen
particulas coloidales con diametros menores a 1 pm. Se definen como
dispersiones de particulas o particulas sdlidas con un rango de tamafo entre
10-1000 nm, donde los farmacos se encuentran disueltos, atrapados,
encapsulados o unidos a una matriz que por lo general es polimérica.
Dependiendo del método de elaboracion se pueden obtener: NPs,
nanocapsulas o nanoesferas. Las nanocapsulas, son sistemas en los cuales
los farmacos se encuentran confinados en una cavidad rodeada por una Unica
membrana polimérica, donde el farmaco puede estar disuelto y/o adsorbido en
el nucleo y/o superficie de la interfase. Mientras que las nanoesferas son
estructuras matriciales sdlidas, en los cuales el farmaco esta fisica y
uniformemente dispersado dentro de la matriz y/o adsorbido en la superficie,

(Mohanraj y Chen, 2006).
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Las NPs, son particulas constituidas por polimeros biodegradables,
biocompatibles, no antigénicos. Su tamafio tan pequefo, le confiere un papel
fundamental que le permite el paso a través de los capilares para lograr
alcanzar lugares especificos, incluso, estructuras intracelulares donde el
farmaco pueda ejercer su accion. Esto va a depender del efecto terapéutico
que se desee, ya que estos sistemas pueden ser administrados por diferentes
rutas: ocular, parenteral, oral, nasal, pulmonar, bucal, transdérmica, entre otras,
(Mitra y Maitra, 2002).

Es por ello, que el tamafo, nimero y forma de las particulas asi como, su
carga, las caracteristicas en su superficie y la liberacion del componente
farmacoldgicamente activo, tienen gran influencia en el comportamiento
bioldgico, puesto que todos estos parametros son necesarios para alcanzar el
sitio especifico de accion a una velocidad y régimen de dosificacion
terapéuticamente optimos.

El empleo de estos sistemas de liberacion tiene multiples ventajas entre las que
podemos sefialar, (Mohanraj y Chen, 2006):

a) Manipular el tamafio de las particulas y las caracteristicas de la
superficie durante la manufactura, con la finalidad de alcanzar un sitio de
accion especifico.

b) Modificar la distribucion y depuracién (clearance) del farmaco con el
objeto de alcanzar una eficacia terapéutica y reducir los efectos
secundarios.

c) Modular las caracteristicas y liberacion del farmaco esperado mediante la

seleccion de los componentes de la matriz que formaran las NPs.
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d) Incorporar grandes cantidades de farmaco dentro de un sistema matricial
sin que ocurra ninguna reaccion quimica, lo que favorece la preservacion
de su actividad farmacolégica.

e) Unir ligandos especificos en la superficie de las particulas o crear NPs
magnéticas que dirigen el farmaco in vivo al lugar deseado.

Por otra parte, el pequefio tamafio de las particulas y su gran area de superficie
puede conducir a la formacion de agregados, baja incorporacion del farmaco en
la matriz polimérica y una rapida liberacion. Estas desventajas, constituyen un
reto a superar, a fin de lograr emplear las bondades de estos sistemas, en la
formacion de nuevas formas farmacéuticas que proporcionen una liberacion
especifica, efectiva y controlada de los farmacos, (Mohanraj y Chen, 2006).

El empleo de los polimeros y macromoléculas en la formacion de microesferas
y NPs como nuevos vehiculos de cesion de farmacos, ha generado gran interés
en el desarrollo de productos oftalmicos, ya que favorecen la permanencia de
este sistema en el sitio de aplicacion, donde el farmaco puede ser liberado por
diferentes mecanismos como difusion, reaccidon enzimatica 0 quimica,
degradacion polimérica, erosion e intercambio iGnico entre otros, (Kaur y cols.,
2004).

La Budesonida, un corticosteroide capaz de inhibir la expresion del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF, de acuerdo a sus siglas en inglés), ha
sido encapsulada en microesferas y NPs de acido polilactico. Se ha
demostrado que estos sistemas prolongan la permanencia del farmaco en la

retina, humor vitreo, cérnea y cristalino, al compararlos con el mismo
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compuesto bajo la forma solubilizada con ciclodextrina, (Kompella y cols.,
2001).

De Campos y cols., (2004), cuantificaron y estudiaron el mecanismo de
interaccion de NPs de Fluoresceina-Quitosano (FI-Qs) en las superficies
epiteliales de la cornea y la conjuntiva de conejos machos albinos de Nueva
Zelandia. Ellos demostraron, que la interaccion de la Fl en la superficie ocular

fue mas efectiva bajo la forma de NPs.

ELABORACION DE NANOPARTICULAS

Para la elaboracion de las NPs se han desarrollado diferentes metodologias.
Una de las técnicas empleadas para ello, es la elaboracion de una emulsion con
posterior evaporacion de la fase organica, de manera de dejar las particulas
dispersas en la fase acuosa. Esta técnica tiene como limitantes el empleo de
solventes téxicos como el diclorometano; el tamafio de las particulas obtenido
es igual o superior a 200 nm y ademas, los polimeros y farmacos empleados
deben ser de naturaleza hidrofébica, ya que las NPs se forman en la fase
organica. Se emplean polimeros del acido lactico, D, L-glicdlico, acido D,L-
lactico-co-glicélico, cianoacrilato, (Mitra y Maitra, 2002; Mohanraj y Chen, 2006).
En los ultimos tiempos, el Qs ha recibido gran interés desde el punto de vista
médico y farmacéutico; demostrando su uso como potencial sistema de
liberaciéon de farmaco, es por ello, que muchos trabajos de investigacion se han
enfocado en el desarrollo de NPs de Qs.

El Qs es un polisacarido que presenta una estructura similar a la celulosa,

donde los monosacéridos se encuentran unidos de forma lineal en posiciones
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B(1-4) al igual que en la celulosa. Sin embargo, su diferencia radica en que
cada unidad posee grupos amino (2-amino-2-desoxi-B-D-glucosa y 2-
acetoamido-2-desoxi-B-D-glucosa). El Qs se obtiene por desacetilacion de la
quitina, un polisacarido que se encuentra en grandes cantidades en los
crustdceos marinos. Se consigue comercialmente bajo diferentes pesos
moleculares que van desde 3.800 a 20.000 Dalton y con grados de

desacetilacion que oscilan entre 66% y 95%, Figura 3.
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Figura 3. Desacetilacion de la quitina. (Hilborn J. WIREs Nanomed

Nanobiotechnol, 2011)
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Se presenta como un copolimero catiénico a pHs neutro o alcalinos, con grupos
amino libres lo que le confiere una baja solubilidad en agua, sin embargo a pH
acido, estos grupos se protonan confiriéndole una buena solubilidad en este
solvente la cual depende, de los grupos amino y N-acetilo libres. Esta
caracteristica le permite interactuar en ambientes acuosos con: farmacos,
macromoléculas, polimeros cargados negativamente y con algunos polianiones,
trayendo como resultado la formacién de sistemas de liberacion, (Agnihotri y
cols., 2004; Gémez-Gaete y cols., 2007).

Desde el punto de vista biofarmacéutico, es capaz de adherirse a las superficies
mucosales lo que hace interesante estudiar su utilidad como sistema de
liberacion de farmacos en formulaciones oftalmicas, nasales, vaginales y orales,
entre otras, ya que podria incrementar el tiempo de residencia en el sitio de
absorcion. Se ha propuesto como mecanismo de mucoadhesion, la interaccion
de la carga positiva del grupo amino del Qs con la carga negativa del acido
sialico que se encuentra presente en las mucosas, (Janes y cols., 2001; De
Campos y cols., 2004; Dhawan y cols., 2004).

Por otra parte, el Qs es un polimero biodegradable y biocompatible, es capaz
de degradarse gradualmente en glucosa y finalmente en agua y dioxido de
carbono in vivo. No causa reacciones alérgicas ni rechazo y se elimina del
organismo sin causar reacciones colaterales, (Arai y cols., 1968).

Se han reportado numerosas técnicas para la elaboracion de estas
microparticulas y NPs entre las que se pueden nombrar:

1) Emulsificacion: Se emplea glutaraldehido como agente surfactante. Los

grupos aldehidos del glutaraldehido, forman un enlace imino covalente con
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los grupos aminos del Qs, lo cual reduce su solubilidad en medio acuoso
dando paso a la creacion de las particulas, Figura 4, (Kotadiya y cols.,
2009). Algunos estudios han demostrado que esta técnica tiene efectos
negativos sobre la viabilidad celular asi como, la capacidad de integrar

farmacos macromoleculares, (Janes y cols., 2001).
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Figura 4. Formacion de particulas de Qs por emulsificacién con glutaraldehido.

(Kotadiya y cols., Int. J. G. Pharm, 2009).

2) Secado por Atomizacion: Se fundamenta en la atomizacion de gotas liquidas
y Su posterior secado con corriente de aire caliente. Para formar las
particulas con esta técnica, hay que incorporar conjuntamente la dispersion
del polimero, el farmaco y el agente entrecruzante. Posteriormente, la

atomizacion crea goticulas que son secadas por evaporacion del solvente en
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3)

4)

una corriente de aire caliente y esto conlleva a la formacion de particulas
sélidas dispersas. Por lo general, se incorpora a la mezcla liquida, un
agente que aumenta el volumen de las particulas como la lactosa o el
manitol, de tal manera de disminuir su agregacién, ya que mantiene las
particulas separadas, (Vivek y cols., 2010).

Secado por atomizacién con aire nebulizado: es una modificacion de la
técnica anterior en la que el orificio de atomizacion posee dos entradas o
inyectores: en una de ellas, entra el aire comprimido a alta velocidad y por el
otro el liquido a dispersar y secar. EIl choque entre el flujo de aire y liquido a
gran velocidad, genera gotas muy finas que seran secadas posteriormente
con aire caliente, (Agnihotri y cols., 2004; Bailey y Berkland, 2009; Vivek y
cols., 2010). Una variedad de trabajos han empleado esta técnica para
elaborar microparticulas de Qs con diferentes principios activos y enzimas,
(Agnihotri y cols., 2004; Bailey y Berkland, 2009; Vivek y cols., 2010).
Gelificacion ionica: Se basa en la formacidon de complejos debido a la
atraccion de cargas opuestas. Las atracciones electrostaticas crean
interacciones fisicas, que dan origen a las particulas insolubles en medio
acuoso. En la formacién de estos complejos se emplea por lo general agua

como solvente por lo que es menos toxica, (Csaba y cols., 2009).

Calvo y cols., (1997a,b), desarrollaron un método para elaborar NPs de Qs

empleando esta ultima técnica. Se mezclan dos fases acuosas; una contiene la

dispersibn de Qs y en la otra se encuentra una solucion del polianion,

tripolifosfato sédico (TPP). La carga positiva del grupo amino del Qs produce

interacciones ionicas (inter e intramoléculares) con la carga negativa del
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polianién, originando una transformacion de liquido a gel, que da origen a la
formacion de las particulas. Esta técnica se lleva a cabo a temperatura
ambiente, donde el pH de las fases acuosas juega un papel fundamental. La
solucion acuosa de TPP (pH entre 7 y 9), es afiadida a la dispersion de Qs que
puede contener un pH entre 4y 6, Figura 5, (Janes y cols., 2001; Devika y cols.,

2006; Fernandes y cols., 2008; Mohammadpourdounighi y cols., 2010).
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Figura 5. Formacién de particulas de Qs por gelificacion iénica con TPP

(Fernandes vy cols., Sens. Actuators B. 2008)

Muchas investigaciones han empleado gelificacion idnica para formar particulas
de Qs-TPP como sistemas de liberacion de macromoléculas. Particulas de Qs
conteniendo insulina mejoraron la absorcion a nivel nasal, (Fernandez-Urrusuno

y cols., 1999). Asimismo, NPs de Qs-TPP de tamafios entre 250-400 nm y con
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un contenido de 80% de insulina asociado al Qs, mejoraron la absorcion de la
insulina a nivel intestinal, (Pan y cols., 2000).

Xu y Du (2003) elaboraron diferentes formulaciones de NPs de Qs-TPP en
albumina de suero de bovino. En este trabajo, concluyeron que factores como
el peso molecular y el grado de acetilacion del Qs, la relacion
polimero:macromolécula asi como, la presencia de polietilenglicol, tuvieron
influencia en la liberacion de la proteina.

Otros estudios, evaluaron el potencial que tienen particulas de Qs-TPP como
transportadoras y como médulos de cesion de macromoléculas a ser liberadas
en el colon. Ellos emplearon albumina de suero de bovino marcada con
isotiocianato de fluoresceina; demostrando que las enzimas colonicas y fecales
son capaces de degradar las particulas de Qs permitiendo la liberacion de la
proteina, (Zhang y cols., 2002).

Adicionalmente, se evalud la toxicidad, respuesta y tolerancia in vivo de NPs de
Qs como potencial sistema de liberacion en la superficie ocular. Se encapsulo,
albumina de suero de bovino marcada con isotiocianato de fluoresceina
empleando la gelificacion idnica con TPP. El tamafio promedio de las particulas
obtenido fue de 289 + 13 nm con un potencial zeta de +35,9 + 1,4 mV. La
eficiencia en la encapsulacion de la proteina fue bastante buena, 92,3% + 0,4%.
Asimismo, en los estudios de liberacion en presencia de solucion amortiguadora
de fosfato observaron que, la albumina se encontraba fuertemente unida a las
particulas de Qs-TPP, (Enriquez y cols., 2006).

Todo lo anteriormente evaluado y dada la gravedad de las patologias que

afectan el segmento posterior del 0jo, se requiere de una solucion a corto plazo.
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Se han hecho esfuerzos para lograr obtener una formulacién ideal, que
disminuya sustancialmente la frecuencia y el riesgo de la administracion
intravitrea, sin que hasta los momentos se hayan conseguido resultados
completamente satisfactorios. Es por ello que, esta tesis Doctoral para optar al
titulo de Doctora en Ciencias Farmaceéuticas, en el area de Tecnologia
Farmacéutica, se enfocd en desarrollar un nuevo nanosistema de liberacion
controlada de farmacos intravitreo, con polimeros biocompatibles, hidrosolubles
y de baja toxicidad ocular como el Dex y Qs. Se empled 21-hemisuccinato de
6-alfa-metilprednisolona (MPS) como farmaco modelo y se tomd en
consideracion para la formulacion, la combinacion de dos nanoestructuras

(farmaco-polimero conjugado/NPs) y el sitio de aplicacion.
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OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un nanosistema conjugado de Dex con NPs de Qs como vehiculo

para la liberacion controlada de farmacos intravitreo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer el método analitico para evaluar el contenido del farmaco modelo

MPS y su estructura activa terapéutica.

Estandarizar el método de cromatografia liquida de alta resolucion para evaluar

el contenido del farmaco modelo MPS y su estructura activa terapéutica.

Sintetizar el 21-hemisuccinato de 6-alfa-metilprednisolona-Dextrano (MPS-Dex)

conjugados, con Dex de diferentes pesos moleculares.

Caracterizar los derivados obtenidos por espectroscopia de resonancia

magneética nuclear de proton.

Determinar el contenido de MPS en los conjugados de MPS-Dex.

Evaluar la liberacion in vitro del MPS en condiciones isotonicas y a pH

fisioldgico.
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Seleccionar un conjugado en funcién al contenido del compuesto activo y perfil

de liberacion, para ser encapsulado en las NPs.

Evaluar el comportamiento hidrolitico del conjugado MPS-Dex seleccionado en

solucion de TPP y en solucion amortiguadora de acetato pH= 5,5.

Desarrollar las NPs de MPS-Dex empleando Qs como polimero transportador y

aplicando el método de gelificacion idnica.

Caracterizar las NPs de 21-hemisuccinato de 6-alfa-metilprednisolona-
Dextrano-Quitsano (NPSyps.pex-gs): morfologia, distribucion de tamario de las

particulas, carga superficial, contenido de MPS, eficacia de captura del MPS.

Evaluar la liberacién del MPS del nanosistema, en condiciones isotonicas y a

pH fisioldgico.

Elaborar microparticulas compuestas por NPsyps.pex-gs recubiertas de lactosa

(NPsmps-pex-gs/lactosa) aplicando el metodo de secado por atomizacion.

Caracterizar las microparticulas de NPsyps.pex-gs/lactosa: morfologia vy

distribucion de tamafio de las particulas.
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METODOLOGIA

MATERIALES

La Metilprednisolona (MP) y el MPS fueron adquiridos de Steraloids Inc, USA.
Dex con pesos moleculares promedios de 72,627 kDa y 10,200 kDa; 1,1’
Carbonildiimidazol (CDI); Dimetilsulfoxido anhidro (DMSO); Dimetilsulfoxido
deuterado (d6-DMSO); 2 propanol anhidro; éter metil terbutilico anhidro;
hidroxido de sodio (NaOH), acido clorhidrico (HCI), bolsas de dialisis de
celulosa, Qs (50-190 kDa) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, USA.
Trietilamina (TEA); tamiz molecular de 4A Grado 514; acetato de sodio; acido
acético glacial; TPP; acetonitriio y metanol grado HPLC y solucién
amortiguadora de fosfato pH= 7,4 fueron obtenidos de Fisher Scientific, USA.
Papel adhesivo de carbén conductivo de doble cara y rejilla de cobre (malla
200) con soporte de carbono marcas PELCO®. Lactosa extra fina de EM
industry, NY, USA. Impactador de cascada de Andersen obtenido por Copley

Scientific.

Todas las pruebas y determinaciones se realizaron como minimo por triplicado.

ANALISIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)
Para determinar el contenido del farmaco modelo y del compuesto activo
terapéutico, MPS y MP respectivamente, se modifico el método de HPLC ya
reportado por Mcleod y cols., 1993, Se aplicé el método de HPLC con fase

reversa empleando una bomba binaria Waters modelo 1525; un detector de
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absorbancia dual Waters 2487; un automuestreador Waters 717. Los datos
fueron integrados usando el programa Water-Breeze®.

La columna empleada fue una YCM pack pro C18 (5 um, 105 x 4.6 mm). La
fase movil estaba conformada por 60% de Metanol y 40% de solucidon
amortiguadora de acetato de sodio/acido acético 0,2M proporcion 21:79
respectivamente pH = 5,5. La fase movil fue desgasificada con ultrasonido y
helio. La velocidad de flujo fue de 1,2 mL/min. Los eluados fueron detectados
a 254 nm. EIl volumen de inyeccion fue de 50 pL. Todas las determinaciones
fueron bajo un sistema isocratico.

Para la validacion del método, se evalud su exactitud mediante el porcentaje de
recuperacion para tres niveles de concentracion: bajo, medio, alto dentro del
rango de la curva de linealidad del método (curvas de calibracion) y cada
concentracion se analizO como minimo tres veces, y se evalué el porcentaje de

recuperacion con respecto al valor esperado.

Cantidad obtenida
Cantidad teérica

Porcentaje de recuperacion =

Se establecié como rango de aceptacion para el porcentaje de recuperacion
entre 95 - 105% Yy porcentaje del coeficiente de variancia entre -20 y +20%,

(Horwitz, 1982; Quintana y cols., 2009).

Las determinaciones fueron realizadas por el mismo analista en las mismas

condiciones de trabajo.
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Por otra parte, se determinaron los limites de deteccion y cuantificacion asi
como la linealidad, (Quattrocchi y cols., 1992).
Limite de deteccion:

Ybl+3Sbl 1
b \n

Limite de cuantificacion:

Ybl+10Sbl 1
b \n

Donde:

Ybl = respuesta del blanco

Sbl= desviacion estandar del blanco
b= pendiente de la curva de calibracion

n = numero de determinaciones

Soluciones patrones

Las soluciones madres de MP y MPS se prepararon a una concentracion de
200 y 220 pg/mL en metanol y se conservaron en nevera a 5° + 2°C.

Cada solucion de trabajo se prepar6 diariamente por dilucion de las soluciones
madres en fase moévil en concentraciones de 20 pg/mL y 50 pug/mL para la MP y

11 pg/mL para el MPS.

Soluciones de patrones cromatograficos:

Las curvas de calibracion para cada patron se prepararon a partir de las

soluciones de trabajo en concentraciones de 0,2-0,5-1,0-2-4-5-10-20 pug/mL y 5-
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10-15-20-25-30-40-50 pg/mL para la MP y 0,2-0,6-1,0-2,0-4,0-6,0-11 pg/mL
para el MPS. Se graficaron las areas de los picos cromatograficos contra su
concentracién. Se calculé el coeficiente de correlacién cuadrado (r?) y la
pendiente (m) de cada curva, usando para ello la formula de la ecuacion de la
recta: y= bx + a y la regresion lineal. Finalmente las rectas fueron empleadas

para obtener las concentraciones de los analitos en pg/mL.

SINTESIS DE LOS MPS-Dex CONJUGADOS

Se sintetizaron dos MPS-Dex conjugados empleando dos pesos moleculares de
Dex: 70kDa y 10kDa. Se adaptaron los métodos previamente publicados por
Mc Leod y cols., 1993; Pang y cols., 2002 y Varshosaz y cols., 2009. A
continuacion una breve descripcion de la metodologia.

Condiciones:

Atmasfera de nitrégeno, proteccion de la luz y reactivos anhidros.

Procedimiento general:

Se disolvieron 0,1062 mmol de MPS y 0,4934 mmol de CDI en 3 mL de DMSO
y se mantuvo en agitacion constante por 2,5 horas a Temperatura ambiente
(TA), 22° £ 2°C. Luego se incorpor6 una solucion que contenia 0,05 mmol de
Dex (70 o 10 kDa) en DMSO y 1 mL de TEA. Se continudé agitando por 48
horas a TA. Los productos MPS-Dex 70kDa y MPS-Dex 10kDa fueron
precipitados y lavados con mezclas de 2-propanol y éter metil terbutilico.
Finalmente, se liofilizaron en un liofilizador FreeZone 6 Labconco Co. por 48

horas a -62°C y 0,370 mBar y se conservaron en tubos de poliestireno a -80°C
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en un refrigerador Freezer, Queve Sistems IWC. Un esquema del proceso de
sintesis se representa en la Figura 6.

Los productos obtenidos se caracterizaron empleando espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de protones (RMN *H), en un espectréometro
Bruker Avance Il 600 MHz con una sonda fria de deteccion inversa de 5 mm a
37°C. El desplazamiento quimico fue reportado en ppm. Los analitos emplearon

como solvente a d6-DMSO.

MPS

Trietilamina
+ >
48h, DMSO, N,

Dextrano
Figura 6. Esquema de la sintesis de los conjugados de MPS-Dex
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DETERMINACION DEL CONTENIDO DE MPS EN LOS CONJUGADOS DE
MPS-Dex.

La cuantificacion del contenido del farmaco se logra mediante una hidrolisis
alcalina donde se libera el compuesto activo terapéutico, MP, (Varshosaz y
cols., 2009). Se disolvieron 5 mg de cada uno de los MPS-Dex en 3 mL de
metanol y se hicieron reaccionar con 5 mL de NaOH 0,02N por 20 minutos. La
reaccion se detuvo con solucion de HCI. El contenido de MP resultante de la
hidrolisis se determiné aplicando el método de HPLC, descrito anteriormente.
Los resultados se expresaron en concentracion de mg MPS/100mg de MPS-

Dex.

LIBERACION in vitro DEL MPS DURANTE LA INCUBACION DEL MPS-Dex
CON SOLUCION AMORTIGUADORA ISOTONICA DE FOSFATO

Para ello, se incubaron tres muestras de 5 mg de MPS-Dex en 8 mL de solucion
amortiguadora isotonica de fosfato pH=7,2 a 37° + 0,5°C con agitacion
constante a 40 revoluciones por minuto (r.p.m.). Se tomaron muestras de 500
uL a diferentes tiempos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 24 horas y luego 2, 3, 4, 5, 6 dias y se
diluyeron con 500 pL de fase movil. En cada toma de muestra se repuso el
volumen con solucién amortiguadora de fosfato, (Dann, 1999).

Las concentraciones liberadas fueron evaluadas por el método de HPLC
previamente descrito. Se reportd el promedio y la desviacion estandar de los
porcentajes de MP liberados del MPS-Dex. Este fue calculado como la

cantidad acumulada de MP liberada dividida entre la cantidad total de MP
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contenida en el conjugado en funcion del tiempo. Asimismo, se reporté el
contenido de MPS liberado durante el mismo periodo de estudio.

Para ello se aplicaron las siguientes formulas:

_ Di
% Di=5-%(100)

N-1
Di=(Xi)(Fd) (Vo) + z Ei
i=0

%Di = porcentaje de MP liberado al tiempo i de muestreo.

Di = mg de MP liberados al tiempo i de muestreo.

D = mg de MP en 5 mg de MPS-Dex

Xi = concentracion de MP al tiempo i de muestreo

Fd = Factor de dilucion

Vo = Volumen inicial del medio de disolucion

Ei = mg de MP liberados en el volumen de la muestra al tiempo i de muestreo

N = nimero de extracciones al tiempo i de muestreo

COMPORTAMIENTO HIDROLITICO DEL MPS-Dex EN SOLUCION DE TPP Y
EN SOLUCION AMORTIGUADORA DE ACETATO pH=5,5.

Para evaluar la degradaciéon hidrolitica del conjugado frente a los reactivos
empleados en la elaboracion de las NPs y establecer la técnica de
incorporacion del mismo, se procedi6é a preparar una solucion de TPP al 0,25%

y una soluciébn amortiguadora de acido acético/acetato de sodio al 0,2M
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proporcion 21:79 respectivamente pH = 5,5, a TA. Se verifico el pH de cada
una de las soluciones en un pHmetro Corning modelo 430 con un electrodo de
Ag/AgCl y empleano el método de la USP 30/NF 25, capitulo general (791).

A 5 mL de cada una de las soluciones anteriores, se le incorporo el MPS-Dex
conjugado de 10 kDa (equivalente a alrededor de 5 mg de MPS) previamente
disuelto en acetonitrilo:agua bidestilada 50:50. Las mezclas se mantuvieron en
agitacion moderada por 24 horas y a temperaturas entre 4° - 5°C, durante las
primeras 5 horas y posteriormente se continué a TA. Se tomaron muestras de 1
mL a los tiempos 0, 1, 2, 3, 4, 5y 24 horas y se evaluo la liberacion de MP y
MPS por el método de HPLC previamente establecido. Los resultados se
expresaron en porcentaje de MPS libre/contenido de MPS en el conjugado

(MPS-Dex).

ELABORACION DE LAS NPSwps-pex-gs- POR EL METODO DE GELIFICACION
IONICA

Se adaptaron los métodos reportados por Calvo y cols. (1997a,b) y Grenha y
cols. (2007). Se prepard dos dispersiones: la primera constituida por 0,180%
(1,8mg/mL) de Qs de baja viscosidad, con un grado de desacetilacion de 92,2%
en solucion amortiguadora de &cido acético/acetato de sodio 0,2M pH=5,5y la
segunda, una solucion acuosa de TPP al 0,25%. Para la formacion de la NPs
se mezclaron ambas soluciones en una proporcion entre Qs y TPP de 3,6:1 p/p.
Se pes6 entre 15mg y 20mg de MPS-Dex 10kDa (equivalente a alrededor de
5mg MPS) y se disolvid en acetonitrilo:agua bidestilada 50:50 y se colocé a una

temperatura entre 4° - 5°C. Se incorpor6 la dispersién de Qs a una velocidad
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de 0,5 mL/min empleando una bomba para jeringa (Fischer Scientific). La
mezcla se mantuvo en agitacion por 16 horas a TA. Culminado este periodo, se
agrego la solucion de TPP a la misma velocidad (0,5mL/min) entre 4° - 5°C. Se
agitd por siete horas a TA y posteriormente se procedié a la purificacion de las
NPs. ElI pH se monitore6 durante todo el proceso, (Calvo y cols., 1997a,b;

Grenhay cols., 2007).

PURIFICACION DE LA SUPERFICIE DE LAS NPSwmps-Dex-0s-

La dispersion acuosa de las NPs, se coloc6 en una bolsa de didlisis de celulosa
sellada por ambos extremos. La bolsa se introdujo en un envase que contenia
el medio de purificaciébn. Este permanecié en agitacion moderada a TA. La

secuencia de lavado se detalla en la Tabla I.

Tabla I. Secuencia de solventes empleados para la purificacion de las
NPSmps-pex-0s

Solvente tiempo (horas)

Solucion amortiguadora de acetato de 1
sodio 0,02 M

Solucion amortiguadora de acetato de 1
sodio 0,02 M

Solucion amortiguadora de acetato de 1
sodio 0,02 M

Agua bidestilada 1

Agua bidestilada 1

Las NPs purificadas se colocaron en un balon aforado de 100 mL y se llevo a

volumen con agua bidestilada. Posteriormente, se liofilizaron 50 mL de la
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Nanosuspension en un liofilizador FreeZone 6 Labconco Co. por 48 horas a -

62°C y 0,370 mBar y se conservaron en frasco de vidrio con tapa entre 4-5°C.

CARACTERIZACION DE LAS NPSups-pex-Qs

MORFOLOGIA DE LAS NPs
Andlisis por Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Las muestras previamente liofilizadas, fueron espolvoreadas sobre un papel
adhesivo de carbon conductivo de doble cara PELCO®, a fin de que una de las

partes se pueda adherir al portamuestra. Previamente a la observacion, la
superficie de las particulas fue cubierta con carbon para evitar que se carguen
con energia estatica o se polaricen. Las muestras se colocaron en la camara
de vacio de un Microscopio Electrénico de Barrido JEOL JSM-6335F Instrument
y se trabajo con un voltaje de aceleracion de 2kV. Las micrografias se tomaron
a diferentes amplificaciones y se observaron las caracteristicas morfologicas de
las NPs. Por otra parte, se empled el programa Photoshop para medir los

diametros de las particulas.

DISTRIBUCION DEL TAMANO DE LAS NPs

Se evaluaron las Nanosuspensiones antes y después de la dialisis. La
distribucion del tamafio de las particulas expresado en diametro volumen
medio, se determind en un analizador de tamafo de las particulas con

dispersion de luz dinamica Nanotrac NPA250 Ultra, con sonda externa y
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empleando el programa Flex 10.3.7, a 25° = 0,5°C. Los datos y las

distribuciones fueron obtenidos del promedio de tres corridas por cada muestra.

CARGA ELECTRICA SUPERFICIAL DE LAS NPs
Las superficies de las particulas en suspension desarrollan carga debido a la
adsorcion de iones 0 a la ionizacion de los grupos en la superficie. Una de las

formas de conocer esta informacion es mediante el valor del potencial Zeta ().
Las particulas de MPS, MPS-Dex, NPs de Qs vacias y NPSyps.pex-0s

liofilizadas, fueron dispersadas en solucion amortiguadora de acetato pH=5,5
y/o agua bidestilada. La movilidad electroforética se midi6 en un Brookhaven
ZetaPlus. Los datos fueron obtenidos del promedio de diez corridas por cada

muestra y a 25° £ 1°C. Los resultados se expresaron en mV.

ESTIMACION DEL CONTENIDO DE MPS EN LAS NPs

Se pesaron tres muestras de las NPs liofilizadas, equivalente a alrededor de 8
mg de MPS-Dex y 2,4 mg MPS (considerando que no hubo pérdida de MPS
durante la elaboracion de las NPs). Se agregdé 2,5 mL de solucion
amortiguadora de acetato pH=5,5 y se agitdé por 24 horas a 40 r.p.m. a TA.
Transcurrido el periodo, se centrifugé a 12.000 r.p.m. por 15 minutos a TA en
una microcentrifuga (Fisher Scientific modelo 235C). Se midi6 1 mL del
sobrenadante y se procedié a realizar la hidrélisis con NaOH 0,02N por 20

minutos. Luego se detuvo la reaccion con solucion de HCI. El contenido de
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MPS se determind por HPLC siguiendo el procedimiento previamente

establecido.

DETERMINACION DE LA EFICACIA DE CAPTURA DE LA MPS EN LAS NPs
La carga del farmaco dentro de las NPs y la eficiencia de captura fueron
determinadas matematicamente por las ecuaciones que se detallan a
continuacion. La carga nominal del farmaco se calculé en funcion de la
cantidad de farmaco que podria encontrarse en 100 g de liofilizado asumiendo
que no hubo pérdida de farmaco ni de polimero durante el proceso de
elaboracion de las NPs, (Judefeind y Villiers, 2009).

masa del farmaco en la nanoparticula

masa de la nanoparticula x100

Carga experimental del farmaco (%) =

peso del farmaco

(peso del farmaco + peso del polimero ) 100

Carga nominal del farmaco (%) =

Carga experimental del farmaco

Carga nominal del farmaco x100

Eficacia de captura (%) =

Es importante resaltar que para el célculo de la carga nominal del farmaco, se

tomd en cuenta el peso de TPP y del conjugado (MPS-Dex) incorporados,

considerando que no hubo pérdida de ellos durante el proceso de elaboracion.
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LIBERACION in vitro DEL MPS DURANTE LA INCUBACION DE LAS
NPSwmps-pex-gs- CON SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATO

Se incubaron tres muestras de 10 mg de NPs liofilizadas en 5 mL de solucién
amortiguadora isotonica de fosfato pH=7,2 a 37° + 0,5°C con agitacion
constante a 40 r.p.m. Se tomaron muestras de 1mL a diferentes tiempos 1, 2,
3,4,5,6, 7, 24 horas y luego 2, 3, 4, 5, 7 dias. Las muestras se filtraron a
través de filtro Whatman de 0,02 um. En cada toma de muestra se repuso el
volumen con solucion amortiguadora de fosfato, (Dann, 1999). Las
concentraciones de MPS y MP liberadas fueron evaluadas por el método de

HPLC previamente descrito, (Xu y Hanna, 2007).

ELABORACION DE MICROPARTICULAS COMPUESTAS POR NPSmps-pex-os /
LACTOSA

El recubrimiento de las NPs con lactosa, se realizdé aplicando la técnica de
secado por atomizacién con aire nebulizado. Se empled un equipo a escala
piloto que emplea temperaturas mas bajas (78° = 2°C) que los equipos
comerciales lo que disminuye la degradaciéon de las particulas y de los
farmacos. Una fotografia del equipo se encuentre en la Figura 7, (Patel, 2010).
Se emple6 un nebulizador concéntrico con dos puertos; en uno de ellos entra la
mezcla a secar y por el otro el aire seco y tibio, ambos a una velocidad de flujo

tal, que logre la formacidn continua de goticulas nebulizadas muy finas.
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Figura 7. Secador por atomizacion a escala piloto

A las Nanosuspensiones purificadas, se les incorporé 3% de lactosa extra fina
como agente dispersante. Las temperaturas de entrada y de salida del equipo
fueron de 78° £ 2°C y 35°t 1°C respectivamente, produciendo un aire caliente
con flujo de 20L/min. Las microparticulas obtenidas se recolectaron en un
muestreador de particulas en cascada de Andersen. Posteriormente fueron
recolectadas en frascos ambar y almacenadas dentro de un desecador a una

temperatura de 4° + 1°C, (Buchi, 2010).

CARACTERIZACION DE LAS MICROPARTICULAS COMPUESTAS DE

NPs MPS-Dex-Qs ILACTOSA

MORFOLOGIA
Andlisis por Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)
Las microparticulas elaboradas empleando el método de secado por

atomizacion, fueron dispersadas por un minuto en agua bidestilada, luego se
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colocaron pequefias gotas de la nanosuspension sobre un papel adhesivo de
carbon conductivo de doble cara PELCO®, se dejo secar a TA y se continud

aplicando el misma procedimiento descrito para las NPSyps-pex-0s-

Andlisis por Microscopia de Transmision Electronica (MTE)

Para las muestras analizadas por microscopia de transmision electronica, se
emplearon microscopios marcas JEOL 200 CX de 200kV. Cada muestra se
prepar6 colocando alrededor de 1 mg de las micropariculas en 3 mL de agua
bidestilada hasta completa disolucién. La dispersién se colocé dentro en una
rejilla de cobre (malla 200) con soporte de carbono PELCO®. La rejilla se secéd
sobre papel de filtro. Las laminillas secas se introdujeron dentro del microscopio
con el objeto de visualizar las NPs, (Siebein, 2007; javeriana.edu, 2010; ua.es,
2011). También se empled el programa Photoshop para medir los diametros de

las particulas.
DISTRIBUCION DEL TAMANO DE LAS PARTICULAS

Las microparticulas se dispersaron en agua bidestilada y se procedio a aplicar

el misma procedimiento descrito para las NPSyps-pex-0s-
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las nuevas tendencias tecnoldgicas se enfocan en el desarrollo de sistemas
apropiados con caracteristicas tales, que involucren la capacidad de regular la
distribucion y depuracion del farmaco después de su administracion; logren
alcanzar el sitio especifico de accidén a una velocidad y régimen de dosificacion
terapéuticamente controlado y oOptimo; liberen el compuesto activo mediante
reacciones enzimaticas y/o quimicas in vivo; protejan y estabilicen el farmaco
en el ambiente biolégico durante todo su recorrido hasta llegar al sitio de accion
y por ultimo pero no menos importante, que reduzcan los efectos adversos.
Grupos de investigadores conscientes de las dificultades que se presentan en la
permanencia efectiva de los farmacos a nivel ocular, debido a las barreras y
sistemas protectores, han despertado un gran interés en el empleo de
novedosas tecnologias para el desarrollo de formulaciones de liberacion
oftalmicos, (De Campos y cols., 2004; Yasukawa y cols., 2005; Bodor y
Buchwald, 2005; Prow y cols., 2008; Paolicelli y cols., 2009).

Asimismo, las patologias del segmento posterior del ojo, cobran mayor
importancia debido a los riesgos que implica la posible degeneracion celular de
un organo tan importante como el de la vision, una de las ventanas a todo lo
gue nos rodea. Por otra parte, la practica continua de la inyeccion intravitrea no
es agradable para los pacientes y a su vez podria causar complicaciones
indeseadas, (ElI-Samaligy y cols., 1996; Ogura, 2001; Kompella y cols., 2003;

Ciullay cols., 2004).
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Es por ello, que esta investigacion se enfoco en el desarrollo de un nuevo
nanosistema de liberacion de farmaco intravitreo alternativo, que combiné
polimeros biocompatibles, hidrosolubles y de baja toxicidad ocular como el Dex
y Qs. En primer lugar, se sintetizaron dos conjugados de MPS-Dex empleando
Dex de distintos pesos moleculares. Los productos obtenidos fueron evaluados
a fin de seleccionar, cual de ellos se utilizaria en la encapsulacion de NPs de
Qs, para asi formar un sistema de liberacion hibrido (conjugado/NPs). Por
altimo, las NPs se recubrieron con lactosa de tal manera de crear
microparticulas que favorecieran la redispersion de las mismas en agua. Cada
una de las etapas del desarrollo de este nanosistema, conllevé a una serie de
ensayos y consideraciones necesarias cuyos resultados y discusion se detallan

a continuacion:

ANALISIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Para poder evaluar el contenido del farmaco modelo, fue necesario seleccionar
un método analitico que pudiera identificar, separar y cuantificar tanto la MP
como MPS. Es por ello, que basandose en el método ya reportado por Mcleod y
cols., 1993, se procedioé adaptarlo y estandarizarlo mediante los parametros de:
linealidad, exactitud (porcentaje de recuperacién), limite de deteccién y limite de
cuantificacion. Este método fue adecuado y permiti6 evaluar y separar
apropiadamente la MP que es el farmaco terapéuticamente activo, como al
MPS y el isdbmero 17-hemisuccinato de 6-alfa-metilprednisolona (MP17S) no

habiendo interferencia entre los picos cromatograficos de los compuestos. En
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el Anexo 1 se puede observar un cromatograma donde se encuentran
separados una mezcla de patrones de MP y MPS.

Por otra parte, con base a los resultados obtenidos se pudo demostrar que el
meétodo bajo las condiciones de trabajo establecidas, fue lineal para los dos
patrones, ya que se obtuvo un coeficiente de correlacion mayor a 0,999 y se
mantuvo constante durante todos los ensayos.

De igual modo, se calculo el limite de deteccion (3 desviaciones estandar del
blanco) y el limite de cuantificacion (10 desviaciones estandar del blanco),
encontrandose para la MP 0,049 pg/mL y 0,053 pg/mL y para el MPS 0,025
pg/mL y 0,034 pg/mL. Estos resultados fueron adecuados para detectar las
cantidades de corticosteroides en los sucesivos ensayos de cuantificacion.

En relacién al porcentaje de recuperacion para las nueve determinaciones de
cada uno de los patrones, se encontro para la MP un rango entre 93-99% con
una desviacion estandar relativa (DSR) de 3,60% y para el MPS 82-99%, DSR
de 9,83. Se observo que en algunos resultados la recuperacion era baja; sin
embargo, segun Horwitz (1982) el porcentaje del coeficiente de variacion para
la determinacion de concentraciones de analitos a niveles de 1 pug/mL puede

oscilar entre —20 y + 20%, (Quintana y cols., 2009).

SINTESIS DE LOS MPS-Dex CONJUGADOS
El Dex es un polimero de la glucosa muy ramificado, soluble en agua que
presenta excelentes propiedades fisicoquimicas en un amplio rango de pH,

compatibilidad fisiologica y baja toxicidad. Estos polisacaridos se caracterizan
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por presentar un 95% de uniones 1,6-glucopiranosa y 5% de uniones 1,3-
glucopiranosa con ramificaciones en los grupos hidroxilos en posiciones 2,3 y/o

4 del anillo de la glucosa, Figura 8, (Larsen, 1989).

Figura 8. Estructura ramificada del Dex

Para formar un polimero terapéutico con el Dex (conjugado), la unién farmaco-
Dex puede ser directa; en otros casos como la MP, requieren del empleo de
una cadena hidrocarbonada intermediaria que enlaza el polimero con el agente
terapéutico. Este puente 0 separacion tiene importancia tanto en la unién de
farmacos de gran volumen que por impedimento estérico no pueden enlazarse
con el Dex, como también, en la incorporacion de un grupo reactivo terminal al
farmaco, para que éste pueda unirse covalentemente, a los grupos hidroxilos
libres del Dex, (Mehvar, 2000; Larsen y cols., 2007; Hermanson, 2008). Es por

ello, que se empled MPS para que el grupo carboxilico libre del acido succinico,
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pueda reaccionar con los grupos hidroxilos libres del Dex y formar un enlace

\

éster, Figura 9.

e MP

O

N—

Figura 9. MPS-Dex Conjugado

Este conjugado hasta el momento no ha sido empleado a nivel oftalmico, lo que
conllevd a una revision a fin de, evaluar la posible presencia de enzimas
metabdlicas que pudiesen liberar la MP in vivo. Trabajos anteriores, habian
reportado enzimas que favorecian la ruptura de los enlaces éster a nivel
intraocular, (Ellis, 1971). Del mismo modo, Lam y cols. (1972), sefalaron un
aumento de las concentraciones de enzimas hidroliticas como esterasas y
fosfatasas acidas, cuando ocurria desprendimiento de retina. Estos hallazgos
nos permitieron considerar el empleo del MPS-Dex como compuesto activo a
ser incorporado dentro de las NPs.

Por otra parte, las condiciones establecidas para la sintesis lograron la

formacion de los MPS-Dex conjugados de 10kDa y 70kDa, que se comprobaron
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mediante resonancia magnética de proton (RMN *H) y mediante la
determinacion del contenido de MP en el conjugado por HPLC.

Los resultados de RMN *H fueron las siguientes:
Para la MPS RMN *H (3, ppm): 1,9 (dd, 1H); 2,05 (m, 2H); 2,12 (m, 2H); 4,78

(d, 1H); 5,2 (d, 1H); 5,38 (s, 2H); 5,82 (s, 1H); 6,2 (d, 1H); 7,35 (d, 1H); 12,2

ppm (sa, 1H). Anexos 2-5.

En el caso del Dex se observaron cuatro sefiales entre 4,4 - 5 ppm, cuyos
desplazamientos quimicos son caracteristicos de los H unidos a C oxigenados

de la cadena del carbohidrato. Anexo 6.

Para el MPS-Dex 10kDa (&, ppm): 1,9 (dd, 1H); 2,05 (m, 2H); 2,12 (m, 2H); 4,78

(d, 1H); 5,2 (d, 1H); 5,38 (s, 2H); 5,82 (s, 1H); 6,2 (d, 1H); 7,35 (d, 1H).

Es importante sefialar que las sefales de 1,9 — 2,12 ppm, correspondiente al
MPS permanecen como multilpletes ensanchados, Anexo 7. Asimismo, se
observaron las sefiales de la zona olefinica pero con ciertas variaciones en su
forma: 5,82 (s, 1H); 6,2 (d, 1H); 7,35 (d, 1H). Adicionalmente, aparecen como
singletes las sefiales entre 4,4 y 5 ppm caracteristicas de la porcion del
carbohidrato acoplado, Anexo 8. Una evidencia adicional importante es la
completa desaparicion de los protones libres del grupo carboxilico a 12,2 ppm
con singlete ensanchado, lo que es indicativo que la reaccion de esterificacion

entre el hemisuccinato y el Dex se ha completado. Anexo 5y 9.
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DETERMINACION DEL CONTENIDO DE MPS EN LOS CONJUGADOS DE
MPS-Dex

Cuando se desea conocer el contenido de MPS en los conjugados de MPS-Dex
por HPLC, es necesario realizar una hidrdlisis previa a pH 11 con NaOH, a fin
de separar el farmaco de la macromolécula y liberar el corticosteroide bajo la
forma de MP. Esta hidrolisis basica se completé a los 20 minutos y en ella
ocurre la ruptura del grupo éster en posicion 21 y se separa la MP del resto de
los constituyentes del farmaco terapéutico, lograndose cuantificar por HPLC,

Figura 10, (Anderson y cols., 1984).
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Figura 10. Hidrdlisis basica del MPS-Dex en el grupo éster en posicion 21.

El contenido de MPS por 100 mg de conjugado fue dependiente del Peso
Molecular (PM) del polimero. Para el MPS-Dex 70kDa fue de 10 mg% = 0,28,
mientras que para el MPS-Dex 10kDa fue de 30 mg% + 0,28. Un trabajo
realizado por Mehvar en 1999, reporté un porcentaje similar al encontrado por
nosotros: 8,5% de MP para el MPS-Dex 70kDa, lo que corresponde a un 10,7%

en MPS. Los resultados encontrados son de suma importancia, ya que hasta la
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fecha, no se habia empleado el Dex 10kDa para sintetizar este farmaco-
polimero. Estos resultados tienen concordancia con los reportados por
Varshosaz y cols., (2009), en donde sintetizaron conjugados de 21-
hemiglutarato de budesonida-Dex, como sistema de liberacion para
inflamaciones del colon, empleando Dex de diferentes peso moleculares. Ellos
encontraron que a menor PM del Dex, mayor grado de sustitucion de la
Budesonida (19.33% * 0.84% budesonida/budesonida-Dex 10kDa). Sin
embargo, al comparar estos resultados con los obtenidos para la MPS-Dex
10kDa se observdé que el contenido de MPS/conjugado fue muy superior.
Asimismo, Canevari y cols., (2009), indicaron que el empleo del polimero con
menor PM y menos ramificaciones incrementa la carga del farmaco. Esto
podria deberse a que cuando se emplea un mayor PM, las estructuras son mas
voluminosas y ramificadas que producen impedimento estérico y dificulta la
interaccion efectiva entre los grupos hidroxilos y el grupo carboxilico del
compuesto activo, (Varshosaz y cols., 2011). Adicionalmente, cuando se
emplea DMSO como solvente, la estructura polimérica se mantiene bien
enrollada donde solamente los grupos hidroxilos de la superficie podrian estar
disponibles para reaccionar con el farmaco, (Varshosaz y cols., 2009).

Del mismo modo, el numero de moléculas acopladas, es un factor de gran
importancia a ser considerado en la formulacion del producto, ya que estas
afectan la solubilidad y el perfil de liberacién de los conjugados, (Zou y cols.,
2005; Varshosaz y cols., 2011). Es por ello, que nuestros resultados se ajustan
a los ya reportados, donde a mayor cantidad de moléculas del farmaco con

caracteristicas lipofilicas unidas al Dex, menor sera la solubilidad del conjugado
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en agua. Esto se demostro al disolver 5 mg de cada uno de los conjugados con
8 mL de agua bidestilada a TA (22° + 2°C), donde se observé que el MPS-Dex
70kDa se disolvia mas rapidamente (1 minuto) que el MPS-Dex 10kDa (6
minutos). Estos resultados preliminares demuestran que este nanosistema fue
capaz de modificar una de las propiedades fisicoquimicas mas importante para
la formulacion de la MP como es su solubilidad, ya que este corticosteroide es
practicamente insoluble en agua y al unirse al Dex se ve sustancialmente
favorecida. Esta caracteristica es relevante en el desarrollo de farmacos a nivel
ocular, donde el principal solvente y vehiculo en estas formulaciones es el agua.
Del mismo modo, este polimero terapéutico soluble en agua, podria evidenciar
una mejor compatibilidad con los fluidos biologicos y con las estructuras

intraoculares, donde se le pretende administrar.

LIBERACION in vitro DEL MPS DURANTE LA INCUBACION DEL MPS- Dex
CON SOLUCION AMORTIGUADORA ISOTONICA DE FOSFATO

Al evaluar el perfil de liberacion acumulado del compuesto activo en funcion del
tiempo, a pH fisiologico, se observo que la liberacion ocurrié hacia la formacion
tanto de la MP como del MPS es decir, la hidrolisis se sucedi6é en los dos
grupos éster de la molécula. Los productos de la hidrélisis obtenidos, dependen
del pH del medio. A pH = 11, la reaccién va dirigida a la formacién de la MP
exclusivamente, mientras que a pH fisioldgico se hidrolizan los dos compuestos
(MP y MPS). Asimismo, al alcanzar las primeras 24h se observd, un
desplazamiento del equilibrio hacia la formacién de la MP y una disminucién

progresiva de la concentracion del MPS. Este resultado es muy satisfactorio
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puesto que el MPS liberado se hidroliza progresivamente hacia la MP que es el

compuesto activo terapéutico. Durante el periodo de estudio la liberacion de la

MP fue cercana al 40%: 38,5% * 2,4% para el MPS-Dex 70 kDa y 31,6% =+

3,8% para el MPS-Dex 10 kDa); observandose menor liberacion del farmaco en

el MPS-Dex 10 kDa, Figura 11. Tomando en consideracion el contenido de

MPS en los conjugados y su liberacion, podemos decir que bajo estas

condiciones de estudio, el MPS-Dex 10 kDa, presentdé mayor cantidad de

moléculas del farmaco unidas al polimero y éstas se liberaron mas lentamente,

lo que podria favorecer un mejor comportamiento como sistema de liberacion.

Ahora bien, habria que evaluar si estos hallazgos son consistentes con los

futuros estudios in vivo.
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Figura 11. Perfil de liberacion acumulado de la MP y el MPS en buffer fosfato

isotonico pH= 7,2 a 37°C.
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Adicionalmente, Schacht y cols., (1987) al extraer las enzimas lisosomales del
higado de rata, evidenciaron una disminucién de la acciébn enzimatica de la
dextranasa sobre el Dex, a medida que aumentaba el nimero de grupos
ligandos unidos a la molécula del polimero. Esto trae como consecuencia un
retraso en su biodegradabilidad. Todo esto, nos permite considerar la
aplicacion de este polimero terapéutico a nivel ocular y evaluar a futuro, la
liberacion del farmaco en el fluido del humor vitreo y en animales de
experimentacion.

Por otra parte, durante este ensayo se observO en el cromatograma, la
aparicion de un pico muy cercano a los de la MP y MPS con un tiempo de
retencion (tr) de 6,375 minutos (Anexo 10). Estos resultados podrian
relacionarse con los reportados por Anderson y Taphouse, (1981), en donde
separaron la MP, MPS y su isdbmero MP17S por HPLC. Ellos encontraron que
este Ultimo compuesto eluia primero, con un tr cercano al de la MP.

Para identificar este nuevo compuesto, se tomaron los analitos empleados para
el ensayo de liberacion a las 48 y 72 horas y se corrieron en un HPLC con
detector de masa (HPLC-MS), encontrandose un PM igual al del MPS (Anexo
11). Estos resultados parecieran indicar que durante la liberacién ocurrio la
migracion del grupo acilo de la posicion 21 (MPS) a la posicion 17 (MP17S).
Otros trabajos, comprobaron que al colocar MP17S en solucién amortiguadora
pH=7,2, la aparicién de la MP y MPS era funcién del tiempo. Asimismo, la
formacién de la MP provenia de la hidrélisis del MPS exclusivamente, Figura

12, (Anderson y Taphouse, 1981).
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Figura 12. Esquema de la hidrélisis del grupo éster y de la migracién del grupo
acilo. El grosor de las lineas indica la magnitud relativa de las constantes de
velocidad. (McLeod vy cols., 1993)

En este mismo sentido, Anderson y cols., en 1984, realizaron un estudio de
degradacion de la sal sodica del MPS en funcién del pH. Ellos encontraron que
a pHs basicos, la degradacion hidrolitica se dirigia hacia la formacién de la MP.
Mientras que a pHs por debajo de 7,4 (3,6-7,4), observaron tanto esta misma
hidrolisis, como la migracion del grupo acilo del hemiéster a la posicion 17. En
la Figura 13, se observa este ultimo mecanismo. Estos resultados previos, en
donde se evalu6 el comportamiento hidrolitico y la migracion del grupo acilo en
la sal sédica del MPS, pareciera ser semejante al encontrado en esta
investigacion para el MPS-Dex sin embargo, habria que continuar realizando
mas estudios asi como, evaluar la liberacién y degradacion de estos polimeros
terapéuticos a nivel ocular. Basandose en los resultados obtenidos, se tomaron

como criterios de seleccién del conjugado, a ser incorporado en las NPs de Qs:
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el contenido del farmaco en el conjugado y el porcentaje de farmaco liberado en
el tiempo. Considerando, que el MPS-Dex 10kDa presentd mayor contenido de
MPS, menor concentracion de farmaco liberado y adicionalmente, buena
solubilidad en agua, fue el polimero terapéutico seleccionado para desarrollar el

nuevo nanosistema de aplicacion intravitreo.

H%H o

17-hemisuccinato de Metilprednisolona

Figura 13. Mecanismo de la migracion del grupo acilo del hemiéster de 21 —
17 en buffer fosfato pH=7,2.
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COMPORTAMIENTO HIDROLITICO DEL MPS-Dex EN SOLUCION DE TPP Y
EN SOLUCION AMORTIGUADORA DE ACETATO pH=5,5.

Como ya se dijo con antelacion, la degradacion del MPS-Dex es dependiente
del pH. Este proceso, no es deseado en la etapa de formacion de las NPs ya
que, se perderia la estabilidad del conjugado. Para evitarlo, fue fundamental
controlar el pH durante todo el proceso de elaboracion de las mismas. Pero
previo a ello, se realizé un estudio del comportamiento hidrolitico del MPS-Dex
10kDa en funciéon del tiempo, frente a los reactivos involucrados, ya que la
solucion de TPP presentaba un pH= 9 y la dispersion de Qs en solucion
amortiguadora, pH= 5,5. Igualmente, para retardar la hidrolisis, se establecio
mantener la temperatura entre 4° - 5°C, durante el primer periodo de la
gelificacion ionica. Asimismo, este estudio contribuyo a decidir la etapa en la
cual se incorporaria el conjugado durante la formacion de las NPs. Como se
puede observar en las Figuras 14 y 15, el MPS-Dex 10kDa en presencia de
solucion de TPP, ocurrié una mayor hidrdlisis (20% en términos de MPS) que

en la solucién amortiguadora pH= 5,5 (< 0,8%).
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Figura 14. Hidrolisis MPS-Dex 10 kDa en solucion de TPP al 0,25%.
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Figura 15. Hidrolisis MPS-Dex 10 kDa en solucion de AcH/AcNa 0,2M pH=5,5
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Es importante destacar que a ambos pH, se observo que la hidrdlisis iba dirigida
a la formaciéon de la MP y MPS. En solucién de TPP, el equilibrio hidrolitico se
dirigio a la formacion de mayor proporcion de MP libre y a pH acido hacia la
formacion del MPS. Estos resultados concuerdan con los ya encontrados
donde a pH alcalino, la ruptura ocurre en la posicion 21 del hemiéster liberando
asi el compuesto activo terapéutico. Por lo antes expuesto, se decidio
mantener controlado el pH a 5,5 durante todo el proceso y mezclar previamente

el MPS-Dex 10 kDa, en la dispersion de Qs a pH=5,5.

ELABORACION DE NPSpyps.pex-gs POR EL METODO DE GELIFICACION
IONICA

El Qs es un polimero lineal con un alto porcentaje de unidades de glucosamina,
tiene caracter basico y carga positiva a pH acido, lo que mejora su solubilidad
en aguay le permite su interaccion electrostatica y union a proteinas, polimeros
sintéticos, polianiones, componentes de la matriz extracelular y al ADN. Sus
caracteristicas fisicoquimicas, asi como su biodegradabilidad, biocompatibilidad
y baja toxicidad, lo han convertido en un polimero muy versatil y de gran interés
en los nuevos desarrollos de formulaciones farmacéuticas, (Cheny cols., 2007).
Trabajos anteriores recomiendan dispersar el Qs en solucidon de acido acético
con un rango de pH entre 4 y 6, ya que se requiere un medio acido (pH < 6,5)
para protonar el grupo amino, formar policationes de NH3" y lograr su disolucion
en agua, (Janesy cols., 2001; Tang y cols., 2007; Zhang y cols., 2002). En este
mismo sentido, como ya se ha comprobado, cambios de pH, tiene influencia en

la degradacion del MPS-Dex. Tomando en consideracion estas dos premisas,
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se procedi6 a disolver el Qs en solucién amortiguadora de acetato de sodio pH=
5,5, a fin de mantener constante el pH durante todo el proceso.

Por otro lado, la interaccion previa del MPS-Dex con el Qs, fue en virtud de
formar en un principio NPs por interaccion entre las cargas opuestas de estos
dos polimeros, (Chen y cols., 2007; Qi y cols., 2010), y posteriormente
inmovilizarlas dentro de los nanogranulos que se formarian con el TPP. La
seleccion de estas técnicas se basaron en trabajos anteriores, donde se
demostré la capacidad que tiene el Qs de precipitar bajo la forma de particulas
en medio acuoso, cuando interactla con polimeros o electrolitos con cargas
negativas, (Chen y cols., 2007). Aun mas, el método de gelificacion idnica ha
sido usado para atrapar macromoléculas como enzimas y albumina de suero de
bovino, y crear sistemas de liberacion prolongada, (Tang y cols., 2006; Tang y
cols., 2007; Fernandes y cols., 2008). Estos dos posibles mecanismos
propuestos, no fueron comprobados en esta investigacion, Unicamente se
establecio la técnica de elaboracion fundamentada en estos trabajos ya
publicados, donde NPs de Qs pueden elaborar complejos de coacervacion
(complejos electrostaticos), mediante la precipitacion bajo la forma de
particulas, cuando un polimero de carga opuesta, neutraliza las cargas de los
grupos catiénicos de la amina (NHs") en el Qs, (Chen y cols., 2007; Qi y cols.,
2010). Del mismo modo, el Qs tiene la capacidad de inmovilizar
macromoléculas mediante la formacion de redes insolubles cuando reacciona
con un agente entrecruzante como el TPP, (Tang y cols., 2006; Tang y cols.,

2007; Fernandes y cols., 2008).

59



Es por ello que, tanto los polimeros seleccionados, como la no incorporacion de
solventes organicos y los diferentes mecanismos que presenta el Qs para
atrapar macromoléculas, fueron los criterios seleccionados para el desarrollo y
evaluacion de este sistema de liberacion de aplicacion oftalmica.

En cuanto a la seleccién de la proporcion entre Qs:TPP, se basé en trabajos
previos de un grupo de investigadores en donde recomiendan el rango 3:1 —
6:1, (Calvo y cols., 1997a; Grenha y cols., 2007), para lograr producir
estructuras solidas nanométricas, de alto rendimiento con enlaces inter e
intramoleculares estables entre las cargas del TPP y del Qs. Adicionalmente,
Grenha y cols. (2007), emplearon por este método la proporcion 3,6:1 p/p
(Qs:TPP), para formar transportadores de proteinas con buenos resultados y

con tamafos de particulas de alrededor de 382 nm. Por este motivo, se
selecciond esta relacion para la formacion de las NPSyps.pex-gs, Ya que

involucraba el empleo de una macromolécula, (Janes y cols., 2001; Grenha y
cols., 2007).

Por otra parte, es importante destacar que la seleccion del Qs de baja
viscosidad y bajo peso molecular, se apoy6 en publicaciones anteriores donde
reportaron que la encapsulacion de los farmacos durante el proceso de
gelificacion, se vio disminuida por el aumento de la viscosidad del Qs,
(Vandenberg y cols., 2001; Yang y Hon., 2009). De igual modo, Wu y cols.
(2005), hallaron que concentraciones bajas (1-3 mg/mL) de Qs de baja

viscosidad, promovi6 la encapsulacion satisfactoria de Glicirricinato de amonio
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por gelificacion idnica. Todos estos hallazgos previos, fueron tomados en
cosideracion para el desarrollo de las NPSpps_pex-0s-

Aln mas, otros estudios determinaron que el mismo grado de desacetilacion del
Qs empleado en esta investigacion (92,2%), favorecio la eficacia de
encapsulacion y disminuyo la velocidad de liberacion, (Xu y Du, 2003). De la
misma manera, el tiempo del entrecruzamiento, la velocidad de afiadido y el pH
de la solucion, son también de suma importancia, a fin de obtener particulas
homogéneas y completamente formadas. Shu y Zhu. (2000), demostraron que
el aiadido lento por gotas, el tiempo de entrecruzamiento de al menos una hora
y el pH de la solucion de TPP entre 4 y 8, beneficiaron los atributos de NPs de
Qs.

Por lo demas, como ya se sabe, la solucion de TPP (NasP3010) en agua, es
alcalina, ya que al disociarse se forman los iones hidroxilos y fosféricos, sin
embargo, su afadido lento sobre la solucibn amortiguadora, desplaza el
equilibrio de disociacién del TPP hacia la formacion de mayor proporcion de
iones fosforicos (P3Os-) que interacttan con el grupo NHs;" del Qs
predominando asi, la interaccion idnica por encima de la desprotonacion del
grupo amino por presencia del ion hidroxilo, Figura 16. La formacion de las NPs
puede ocurrir por la presencia de ambos iones, sin embargo, controlando el pH
se puede lograr la prevalencia de uno sobre el otro. Aun mas, la presencia de
la soluciébn amortiguadora de acetato de sodio, mantuvo el pH de 5,5 durante

todo el proceso.

61



Figura 16. Mecanismo de formacion de NPs Qs/TPP. (Bhumkar y Pokharkar.
AAPS PharmSciTech. 2006,)

PURIFICACION DE LA SUPERFICIE DE LAS NPSwmps-pex-0s

El proceso de dialisis empleado, fue capaz de eliminar el exceso de reactivos y
subproductos solubles. Es un método de purificacion lento, pero suave que no
requiere alto impacto, lo que disminuye los problemas de formacion de
agregados y redispersabilidad de las NPs en agua. Esta tendencia se ve
realzada por el pequefio tamafo de las NPs y de su carga superficial. Este
proceso permiti6 obtener particulas suspendidas con una tendencia al

fendbmeno de agregacion mas prolongado.
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CARACTERIZACION DE LAS NPSwpspexos Y MICROPARTICULAS DE

NPs MPS-Dex-Qs ILACTOSA

MORFOLOGIA DE LAS NPSwmps-Dex-0s

La mayoria de las NPs fueron practicamente esféricas con una superficie lisa, lo
gue indic6 que las moléculas de MPS-Dex, Qs y TPP interactuaron
uniformemente para formar las NPs con diametros inferiores a 450 nm, Figuras

17y 18.

MAIC S 2.0kV X10,000 WD 14.6mm Tum

Figura 17. Micrografia (MEB) de NPsSyps-pex-0s (Amplificacién X10.000).
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Figura 18. Micrografia (MEB) de NPsyps-pex-0s (Amplificacion X20.000).

En la siguiente MEB (Figura 19), se observa las micrografias de las NPSyps-pex-

os recién elaboradas, antes de someterlas al proceso de dialisis y después de

su purificacion, pero mantenidas a pH 5,5. Algunas de éstas Ultimas, se
observaron hidratadas y con una doble encapsulacion (una pequefia NP
atrapada dentro de otra mas grande). Esto podria postular el hecho de que
ocurre una primera encapsulacion entre MPS-Dex y el Qs, formando particulas
de menor tamafo, que posteriormente son encapsuladas con mayor cantidad
de Qs debido a la presencia del TPP. Sin embargo, seria necesario continuar

realizando nuevas evaluaciones, a fin de confirmar este supuesto.
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MPS-Desc s antes de |a didleis a MFS-De- Qs después de la didlsi a
pH=55. (Amplificacion *30.000] pH= 5.5, (Amplificacion X3.0000

MFSDex O después de la didlek a
pHe 5.5, (Amplificac én X 15.000)

Figura 19. Micrografias (MEB) de NPSyps.pex-gs antes y despues del proceso

de purificacién a pH=5,5.

MORFOLOGIA DE LAS MICROPARTICULAS DE NPSwps-pex-0s [LACTOSA

Por otra parte, al secar por atomizacion las NPs sin el agregado del agente
dispersante, las particulas se observaron esféricas con diametros comprendidos
entre 100 nm y 1,5 um, Figura 20. Es importante resaltar que esta micrografia
fue tomada de una mezcla de las particulas encontradas en las placas (etapas)
5, 6 y 7 del impactador de cascada de Andersen que recoge particulas entre 0,5

- 2,5 um cuando el flujo empleado es de 20 L/min.
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Figura 20. Micrografias (MEB) de NPsyps.pex-0s Secadas por atomizacion sin

lactosa (Amplificacién X5.000).

Al dispersar en agua las microparticulas elaboradas en el secado por

atomizacioén con lactosa, éstas presentaron una morfologia casi esférica, donde
las NPsSmps.pex-gs Y las microparticulas recubiertas, se encontraron en su

mayoria separadas unas de otras con una distribucién de tamafio entre 330 —
2750 nm. Esto confirma que el agua va disolviendo la lactosa y libera las NPs

evitando la formacion de agregados, Figura 21.
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¥3.000 WD 15.3mm 1um

Figura 21. Micrografia (MEB) de microparticulas de NPSpyps.pex-gs/lactosa,

secadas por atomizacion (Amplificacién X3.000).

Por lo demés, el didmetro de las microesferas de MPS-Dex-Qs, se encontraron
alrededor de 1.780 nm £ 0,5 nm.

Del mismo modo, en las imagenes por MTE, se observo que las microparticulas
se encontraban separadas disminuyendo el fendmeno de agregacion, Figuras

22 y 23. Elrango de tamafio de las particulas fue entre 13 -180 nm.
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Figura 22. Micrografia (MTE) de microparticulas NPsyps-pex-gs/lactosa

resdispersadas en agua

Dex-Qs/lactosa

Figura 23. Micrografia (MTE) de microparticulas NPsyps

resdispersadas en agua
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DISTRIBUCION DEL TAMANO DE LAS NPSmps-pex-Qs-
Las NPsyps.pex-Qs Presentaron una gran tendencia a la formacion de

agregados, principalmente en ausencia de pH &cido. Al lavar las NPs por
didlisis, se elimina la solucion amortiguadora y el pH se elevé de 5,5 a 6,0 — 6,5,
pH cercano al pKa del Qs, provocando un aumento del tamafio de las particulas
muy probablemente por desprotonacion de los grupos amino, originando la
formacion de agregados y una distribucion del tamafio de las particulas bimodal
con una mayor dispersion entre ellas, Figura 24 y Tabla Il. Cuando el pH se
mantuvo durante todo el proceso alrededor de 5,5, el tamafio de las NPs se
encontraron fundamentalmente entre 130 - 170 nm. Resultados similares
fueron encontrados por Malhotra y cols. (2009); donde elaboraron particulas de
Qs/TPP en proporcion 3:1 y a pH= 5 para la soluciéon de Qs y pH= 3 para TPP,
obteniéndose tamafos de particulas mas bajos 76 + 1 nm, lo que confirma una
vez mas que el pH y la proporcion de los reactivos, juegan un papel

fundamental en el tamafo de las particulas.
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Figura 24. Distribucion de tamafio de NPS o5 ey as

Tabla Il. Resumen de los datos obtenidos de la distribucién del tamafio de las
particulas emitido por el Nanotrac NPA250 Ultra (n=3).

NPS mps-pex-0s NPS mps-Dex-0s
antes de la dialisis después de la dialisis
Volumen medio Volumen medio
NUimero medio 76.6 NUimero medio 1453
(nm) (nm)
Area media 1117 Area media 231.9
(nm) (nm)

La formacién del nuevo nanosistema entre el conjugado y las NPs de Qs,
permitio la formacion de particulas de tamafios nanomeétricos. Este tamafio
podria evidenciar in vivo un eficiente sistema de liberacion ocular. Esto es de
suma importancia, ya que algunos trabajos han sugerido que un apropiado
tamafio de las particulas con un rango estrecho, asegura una baja irritacion,
adecuada biodisponibilidad y compatibilidad con los tejidos oculares, (Barbu y

cols., 2006; Bucolo y cols., 2008; Paolicelli y cols., 2009).
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DISTRIBUCION DEL TAMANO DE LAS MICROPARTICULAS DE

NPSwps pex-0s/LACTOSA

Por otra parte, las microparticulas de NPswups.pex-gs/lactosa, presentaron una
muy buena dispersion en agua bidestilada, ya que al disolverse la lactosa en el
medio, separd las NPs eficientemente, minimizando el problema de agregacién
y evidenciando una distribucién normal donde el mayor porcentaje de particulas

se encontrd entre 100 - 145 nm, Figura 25 y Tabla lll.

70000
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5.0000

4,0000
3.0000 B == Dex-IMP5-CS

2,0000

1.0000

% de volumen en el canal

0,0000

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

tamario de particula (nm)

Figura 25. Distribucion del tamafio de las microparticulas de
NPS\1ps pex-gs/lactosa.
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Tabla Ill. Comportamiento del tamafio de las NPsyps-pex-gs durante el proceso
de elaboracion

MPS-Dex-Qs Tamarfo de las particulas
Volumen medio (nm) + DSR
NPs antes de la diélisis 154 £ 12
NPs después de la didlisis 334
NPs en microparticulas/ 128 + 10
lactosa

CARGA ELECTRICA SUPERFICIAL DE LAS NPSyps-pex-0s-

En la Tabla IV, se indican los potenciales { de los diferentes componentes

involucrados en la sintesis de las NPs.

Tabla IV. Potencial { de MPS, MPS-Dex y de las NPs de Qs en diferentes
medios de dispersion.

Nombre Potenclal ¢ Medio de dispersion
(mV) + DSR
MPS -58 £ 1,44 Agua bidestilada
MPS-Dex 10 kDa -30 £ 0,59 Agua bidestilada
MPS-Dex 10 kDa -10 £ 3,02 AcH/AcNa pH=5,5
NPs Qs vacia +50+1,81 Agua bidestilada
NPSwps.-pex-qs +33+1,97 Agua bidestilada
NPSMps-pex-qs +14 £ 2,13 AcH/AcNa pH=5,5

El potencial ¢ esta directamente relacionado con la carga neta superficial del
farmaco, el conjugado y de las particulas; atracciones electroestaticas entre
especies de electronegatividades diferentes, modifica la carga superficial del

compuesto resultante y es indicativo de la probabilidad de ocurrencia de la
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reaccion, (Malhotra y cols., 2009). Como se pudo observar el potencial ¢ de la
MPS disminuy6 al encontrarse asociado al Dex. Por otra parte, los valores
encontrados entre las NPs vacias y las cargadas con MPS-Dex 10 kDa,
sugieren que la macromolécula fue incorporada en la matriz Qs/TPP. Esta
reduccion de la carga podria apoyar el supuesto de posibles interacciones entre
las cargas positivas del grupo amino del Qs y la electronegatividad de los
atomos presentes en el conjugado asi como, la interaccion ionica con el TPP.
La disminucion del valor de potencial { de las NPs en medio acido, se pudo
deber a que bajo esas condiciones, las particulas de Qs pudieron sufrir

disolucién y erosion que le permitié modificar su carga superficial neta.

ESTIMACION DEL CONTENIDO DE MPS EN LAS NPSmps-Dex-Qs-

El porcentaje promedio del MPS en las NPs encontrado, fue de 1,1% + 0,1, lo
que correspondié a la carga experimental del farmaco en las particulas. La
presencia del pH acido durante 24 horas, favorecio la disolucion y/o erosion de
las estructuras poliméricas de las NPs, favoreciendo la liberacion del MPS-Dex
y/o sus productos de disociacion. La hidrolisis alcalina permitié la cuantificacion

de la MP gue se encontraba en las NPs.

DETERMINACION DE LA EFICACIA DE CAPTURA DE LA MPS EN LAS

NPSmps-Dex-Qs-
La eficacia de captura en términos de MPS fue de 45 + 10 %. Es de hacer

notar que, debido a la variabilidad entre las muestras evaluadas se sugiere
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continuar estandarizando esta metodologia a fin de garantizar la total liberacion

del conjugado de las NPs como su completa hidrélisis a MP.

LIBERACION in vitro DEL MPS DURANTE LA INCUBACION DE LAS
NPSwmps-pex-gs- CON SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATO

Al evaluar la liberacion acumulada del compuesto activo en funcion del tiempo,
a pH fisiolégico, se observdé el mismo comportamiento ocurrido con el
conjugado. La hidrdlisis fue dirigida hacia la formacion de la MP y del MPS. En
la Figura 26, se puede ver que durante las primeras horas las cantidades de MP
y MPS son muy cercanas; al alcanzar las primeras 7h se observd, un

desplazamiento del equilibrio hacia la formacion de la MP.
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Figura 26. Perfil de liberacion de NPSups-pex-0s
en buffer (pH=7,2) a 37°C

La Figura 27, muestra el porcentaje acumulado del compuesto activo liberado

expresado en términos de MPS.
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Figura 27. Perfil de liberacion de NPSups-pex-0s
en buffer (pH=7,2) a 37°C
Al comparar la liberacion del MPS-Dex 10kDa y las NPSyps.pex-gs: S€ 0bservo

claramente que al encapsular el conjugado, la liberacién del MPS se hace mas

lenta con una reduccién cercana al 50%, Figura 28.
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Figura 28. Perfil de liberacion del Conjugado y del Nanosistema
en buffer pH=7,4 a 37°C
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Por otra parte, al igual que en el conjugado, se observé a partir de las 24 horas,
la aparicion del mismo compuesto que podria ser el isomero del MPS. Esto nos
permite pensar que el proceso de encapsulacion no modificé el comportamiento
de liberacion del polimero terapéutico pero si el tiempo en el cual ésta reaccion
se sucede. Este isomero del MPS, se comporté dentro del nanosistema, con un
pequefio incremento durante los primeros dias y posteriormente se mantuvo

constante hasta la finalizacion del estudio.

ELABORACION DE LAS MICROPARTICULAS COMPUESTAS POR

NPSwps pex.os [LACTOSA

Trabajos anteriores, se valieron del secado por atomizacion para incorporar
NPs de diferentes polimeros dentro de microparticulas, empleando soluciones
de lactosa o manitol como excipiente. Este proceso permitio la formacion de
microparticulas para liberacion pulmonar con tamafio adecuado, (Grenha y
cols., 2005; Bailey y Berkland, 2009; Patel, 2010).  Tomando esto en
consideracion, se empled lactosa para recubrir las NPSupspexgs-  Las
microparticulas formadas presentaron forma esférica y evidenciaron una
dispersion translicida y transparente al dispersarlas en agua bidestilada como
ya se detalld6 con antelacion. Esto sugiere, que el procedimiento permitio
mantener separadas las NPs disminuyendo su agregacion y mejorando su

dispersibilidad en agua.
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CONCLUSIONES

e Es posible desarrollar sistemas oftalmicos de liberacion con polimeros

biocompatibles, biodegradables y solubles en agua.

e EI MPS como farmaco modelo, fue capaz de unirse eficientemente al

Dex para formar un polimero terapéutico.

e El método de gelificacion ionica permitié la encapsulacion del conjugado
formando NPsyps.pex-0s, CON caracteristicas deseables para el sistema
ocular y capaz de liberar el farmaco sin modificar su comportamiento

quimico, en un periodo mas prolongado en el tiempo.

e La microparticulas compuestas de NPSyps-pex-gs recubiertas de lactosa,

incrementaron la dispersibilidad en agua.

e Las caracteristicas de este nuevo nanosistema (conjugado/NPs),
evidencid su posible potencial en el desarrollo de formulaciones
intravitrea de administracién prolongada, que reduzca la frecuencia de
administracion, ofreciendo una excelente alternativa que proporcione un

mayor grado de satisfaccion y mejore la calidad de vida del paciente.
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RECOMENDACIONES

Nuestros esperanzadores resultados experimentales preliminares, nos permiten
sugerir continuar validando esta metodologia a fin de, satisfacer aun mas los
requerimientos de un nanosistema transportador de liberacion intravitrea ideal.
Es por ello, que se recomienda a su vez, la realizacién de estudios in vivo e in
vitro, que demuestren el mecanismo de liberacion, su seguridad, respuesta
terapéutica y tolerancia ocular, asi como beneficios que permitan de modo
factible la liberacion de cantidades terapéuticas prolongadas del compuesto
activo, en el sitio de accion y supere de forma efectiva el corto efecto de las

formulaciones convencionales.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Acido pivalico: é&cido carboxilico de nomenclatura IUPAC: &cido 2,2-
dimetilpropanoico.

Biodisponibilidad: es un término Farmacocinético que determina la cantidad
relativa y la velocidad con que un farmaco, administrado bajo una forma
farmacéutica, alcanza sin cambios la circulacion sistémica, y por lo tanto esta
disponible para realizar su efecto terapéutico.

Biofarmacia: Ciencia que estudia la influencia de la formulacién y la técnica de
elaboracion de un medicamento sobre su actividad terapéutica.

Camara anterior: Es el espacio dentro de la estructura ocular comprendido
entre la cornea y el iris/cristalino que esta cubierto por el humor acuoso.

Camara posterior: Es el espacio comprendido entre el iris y el cristalino que se
encuentra bafiado de humor acuoso.

Catarata: Opacidad parcial o total del cristalino.

Célula blanco o Diana: del inglés Target. Son células con receptores
especificos donde del farmaco va a hacer su efecto.

Clearance o depuracion: Es la depuracion o eliminacién de un farmaco por
unidad de tiempo, generalmente constante dentro de las concentraciones
terapéuticas.

Conjugado: Es wun nanofarmaco formado por un enlace covalente
fisiolégicamente labil entre el farmaco y la cadena principal de una
macromolécula.

Cromatografia en fase reversa: Es un tipo de cromatografia que permite
separar moléculas en base a su polaridad. Consiste en una fase estacionaria
apolar y una fase movil de polaridad moderada.

Degeneracion macular: Es una lesion progresiva de la macula.

Dialisis: Es un proceso de purificacion que elimina iones y micromoléculas del
medio de dispersion por medio de una membrana semipermeable.
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Edema macular: inflamacion de la macula del ojo.

Endoftalmitis: La endoftalmitis es un proceso inflamatorio que afecta a las
estructuras oculares internas. En sentido estricto, cualquier inflamacion
intraocular es una endoftalmitis.

Enfermedades vitreo-retiniana: son aquellas patologias que afectan la retina y
el vitreo.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear: Es una técnica que se
emplea para determinar la estructura de los compuestos organicos. Se emplea
s6lo para estudiar ndcleos atomicos con un numero impar de protones o
neutrones (o de ambos) como el *H y *C entre otros.

Esterasa: Enzima hidrolitica del grupo de las hidrolasas, que catalizan la
ruptura y formacion de los enlaces éster.

Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF, del inglés Vascular
Endothelial Growth): Es una proteina sefializadora que esta implicada en la
angiogénesis (crecimiento de vasos sanguineos provenientes de vasos
preexistentes). También actia como vasodilatador e incrementa la
permeabilidad vascular.

Farmacocinética: Ciencia que explica la permanencia del farmaco en el
organismo, cuantificando todos los procesos que se producen. Estudia los
procesos mediante los cuales un farmaco puede ser asimilado por el
organismo. En término simplista, es lo que el organismo hace sobre el farmaco
(Dosis-Concentracion).

Farmacodinamica: Estudia la relacion entre la concentracion del farmaco y
sus efectos bioquimicos y fisioldgicos, asi como los mecanismos por los cuales
se producen estos efectos. Tiene que ver con los efectos del farmaco en el
organismo. En término simplista, es lo que el farmaco hace sobre el organismo
(Concentracion -Efecto).

Fase movil: es un fluido que es capaz de arrastrar la muestra a través de la
columna cromatografica y separar los componentes de la misma.

Gelificaién idnica: Es la técnica que emplea la formacion de particulas
poliméricas usando un agente idnico de entrecruzamiento.
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Glucopiranosa: Es el término que se le da a la glucosa que tiene en su
estructura un anillo de seis &tomos compuestos por cinco carbonos y uno de
oxigeno.

Humor vitreo: Es un liquido gelatinoso y transparente que ocupa el espacio
comprendido entre la superficie interna de la retina y la cara posterior del
cristalino. El 99% de su composicién es agua; el resto son iones, colageno
acido hialuronico y proteinas.

Imino: Es un grupo funcional o compuesto organico con estructura general
>C=NR".

Liberacién controlada: Sistema que trata de conseguir la cantidad correcta del
agente activo, en el momento adecuado y en el lugar preciso. Se emplea para
prolongar el tiempo que la dosis terapéutica esta presente de forma efectiva
utilizando una Unica dosis, y para eliminar o reducir los efectos secundarios.

Liofilizacién: Proceso en el cual una dispersion liquida es sometida a
congelacion y posteriormente es introducida en una cdmara de vacio para
separar el contenido de agua mediante el proceso de sublimacion. De esta
manera se elimina el agua desde el estado sélido al gaseoso, sin pasar por el
estado liquido.

Liposomas: Son vesiculas esféricas compuestas de de doble capa de
fosfolipidos y consta de dos partes: una hidrosoluble y otra liposoluble.

M Bar: Unidad de presion que expresa directamente la fuerza ejercida por la
atmosfera igual a 1000 Dinas/cm? o 100 pascales.

Macula: Zona de la retina responsable de la vision central y detallada. Se
encuentra en el centro de la retina.

MHz: Megahertzios. Un millén de hertzios (Hz). Es una unidad de frecuencia del
Sistema Internacional de Unidades. Un hercio representa un ciclo por cada
segundo, entendiendo ciclo como la repeticibn de un suceso es decir, a la
medicion de la cantidad de veces por un segundo que se repite una onda.

Microesferas: Es un sistema de liberacion formado por pequefias particulas
con didmetros en el rango de los micrémetros (1um -1000 um). En algunos
casos se les denominan microparticulas.
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Micrografias: Es la imagen fotografica obtenida de objetos que no se observa a
simple vista. Su observacion se logra mediante la ayuda de instrumentos
opticos o electrénicos como el microscopio.

Microparticulas: ver microesferas.

Microscopia: Evaluacién mediante el empleo del microscopio. La MEB como
la MTE, son unos de los mejores métodos para estudiar la morfologia de las
formas farmacéuticas sélidas.

Muestreador en cascada de Andersen: Es un impactador en cascada que
capta las particulas en una serie de placas. En general, este impactador tiene
varios niveles de captacion, cada nivel esta separado del siguiente por orificios
de diferentes diametros, debajo de cada uno de ellos se coloca la placa
recolectora.

Nanocapsulas: Son sistemas nanoparticulados en los cuales los farmacos se
encuentran confinados en una cavidad rodeada por una Unica membrana
polimérica, donde el farmaco puede estar disuelto y/o adsorbido en el nucleo
y/o superficie de la interface.

Nanoesferas: Son estructuras matriciales sélidas de tamafio nanométrico, en
los cuales el farmaco esta fisica y uniformemente dispersado dentro de la matriz
y/o adsorbido en la superficie.

Nanoparticulas: Sistemas de liberacion formado por particulas coloidales de
tamafo submicrométrico (menores a 1um).

Neovascularizacién coroidea: Formacion de vasos anormales desde la
coroides hacia el espacio subretiniano.

Niosomas: es un sistema de liberacion de pequefio tamafio en el cual el
farmaco se encuentra encapsulado en la vesicula. Esta vesicula esta
compuesta por una doble capa de surfactante no-ionico.

Peptidasa: Enzima que rompe los enlaces peptidicos de las proteinas.

Periocular: Zona alrededor del ojo.

Poliplejos: son complejos formados por un &cido nucleico (pldsmido u
oligonucledtido) y un polimero de carga neta positiva.

92



Potencial . El potencial Zeta o electrocinético es la diferencia de potencial
entre los iones del medio de dispersion y los iones de la capa estacionaria de
fluido que se encuentra alrededor de la particula dispersada.

Profarmaco: es la derivatizacion quimica del farmaco con la finalidad de
mejorar una serie de propiedades tales como la biodisponibilidad, especificidad,
estabilidad quimica, problemas de formulacién, propiedades organolépticas,
entre otras, y con la posterior reconversion a la estructura original conservando
su actividad terapéutica deseable, como resultado del metabolismo del farmaco.

Retinitis pigmentaria: Es la degeneraciones progresivas de caracter
hereditario que de manera difusa, afectan primariamente a la funcion de las
células fotorreceptoras (conos y bastones) y al epitelio pigmentario de la retina.

Retinopatia diabética: Es una complicaciéon ocular de la diabetes; se origina
por el deterioro de los vasos sanguineos que irrigan la retina.

Secado por atomizacion: es el proceso de secado de dispersiones liquidas
mediante su aspersion en una camara de aire caliente.

Segmento posterior: llamado bulbo ocular, es la region del ojo que comprende
la esclerdtica, coroides, retina, cuerpo vitreo y nervio optico.

Sistemas de liberacién: Son dispositivos que aportan mejores pautas
posologicas, mejor perfil farmacocinético e incluso reduccion de efectos
adversos.

Vitreorretinopatia proliferativa: Se le denomina a la formacion de cicatriz en
los tejidos oculares: vitreo y retina, donde las células proliferan de forma
anormal.
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Anexo 1

el et

Reponed by User Wouter

SAMPLE INFORMATION
Sample Name. MPMPH 0.2 ugimil Acquired By Womrter
Sample Type: Stardard Bate Acquired WWI000 11:02:01 AM
Aol a Aoy Mathaod: e
(L 1 Date Processed. VBMOI000 3:51:28 PM
Injecticn Volurme: 50.00 W CThannel Name: 2487 Channel 1
R Tirrse: 11,00 Minutes Sampls Set Name: MP_MPH Cuality control w DEX
0.001 0y
el et
0.0006. >
-— -
o o 2 g = o
2 Rl .: ‘.ﬂ-j\‘_ “z -/\
-0 Q0022
0.
-0 OOoE.
-0 00102
1od 20d aod aod sod w.od 7.0d ad w00 Jokd 11.bd
ALt o
RT Asrea Hosght k.
tmin) | (vsea) | * A" () | Heigm

1 |1.283 2454 =508 Al 803
z |r820 13200 10.87 1140 | 20.85
3 |77 11000 17.80 1062 | 16.00
4 |1.883 5045 a.: TO4 | 1280
& |2.033 B34 7.88 810 iz
a8 |2.834 20 032 30 O 54
7 |3.024 1082 2e2 167 200
& |8453 22 033 21 0.38
@ |Ta28 18571 24 30 1048 | 1871

o622 @057 | 1333 45a a1z

-
-]

Frinted 123017 PM /42010 Fage: 1 of 1

i
|
|

Cromatograma de la mezcla de patrones MP y MPS, concentraciones 0,2
pg/mL, tr yp = 7,428 y tr yps=9,622
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Anexo 2-5

Espectros de Resonancia Magnética nuclear de protones (RMN *H) para el
MPS
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Anexo 6

Espectro de Resonancia Magnética nuclear de protones (RMN *H) para el Dex
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Anexo 7-9

Espectros de Resonancia Magnética nuclear de protones (RMN *H)
para el MPS-Dex

103



Anexo 7

oo T e

0 HI

;OO0 €1

a =3

Wl MIN,

e %

sralimered Bupsseooly L ozd

I STOBEES Q0% [0d%

[ZPETEE L MT14

& 00'E 14

agEn 00'c [d

H1 TN

IIIII - 1 A%ﬁ = —

[ OLL

e 0000000 'S Iq

Z'EIE i aL

agsn 1’0 =2

Jamn o0 ‘24 " ,___m
2o CRRGEQL T

A BEFEEZ'O SAWIrd

H G GIEE S

[ S

¥ SH

i JHEAKRS

mm.ﬁmm L

EdTd

UL [XLLD =B & (THEOHd

13ads WML

FI'RFL SHELL

A IEM0E Taaeq

Jaamerey wopa penkay ) oza

i 1 __ﬁnxum

ang g1 L

) vy Rl JUS LAY

SIEY eIy B
BRG] 3O AIEESSATU] SN EASUT wp m.,_ TN _.&cote.zuﬁm pue BupBmep sowruossy Spisulen peoueapy
1atERE Sv BE pSSL 1R ey "AOEUC (09 1] SuRAY Jmiag .Houmﬂﬁ._u 1¥1 == & ' (0F 19%) quE=1

104



Anexo 8

oo T e

0 HI

;OO0 €1

a =3

Wl MIN,

e e i

sralimered Bupsseooly L ozd

I STOBEES Q0% [0d%

[ZPETEE L MT14

& 00'E 14

sasn 00'g [d

H1 TN

IIIII - 1 Amuu.rl.&ﬂ”_ = —

[ OLL

e 0000000 'S [}

Z'EIE i aL

aasn 00'Q dd

Jamn o0 ‘24 " ,___m
2o CRRGEQL T

A BEFEEZ'O SAWIrd

H G GIEE S

[ S

¥ SH

i JHEAKRS

wmﬁmr.. L

EdTd

UL [XLLD =B & (THEOHd

13ads L I

FI'RFL SHELL

A IEM0E Taieq

a1 ameaey ney Epnkay 4 ozg

i 1 __Hﬁkum

ang g1 L

) vy Rl JUS LAY

T

SIERY RIS L
BRG] 3O AIEESSATU] SN EASUT wp m.,_ TN _.&cote.zui_.m pue BupBmep sowruossy Spisulen peoueapy
JafeR Sy Em pS/L 1wl el CAI0Sund (09 1] SuBay Sl taougodl) Jxl e= g (e 388 Q=1

105



Anexo 9
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Anexo 10

University of Florida r: £
Project Name: TAC fff‘-‘-’j"

Rupurhdbv!.-ﬁm'. VWouter

SAMPLE INFORMATION

Sample Name: Hydro PBS 10-12 (2) 48h Acquired By: Wouter
Sample Type: Unicroear Date Acguired: 12152000 4:51:00 PM
Wil 25 Acg. Method: mpred

LS 1 Date Processed: 12182000 12:04:01 PM
Injection Violurme: 5000 ul Channe]l Narme: 2987 Channe] 1
Run Time: 11.00 Manutes Sample Set Name: Hydro D_MPH PBS

0.0004
1od | 2bd abd aod =nd ' ' sbd ' ' 7od e bd ‘w.0d ood 1100
Ainutes
{:T-n} {;::m Szt T':H u:ﬁm
1 [1s88| 1181@| o78| 2351| 280
2 |11.733 2034 o.58 1332 1.58
3 [1e11 | 77 1.18 | 1443| 1.72
& 12121 30108 258 1882 198
5 |3.184 131708 B.68 3312 395
e [2o08| 10104| oes| eoe| 104
7 |4.387 1154 o.oe 25 0.11
8 6378 | ©ez12| 455| s638| 583
@ 7337 | 828518 | 55.14 | 40018 | 50.58
10 | 9300 382111 2578 | 18188 | 21.71
Report Method: Untitled Printed 6:26:00 PM 11/10/2010 Page: 1of 1

Cromatograma de la hidrélisis del MPS-Dex 10kDa a las 48 horas, en buffer
fosfato pH=7,2. MP; MPS y MPSjsom (is6mero del 21-hemisuccinato de 6-alfa-
metilprednisolona).
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Anexo 11
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Cromatograma de masa de la MPS (abajo) y su isémero (arriba). Corresponde
a la inyeccion de las 48 horas después de incubar el MPS —Dex 10 kDa en
buffer fosfato pH= 7,2.
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	Las partículas de MPS, MPS-Dex, NPs de Qs vacías y NPsRMPS-Dex-QsR liofilizadas, fueron dispersadas en solución amortiguadora de acetato pH=5,5 y/o agua bidestilada.  La movilidad electroforética se midió en un Brookhaven ZetaPlus.  Los datos fueron o...

