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RESUMEN 

Los recientes avances en el área de la nanotecnología han evidenciado la potencial 

utilidad de los sistemas nanométricos en la farmacoterapia, más específicamente en el 

direccionamiento y la liberación controlada de fármacos.  

En el presente trabajo de Tesis hemos llevado a cabo, en primer lugar, estudios 

tendientes a evaluar la potencial utilización de agregados supramoleculares (coageles) 

formados a partir del palmitato de ascorbilo como sistemas portadores para 

oligodeoxinucleótidos (CpG-ODN) con actividad adyuvante. El estado del agua en los 

coageles es vital en su estructura, y es posible modular la liberación del adyuvante 

aumentando su estabilidad frente a la degradación enzimática en condiciones in vitro. Por 

otro lado, CpG-ODN formulado en coageles aumenta la magnitud tanto de la respuesta 

humoral como la celular específica para un antígeno proteico modelo comparado a la 

administración de CpG-ODN en solución y este efecto se mantiene en el tiempo.  

En la segunda parte, nos avocamos al estudio y desarrollo de nanocápsulas lipídicas 

(NCLs) obtenidas a partir de la técnica de inversión de fases de una emulsión. Las 

propiedades más relevantes de estas partículas son su baja toxicidad, su tamaño 

nanométrico, y su estabilidad física. Se describe la obtención y caracterización de los 

sistemas para la vehiculización de ivermectina (IVM) y albendazol (ABZ), agentes 

antiparasitarios de amplio espectro que presentan una biodisponibilidad errática atribuible 

en gran medida a las formas farmacéuticas convencionales de administración.  

La versatilidad de la composición química de las NCLs permite también la 

funcionalización de su superficie por la unión de ligandos específicos. En este contexto, la 

adición en superficie de un polímero catiónico (lipochitosan) demuestra la viabilidad del 

proceso propuesto para la inserción, y la posterior interacción electrostática de esta nueva 

partícula con el CpG-ODN de carga opuesta. Contrariamente a lo obtenido para los 

coageles, la respuesta inmune se anula. Esto permitiría una nueva aplicación de las NCLs 

por ejemplo en el tratamiento de patologías que requieran una disminución de la respuesta 

inmune, como es el caso de las enfermedades autoinmunes. 
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS 

ABREVIATURA O ACRONIMO SIGNIFICADO 

ABC Área bajo la curva 

ABZ Albendazol 

Ac Anticuerpo 

Ag Antígeno 

AO Ácido oleico 

ASC16 6-O-ascorbil hexadecanoato (palmitato de ascorbilo) 

CD Células dendríticas 

CD Coeficiente de difusión 

CDB Calorimetría diferencial de barrido 

Cmax Concentración máxima 

CMC Concentración micelar crítica 

Coa-ASC16 Coageles de palmitato de ascorbilo (2% p/p) 

CPA Células presentadoras de antígenos 

CpG-ODN  Oligodeoxinucleótidos sintéticos conteniendo motivos 

CpG sin metilar 

CpG-ODN (PO) Oligodeoxinucleótidos sintéticos conteniendo motivos 

CpG sin metilar con un esqueleto fosfodiéster 

CpG-ODN (PS) Oligodeoxinucleótidos sintéticos conteniendo motivos 

CpG-ODN sin metilar con un esqueleto fosforotioato 

DDL Dispersión dinámica de luz (su sigla en inglés, DLS) 

dH Diámetro hidrodinámico 

DL 50 Dosis letal 50 

CDB Calorimetría Diferencial de Barrido 

EA Equinococosis alveolar 

EDL Electroforesis dinámica de luz 
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ABREVIATURA O ACRONIMO SIGNIFICADO 

ELISA Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (en 

inglés: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 

EQ Equinococosis quística 

F Fármaco 

FA Farmacopea Argentina 

FACS Clasificador de células activadas por fluorescencia 

FDA Administración de alimentos y fármacos (en inglés: 

Food and Drug Administration) 

FF Forma farmacéutica 

FT-IR Espectroscopía de infrarrojo por transformada de 
Fourier 

GRAS Generalmente reconocido como seguro 

HPLC Cromatografía líquida de alta performance 

IM Intramuscular 

IP Índice de polidispersidad 

IV Intravenosa 

IVM Ivermectina 

Kp Punto de Krafft 

Lag time  Tiempo de retraso 

LPS Lipopolisacárido 

MALT Tejido linfoide asociado a las mucosas 

MEB Microscopía electrónica de barrido 

MET Microscopía electrónica de transmisión 

MFA Microscopía de fuerza atómica 

MIF Método de inversión de fases 

NCLs Nanocápsulas lipídicas 

NK Células asesinas naturales (en inglés: natural killer) 

OMS Organización mundial de la salud 

http://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_ingl%C3%A9s
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ABREVIATURA O ACRONIMO SIGNIFICADO 

O/W Emulsión de tipo aceite en agua  

OVA Ovoalbúmina 

PA Principio activo 

PBS Tampón fosfato salino 

PEG Polietilenglicol 

P-gp Glicoproteína-p 

PID Pared intestino delgado 

PM Peso molecular 

PO Vía peroral 

PZ Potencial z  

rpm Revoluciones por minuto 

SC Sistema del complemento 

SC Vía subcutánea 

SFM Sistema fagocítico mononuclear 

SPF Sistema portador de fármaco 

TGI Tracto gastrointestinal 

TIF Temperatura de inversión de fases 

TLR-9 Receptor tipo Toll-like  9 

TMC Temperatura micelar crítica 

USP  
 

Farmacopea de los Estados Unidos 

W/O Emulsión de tipo agua en aceite 

ZIF Zona de inversión de fases 
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Capítulo 1 

Introducción y Objetivos 

1.1. Introducción General 

Para el desarrollo de un medicamento es necesario llevar a cabo varias etapas 

incluyendo: (i) selección de un principio activo de comprobada seguridad, (ii) búsqueda 

de excipientes confiables e (iii) implementación de la tecnología necesaria para 

desarrollar la forma farmacéutica requerida. Todo esto debe funcionar bajo estrictos 

controles que garanticen una correcta formulación. De este modo, la meta 

fundamental en el diseño de un medicamento es que el mismo vehiculice el/los 

fármacos (F) hasta el sitio de absorción o de acción con una velocidad adecuada 

logrando una concentración requerida durante un periodo de tiempo determinado 

(control espacio-temporal). Su comportamiento puede ser dependiente o no del medio 

circundante donde se aplique y debe por supuesto combinar una óptima eficacia, con 

un máximo de seguridad y confiabilidad. Este criterio moderno de calidad farmacéutica 

da origen a lo que se conoce actualmente como medicamento optimizado, tal como se 

muestra en la figura 1.1. [Banker, 2002]. 
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Figura 1.1. Concepto de medicamento optimizado. 

La figura 1.2. resume los principales factores que influyen en el diseño de un 

medicamento. Por un lado, se debe considerar la patología a tratar, la forma 

farmacéutica, y la vía de administración. Por el otro, las propiedades fisicoquímicas de 

los F a vehiculizar, entre las que podemos mencionar: solubilidad acuosa, pKa, 

coeficiente de reparto y permeabilidad efectiva. Desde el punto de vista biológico, se 

deben tener en cuenta los eventos farmacocinéticos y farmacodinámicos que 

acontecen luego de la administración de un medicamento como por ejemplo la 

absorción, distribución y el metabolismo, los cuales están relacionados al tiempo de 

vida media de eliminación y al margen de seguridad del mismo [Chia y Robinson, 1998; 

Collet y Moreton, 2002]. 
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Figura 1.2. Factores que influyen en el desarrollo de un medicamento. 

Por otra parte, cuando se habla específicamente de tecnología farmacéutica, se 

hace referencia al uso y aplicación que se hace de los conocimientos básicos 

adquiridos en el diseño, preparación, control y almacenamiento de formulaciones 

farmacéuticas. Hace unas cuatro décadas atrás, el principal objetivo de la investigación 

farmacéutica era la obtención de nuevos principios activos con actividad terapéutica. 

Sin embargo, en los últimos años, la evolución que ha experimentado la tecnología 

farmacéutica, unido a la dificultad y al costo que implica la obtención de nuevos 

principios activos que representen un avance terapéutico real, ha movilizado a la 

industria farmacéutica a la búsqueda y desarrollo de nuevos sistemas portadores de 

fármacos (SPF). Se denomina de esta manera a las formas farmacéuticas, sistemas o 

dispositivos que liberan el principio activo a velocidades predeterminadas durante un 

tiempo preestablecido o lo vectorizan hacia una estructura corporal concreta. 

[Berrozpe y cols., 2008]. 

Existen numerosos F con atributos terapéuticos relevantes que presentan 

propiedades fisicoquímicas o biológicas desfavorables, las que comprometen su 

eficacia o seguridad y en consecuencia requieren nuevas alternativas de formulación 
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para superar tales deficiencias. El desarrollo de SPF es una de las estrategias 

frecuentemente utilizadas para solucionar este tipo de problemas. De esta manera, la 

investigación en esta área de las ciencias farmacéuticas es un campo de marcado 

interés científico y tecnológico [Huynh y cols., 2009; Barratt, 2000; Wissing y cols., 

2004; Laouini y cols., 2014]. 

Dependiendo del objetivo que se persigue, los sistemas portadores son 

diseñados para ser administrados por diferentes vías. En algunos casos se pretende 

direccionar el sistema a un órgano/tejido blanco, mediante la administración sistémica 

(vía parenteral) o local (vía tópica). En otros casos es necesario que el portador acceda 

al sitio de absorción y permanezca allí durante un determinado período de tiempo (vía 

peroral) [Hearnden y cols, 2012; Crommelin y Florence, 2013].  

En general, como atributos deseables de un sistema portador se pueden citar: 

1. Posibilidad de variar la velocidad de liberación de fármacos para poder adecuar el 

sistema a la farmacocinética particular (flexibilidad). 

2. Posibilidad de mantener un control preciso de la velocidad de liberación para cada 

fármaco (precisión). 

3. Baja sensibilidad del sistema (robustez) ante las variables fisiológicas tales como:  

 Motilidad y vaciado gástrico, pH, volumen de los fluidos del tracto 

gastrointestinal (TGI) 

 Presencia de enzimas 

 Administración concomitante con alimentos  

 Condición y actividad física del individuo 

 Variabilidad interindividual 

 Variables patológicas 

4. Obtención de formulaciones fisicoquímicamente estables 

5. Mantener o aumentar la estabilidad del fármaco 

6. Aplicable a una amplia variedad de fármacos 

7. En la medida de lo posible que el costo sea razonable 

En el diseño y producción de medicamentos, el estudio de las propiedades 

fisicoquímicas es fundamental para el desarrollo de una forma farmacéutica efectiva y 

segura. Por otra parte, los aspectos biofarmacéuticos son claves en la obtención de SPF 
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eficaces y seguros y esto incluye fenómenos que van desde la liberación del fármaco 

de la forma farmacéutica hasta la evaluación de la concentración del principio activo 

en el sitio blanco.  

La nanotecnología se ha convertido en una de las tecnologías centrales en el siglo 

XXI [Parveen y cols., 2001]. Mucho más que en cualquier otro campo de la ciencia, el 

desarrollo y el progreso han sido posibles a través de la convergencia de la química, la 

biología, la física, las matemáticas, la ingeniería, entre otras ciencias naturales [Bawa, 

2005; Godin y cols., 2010; Poirot-Mazeres, 2011]. La nanomedicina surge como un 

nuevo campo emergente creado por la fusión de la nanotecnología y la medicina y es 

una de las disciplinas más prometedoras para el desarrollo de una terapia efectiva 

basada en el direccionamiento de fármacos. El creciente interés en la nanomedicina es 

impulsado en gran parte por el rápido ritmo de la innovación y el éxito de las 

nanopartículas que se han traducido en la evaluación clínica exitosa de un número 

importante de especialidades farmacéuticas (tabla 1.1.). 
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Tabla 1.1. Medicamentos basados en sistemas nanométricos recientemente aprobados para su 

comercialización. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
a
V.A.: vía de administración; 

b
NY: New York; 

c
NJ: New Jersey, 

d
IV: intravenoso [Extraído de Semete y 

cols., 2010]. 

En este contexto, nos centramos en el desarrollo y la evaluación de dos sistemas 

portadores a escala nanométrica propuestos para la vehiculización de tres fármacos de 

interés en farmacoterapia humana y veterinaria.  

 

 



Tesis Doctoral  Capítulo 1 
 

7 
 

1.2. PRIMERA PARTE. Agregados supramoleculares como sistemas 

portadores de fármacos 

Los agentes tensioactivos (AT) o surfactantes conforman uno de los grupos más 

importantes de excipientes auxiliares utilizados en diferentes formas farmacéuticas 

[Wade y Weller, 1994]. La denominación de tensioactivos, surfactantes o agentes 

tensioactivos, hace referencia a la característica de una molécula de tener actividad 

superficial y se debe tener en consideración que no todos los anfífilos la poseen de 

manera destacada. De todos estos términos la denominación anfífilo o molécula 

antipática es la manera más general para nombrar a esta familia de moléculas, dado 

que describe las características de solubilidad dual que presentan, sin hacer referencia 

a que posean o no actividad superficial. Sin embargo, los fenómenos de agregación y 

de reducción de la tensión interfacial son algunas de las características esenciales por 

las cuales se remonta a la definición de Laughlin donde se define a un tensioactivo (o 

surfactante) como aquel anfífilo que abate la tensión interfacial y que además forma 

agregados coloidales, ya sean micelas o cristales líquidos en función a las diferentes 

proporciones de agua con que cuente el sistema dependiendo de su temperatura 

[Messina 2003]. 

De esta última propiedad surge su gran utilidad en tecnología farmacéutica 

desempeñando diferentes funciones tales como: 

 Adsorción de fármacos sobre excipientes sólidos 

 Humectación, disgregación y disolución de los fármacos 

 Absorción de moléculas a través de membranas biológicas 

 Formación y estabilización de emulsiones y suspensiones 

 Formación de sistemas autoagregados (micelas, mesofases, vesículas) 

Por otra parte, el avance en el desarrollo de sistemas conteniendo AT ha 

consolidado varias áreas bien definidas [Banker y Rodes, 1990]. De este modo, a los 

sistemas clásicos formados por sistemas micelares o coloides de asociación 

(asociaciones supramoleculares de tensioactivos), suspensiones (tensioactivos en 

interfase sólido-líquido) y emulsiones (tensioactivos en interfase líquido-líquido); se 

han incorporado nuevos sistemas constituidos por liposomas (vesículas laminares de 
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fosfolípidos), hexosomas , cubosomas (matrices de cristal líquido) [Boyd y cols.,2006], 

niosomas (vesículas laminares de tensioactivos no iónicos) y microemulsiones 

(tensioactivos en interfase líquido-líquido, termodinámicamente estables) [Jurkovic y 

cols., 2003]. 

El estudio del comportamiento de los AT en solución provee la información 

necesaria para poder reconocer los dominios de existencia de las diferentes fases que 

se pueden formar a medida que se varía la temperatura, la composición del medio y la 

concentración del compuesto en estudio. 

En los últimos años, nuestro grupo de Farmacotecnia y Tecnología Farmacéutica 

ha desarrollado una nueva estrategia de investigación y desarrollo (I+D) sobre sistemas 

portadores de F consolidando una PLATAFORMA TECNOLÓGICA, basada en nuevos 

sistemas dispersos coloidales para la vehiculización de principios activos. En este caso, 

se seleccionó un derivado del ácido ascórbico, el palmitato de ascorbilo (ASC16), como 

molécula capaz de formar diferentes mesofases potencialmente aplicables a dicho fin. 

1.2.1. Tensioactivo biocompatible derivado de vitamina C: Palmitato de 

Ascorbilo 

El ácido ascórbico (vitamina C) se emplea en preparaciones cosméticas dado su 

elevado poder como agente antioxidante y su biocompatibilidad. Sin embargo, esta 

característica implica una baja estabilidad relacionada a sus propiedades redox [Spiclin 

y cols., 2001]. Para mejorar este último aspecto, se sintetizaron varios derivados, entre 

ellos, el palmitato de ascorbilo (ASC16) o 6-o-hexadecanoato de ascorbilo, que se 

encuentra disponible comercialmente y presenta muy baja solubilidad en agua [Palma 

y cols., 2002a]. Este compuesto ha sido de interés farmacéutico principalmente por la 

posibilidad de ejercer su efecto antioxidante en sistemas lipofílicos. Se utiliza solo o en 

combinación con la vitamina E como estabilizante (antioxidante) en productos 

farmacéuticos, cosméticos y alimenticios; y es esencialmente no tóxico y no irritante 

[Wade y Weller, 1994]. No obstante, más recientemente se ha puesto atención a sus 

propiedades anfifílicas y su capacidad de autoagregarse en estructuras ordenadas. 

Cuando una dispersión de ASC16 en agua se calienta por encima de una temperatura 

específica, la solubilidad aumenta hasta alcanzar la concentración de agregación crítica 



Tesis Doctoral  Capítulo 1 
 

9 
 

(CAC). El enfriamiento del sistema no trae aparejado la precipitación de este 

compuesto sino la formación de las estructuras supramoleculares con características 

de cristal líquido denominadas coageles (Coa) [Köhler y cols., 1988]. 

El nombre de cristal líquido es altamente descriptivo del estado físico de las fases 

formadas. El grado de ordenamiento de las moléculas es intermedio entre un líquido y 

un cristal y, las propiedades de flujo son intermedias entre un líquido viscoso y un 

sólido cristalino elástico. En el estado Coa las cadenas hidrofóbicas poseen un mínimo 

grado de libertad pero, un aumento de temperatura resulta en una expansión 

anisotrópica de las cadenas, lo que trae aparejado una disrupción parcial del 

empaquetamiento lamelar, con un consecuente ingreso de agua entre los grupos 

polares, que dan lugar a la fase gel (ver figura 1.3.). 

 

Figura 1.3. Diferentes tipos de agregados presentes para ASC16 [Extraído de Palma y cols., 
2003a]. 

De acuerdo a lo descripto anteriormente, la temperatura a la cual el Coa se 

encuentra en equilibrio con la fase micelar (Fm), es conocida como Krafft Point, Kp. 

El estudio de estas estructuras y su potencial aplicación en SPF forma parte de 

una de las líneas de investigación de nuestro laboratorio y una de las dos temáticas 

principales de este trabajo. Específicamente, se aborda su potencial empleo en el 
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campo de la inmunología y el desarrollo de vacunas para la vehiculización de fármacos 

hidrofílicos que necesitan amplificar su respuesta, donde los adyuvantes para vacunas, 

son un clásico ejemplo. 

1.3. SEGUNDA PARTE. Nanopartículas como plataformas 

farmacéuticas 

Desde un punto de vista farmacéutico, las nanopartículas se definen como 

sistemas coloidales de tamaño submicrónico (1-1000 nm de diámetro), diseñados para 

la administración de fármacos por distintas vías. Están compuestas generalmente por 

materiales biodegradables y biocompatibles capaces de incorporar tanto fármacos 

hidrofílicos como lipofílicos [Sahooand y Labhasetwar, 2003; Parveenand y Sahoo, 

2008]. Los recientes avances en los sistemas nanoparticulados destinados a mejorar la 

liberación de fármacos constituyen un gran potencial para la administración de 

moléculas activas. De este modo, las características fisicoquímicas de los portadores 

controlan la aplicación final del sistema portador+fármaco. En este sentido, las 

nanopartículas pueden ser formuladas a partir de diversos materiales con 

arquitecturas particulares permitiendo: [Couvreurand y Vauthier, 2006] 

 Proteger el fármaco de la degradación 

 Mejorar su absorción, facilitando la difusión a través de barreras biológicas 

 Modificar el perfil farmacocinético y de distribución hacia los tejidos 

 Mejorar la penetración y distribución intracelular de los principios activos 

vehiculizados 

Dentro de los numerosos sistemas nanoparticulados, las estructuras lipídicas 

fueron extensamente desarrolladas para distintas vías de administración [Düzgünes, 

2001]. En este contexto, el termino lípido se toma en un sentido amplio e incluye a las 

ceras (C), los glicéridos, (GL) y los fosfolípidos (FL). Estos materiales pueden constituir 

la membrana externa, como los FL, que rodean el núcleo acuoso en un liposoma. En el 

caso de GL, principalmente los triglicéridos, pueden también constituir el núcleo. En las 

nanoemulsiones se encuentran en estado líquido mientras que en las nanopartículas 

lipídicas sólidas forman un núcleo sólido. Por otra parte, los FL pueden ser empleados 
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como agentes estabilizadores en ambos casos. Si los FL están presentes bajo la forma 

de una membrana rígida rodeando un núcleo constituido de triglicéridos líquidos a 

temperatura ambiente, entonces hablamos de nanocápsulas lipídicas. Este último 

sistema portador, recientemente patentado [Heurtault y cols., 2000] ha sido el 

empleado en el desarrollo de esta tesis doctoral. 

1.3.1. Nanocápsulas lipídicas  

Las nanocápsulas lipídicas (NCLs) pueden definirse como sistemas portadores 

biomiméticos caracterizados por poseer una estructura híbrida entre las nanocápsulas 

poliméricas y los liposomas. La técnica de obtención se basa en la inversión de fase de 

una emulsión que conduce a la formación de nanocápsulas lipídicas monodispersas 

[Heurtault y cols., 2002a; Heurtault, y cols., 2003a].  

La inversión de fase corresponde a la transformación de una emulsión 

aceite/agua (O/W) en una emulsión agua/aceite (W/O). Esto se produce por una 

modificación de las propiedades lipofílicas/hidrofílicas de los surfactantes implicados 

en la estabilización de la emulsión primaria. Esta modificación puede estar inducida 

por cambios en las variables termodinámicas como la presión, la concentración de 

cloruro de sodio, la relación de fases acuosa y oleosa y sobre todo por la temperatura.  

La estructura general de estos sistemas incluye un núcleo lipídico 

correspondiente a triglicéridos de cadena media, rodeado por una membrana rígida 

compuesta por una combinación de lecitinas que se orientan hacia la fase oleosa, y un 

surfactante hidrofílico con segmentos polietilenglicol (PEG) orientados hacia la fase 

acuosa (figura 1.4.) [Heurtault y cols., 2003a]. Además, el direccionamiento específico 

de estos portadores hacia su órgano blanco pueden ser mejorado implementando 

modificaciones en su superficie como la adhesión de moléculas específicas, por 

ejemplo, fragmentos de anticuerpos, ácido fólico o polímeros [Vonarbourg y cols., 

2006; Morille y cols., 2009, 2010; Biswas y cols., 2012; Perche 2012]. 
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Figura 1.4. Representación esquemática de la estructura de las NCLs [Extraído de Huynh y cols., 2009]. 
 

Una ventaja adicional es el elevado rendimiento de encapsulación que se obtiene 

con estos sistemas. Consecuentemente, muchos fármacos lipofílicos, como así también 

moléculas anfifílicas han sido vehiculizadas en las NCLs, pudiendo citar por ejemplo 

ibuprofeno para el tratamiento del dolor por vía intravenosa [Lamprecht y cols., 2004]; 

varios agentes anticancerígenos: etoposide [Lamprecht y Benoit, 2006], paclitaxel 

[Hureaux y cols., 2010], tripentone [Malzert-Freon y cols., 2006], derivados del 4-

hidroxi tamoxifeno combinado con ferrocen [Allard y cols., 2008b], entre otros. 

Considerando lo expuesto anteriormente y teniendo en mente la versatilidad de 

estos portadores, en el presente trabajo doctoral, se abordó el desarrollo y la 

evaluación de estos sistemas para su potencial uso en farmacoterapia veterinaria, un 

campo muy prometedor y hasta la actualidad, poco desarrollado.  

  



Tesis Doctoral  Capítulo 1 
 

13 
 

1.4. Objetivos y organización general de la Tesis 

El objetivo general de la presente tesis doctoral es:  

 Realizar estudios tendientes al diseño, caracterización y evaluación de sistemas 

nanométricos para la vehiculización de fármacos con actividad adyuvante de 

interés en inmunología humana y fármacos antiparasitarios de aplicación en el 

área de la veterinaria. 

Específicamente se plantearon tres objetivos: 

1. Evaluación de la utilización de cristales líquidos liotrópicos de palmitato de 

ascorbilo para la vehiculización de oligodeoxinucleótidos sintéticos con motivos 

CpG (CpG-ODN) y su potencial aplicación en el desarrollo de vacunas. 

2. Formulación y caracterización de nanocápsulas lipídicas para la vehiculización de 

fármacos antiparasitarios de relevancia veterinaria y evaluación de la performance 

biofarmacéutica. 

3. Desarrollo de nanocápsulas lipídicas con funcionalización de su superficie como 

estrategia para la vehiculización de CpG-ODN. 

En este marco, se ha organizado el presente trabajo de Tesis de la siguiente 

manera: 

La primera parte se centra en el primer sistema portador presentado es decir, los 

coageles de palmitato de ascorbilo. De este modo, en el capítulo 2 se desarrolló y 

validó una metodología analítica para la cuantificación de CpG-ODN empleada luego 

en el capítulo 3 para el estudio de la liberación de esta molécula desde los coageles. 

Allí se incluyen también los resultados concernientes a la caracterización físico-química 

de estos sistemas. Posteriormente, el capítulo 4 abarca la aplicación y evaluación 

inmunológica in vivo de los coageles cargados. 

La segunda parte comprende el segundo sistema portador desarrollado: las 

nanocápsulas lipídicas. De este modo, el capítulo 5 incluye la caracterización del 

sistema aplicado a la vehiculización de ivermectina y el estudio de la performance in 

vivo y el capítulo 6 se centra en la vehiculización de albendazol y la evaluación de su 

eficacia quimioprofiláctica en el tratamiento de la hidatidosis. Por último, el capítulo 7 
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combina el desarrollo de las nanocápsulas desarrolladas en la segunda parte pero con 

modificación de su superficie para la vehiculización del fármaco empleado en la 

primera parte es decir CpG-ODN y evaluación in vitro de su respuesta inmunológica. 

La tesis finaliza con las conclusiones en el capítulo 8 y se incluyen además dos 

anexos de materiales y métodos correspondientes a las dos partes respectivamente. 
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Capítulo 2  

Desarrollo y validación de una técnica analítica 

para la cuantificación de CpG-ODN en una 

formulación de cristales líquidos 

2.1. Introducción 

Los oligodeoxinucleótidos (ODNs), principalmente los análogo fosforotionato (PS-

ODN), han mostrado una actividad inmunoadyuvante prometedora en el tratamiento 

de enfermedades malignas, infecciosas y alérgicas [Krieg 2006; Salem y Weiner 2009; 

Zhao y cols., 2014]. El grado de estimulación inmunológica es variable dependiendo de 

la secuencia del ácido nucleico, sin embargo, la presencia de dinucleótidos citosina-

guanina (CpG-ODN) no metilados flanqueados por dos 5’ purinas y dos 3’ pirimidinas 

inducen la respuesta más potente para PS-ODN. Éstas son moléculas estabilizadas 

mediante la sustitución de uno de los oxígenos no unidos a través de doble enlace 

covalente por un átomo de azufre para formar una cadena principal fosforotionato 

[Kandimalla y cols., 2001]. En la figura 2 del anexo I se presenta la estructura química 

de CpG-ODN.  

El uso de estas modificaciones químicas ha reducido efectivamente la 

sensibilidad de los ODNs a la degradación por nucleasas, ha prolongado el tiempo de 

circulación y la vida útil del compuesto, mejorando de este modo sus propiedades 
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farmacológicas. Sin embargo, el uso de CpG-ODN soluble todavía enfrenta varios 

desafíos importantes, incluyendo la farmacocinética desfavorable, la falta de 

especificidad por las células blanco luego de la administración sistémica y la pobre 

absorción celular [Raney y cols, 2008; Kwong y cols., 2011]. Por esta razón, en las 

últimas décadas se ha puesto énfasis en el diseño y la caracterización de nuevos 

portadores para estas moléculas [Mui y cols., 2001; Diwan y cols., 2002; Kwong y cols., 

2011; Negash y cols., 2013; Wilson y cols., 2013]. 

Con este objetivo, en nuestro grupo de investigación se ha estudiado una familia 

de surfactantes derivados de la vitamina C, puntalment el palmitato de ascorbilo 

(ASC16) que presenta la propiedad de autoagregarse y dar lugar a la formación de 

cristales líquidos por encima de una dada temperatura y concentración [Palma y cols., 

2003a]. Estos sistemas son también denominados coageles (Coa-ASC16). Así, se ha 

reportado la formación de estructuras complejas capaces de solubilizar fármacos 

lipofílicos, como por ejemplo acetazolamida, conservándose incluso la actividad 

antioxidante del ácido ascórbico [Tartara y cols., 2012]. Estas propiedades los 

convierten en excelentes candidatos para la obtención de nuevas formas 

farmacéuticas [Torchilin, 2007; Sawant y cols., 2012]. 

En trabajos previos, hemos investigado estos sistemas como portadores de CpG-

ODN [Sanchez Vallecillo y cols., 2014]. Debido a la complejidad del equilibrio de fases 

observado en estos cristales líquidos liotrópicos [Benedini y cols., 2011], la evaluación 

de la performance biofarmacéutica de estas nuevas formulaciones requiere el 

desarrollo de métodos analíticos adecuados. En los últimos años, los métodos de 

validación se han redefinido, y más aún, estos conceptos continúan evolucionando y 

están bajo la responsabilidad de las organizaciones internacionales quienes establecen 

procedimientos para la obtención de productos de calidad, lo que garantiza la eficacia 

y la seguridad durante la manipulación y el almacenamiento [FDA, 2001; ICH, 2005]. 

El objetivo principal de los métodos de validación analíticos es asegurar la 

reproducibilidad, confiabilidad, e idoneidad de la técnica en estudio [Ermer, 2001; 

Ermer y Ploss, 2005]. En estudios cuantitativos, la cantidad de ODN se determina 

generalmente por absorbancia UV, ensayos colorimétricos, por radiactividad tras la 

marcación con un radioisótopo como P32, mediante hidrólisis enzimática o por medio 

de una técnica cromatográfica. La exactitud de la medición de la absorbancia puede 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961211003656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Negash%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23777953
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ser poco confiable ya que se basa en la suposición de que el ODN se encuentra en 

forma pura y en una conformación de simple o doble cadena. Los ensayos 

colorimétricos de fijación de un colorante en general están sujetos a interferencias 

siendo los tensioactivos una de las más importantes. La técnica de marcación con P32 

para la cuantificación de ODNs está limitada tanto por su dependencia de un 

radioisótopo, como así también por la asunción de que el rendimiento de la reacción 

radioenzimática es del 100% lo cual es difícil y poco seguro de probar [Shimelis y cols., 

2007]. 

Un problema común en el desarrollo de métodos de HPLC para la cuantificación 

de ODNs es el complejo proceso de purificación y preparación de las muestras. 

Recientemente, la extracción en fase sólida en un solo paso (SPE, su sigla en inglés) se 

emplea de manera conjunta con la cromatografía líquida acoplada a la espectrometría 

de masa (LC/MS) [Johnson y cols., 2004; Buyun y cols., 2012]. Sin embargo, la principal 

limitación de la técnica de SPE es el bajo rendimiento de extracción. Otra técnica que 

resultó sensible y selectiva para la cuantificación de ODNs en matrices biológicas es la 

espectrometría de masa (LC/MS) combinada con la ionización por electrospray (ESI). 

No obstante, la elevada concentración de iones en la fase móvil necesaria para una 

buena separación del ODN, provoca la disminución en la intensidad de la señal y la 

contaminación del espectrofotómetro [Beck y cols., 2001]. 

Tomando en cuenta estas consideraciones, en este capítulo se describe el 

desarrollo y la validación de un método de HPLC rápido, confiable, selectivo y 

económico para la cuantificación de CpG-ODN en diferentes sistemas farmacéuticos. 

También se presentan los resultados relativos a la estabilidad de CpG-ODN en las 

condiciones de ensayo y almacenamiento.  

2.2. Materiales y Métodos 

2.2.1. Materiales 

Los oligodeoxinucleotidos fosforotionatos con motivos CpG-ODN 1826, sec (5’-3’: 

tccatgacgttcctgacgtt) fueron adquiridos en Operon Technologies Inc. (Alameda, EEUU). 

Se reconstituyeron en solución fisiológica, NaCl 0,9%, (Alcon, Laboratorios, Buenos 

Aires, Argentina) hasta alcanzar una concentración final de 1000 µg/ml. El palmitato de 
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ascorbilo (ASC16) y la solución estéril de dextrosa al 5% para la preparación de los 

coageles, se adquirieron en Fluka Analytical (Milan, Italia) y laboratorios Roux-Ocefa 

(Buenos Aires, Argentina), respectivamente. La solución de HidroximetilAminometano 

(tampón Tris-HCl) pH 7 se preparó con reactivos Biopack (Buenos Aires, Argentina) en 

agua Milli-Q, el mismo día de los ensayos.  

Acetonitrilo (ACN), trietilamina (TEA) y ácido acético (AA) fueron todos grado 

HPLC y adquiridos en Sintorgan, Argentina. El agua utilizada para HPLC y en todos los 

estudios fue grado Milli-Q (Millipore®, Argentina).  

2.2.2. Equipamiento 

La cuantificación mediante HPLC se realizó empleando un cromatógrafo Agilent® 

S1100 (Waldbronn, Alemania) equipado con una bomba binaria, un inyector automático, 

compartimento para columna y detector UV-Vis. El pH de las soluciones se determinó 

con un pHmetro Mettler Toledo DG 115-SC (Columbus, EEUU) equipado con un 

electrodo de Ag/AgCl(sat), el cual se calibró con soluciones estándar de tampón pH 

7,00 (± 0,01) y 4,01 (± 0,01) marca Crison (Barcelona, España). Para los ensayos que 

requirieron temperaturas controladas, se empleó un baño termostatizado Vicking 

Masson (Buenos Aires, Argentina) con una precisión de ± 0,1 ºC. Todos los 

procedimientos estadísticos se realizaron para un intervalo de confianza del 95 %.  

2.2.3. Condiciones cromatográficas 

Para la cuantificación se empleó una precolumna y columna de fase reversa 

PhenomenexTM® (Torrance, EEUU) octadesil silano (C18) de 250 mm x 4,5 mm (5,0 µm 

de diámetro de partícula). El flujo se fijó en 0,7 ml/min, el volumen de inyección fue de 

20 µl, y se termostatizó a 25 °C. Todas las determinaciones se realizaron con detección 

UV a una longitud de onda de 261,0 nm. 

2.2.4. Preparación de las soluciones madres, soluciones estándares y la 

fase móvil 

La solución madre de CpG-ODN se preparó en solución fisiológica (0,9 % NaCl) a 

una concentración final de 1000 µg/ml. Esta solución se alicuotó y se conservó a -20 

ºC. Las soluciones estándares para cada curva de calibrado, se obtuvieron por dilución 
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de las correspondientes soluciones madre en tampón Tris-HCl pH 7,2. Luego estas 

muestras se filtraron a través de un filtro de 0,22 µm e inyectaron en el HPLC. 

La fase móvil se preparó mediante la medición de los volúmenes apropiados de 

AA y TEA para obtener una concentración final de acetato de trietilamina (TAA) igual a 

0,1M en agua. Posteriormente, se ajustó el pH a 7 con AA y se completó con agua milli- 

Q hasta alcanzar un volumen final de 1000 ml. Finalmente, se filtró a través de un filtro 

Millipore TM Durapore® (Merck Millipore, Billerica, MA, EEUU) de 0,45 µm de poro y se 

desgasificó al vacío. 

2.2.5. Preparación de los coageles cargados con CpG-ODN 

Las muestras se prepararon mezclando los componentes (Asc16, dextrosa y CpG-

ODN) en las proporciones adecuadas en tubos de vidrio cerrados. Las dispersiones se 

calentaron hasta 72º C y luego se prosiguió como se describe en la sección M.3. del 

anexo I. Las muestras se prepararon a una concentración final de 0,02% y 1,00% p/p de 

ASC16 y CpG-ODN respectivamente.  

2.3. Resultados y Discusión 

La validación de un método analítico se define como el proceso por el cual se 

establece, por medio de estudios de laboratorio, que un método es el apropiado para 

el uso propuesto [Farmacopea Argentina, 2011]. Los parámetros fundamentales para 

esta validación son: 

1. Selectividad (Especificidad) 

2. Linealidad 

3. Sensibilidad 

4. Precisión y Exactitud 

5. Robustez 

6. Estabilidad 

Esta metodología fue validada de acuerdo a los lineamientos de la International 

Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of 

Pharmaceuticals for Human Use (ICH, sigla en inglés) y de la Food and Drug 



Tesis Doctoral  Gabriela Ullio Gamboa 

20 
 

administration (FDA, sigla en inglés). Cabe mencionar que los ensayos se realizaron por 

triplicado en todos los casos.  

2.3.1. Selectividad 

La selectividad de un método analítico es la habilidad del mismo para evaluar 

inequívocamente el analito en presencia de otros componentes, por ejemplo 

impurezas, productos de degradación, matrices, excipientes, etc. Esto puede realizarse 

agregando a la sustancia o al principio activo cantidades apropiadas de impurezas o 

excipientes y demostrando que el resultado de la valoración no se ve afectado por la 

presencia de estos materiales extraños. Si no se dispone de los productos de 

degradación, impurezas o matriz biológica, la especificidad puede ser demostrada por 

comparación de los resultados del ensayo con muestras que contienen impurezas o 

productos de degradación a través de un segundo método independiente. 

La determinación de este parámetro requirió preparar tres soluciones del analito 

disuelto en la fase móvil a tres concentraciones (50; 125 y 250 µg/ml) correspondiente 

a tres niveles (bajo, medio y alto, respectivamente), comprendidos dentro del rango de 

concentraciones de la curva de calibrado. Cabe recordar que el grado de separación de 

dos bandas adyacentes se define como la distancia entre los picos de las bandas (o 

centros) dividida entre el ancho promedio de las bandas. Si es inadecuada, la 

resolución (Rs) de picos adyacentes puede mejorarse ya sea aumentando la separación 

o disminuyendo los anchos de los picos individuales. Esto involucra la selectividad de la 

columna cuando se alejan más los picos y la eficiencia cuando se intenta disminuir el 

ancho del pico. Mejorar la selectividad implica alterar la termodinámica del sistema 

cromatográfico mientras que mejorar la cinética del sistema aumenta la eficiencia de 

la separación. De este modo, cualquier criterio para la resolución sería de algún modo 

arbitrario. Para una exactitud cuantitativa razonable los máximos de los picos deben 

estar separados al menos 4σ. Si es así, un valor de RS igual a 1.5 (es decir, 6σ) 

representa esencialmente una resolución completa.  

De acuerdo a los tiempos de retención (tR) observados para el analito y los 

posibles interferentes (ver tabla 2.1.), el método propuesto fue selectivo, con una 

resolución cromatográfica (Rs) > 2. Estos criterios son válidos para concentraciones de 

soluto aproximadamente iguales. Se requerirá una mayor resolución cuando una 
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banda de un componente mayor es adyacente a una banda de un constituyente 

menor. 

Tabla 2.1. Tiempo de retención para CpG-ODN y otros compuestos en HPLC. 

 

a 
Fase móvil empleada: tampón TAA: ACN pH 7 (50:50 v/v). Velocidad de flujo: 0,7 ml/min. 

La figura 2.1. muestra los cromatogramas obtenidos luego de la inyección de la 

matriz blanco es decir, Coa-ASC16 en el tampón Tris-HCl y de CpG-ODN cargado en los 

coageles ambos diluidos en la fase móvil antes del análisis. La concentración de CpG-

ODN ensayada fue de 99 µg/ml (fig. 2.1.A. y B.). Como se observa, a pesar de la 

complejidad del sistema y de la falta de especificidad de la columna empleada, se 

obtuvo una buena resolución (Rs ˃1,5). 
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Figura 2.1. Cromatograma representativo obtenido por HPLC-UV. 

A) Matriz: Coa-ASC16 en el tampón Tris-HCl. B) Muestra conteniendo CpG-ODN en la matriz. El tiempo de 
retención para CpG-ODN es de 2,8 ± 0,2 min. 

El cromatograma permite evidenciar que no existen interferencias entre los 

compuestos analizados, por lo que es posible afirmar que esta composición de fase 

móvil es satisfactoria para la cuantificación de CpG-ODN en el sistema evaluado. 

2.3.2. Linealidad 

La linealidad de un método analítico es la proporcionalidad directa entre la 

concentración del analito y la respuesta que genera, siendo el rango lineal, el intervalo 

comprendido entre la concentración mínima y máxima del analito, dentro del cual se 

puede analizar una muestra por extrapolación en la curva estándar. La linealidad debe 

establecerse a lo largo del intervalo del método analítico por medio de un método 

estadístico apropiado como por ejemplo, cálculo de regresión por cuadrados mínimos. 

Los datos obtenidos a partir de la mejor recta pueden ser útiles para estimar 
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matemáticamente el grado de linealidad. Además, resulta conveniente evaluar 

estimadores de regresión en un intervalo de confianza dado, tales como:  

 Pendiente (a): se determina como parámetro indicativo de la sensibilidad y permite 

evaluar la correlación entre diferentes métodos. 

 Coeficiente de regresión lineal (r): se determina para evaluar el ajuste al modelo 

lineal propuesto (y=ax+b), el que se encuentra entre 0,98 y 1,00; con un coeficiente 

de determinación (r 2) mayor a 0,99. 

 Ordenada al origen (b): para evaluar la proporcionalidad de la función analítica, es 

decir, que la recta pase por el origen y que cualquier desviación pueda adjudicarse 

únicamente a un error aleatorio. 

Las curvas de calibrado se construyeron graficando: Área Analito/Área standard 

(DS) en función de la Concentración Analito/Concentración DS. Para ello, se utilizaron 8 

concentraciones diferentes de CpG-ODN en el rango comprendido entre 6,25 y 375 

µg/ml. La figura 2.2. y la ecuación 2.1. muestran a modo de ejemplo la curva de 

calibrado obtenida para CpG-ODN en medio Tris-HCl. 

Para estudiar la variabilidad en los parámetros de calibración, el procedimiento 

se repitió a partir de tres soluciones estándares de CpG-ODN preparadas en forma 

independiente. En todos los casos, la linealidad se evaluó por el método de los 

cuadrados mínimos. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2.2. 

Tabla 2.2. Parámetros de calibración para CpG-ODN. 

  

 
 
 
 
*(LD) Límite de detección 

De acuerdo a los datos presentados en esa tabla, se confirmó la linealidad del 

método analítico empleado. El valor de coeficiente de determinación en todos los 

casos fue siempre mayor a 0,9970. Se obtuvo una linealidad satisfactoria en el rango 

de concentraciones evaluado y no se detectaron diferencias significativas entre las 

pendientes de las curvas obtenidas. (ANOVA p˃0,05). 
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Figura 2.2. Curva de calibración para CpG-ODN en tampón Tris-HCl. 
 

Area analito/area DS= 54233 Conc. Analito/conc.DS (µg/ml)-189,35 

n=8         r2=0,999  

(Ec. 2.1.) 

2.3.3. Sensibilidad 

La sensibilidad de un método analítico es su capacidad para discernir pequeñas 

variaciones en la concentración de analito. Así, la pendiente de la curva de calibrado es 

la medida de la sensibilidad y se denomina, sensibilidad de calibrado. Ésta última es 

constante en todo el intervalo de linealidad. La sensibilidad está dada por el límite de 

detección (LD) y el límite de cuantificación (LC). 

Límite de detección: corresponde a la menor cantidad de analito que se puede 

detectar en una muestra con un nivel de confianza determinado. Existen diversas 

maneras de determinar el límite de detección. Una de ellas consiste en analizar 

muestras de concentraciones conocidas del analito y establecer el mínimo nivel en el 

cual el analito puede ser detectado en forma confiable.  

En este caso, el LD para este compuesto se calculó con el criterio de las 3s: 3,3 

veces la desviación estándar (σ) de la señal producida por el blanco, dividida por la 
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pendiente (a) de dicha curva según la ecuación 2.2. y empleando las tres curvas de 

calibrado obtenidas previamente.  

   
     

 
 

(Ec. 2.2.) 

Los valores del LD calculado de esta manera se muestran en la tabla 2.2. y su valor 

promedio es igual a 0,86 ± 0,02 µg/ml.  

El límite de cuantificación es la menor concentración del analito que puede 

determinarse con precisión y exactitud en una muestra bajo las condiciones 

experimentales establecidas. Se expresa en las mismas unidades de concentración 

empleadas para el analito de la muestra. 

Existen diversas maneras de determinar el LC. Una aproximación se basa en la 

determinación de la pendiente de la recta (a) de calibración y la desviación estándar de 

la respuesta (σ), según la siguiente ecuación: 

   
   

 
 

(Ec. 2.3.) 

Otro método y el adoptado en este trabajo, se basa en analizar muestras con 

concentraciones conocidas de analito y establecer el mínimo nivel al cual el mismo 

puede ser cuantificado con precisión y exactitud. En este caso, el LC seleccionado 

correspondió a la mínima concentración empleada en la construcción de las curvas de 

calibrado (6,25 µg/ml). 

2.3.4. Precisión y Exactitud 

La precisión está relacionada con la dispersión de los valores hallados a partir del 

valor medio, y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales, 

cuando el método se aplica repetidamente a alícuotas múltiples de una muestra 

homogénea. Se expresa matemáticamente como la desviación estándar, o más 

comúnmente como la desviación estándar relativa (RDS, por sus siglas en inglés), o 

coeficiente de variación (CV) de una serie de mediciones. 
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Se determina según la ecuación 2.4. y el criterio de aceptación varía según el 

nivel de precisión considerado: 

      
     

 
 

(Ec. 2.4.) 

donde, σ corresponde a la desviación de las medidas y X es la media poblacional.1 

La precisión puede ser considerada en tres niveles: repetibilidad, precisión 

intermedia y reproducibilidad. 

 La repetibilidad expresa la precisión bajo las mismas condiciones 

operativas en un intervalo de tiempo corto. 

 La precisión intermedia expresa las variaciones intra-laboratorio: 

diferentes días, diferentes analistas, diferentes equipos, etc. 

 La reproducibilidad expresa la precisión entre laboratorios (estudios 

colaborativos). 

La precisión de un método analítico se determina mediante el análisis de un 

número suficiente de alícuotas de una muestra homogénea, lo que permite un cálculo 

estadísticamente válido de la desviación estándar o la desviación estándar relativa. La 

precisión determinada en cada nivel de concentración no debe exceder el 15% del CV, 

excepto para el límite de cuantificación, donde no debe exceder el 20% del CV [FDA, 

2001]. 

La exactitud es también conocida como error sistemático o tendencia, y 

corresponde a la diferencia entre el valor medido y el valor verdadero obtenido a 

partir de la concentración de la muestra y la curva de calibrado. La forma más utilizada 

para su expresión es porcentaje de recuperación (% Rec.), y se calcula según la 

ecuación 2.5.: 

       
              

             
       

(Ec. 2.5.) 

                                                           
1
 En estadística la media poblacional (también llamada esperanza, valor esperado, esperanza 

matemática o media) de una variable aleatoria, es el número que formaliza la idea de valor medio de un 
fenómeno aleatorio. 
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El valor medio debe estar dentro del 15 % del valor real, excepto para el LC 

donde no debe desviarse más de un 20 %. La desviación de la media del valor real sirve 

como medida de precisión [FDA, 2001]. 

La precisión y exactitud del método se determinó por análisis en triplicado de 

tres controles (QC) de concentraciones baja (50 µg/ml), intermedia (125 µg/ml) y alta 

(250 µg/ml) comprendidas dentro de la curva de calibrado. Los análisis intra-día se 

realizaron mediante siete inyecciones de cada una de estas soluciones. A fin de 

estudiar la reproducibilidad del método (repetitividad inter-día), se inyectaron las 

concentraciones mencionadas anteriormente durante diez días en un período de dos 

meses. Por otra parte, se determinó el % Rec. intra e inter día utilizando un 

procedimiento similar al descripto para la precisión, analizando las mismas tres 

soluciones de concentraciones conocidas. Los valores que confirman la precisión y 

exactitud de este método se presentan en la tabla 2.3. tomando como ejemplo los 

valores medidos en dos días arbitrariamente seleccionados. 

La reproducibilidad del método, como una función de la desviación estándar 

relativo (RSD%) de los controles en las determinaciones inter e intra día fue menor a 

3,75%. La exactitud como una medida del error relativo se encontró dentro del rango 

comprendido entre el 90-99 % tanto para para los ensayos intra como inter día. Como 

se observa, CpG-ODN pudo determinarse en los tres niveles de concentraciones 

evaluados y las recuperaciones obtenidas fueron cuantitativas en todos los casos con 

valores de RDS menores al 3,75%. Estos resultados prueban que el método propuesto 

es adecuado para el análisis de este compuesto vehiculizado en coageles de ASC16. De 

esta manera, el procedimiento desarrollado puede ser usado en control de calidad, 

análisis de rutina y estudios de estabilidad. 
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Tabla 2.3. Precisión y exactitud del método de HPLC para la cuantificación de CpG-ODN en Coa-ASC16. 

 

RDS: desvío estándar relativo n = 7 (número de replicados)  

2.3.5. Robustez 

La robustez de un método analítico se define como la capacidad del mismo para 

permanecer inalterado ante pequeñas variaciones deliberadas en ciertos parámetros, 

proporcionando información relativa a su fiabilidad o estabilidad durante su empleo. 

Por lo tanto, es la capacidad que demuestra el procedimiento de análisis para 

proporcionar resultados válidos en presencia de pequeños cambios respecto de las 

condiciones descriptas en el método, susceptibles de producirse durante su utilización.  

Ejemplos de variaciones que deben estudiarse durante la evaluación de la 

robustez de un método son: diferentes instrumentos, lotes de reactivos, tiempos de 

valoración, temperaturas de valoración, columnas cromatográficas, etc. 

La robustez se expresa normalmente como la falta de influencia de las variables 

operativas y del entorno sobre los resultados del ensayo. La determinación se lleva a 

cabo mediante el análisis de alícuotas a partir de lotes homogéneos empleando 

condiciones operativas y ambientales diferentes, pero que están dentro de los 

parámetros especificados en la valoración. El grado de reproducibilidad de los 

resultados del ensayo es luego determinado como una función de las variables de la 

valoración. Esta reproducibilidad puede compararse con la precisión de la valoración 

bajo condiciones normales, para obtener una medida de la robustez del método 

analítico.  

Aquí, este parámetro se examinó a través de inyecciones repetidas (n = 6) de dos 

soluciones estándares de concentración 100 µg/ml y 50 µg/ml (concentraciones 
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comprendidas dentro de la curva de calibrado), con ligeras modificaciones en la 

polaridad de la fase móvil (porcentaje de tampón/ACN), temperatura y velocidad de 

flujo. Los valores de % RSD obtenidos por cambios en estos parámetros, fueron 

inferiores a 2,80 %. Dado que tanto ICH como FDA, sugieren que el valor de % RDS 

deben ser < 2, se puede afirmar que el método es robusto y válido. Esto indica que las 

variaciones producidas no afectan de forma significativa, los tiempos de retención, las 

áreas de los picos cromatográficos o la resolución de los mismos. Los resultados 

obtenidos se presentan en la tabla 2.4. 

Tabla 2.4. Evaluación de la robustez del método de HPLC. 

 

2.3.6. Estabilidad 

La estabilidad del fármaco en una forma farmacéutica es función de numerosas 

variables, como por ejemplo sus propiedades físicas y químicas, el vehículo, el envase y 

las condiciones de almacenamiento. Asimismo, la estabilidad de un analito en una 

matriz en particular y en un envase, sólo es relevante para esa matriz y recipiente y no 
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pueden ser extrapoladas a otras situaciones. Las condiciones utilizadas en los 

experimentos de estabilidad deben reflejar las situaciones reales que puedan darse 

durante la recolección, la manipulación y el análisis de las muestras. 

Se debe incluir también una evaluación de la estabilidad del analito en la 

solución stock, después del almacenamiento a corto (temperatura ambiente) y largo 

plazo (congelamiento y temperatura de almacenamiento prevista) y lógicamente, 

durante el proceso analítico. Para todas las determinaciones debe utilizarse un 

conjunto de muestras obtenidas a partir de una solución madre del analito recién 

preparada. Asimismo, para éstas debe emplearse disolventes apropiados a 

concentraciones conocidas [FDA, 2001]. 

La estabilidad del fármaco se determinó calculando el porcentaje de 

recuperación. El mismo, no necesita ser del 100 %, pero el grado de recuperación de 

un analito debe ser consistente, preciso y reproducible. Las experiencias de 

recuperación deben llevarse a cabo mediante la comparación de los resultados 

analíticos de las muestras extraídas a tres niveles de concentración (baja, media y alta) 

con las muestras sin extraer que representan una recuperación del 100 % [FDA, 2001]. 

En una nueva serie de experimentos, se prepararon dos de los controles (QC) de 

concentraciones baja (50 µg/ml) y alta (250 µg/ml) y se cargaron en los coageles de 

ASC16. Las muestras fueron procesadas y analizadas siguiendo el procedimiento 

descripto anteriormente. La recuperación analítica de CpG-ODN desde la matriz fue 

calculada comparando la concentración obtenida en los QC con la inicialmente 

adicionada. Los resultados obtenidos muestran una recuperación satisfactoria (primera 

fila, tabla 2.5.). También se evaluó la estabilidad en las condiciones de 

almacenamiento, para lo cual las muestras anteriores se conservaron a temperatura 

ambiente por cinco horas (el tiempo correspondiente a una corrida cromatográfica de 

un lote de muestras) y también se guardaron -20 ºC durante 60 días. Las muestras 

fueron analizadas inmediatamente luego de este periodo. Como se muestra en la tabla 

2.5. los resultados de recuperación luego de los ensayos en las condiciones evaluadas 

fueron satisfactorios ya que ningún valor es inferior al 85 % de la concentración inicial 

como recomienda la FDA. 
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Tabla 2.5. Recuperación (%) of CpG-ODN en Coa-ASC16 bajo diferentes condiciones. 

 

*TA= temperatura ambiente 

2.4. Conclusiones del capítulo 

Los resultados obtenidos permiten concluir que el método de cuantificación de 

HPLC para CpG-ODN descripto en este capítulo presenta parámetros analíticos 

adecuados para su aplicación en el laboratorio. 

Mediante los análisis realizados, se determinó que la técnica desarrollada resulta 

ser sensible, exacta y precisa, con un procesamiento de las muestras simple y rápido 

sin la necesidad del empleo de solventes orgánicos. También, la misma resultó ser 

selectiva para el fármaco estudiado, ya que no se observaron interferencias con el 

sistema portador. Los resultados indican que el procedimiento descrito aquí es útil 

para la cuantificación de este compuesto cargado en Coa-ASC16 y la evaluación de su 

estabilidad in vitro.  
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Capítulo 3 

Caracterización de cristales líquidos de 

palmitato de ascorbilo para la vehiculización de 

fármacos con actividad adyuvante: CpG-ODN 

3.1. Introducción 

Los tensioactivos producen, en soluciones diluidas, una disminución de la tensión 

superficial e interfacial debido a la adsorción y orientación de las moléculas en la 

interfase. También forman micelas por encima de una determinada concentración, 

conocida como concentración micelar crítica (cmc o CMC) y por encima de una 

determinada temperatura; la temperatura micelar crítica (tmc o TMC) o temperatura 

de Krafft (Tk). Este fenómeno se produce debido al decrecimiento de la energía libre de 

Gibbs (entalpía libre) del sistema, aunque no todos los surfactantes forman estructuras 

de estas características. Uno de los factores que puede influir es por ejemplo, el 

parámetro de empaquetamiento y la forma y tamaño de los agregados dependen de la 

estructura de la molécula. 

La formación de estas estructuras supramoleculares facilitan la solubilización de 

sustancias insolubles en agua y esta característica resulta interesante para su 

desarrollo como potenciales portadores de fármacos o moléculas bioactivas y su 

aplicación en el campo de la farmacia [Palma y cols., 2002a; 2003b, 2003c]. Conforme 



Tesis Doctoral  Gabriela Ullio Gamboa 

33 
 

aumenta la concentración, se producen ciertas modificaciones en las propiedades del 

sistema, con consecuentes cambios en la estructura de los agregados 

supramoleculares. Estas estructuras supramoleculares pueden ser cilíndricas, 

laminares o discoideas. A concentraciones superiores pueden ocurrir transiciones y dar 

lugar a la formación de mesofases con algún tipo de ordenamiento, denominadas 

genéricamente cristales líquidos. El grado de ordenamiento en este caso es intermedio 

entre el orden tridimensional característico de las estructuras cristalinas sólidas y el 

gran desorden correspondiente a sistemas líquidos. 

La temperatura y el tipo de solvente involucrados en la dispersión son los 

principales aspectos que pueden definir y/o perturbar el ordenamiento en este tipo de 

cristales líquidos (CLs). En función de estos parámetros, se definen dos tipos de CLs: 

 CLs termotrópicos son los que pueden formarse por efecto de la temperatura 

sobre una o varias sustancias. 

 CLs liotrópicos son los que pueden formarse por efecto del solvente y su 

interacción con el agente tensioactivo. 

El estudio del comportamiento de los surfactantes en solución provee la 

información necesaria para poder reconocer los dominios en los cuales se forman las 

diferentes fases a medida que se varía la temperatura, la composición del medio y la 

concentración del compuesto en estudio. De este modo, los diagramas de fases 

describen las temperaturas de transición a las cuales aparecen las diferentes fases y su 

importancia farmacéutica principal radica en que son capaces de solubilizar fármacos 

insolubles en agua.  

Los derivados de ácido ascórbico pueden, bajo determinadas condiciones de 

temperatura y concentración, generar diferentes mesofases. Benedini y cols., 

caracterizaron las mesofases liotrópicas y termotrópicas formadas por suspensiones de 

palmitato de ascorbilo (ASC16) en tres soluciones acuosas de polietilenglicol y en agua. 

Para este último sistema se observaron dos mesofases laminares diferentes: una 

cuando el agua libre está presente y otra cuando sólo hay agua de hidratación, es 

decir, capa de hidratación primaria y secundaria.  

Teniendo en cuenta nuestro interés de vehiculizar dos moléculas hidrofílicas 

tales como ovoalbúmina (OVA) y oligodeoxinucleótidos con motivos CpG (CpG-ODN) 

en coageles de ASC16, se realizaron estudios tendientes a evaluar el efecto de estos 
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compuestos sobre el comportamiento de fase de los coageles. Además, realizando un 

análisis fisicoquímico similar al utilizado en los estudios anteriores se evaluó la 

cantidad y modalidad de interacción del agua con la doble capa lipídica de las lamelas. 

Por otra parte, la consistencia semisólida de estos coageles, es una propiedad 

interesante a considerar en la investigación de nuevas formas farmacéuticas para la 

vehiculización de fármacos hidrofílicos con potencial aplicación en el desarrollo de 

vacunas.  

El estudio de la dinámica de liberación de un F desde sistemas portadores bajo la 

forma de semisólidos ha sido objeto de investigación por muchos años. Un método 

muy simple y reproducible fue desarrollado para medir la liberación de un F in vitro 

desde estos sistemas, utilizando celdas bicompartimentales de difusión, separadas por 

una membrana sintética [Shah, 1999]. Estos equipos son conocidos como celdas de 

Franz y son actualmente recomendados por la FDA para el monitoreo de la liberación 

de principios activos desde cremas, ungüentos e hidrogeles [FDA, 1997].  

Además, en la mayoría de las publicaciones científicas se utiliza este tipo de 

celdas para la evaluación de la liberación de F desde sistemas dispersos 

nanoparticulados [Budhiana y cols., 2008; Venkateswarlu y Manjunath 2004]. En este 

contexto, en este capítulo se reportan los resultados obtenidos en los estudios de 

liberación de CpG-ODN y de OVA en forma separada y combinados desde los coageles 

de ASC16, comparándolos con las soluciones de referencia correspondientes, a fin de 

determinar si existe una modulación en la velocidad de liberación del F desde los 

coageles.  

Por otra parte, los efectos estimulantes sobre ciertas células del sistema inmune 

ejercidos por el ADN bacteriano y los oligodeoxinucleótidos sintéticos que contienen 

dinucleótidos CpG (CpG-ODN) han sido ampliamente descriptos en la literatura 

[Lipford y cols., 1998]. No obstante, los ODN sin modificar no son estables in vivo, por 

lo que su potencial terapéutico se ve limitado. Con el objetivo de aumentar su 

biodisponibilidad, varios análogos de ODN han sido propuestos, entre ellos los 

fosforotionatos [Agrawal y cols. 1991; Cohen y cols., 1997]. Aunque los 

oligonucleótidos fosforotioato (ODN-PS) son más resistentes a la degradación por 

nucleasas, la degradación aun ocurre en menor grado en comparación con los 

oligonucleótidos con un esqueleto fosfodiéster no modificado (ODN-PO). En general, 
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se ha reportado que la principal vía de degradación ocurre a través del extremo 3’ y es 

llevado a cabo por enzimas del tipo exonucleasas [Temsamani y cols., 1993; 1997; 

Geary y cols., 1997; Gilar y cols., 1998]. La degradación in vivo parece ser rápida en los 

primeros tiempos, con un alto porcentaje de metabolitos que se detectan en el plasma 

al cabo de diez minutos, sin embargo, esto parece progresar más lentamente a 

tiempos mayores [Phillips y cols., 1997]. Las posibles explicaciones de estas 

observaciones incluyen la inhibición de las nucleasas (Crooke y cols., 1995) y/o la 

aparición de dos diastereoismeros (Rp y Sp) que tienen significativamente diferente 

resistencia a las nucleasas [Spitzer y cols., 1988; Krieg y cols., 2003]. Una estrategia 

muy explotada en los últimos años para mejorar estos aspectos ha sido el desarrollo de 

nuevos sistemas nanoparticulados para la vehiculización de CpG-ODN, cuyas ventajas 

respecto a los sistemas convencionales serían principalmente un efecto protector 

potenciado frente a la degradación enzimática, aumento en el tiempo de permanencia 

del sistema en el organismo y la vectorización del fármaco hacia el órgano o tejido 

blanco.  

Según lo expuesto anteriormente, en este capítulo, se reportan los resultados de 

los estudios tendientes a evaluar el efecto que el sistema portador (coagel) podría 

ejercer sobre la estabilidad de CpG-ODN frente a la actividad de exonucleasas. 

 3.2. Materiales y Métodos 

La obtención de los coageles y el cargado con OVA/CpG-ODN se describe en 

detalle en la sección M.4. del anexo I. En este capítulo se caracterizaron estos sistemas 

desde tres puntos de vista radicalmente diferentes: 1) Estudio del comportamiento de 

fase en solución del sistema ASC16-dextrosa y ASC16-dextrosa cargado con CpG-ODN y 

OVA; 2) Análisis de los perfiles de liberación in vitro de estos dos compuestos desde el 

sistema 3) Evaluación de la degradación in vitro de CpG-ODN en el sistema. 

Las técnicas y metodologías implicadas en cada estudio se describen de manera 

exhaustiva en los apartados M.5. a M.9. del anexo I. 

 

 

 



Tesis Doctoral  Capítulo 3 

36 
 

 

 3.3. Resultados y Discusión 

  3.3.1. Comportamiento de fases del sistema ASC16-dextrosa con el 

cargado de OVA y CpG-ODN 

El palmitato de ascorbilo puede ser estudiado por sus propiedades antioxidantes, 

pero aquí nos centramos en sus propiedades anfifílicas y su capacidad para formar 

estructuras ordenadas, tales como cristales líquidos. Para el análisis e interpretación 

de los resultados tomamos como referencia el diagrama de fases completo del sistema 

ASC16-agua desarrollado por Luciano Benedini (2012).  

Como se presenta en dicho diagrama, cuando la fracción en masa (% p/p) de 

ASC16 se encuentra aproximadamente entre 0 y 0,5 existe un tipo de comportamiento 

para el sistema mientras que puede verificarse otro comportamiento a 

concentraciones mayores. En este capítulo trabajamos con la zona baja del diagrama, 

es decir las concentraciones por debajo de 0,5, ya que éstas son las que luego 

empleamos para los ensayos in vivo. Con el propósito de simplificar el análisis y la 

comprensión de los resultados, nos focalizamos en dos regiones principales de los 

termogramas (fig. 3.1.). Se analizó primero la zona entre 60-100 ºC y luego la región 

cercana a 0 ºC. En la primera, se compararon los resultados obtenidos a los 

previamente informados por Benedini y cols. (2011) en relación a las mesofases que se 

forman al modificar la composición y la temperatura de las muestras. En la segunda, 

partiendo de la base de los diferentes tipos de agua que pueden ser encontrados en el 

sistema, se llevó a cabo un estudio comparativo para determinar la modificación en la 

configuración, en magnitud y tipo del sistema, luego de la incorporación de dos 

moléculas hidrofílicas: CpG-ODN y OVA. 

La determinación de la naturaleza de las diferentes fases así como la 

caracterización del comportamiento del agua fue realizada por: a) Calorimetría 

diferencial de barrido (CDB); b) Observación de texturas en el microscopio de 

polarización a diferentes concentraciones y temperaturas y c) Confirmación de los 

resultados por espectroscopía de infrarrojo (FT-IR). La figura 3.1. muestra los 

termogramas obtenidos por CDB para el sistema en estudio.  
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Figura 3.1.Termogramas de CDB del sistema ASC16.  

Flujo de calor en función de la temperatura. La ordenada se expresa en unidades arbitrarias para poder 
superponer las gráficas. La CDB provee las unidades de flujo de calor en Watt /gramo. De abajo hacia 
arriba las muestras que se presentan son: ASC16 0,02% p/p en dextrosa; ASC16 0,02% p/p en 
dextrosa/CpG-ODN; ASC16 0,02% p/p en dextrosa/CpG-ODN/OVA; ASC16 0,05% p/p en dextrosa; ASC16 
0,05% p/p en dextrosa/CpG-ODN; ASC16 0,05% p/p en dextrosa/CpG-ODN/OVA; ASC16 0,1% p/p en 
dextrosa; ASC16 0,1% p/p en dextrosa/CpG-ODN; ASC16 0,1% p/p en dextrosa/CpG-ODN/OVA y ASC16 
0,1% p/p en agua (control). La flecha negra indica la transición del agua y la flecha gris la transición de 
ASC16. 

En la región comprendida entre 0 y 60 ºC no se observan picos en el termograma 

de CDB, por lo que no se evidencian transiciones. Sin embargo, una vez que el agua 

funde, se observan cristales hidratados inmersos en una solución isotrópica. Esto se 

corrobora por las microfotografías mostradas en la figura 3.2.A. [extraída de la Tesis 

doctoral de Benedini, 2012]. A las mismas concentraciones ensayadas, en la zona 

cercana a 60 ºC se presentan 2 puntos: uno ≈61 ºC y otro ≈67 ºC. Este es el comienzo y 

final respectivamente del pico que corresponde a la transición de cristales hidratados a 

cristal líquido laminar de baja concentración. Esta transición se muestra claramente 

por microscopía de luz polarizada en la figura 3.2.B. [extraída de Tesis Doctoral de 

Luciano Benedini, 2012]. 

Estos resultados son idénticos a los obtenidos para el sistema ASC16-dextrosa lo 

que significa que el reemplazo de agua por una solución de dextrosa al 5% no modifica 

las fases formadas por ASC16 a pesar del efecto estructurador que ejerce sucrosa 

sobre la estructura del agua, fortaleciendo los enlaces de puente hidrogeno y de esta 
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manera desplazando las transiciones de fase hacia mayores valores de temperatura [Lo 

Nostro y cols., 2002]. 

 

Figura 3.2. Microfotografías ópticas con luz polarizada. 

 A) ASC16 0,05% p/p a 25 °C; B) ASC16 0,1% p/p a 25°C; C) ASC16 0,1%  p/p a 75 °C. Las tres fotografías 
fueron tomadas con polaroides cruzados y las figuras B y C fueron tomadas con placa de retardación. 

En la figura 3.2.A. se observan dos patrones de birrefringencia diferentes para 

ASC16 0,05% p/p en agua a 25 ºC. La falta de homogeneidad en la temperatura de la 

muestra podría ser la responsable de este efecto. En la parte izquierda de las figuras la 

temperatura es menor que en la derecha y por ello se observa una birrefringencia. 

En la figura 3.2.B. se presenta una muestra más concentrada (0,1% p/p) y por lo 

tanto más cristales birrefringentes en un medio isotrópico (agua). En la figura 3.2.C. se 

observa la misma figura anterior pero calentada a 75 ºC. Aquí, se presentan las figuras 

de mielina en la parte baja de la imagen. Esta textura es propia de los cristales líquidos 

laminares, de la misma manera que lo describe Benedini y cols. (2011). 
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Figura 3.3. Microfotografías ópticas con luz polarizada. 
 

A) ASC16-dextrosa (0,1% p/p)/CpG-ODN calentado a 70 ºC; B) ASC16-dextrosa (0,1% p/p)/CpG-ODN 
enfriado a 40ºC; C) ASC16-Dextrosa (0,02% p/p)/CpG-ODN calentado a 70ºC; D) ASC16-dextrosa (0,02 % 
p/p)/CpG-ODN enfriado a 40 ºC; E) ASC16-dextrosa (0,05% p/p)/CpG-ODN/OVA calentado a 70 ºC; F) 
ASC16-dextrosa (0,05 %p/p)/CpG-ODN/OVA enfriado a 50 ºC. Todas las fotografías fueron tomadas con 
polaroides cruzados y la figura C fue tomada con placa de retardación. 

En la figura 3.3.A. se observan las texturas tipo “rayo” características de una 

muestra de ASC16 0,1% p/p calentada a 70 ºC. Esas texturas son comparables a las que 

se presentan en la figura 3.3.C. Ambas son indicativas de la presencia de cristales 

líquidos laminares. La importancia de estas figuras radica en que presentan el mismo 

comportamiento reportado con anterioridad por Benedini y cols., 2011. En síntesis, 

cuando las muestras de la región de baja concentración del diagrama de fases están 

por debajo del punto de transición se observa una solución isotrópica y cristales. Sin 

embargo, cuando las muestras son calentadas por encima del punto de transición, se 

observa un comportamiento de cristal líquido laminar. La temperatura de comienzo de 

transición para el sistema ASC16-agua para las concentraciones inferiores a 0,45% p/p 
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es de 62,5, ºC lo cual es coincidente con el punto de Krafft calculado por 

conductimetría y CDB en nuestro grupo de trabajo [Lo Nostro y cols., 2002]. 

En la figura 3.1. se presentaron los termogramas de las diferentes muestras 

evaluadas; ahí se puede apreciar que el punto de transición de ASC16 no se modifica 

por la presencia de CpG-ODN ni OVA o ambas moléculas juntas.  

En la figura 3.3.B. se puede observar que cuando la muestra con CpG-ODN se 

enfría (partiendo de la muestra de la figura 3.3.A.) a temperaturas por debajo del 

punto de transición, aparece un gel correspondiente a la formación del cristal líquido 

laminar. El mismo fenómeno se observa para las fotografías 3.3.D. luego de enfriar a 

40 ºC la muestra de la fotografía 3.3.C. (ASC16-dextrosa 0,02% p/p /CpG-ODN a 70 ºC). 

Por otra parte, la figura 3.3.F. se obtiene de la muestras de ASC16-dextrosa 0,05% 

p/p/CpG-ODN/OVA a 70 ºC, luego de ser enfriada a 50 ºC. En todos los casos, se forma 

un gel a partir de los cristales líquidos laminares por enfriamiento de la muestra por 

debajo del punto de transición. Este comportamiento es el mismo reportado con 

anterioridad para todas las concentraciones por debajo de 0,45% p/p del sistema 

ASC16-dextrosa y por ende, se postula que tanto OVA como CpG-ODN o la 

combinación de ambas no alteran el comportamiento de fase de los sistemas ASC16-

dextrosa. 

En la figura 3.1. se presentaron los termogramas para cada una de las 

concentraciones de ASC16 de interés, y se analizaron las mesofases que aparecen en 

función del aumento de la temperatura. Los picos que están cercanos a 0 ºC 

evidencian el proceso de fusión de agua. Al analizar esta transición, se puede notar 

que cada una de estas señales está a su vez compuestas por dos picos, los cuales 

fueron separados en sus componentes por un proceso de deconvolución. 
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Figura 3.4. Termograma de una muestra de ASC16 0,2% p/p en una solución de dextrosa al 5%. 

En la figura se observan los picos del agua y del surfactante integrados (TA Universal Analysis). Se 
muestra en la porción superior la temperatura a la cual se alcanza el punto más alto del pico. En la 
porción inferior se muestra el ΔH en J/g de muestra. Debe notarse que el pico del agua está compuesto 
por la superposición de dos picos diferentes. 

Los dos tipos de agua que se encontraron en los termogramas fueron 

denominados provisionalmente “agua 1” y “agua 2” [Benedini y cols., 2012]. El punto 

de fusión del agua 1 es menor, y corresponde al agua asociada a la superficie, cuyos 

enlaces por puentes de hidrógeno son más débiles que en el agua libre. A medida que 

se aumenta la concentración de surfactante, los picos asignados a la fusión del agua 

van desapareciendo. Sin embargo, el pico del agua 2 desaparece antes de que lo haga 

el agua 1. En concordancia con las interpretaciones realizadas por Rupley y Careri 

1991; Schulz y cols., 1994, 2006; Puig y cols., 1996, el agua 1 es afectada por la 

superficie del surfactante ya que está más cerca de ésta que el agua libre. Como 

consecuencia de ello, el agua 1 fue identificada como el agua asociada a la superficie 

de los grupos polares del surfactante y el agua 2 como agua libre. 

El agua que no se congela y que por lo tanto no se observa por CDB se denomina 

agua de hidratación primaria y corresponde al agua fuertemente ligada a las cabezas 

polares del surfactante. Este tipo de agua se calcula cuando la entalpía por gramo de 

muestra se grafica en función de la concentración [Schulz y cols., 1994]. 
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Figura 3.5. Entalpía total de fusión del agua por gramo de muestra en función de la fracción en 
masa de ASC16. 

El tipo de agua que no es observado por CDB se determina por la ausencia de picos de fusión, es decir, se 
detecta por la desaparición de los picos de fusión del agua cuando la entalpía por gramo de muestra se 
grafica en función de la concentración. 

Tabla 3.1. Ecuación de la recta obtenida de la gráfica 3.5. Entalpía total de fusión del agua por gramo 
de muestra en función de la fracción en masa de Asc16. 

Como se muestra en la figura 3.5. y la tabla 3.1. la desaparición total de los picos de 

fusión del agua ocurre a una concentración igual a 0,575±0,007 en fracción en masa 

(extrapolación a 0 en el eje abscisas), y no se observan cambios significativos en la 

pendiente de la recta correspondiente a ASC16-dextrosa/CpG-ODN/OVA respecto a la 

de ASC16-dextrosa. De esta manera, puede inferirse que la presencia de ambas 

moléculas hidrofílicas no afectan el arreglo laminar de ASC16 en dextrosa. En otras 

palabras, no se modifican las moléculas de agua de hidratación primaria de los cristales 

líquidos de ASC16 cuando se le agrega componentes hidrofílicos en las 

concentraciones evaluadas. 
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La distribución de las moléculas de agua por moléculas de surfactante 

(Nagua/Nsurf) se muestra en la figura 3.6. y fue obtenida luego de la deconvolución de 

los picos de agua. A cada tipo de agua le corresponde un porcentaje determinado del 

área del pico de agua total. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.6. Número de moléculas de agua por molécula de surfactante.  

Todas las muestras fueron preparadas a una concentración constante de OVA y CpG-ODN variando sólo 
las concentraciones de ASC16 y en dextrosa. 

En este gráfico se evidencia la diferencia del número de moléculas de agua libre y 

superficial entre los sistemas cargados y sin cargar, fundamentalmente en la región de 

baja concentración de ASC16. Por ejemplo, se obtienen aproximadamente 1000 

moléculas de agua libre para el sistema OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 para una 

concentración de 0,02% p/p de ASC16 y solo 200 moléculas a una concentración de 

0,05% p/p para la misma muestra. Por otra parte, para esta misma concentración de 

ASC16 pero en el sistema sin cargar se obtiene alrededor del doble, es decir, 

aproximadamente 400 moléculas de agua. El mismo fenómeno pero en menor 

magnitud se observa para el agua superficial. En el caso de las fracciones de masa de 

alrededor de 0,02% p/p de ASC16, se observan diferencian significativas en el número 

de moléculas de agua superficial comparando los sistemas cargados y sin cargar. 
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En resumen, la comparación más importante debe hacerse entre los sistemas 

cargados y sin cargar para una dada concentración de ASC16 y evaluar de qué manera 

el cargado afecta el comportamiento del agua del sistema. Así, las diferencias más 

importantes se observan a bajas concentraciones de surfactante; luego se dificulta 

notablemente la diferenciación entre los distintos tipos de agua en estos sistemas 

multicomponente, dado que a las interacciones de puente hidrógeno entre las 

moléculas de agua se suman las interacciones con los grupos polares del ASC16. 

Por otro lado, aunque el agua libre se define generalmente como el agua con 

propiedades fisicoquímicas idénticas al agua pura, esto no es estrictamente cierto y en 

sistemas relativamente concentrados sus propiedades pueden variar dado que, la 

estructura del agua está perturbada por la presencia de otros componentes del 

sistema [Schulz y cols.,2006].  

A fin de confirmar los resultados obtenidos anteriormente, se llevó a cabo un 

análisis de espectroscopía de infrarrojo (FT-IR). La figura 3.7. muestra los espectros IR 

obtenidos de los coageles cargados con OVA y CpG-ODN en cuatro concentraciones de 

ASC16 (0,1; 0,3; 0,5 y 0,7% p/p) con el objetivo de hacer extensivo el análisis a 

prácticamente todo el rango de concentraciones del diagrama de fases. 

De este modo, en la región comprendida entre 3500 y 3000 cm-1 se observan dos 

bandas correspondientes a la vibración de tensión oxígeno-hidrógeno. La primera de 

ellas denominada C está centrada en 3375 cm-1 y presenta forma aguda; la segunda, 

llamada B es ensanchada y aparece dentro del intervalo 3100-3300 cm-1. A medida que 

aumenta la concentración de la muestra, puede verse que ambas bandas incrementan 

su intensidad, pero en tanto C no varía en su posición, B sufre un corrimiento hacia 

menores valores de número de onda. El incremento en la intensidad de los picos es 

debido a la mayor contribución de los modos de tensión del agua, y el corrimiento a la 

interacción entre los enlaces de agua y los grupos -OH del compuesto, lo que aumenta 

la asociación. De este modo, B puede ser atribuida a los enlaces intermoleculares, que 

aumentan con la concentración de ASC16 y por ende, el número de moléculas de agua. 

C, en cambio, puede ser atribuida a enlaces más cortos y más fuertes, entre los grupos 

-OH de agua superficial, que quedan más expuestos, fuera de la red cristalina que 

conforman los agregados de ASC 16, al aumentar la concentración. 
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En cuanto a la banda situada en 1625 cm-1, denominada A, ésta se debe a la 

vibración de deformación del enlace -OH de las moléculas de agua en la muestra, por 

lo cual su intensidad aumenta con la concentración del compuesto, y por lo tanto, el 

contenido de agua en el mismo [Herrera-Gómez y cols., 2001; Zhou y cols., 2002]. 

 

Figura 3.7. Espectros FT-IR de los sistemas OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 en dextrosa. 

Para las determinaciones se emplearon cuatro concentraciones crecientes de ASC16: 0,1; 0,3; 0,5 y 0,7 % 
p/p. Las concentraciones de OVA y CpG-ODN se mantuvieron constantes e iguales a 96 µg/ml y 300 
µg/ml respectivamente. 

Los resultados obtenidos por FT-IR, nos permitieron confirmar que el 

comportamiento del agua se modifica con la concentración de ASC16 dado que a 

mayores concentraciones de ASC16 en el sistema, menor es la proporción de agua 

libre. Este resultado es consistente con el obtenido anteriormente por CDB, (figura 

3.6). El aumento en la intensidad de la banda C en la figura 3.7. muestra que se tiene 

más agua unida cuando se tienen más grupos polares, es decir, más cantidad de 

ASC16. Es importante tener en cuenta que al obtener el patrón de IR puede 

visualizarse este aumento en el agua superficial que no se observa mediante CDB dado 

que al hacer el cociente ASC16/agua la relación no varía. 
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 3.3.2. Liberación in vitro de CpG-ODN y de OVA desde Coa-ASC16 

Los estudios de liberación se realizaron utilizando celdas bicompartimentales de 

tipo Franz. En este punto cabe aclarar que la fuerza que impulsa la liberación depende 

del espesor de la membrana y de la concentración de F que esta disuelto. Cuando la 

concentración disuelta es menor al 10% de la concentración de saturación, se dice que 

el sistema opera en condiciones sumidero (sink, en inglés). La fuerza impulsora para la 

liberación es mayor cuando el sistema se encuentra bajo estas condiciones; de aquí, la 

importancia que las mismas se mantenga a lo largo de todo el experimento [Martin y 

Sinko 2006]. La descripción de la metodología utilizada se encuentra en la sección M.8. 

del anexo I. 

La figura 3.8.A. ilustra el porcentaje de CpG-ODN liberado en función del tiempo 

desde coageles en dextrosa cargado con CpG-ODN sólo o combinado también con 

OVA. Como referencia, se emplearon soluciones de CpG-ODN y OVA, ambas en 

dextrosa y a concentraciones equivalentes a las empleadas en los coageles cargados. 

Como se esperaba, la liberación de CpG-ODN desde la solución fue completa 

(más del 90%) antes de cumplidos los 60 minutos de ensayo. Esta liberación rápida es 

característica de una solución donde el flujo difusivo del F al compartimento receptor 

es directamente proporcional al gradiente de concentración. La liberación es rápida 

mientras este gradiente se mantiene y luego cuando se equilibran las concentraciones 

a ambos lados de la membrana, la velocidad de liberación se vuelve constante. En este 

punto se observa una meseta en el perfil de liberación (figura 3.8.A.). Sin embargo, 

luego de transcurridas 5 horas de ensayo, se observa una pequeña disminución de la 

concentración acumulativa de CpG-ODN que podría atribuirse al inicio de la 

degradación de este compuesto en el medio empleado.  

Por otra parte, en el perfil de CpG-ODN/Coa-ASC16, se observa a los 10 minutos 

una liberación aproximadamente del 15% alcanzando el 44% a los 60 minutos del 

ensayo. El máximo de la liberación ocurre a las 5 horas (52,67%) y luego el perfil 

permanece constante el resto del tiempo de estudio. Como se expuso anteriormente, 

para este sistema, se pudo determinar por medio de CDB y comparado con los 

modelos citados [Benedini, 2012] que el agua se encuentra en tres estados diferentes y 

que los diferentes tipos de agua afectan a la naturaleza de las mesofases formadas 
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cuando el sistema se calienta [Benedini y cols., 2012]. Además, la adición de moléculas 

hidrofílicas modifica el comportamiento del agua libre y superficial de estos 

compuestos. De este modo, la liberación inicial instantánea (efecto “burst” en inglés) 

de CpG-ODN desde Coa-ASC16, podría deberse a las moléculas de CpG-ODN que se 

encuentran solubles en el agua libre y por lo tanto, disponibles para ser liberadas. Esta 

liberación inmediata es seguida de una liberación sostenida indicando que las 

moléculas de CpG-ODN están localizadas en diferentes dominios acuosos de Coa-

ASC16, probablemente en la segunda capa de hidratación en contacto directo con la 

primera capa de hidratación. El resultado es una modulación (disminución) en la tasa 

de liberación de CpG-ODN. 

La figura 3.8.B. muestra un patrón de liberación similar al obtenido 

anteriormente para CpG-ODN en su forma soluble, pero ahora combinado con OVA 

también en su forma soluble. La adición de esta proteína al sistema no formaría unión 

covalente con CpG-ODN. Por otra parte a pH 7,2 la carga neta de OVA es negativa e 

igual a la carga neta de CpG-ODN, por lo tanto, tampoco es de esperarse que 

ocurrieran interacciones electrostáticas. En el perfil de la solución de referencia, el 

95% de la liberación de CpG-ODN fue alcanzado antes de los 60 minutos de ensayo y se 

observa una pequeña disminución en el patrón de liberación luego de 5,5 horas de 

comenzado el experimento. Esto podría deberse también a la degradación de CpG-

ODN como se mencionó anteriormente. El perfil de liberación de CpG-ODN/OVA/Coa-

ASC16 no presenta diferencias significativas al obtenido para CpG-ODN/Coa-ASC16. En 

otras palabras, no se modificó el patrón de liberación de CpG-ODN luego de la 

incorporación de la proteína. Cabe destacar que si bien OVA es una proteína de un 

peso molecular considerable (45 KDa), su concentración en el sistema es 8,8 veces 

menor a la de CpG-ODN. 

El mismo estudio se llevó a cabo para la proteína a fin de analizar su 

comportamiento y compararlo luego con el de CpG-ODN. De esta manera, se 

obtuvieron los perfiles de liberación de una solución de referencia de OVA a la misma 

concentración que luego se cargó en los coageles (figura 3.8.C.). En ambos gráficos se 

obtuvieron dos pendientes: un primer efecto burst seguido de una liberación 

prolongada, no observándose degradación de la proteína en ninguno de los dos casos.  
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Si bien la liberación fue completa en la solución de referencia, el total de OVA 

liberada se alcanzó luego de seis horas de ensayo y el perfil varía respecto al obtenido 

con la solución de CpG-ODN. Esta diferencia encontrada en ambas soluciones podría 

atribuirse a las propiedades fisicoquímicas tales como peso molecular, pH y pKa; como 

así también a la estructura química de ambas moléculas. Nuevamente se observa una 

modulación (disminución) en la tasa de liberación de OVA desde Coa-ASC16 

comparada con la solución de referencia pero esta modulación es menor que la 

obtenida para CpG-ODN. Probablemente estas diferencias se deban una vez más a las 

distintas propiedades fisicoquímicas y estructurales de estas moléculas. 

Por otra parte y sólo como ensayo cualitativo a fin de determinar la integridad de 

la proteína, se evaluó el espectro de dicroísmo circular (DC) para muestras de OVA 

obtenidas del compartimento receptor a diferentes tiempos de los dos ensayos (OVA 

libre y vehiculizada en Coa-ASC16). Los resultados indican que no hay cambios en la 

conformación de la proteína lo que implica que una vez liberada del sistema no pierde 

su integridad ni cambia su estructura terciaria. Sin embargo, esto no significa que no 

ocurran cambios en su conformación cuando está cargada en los coageles antes de ser 

liberada ya que se trata de sistemas dinámicos que se encuentran en equilibrio, por lo 

tanto, es posible que la proteína vuelva a su estado original una vez que es liberada del 

portador. 

Finalmente la figura 3.8.D. presenta el mismo ensayo de liberación de la figura 

3.8.B. pero en este caso graficando en el eje de las ordenadas el porcentaje liberado 

de OVA. Se observa que la liberación de OVA desde la solución de referencia es 

afectada por la presencia de CpG-ODN llegando al máximo luego de 8 horas de ensayo. 

Por otra parte, la liberación de OVA es modulada por la presencia del portador 

ejerciendo una disminución en la tasa de liberación aún más marcada que la observada 

para CpG-ODN. 
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Figura 3.8. (A-D) Liberación in-vitro de CpG-ODN y OVA desde Coa-ASC16 utilizando celdas de Franz en 
condiciones sink a 37 ºC en tampón Tris-HCl pH 7,2. 

El oligodeoxinucleótido utilizado fue CpG-ODN (PS) y los coageles se prepararon siempre al 2% p/p de 
ASC16 en una solución de dextrosa al 5%. (A) Perfil de liberación de una solución de CpG-ODN y CpG-
ODN/Coa-ASC16. (B) Perfil de liberación de una solución de OVA/CpG-ODN y OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. 
(C) Perfil de liberación de una solución de OVA y OVA/Coa-ASC16. (D) Las mismas condiciones que B pero 
cuantificando la liberación de OVA. Los resultados son el promedio de tres ensayos independientes. 

De lo expuesto hasta aquí, puede concluirse que cuando OVA y CpG-ODN se 

formulan en Coa-ASC16 se logra una liberación sostenida de ambas moléculas. Esta 

liberación sostenida tanto de antígeno como de adyuvante podría correlacionarse con 

la formación de un deposito in vivo en el sitio de inyección lo que permitiría disminuir 

la dosis o el número de inmunizaciones del para obtener una respuesta inmune óptima 

(ver capítulo siguiente). 

 3.3.3. Estabilidad de CpG-ODN vehiculizado en Coa-ASC16 frente a la 

degradación por exonucleasas 

Uno de los puntos críticos en la aplicación clínica de CpG-ODN es la posible 

disminución de la actividad debido a la degradación por la acción de enzimas 

endógenas. En nuestro caso se propuso implementar estrategias tendientes a 



Tesis Doctoral  Capítulo 3 

50 
 

minimizar este posible efecto. Con este propósito, se emplearon los análogos 

fosforotionatos (PS) de CpG-ODN sumado a la vehiculización de este compuesto en 

este nuevo sistema farmacéutico obtenido a partir de la autoagregación de ASC16. 

A fin de evaluar la estabilidad de este sistema, se llevó a cabo el ensayo de 

digestión por nucleasas. Para ello, se empleó una solución de la enzima 3’-exonucleasa 

a una concentración que se ajusta a la actividad de la enzima en plasma humano [Gilar 

y cols., 1998]. Como control positivo, se utilizó CpG-ODN fosforotionato (PO) que es 

extremadamente susceptible a la degradación por nucleasas. Como se muestra en la 

figura 3.9.A., luego de 0,01 horas (0,6 minutos) de incubación con la enzima, el 

porcentaje de ODN intacto encontrado fue significativamente mayor para CpG-ODN 

(PO)/Coa-ASC16 comparada a CpG-ODN (PO) en solución, ejerciendo de esta manera 

un efecto protector frente a la degradación enzimática. 

El mismo comportamiento no se observa para CpG-ODN (PS), debido a que este 

compuesto es más resistente a la degradación por exonucleasas, permaneciendo casi 

completamente intacto incluso luego de 24 horas de comenzado el ensayo (figura 

3.9.B.). No obstante, luego de las 48 horas, se observa una diferencia significativa 

entre la concentración de CpG-ODN (PS) libre y el cargado en los coageles. Si bien este 

es un resultado alentador para nuestro sistema portador, luego de transcurridas las 

primeras 24 horas de ensayo, no puede hacerse una correlación entre el resultado de 

este estudio in vitro y lo que sucedería en un ensayo de degradación enzimática in vivo 

ya que, luego de este período de tiempo, se estima que todo el CpG-ODN estará 

totalmente degradado por las enzimas endógenas del animal de experimentación. 
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Figura 3.9. Ensayo de digestión por nucleasas. 

Se grafica el porcentaje del oligodeoxinucleótido intacto después del tratamiento con la enzima 3'-
exonucleasa. El porcentaje se basa en la medición de la cantidad total de oligodeoxinucleótido en el 
medio de reacción determinada por la técnica de HPLC validada en el capítulo 2. Los datos son 
representativos del promedio de  dos experimentos independientes. Los oligodeoxinucleótidos utilizados 
fueron: A) CpG-ODN (PO). En el grafico pequeña representa el mismo ensayo pero solo a tiempos cortos. 
B) CpG-ODN (PS).  

3.4. Conclusiones del capítulo 

Para nuestro sistema en estudio, es decir coageles de ASC16 en una solución de 

dextrosa al 5%, se determinó que el agua se encuentra en tres estados diferentes y 

que la naturaleza de las mesofases formadas se ve afectada por la temperatura. Estos 

resultados son consistentes con los descriptos para el sistema ASC16-agua no 

observándose cambios debido a la presencia de dextrosa. Luego de la incorporación de 

CpG-ODN y OVA en los coageles no se observaron cambios en el diagrama de fases en 

términos de formación de mesofases. Por otra parte, las diferencias encontradas en el 

agua libre y principalmente en la capa de hidratación secundaria, permiten confirmar 

que estos compuestos se encuentran en el dominio acuoso, en contacto directo con la 

primera capa de hidratación.  

Los resultados de las liberaciones in vitro indican que el portador modula la 

velocidad de liberación tanto de CpG-ODN como de OVA desde el sistema. La 

importancia de esto radica por un lado, en la posibilidad de la formación de un 

deposito (efecto depot en inglés) del adyuvante en el sitio de inyección una vez 

administrado este sistema in vivo, lo que promovería la captación celular por parte de 

las células presentadoras de antígenos (CPA) y consiguiente inicio de una respuesta 

inmunológica (ver próximo capítulo). Por otra parte al lograrse una liberación 
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prolongada del adyuvante también se evitaría la rápida degradación por las enzimas 

principalmente de tipo estearasas presentes en el medio biológico.  

Si bien los resultados obtenidos luego de la digestión con exonucleasas, no nos 

permiten inferir que el efecto potenciador de Coa-ASC16 sobre la actividad adyuvante 

de CpG-ODN (ver próximo capítulo) pueda atribuirse exclusivamente al efecto 

protector contra la degradación enzimática, ya que CpG-ODN(PS) es más resistente a 

las nucleasas, se pudo verificar un efecto de protección de Coa-ASC16 sobre CpG-ODN 

(PO) que podría aportar cuantitativamente al efecto biológico observado. Este 

hallazgo, nos permite pensar en la posibilidad de reemplazar CpG-ODN (PS) por su 

análogo menos tóxico, CpG-ODN (PO) en futuros ensayos de vacunación. 
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Capítulo 4 

Evaluación de la aplicación de cristales líquidos de 

palmitato de ascorbilo para la potencial formulación 

de vacunas 

4.1. Introducción 

La tendencia actual en la formulación de vacunas es el empleo de subunidades de 

patógenos altamente purificados o moléculas recombinantes que poseen la ventaja de ser 

más seguras que los microorganismos atenuados empleados con anterioridad. No 

obstante, presentan una baja inmunogenicidad debido a la falta de propiedades inmuno 

estimulatorias inherentes, y por lo tanto requieren un adyuvante para desarrollar una 

respuesta inmune efectiva [Malyala y cols., 2009]. 

La clave en el desarrollo de una vacuna es el empleo de un adyuvante efectivo que 

aumente la respuesta inmune específica para un antígeno (Ag) y que al mismo tiempo sea 

seguro. De este modo, muchos compuestos han sido probados como adyuvantes en 

modelos experimentales y en la última década, varios ensayos clínicos en humanos incluso 

algunos en fase III, han sido llevados a cabo empleando CpG-ODN [Krieg 2012]. 
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El efecto adyuvante de CpG-ODN es el resultado de un aumento de la función de las 

CPA que incrementan la captación del Ag mediado por receptores que reconocen ODN. 

Luego de la activación de las CPA, CpG-ODN induce una polarización funcional en la 

respuesta de las células T CD4+ hacia un perfil tipo 1 (Th1) característico por la producción 

de interleucina (IL) 2, factor de necrosis tumoral beta (TNF-B) e interferón-gamma(INF-γ) 

por células asesinas naturales (su sigla en inglés, NK, natural killer) y linfocitos T (efecto 

indirecto), lo cual favorece la secreción de inmunoglobulinas (IgG)2a por los linfocitos B y 

el desarrollo de linfocitos T citotóxicos Ag-específicos. Todas estas mejoras en la 

inmunidad humoral y celular han sido observadas cuando distintas combinaciones de 

vacunas conteniendo CpG-ODN han sido aplicadas por diversas vías en modelos murinos 

[Klinman y cols., 2004a; 2004b]. Una ventaja adicional de CpG-ODN es su habilidad para 

cambiar la respuesta de tipo Th2 preexistente en ratones neonatos y viejos hacia un perfil 

Th1 [Maletto y cols., 2002; 2005; Alignani y cols., 2005] simultáneamente con la reducción 

del daño tisular asociado con el uso de adyuvantes Th1 convencionales como monofosforil 

lípido A (MPL), AS04 formado por la combinación de MPL y sales de aluminio o el 

adyuvante completo de Freud [Ioannou y cols., 2002; Batista-Duharte y cols., 2014]. 

Además de las propiedades inmunoestimulantes descriptas, CpG-ODN posee otras 

características que lo hacen atractivo para su uso en humanos como por ejemplo, elevada 

solubilidad en medio acuoso, versatilidad de administración por diferentes vías y 

estructura química bien definida. Además, su síntesis y purificación son procedimientos 

relativamente simples que pueden ser realizados a gran escala [Krieg y cols., 2006].  

Aunque CpG-ODN ha demostrado ser menos tóxico que otros adyuvantes en 

estudio, todavía presenta algunas limitaciones como la vida media corta, una 

farmacocinética y biodistribución desfavorable, alta unión a proteínas plasmáticas, falta 

de especificidad por las células blanco, baja captación celular. También deben 

considerarse los efectos secundarios asociados a la similitud de su estructura a la señal de 

iniciación de la cascada de transducción para endotoxinas sumada a la posibilidad de 

shock séptico, lo que restringe su aplicación clínica [Mutwiri y cols., 2004; 2009; Hanagata 

2012]. 
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La formulación ideal de un potenciador de la respuesta inmune debería superar 

estas deficiencias y proteger a la molécula de la degradación, direccionarla hacia sus 

células blanco, principalmente macrófagos y células dendríticas, y permitir la co-

presentación del antígeno y el adyuvante a la misma célula. De este modo, además de 

aumentar la potencia, la formulación de CpG-ODN podría contribuir a obtener un 

esquema de administración más simple, disminuyendo la dosis administrada y por lo 

tanto, la toxicidad del adyuvante [Weeratna y cols., 2000; Helkenwalder y cols., 2004]. 

Los avances recientes en tecnología farmacéutica han permitido el desarrollo de  

numerosos sistemas nanométricos para la vehiculización de CpG-ODN tales como 

liposomas [Kwong y Liu 2011] nanopartículas poliméricas y lipídicas [Wilson y cols., 2009, 

Krishnamachari y Salem 2009] micropartículas [Malyala y cols., 2009], hidrogeles 

[Nishikawa y cols., 2011] y nanoemulsiones [Shi y cols., 2005] empleando diferentes 

técnicas y materiales. Aunque algunas de estas formulaciones parecen prometedoras, 

también presentan algunos problemas relacionados al proceso de manufactura, como el 

escalado y la toxicidad fundamentalmente de los materiales catiónicos [Garlapati y cols., 

2011; Chen y cols., 2013]. 

Como se describió en el capítulo anterior, los derivados de la vitamina C, 

puntualmente el palmitato de ASC16 forman en solución, estructuras supramoleculares 

que proporcionan un ambiente ideal para la solubilización de compuestos hidrofóbicos y 

fármacos que pudieran degradarse cuando se los expone a la luz, el calor y el oxígeno 

Incluso, estos compuestos anfifílicos conservan las propiedades antioxidantes de la 

vitamina C y su consistencia semisólida y propiedades reológicas permiten aumentar la 

permeación de fármacos a través de la piel [Palma y cols., 2002a; 2007; Saino y cols., 

2009]. Basados en todas estas consideraciones, el objetivo de este capítulo ha sido 

determinar si Coa-ASC16 mejora la actividad adyuvante de CpG-ODN. Para ello, 

vehiculizamos en los coageles un antígeno modelo (OVA) con CpG-ODN y evaluamos la 

respuesta inmune en ratones. Luego se llevaron a cabo ensayos para determinar si existe 

“memoria inmunológica” y si es posible disminuir tanto el número de inmunizaciones 

como la dosis aplicada. Finalmente, utilizamos la misma estrategia de vehiculización para 
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la evaluación de la respuesta inmune cuando se reemplaza el antígeno modelo por un 

antígeno vacunal. 

4.2. Materiales y métodos 

4.2.1. Materiales 

Ovoalbúmina (OVA) fue provista por la empresa Worthington Biochemical Corp. 

(Lakewood, Nueva Jersey, EEUU). CpG-ODN 1826 (secuencia 5'-

TCCATGACGTTCCTGACGTT-3'; peso molecular: 6363,08 g/mol) sintetizado con una 

fosforilación en el extremo 5’ (CpG-ODN) (PS) o sin modificación en este extremo (CpG-

ODN) (PO) fueron comprados en Operon Technologies Inc. (Alameda, EEUU). Ambos CpG-

ODN no contienen lipopolisacárido (LPS) como contaminante. Para confirmarlo, se realizó 

un ensayo de lisado de amebocitos de Limulus (BioWhittaker Inc., Walkersville, MD, EEUU) 

que demostró que el contenido de endotoxina del oligodeoxinucleótido luego de la 

reconstitución fue menor a 1 unidad de endotoxina/ml. Las soluciones madres de OVA y 

CpG-ODN se prepararon empleando una solución estéril y apirógena de NaCl 0,9% (B. 

Braun Medical S.A, Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina). El palmitato de ascorbilo se 

adquirió en Fluka Analytical (Milán, Italia) y la solución de dextrosa estéril y apirógena al 

5% fue comprada en Laboratorios Roux-Ocefa (Buenos Aires, Argentina). Los detalles de 

estos compuestos se encuentran en la sección M.1., M.2., y M.3. respectivamente, del 

anexo I de materiales y métodos.  

Para los ensayos con un antígeno vacunal, se empleó el toxoide tetánico (TT) del 

Laboratorio Central de Salud Pública, Instituto Biológico Tomas Perón, (La Plata, 

Argentina) de concentración 4500 LF/ml. La vacuna tetánica usada como control positivo 

(lote 1553, Laboratorio de Hemoderivados, Universidad Nacional de Córdoba) tiene una 

potencia de 32 UIA según el método de NIH. 

4.2.2. Esquema de inmunización 

Los ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6 fueron inmunizados con OVA/CpG-ODN 

(solución de OVA con CpG-ODN), OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 (OVA y CpG-ODN formulado 



Tesis Doctoral  Capítulo 4 
 

57 
 

en Coa-ASC16, co-formulación), OVA/CpG-ODN+Coa-ASC16 (solución de OVA/CpG-ODN y 

Coa-ASC16 administrado de manera separada en el mismo sitio de inyección, co-

inyección), OVA/Coa-ASC16 y CpG-ODN/Coa-ASC16 (OVA y CpG-ODN formulados en Coa-

ASC16 respectivamente). Los coageles cargados fueron preparados según se describe en la 

sección M.4. del anexo I. Dos esquemas de inmunización diferentes fueron llevados a 

cabo: en el primero, las inmunizaciones se realizaron en los días 0, 7 y 14 días. En otros 

experimentos, la inmunización fue realizada sólo dos veces (día 0 y 7 respectivamente). 

Cada ratón se inmunizó por vía subcutánea y la totalidad de la dosis (250 µl) fue repartida 

en 5 sitios de inyección: cola, tres puntos equidistantes distribuidos a lo largo del lomo, y 

ambas patas traseras (50 µl por sitio). Se administraron dos dosis de CpG-ODN: 75 

µg/dosis/animal o 30 µg/dosis/animal según el experimento. La dosis de OVA fue la misma 

para todos los grupos (60 µg/animal/dosis). Luego de 7 días post segunda y/o tercera 

inmunización, se tomaron muestras por sangrado periorbital. El plasma fue recolectado y 

mantenido a -20 ºC para análisis posterior y en el caso de los bazos, se trabajó según el 

protocolo descripto en la sección M.10. del anexo I. Para algunos experimentos, se evaluó 

la morbilidad y mortalidad de los animales por un periodo de seis meses. El mismo 

protocolo de inmunización se empleó para el antígeno vacunal, reemplazando OVA por el 

equivalente de TT. La figura 4.1. ilustra el esquema de trabajo. Estos ensayos fueron 

llevados a cabo en estrecha colaboración con la Dra. Belkys Maletto y su grupo de 

investigación perteneciente al Laboratorio 109 del Departamento de Bioquímica Clínica de 

la Facultad de Ciencias Químicas (UNC), CIBICI-CONICET (Córdoba, Argentina). 
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Figura 4.1. Esquema de inmunización de CpG-ODN y OVA, ambos en su forma soluble o vehiculizados en 
Coa-ASC16. 

Ratones hembras BALB/c y C57BL/6 de 3 meses fueron inyectados 2 o 3 veces con 250 µl/ratón/dosis por vía 
subcutánea. Los controles fueron inyectados con una solución de dextrosa estéril y apirógena. Los ratones 
fueron sacrificados 21 días post primera inmunización y se tomaron muestras de sangre y el bazo para 
posteriores análisis. 

4.3. Resultados y Discusión 

4.3.1. Evaluación de la eficacia adyuvante de CpG-ODN vehiculizado en 

coageles de ASC16 

Con el objetivo de evaluar la actividad adyuvante de CpG-ODN formulado en los 

coageles, los ratones fueron inmunizados por vía subcutánea a los días 0, 7 y 14 con 

OVA/CpG-ODN, OVA/Coa-ASC16 u OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. Se empleó CpG-ODN (PS) a 

una dosis de 75 µg/animal y en el día 21 luego de la primera inmunización, se obtuvieron 

muestras de plasma y de bazo. 

Según los resultados obtenidos observamos que OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 induce 

mayores títulos de anticuerpo anti-OVA de tipo IgG, IgG1 (asociada a una respuesta de 

tipo Th2) e IgG2a (asociada a una respuesta de tipo Th1) comparada con OVA/CpG-ODN 

sólo (figura 4.2.A.). La figura 4.2.B. muestra la relación IgG2a/IgG1. No se encontraron 

diferencias significativas en este cociente entre los diferentes grupos experimentales, 

indicando que la vehiculización de CpG-ODN en los coageles no cambia el isotipo de la 

respuesta de CpG-ODN. 
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Figura 4.2. Coa-ASC16 mejora la actividad adyuvante de CpG-ODN. 

Ratones hembras BALB/c de 3 meses fueron inyectados los días 0, 7 y 14 con 250 µl/ratón/dosis por vía 
subcutánea. Los controles fueron inyectados con una solución de dextrosa estéril y apirógena y la dosis de 
CpG-ODN (PS) empleada fue 75 µg/ratón. Los ratones fueron sacrificados 21 días post primera inmunización 
y se tomaron muestras de sangre para posteriores análisis. A) Títulos de IgG, IgG1 e IgG2a en muestras de 
plasma. Los datos se presentan como el promedio ± DS de los valores individuales (3-4 ratones/grupo de 
tratamiento) y son representativos de un experimento (n=3-4). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no 
significativo. B) Relación IgG2a/IgG1. Cada punto de datos representa un animal individual y los valores 
medios se indican mediante una línea horizontal. 

Los esplenocitos de los ratones inmunizados fueron re-estimulados ex vivo con OVA para 

medir la producción de citoquinas, un parámetro indicativo del desarrollo de la respuesta 

inmune celular específica de OVA. Como se observa en la figura 4.3., los esplenocitos de 

los ratones inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 y cultivados con OVA producen 

niveles significativamente mayores de IL-17 e INF-γ comparados con los obtenidos en los 

otros dos grupos tratamiento.  

B A 
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Figura 4.3. Citoquinas secretadas en respuesta a OVA. 

Ratones hembras BALB/c de 3 meses fueron inyectados los días 0, 7 y 14 con 250 µl/ratón/dosis por vía 
subcutánea. Los controles fueron inyectados con una solución de dextrosa estéril y apirógena y la dosis de 
CpG-ODN (PS) empleada fue 75 µg/ratón. Los ratones fueron sacrificados 21 días post primera inmunización 
y se tomaron los bazos para posteriores análisis. La producción de  citoquinas anti OVA se midieron en 
suspensiones de células de bazo colocadas en cultivo con medio u OVA por 72 horas (100 µg/ml, 1x10

6
 

células/pocillo) y se determinaron por la técnica de ELISA. Los datos se presentan como el promedio ± DS de 
los valores individuales (3-4 ratones/grupo de tratamiento) y son representativos de un experimento (n=3-4). 
La línea continua representa el límite de detección del ensayo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no 
significativo. 

Como se mostró previamente en la figura 4.2. los animales inmunizados con 

OVA/Coa-ASC16 y OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 generaron similares títulos de anticuerpos 

IgG e IgG1 (p˃0,05). Sin embargo, los ratones inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 

promovieron mayores títulos de IgG2a y concentraciones mayores de INF-γ e IL-17; todos 

propios de una respuesta Th1 y Th17. Este tipo de respuesta es crucial para la inducción 

de una respuesta inmune protectora contra una amplia variedad de patógenos, sin 

embargo, los adyuvantes de vacunas aprobados en humanos son pobres promotores de 

estas respuestas [Kumar y cols., 2013]. De esta manera, nuestra formulación en estudio 

constituye una estrategia interesante en el desarrollo de vacunas para diferentes 

patógenos y cáncer. Por otra parte, no se encontraron diferencias en la producción de IL-5 

entre los distintos grupos (fig. 4.3.) mientras que la concentración de IL-4 para todos los 

grupos fue próxima al límite de detección en este ensayo y por ello no se presentan. 

Con el objeto de evaluar el tipo de linfocitos T que produce INF-γ en las células del 

bazo, se realizó una tinción intracelular de IFN-γ de esplenocitos. Tal como muestra la 
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figura 4.4., las células de bazo de ratones inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 

presentan un mayor porcentaje de células T CD4 y CD8 INF-γ+ comparado los ratones 

inmunizados con OVA/CpG-ODN, lo que comprueba que Coa-ASC16 contribuye a la 

inducción de la respuesta de las células T. 

 

Figura 4.4. Producción de IFN-γ. 

Ratones hembras BALB/c de 3 meses fueron inyectados los días 0, 7 y 14 con 250 µl/ratón/dosis por vía 
subcutánea. Los controles fueron inyectados con una solución de dextrosa estéril y apirógena y la dosis de 
CpG-ODN (PS) empleada fue 75 µg/animal. Los ratones fueron sacrificados 21 días post primera 
inmunización y se tomaron los bazos para posteriores análisis. El gráfico representa el porcentaje de células 
CD4+ y CD8+ que produjeron IFN-γ determinado por la técnica de FACS intracelular. Los datos se calculan 
basándose en el control de isotipo y restando el porcentaje de células IFN-γ positivo de cultivos sin OVA. Los 
datos se presentan como el promedio ± DS de los valores individuales (3-4 ratones/grupo de tratamiento) y 
son representativos de un experimento (n=3-4). *p<0,05;  **p<0,01.  

Posteriormente, se realizaron los mismos estudios pero empleando ratones TLR4-/- . 

Estos fueron usados a fin de descartar la posibilidad de que trazas de endotoxinas en OVA, 

CpG-ODN u Coa-ASC16 puedan ser responsables del efecto potenciador de la respuesta 

inmune. En este punto cabe recordar que los TLRs (receptores tipo Toll-like) reconocen 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) y a partir de allí inician ciertas 

señales de transducción que activan los genes de la respuesta inmune. Puntualmente, el 

TLR4 está involucrado en el reconocimiento de LPS de bacterias Gram (-) y ácidos 

lipoteitoicos presentes en bacterias Gram (+). 

Como se observa, la respuesta humoral y celular específica para OVA fue similar en 

ambas tipos de ratones, lo que permite descartar la posible contaminación con 
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endotoxinas (fig. 4.5. A., B. y C.). Estos resultados indican que esta nueva estrategia de 

formulación de adyuvantes es lo suficientemente fuerte para generar una respuesta 

inmune de anticuerpos y de células T específica y trabaja de manera independiente a la 

activación de TLR4. Asimismo, la formulación de CpG-ODN en Coa-ASC16 aumenta la 

magnitud pero no cambia el perfil de la respuesta Th1 típico de CpG-ODN.   

 

Figura 4.5. La formulación CpG-ODN/Coa-ASC16 tiene la misma actividad adyuvante en ratones TLR4-/- y 
en ratones sin modificación genética.  

Ratones hembras BALB/c y TLR4-/- de 3 meses fueron inyectados los días 0, 7 y 14 con 250 µl/ratón/dosis por 
vía subcutánea. Los controles fueron inyectados con una solución de dextrosa estéril y apirógena y la dosis de 
CpG-ODN (PS) empleada fue 75 µg/animal. Los ratones fueron sacrificados 21 días post primera 
inmunización y se tomaron muestras de sangre y el bazo para posteriores análisis. A) Títulos de IgG1 e IgG2a 
específicos para OVA. B) Relación IgG2a/IgG1. Cada punto representa un animal y los valores promedio se 
indican con una línea horizontal. C) Producción de INF-γ específico para OVA de la suspensión de células de 
bazo (1x10

6 
células/pocillo) incubadas con medio u OVA por 72 horas (100 µg/ml) y medida empleando la 

técnica de ELISA. La línea continua representa el límite de detección del ensayo. Los datos se presentan como 
el promedio ± DS de los valores individuales (3-4 ratones/grupo de tratamiento) y son representativos de un 
experimento (n=3-4). ns: no significativo. 
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4.3.2. Persistencia de la respuesta inmune en el tiempo: respuesta inmune 

de memoria 

Con la finalidad de evaluar la persistencia de la respuesta inmune específica 

inducida, los ratones fueron inmunizados por vía subcutánea a los días 0, 7 y 14 con 

OVA/CpG-ODN u OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 y fueron luego re-estimulados con OVA por 

vía intraperitoneal en el día 190 post la primera inmunización. Las muestras de plasma 

fueron recolectadas a diferentes tiempos y los bazos fueron obtenidos el día 197. Como se 

observa en la fig. 4.6.A., ambos grupos mantuvieron la respuesta humoral específica de 

OVA hasta por lo menos seis meses. No obstante, antes de la re-estimulación, los ratones 

inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 siempre presentaron títulos 

significativamente mayores de IgG, IgG1, igG2a anti OVA comparados al grupo OVA/CpG-

ODN. Luego, en el día 190, los animales fueron desafiados con una inyección 

intraperitoneal de OVA para simular un nuevo encuentro con el antígeno y evaluar de esta 

manera la eficacia de la respuesta inmune desarrollada. Una semana después, en el día 

197, la cantidad de IgG, IgG1 e IgG2a anti OVA fueron similares en ambos grupos y no 

hubo diferencias el cociente IgG2a/IgG1 (figura 4.6.B.). 
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Figura 4.6. La potenciación de la respuesta inmune inducida por Coa-ASC16 se mantiene en el 
tiempo. 

Ratones hembras BALB/c de 3 meses fueron inyectados los días 0, 7 y 14 con 250 µl/ratón/dosis por 
vía subcutánea. Los controles fueron inyectados con una solución de dextrosa estéril y apirógena y la dosis de 
CpG-ODN (PS) empleada fue 75 µg/animal. Los ratones fueron sacrificados al día 197 post primera 
inmunización y se tomaron muestras de sangre para posteriores análisis. A) La producción de anticuerpos 
específicos para OVA en función del tiempo. Los títulos de IgG, IgG1, IgG2a se midieron en los días 70, 128, 
189 y 197 luego de la primera inmunización. Los datos se presentan como el promedio ± DS de los valores 
individuales (3-4 ratones/grupo de tratamiento) y son representativos de un experimento (n=3-4).*p<0,05; 
**p<0,01;***p<0,001. B) Relación IgG2a/IgG1.  

Por otra parte, los esplenocitos obtenidos el día 197 de los animales inmunizados 

con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 previamente desafiados con OVA en el 190, produjeron 

mayor cantidad de IL-17 e INF-γ específicos para OVA que el grupo inmunizado con 

OVA/CpG-ODN y no hubo diferencias en la producción de IL-4 entre ambos grupos (figura 

4.7.).  
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Figura 4.7. La potenciación de la respuesta inmune inducida por Coa-ASC16 se mantiene en el 
tiempo.  

Ratones hembras BALB/c de 3 meses fueron inyectados a los días 0, 7 y 14 con 250 µl/ratón/dosis por vía 
subcutánea. Los controles fueron inyectados con una solución de dextrosa estéril y apirógena y la dosis de 
CpG-ODN (PS) empleada fue 75 µg/animal. Los ratones fueron sacrificados al día 197 post primera 
inmunización y se tomaron los bazos para posteriores análisis. Se determinaron las citoquinas específicas 
para OVA de la suspensión de células de bazo (1x10

6
células/pocillo) incubadas con medio u OVA (100 µg/ml) 

por 72 horas y medidas empleando la técnica de ELISA. La línea continua representa el límite de detección del 
ensayo. Los datos se presentan como el promedio ± DS de los valores individuales (3-4 ratones/grupo de 
tratamiento) y son representativos de un experimento (n=3-4). *p<0,05; ***p<0,001; nd: no detectado; ns: 
no significativo. 

Estos resultados indican que la formulación OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 facilita la 

generación de una respuesta inmune de memoria, principalmente inmunidad celular, más 

robusta que la obtenida para la forma soluble CpG-ODN una característica deseable en el 

desarrollo de una vacuna. El objetivo de la vacunación es generar una memoria 

inmunológica de larga duración que medie la protección del huésped frente a la infección 

[Sallusto y cols., 2010]. Una característica distintiva de la formulación CpG-ODN/Coa-

ASC16 es la capacidad de potenciar la respuesta Th1 y Th17 y lograr que esta última 

permanezca por un tiempo considerable incluso después del desafío con el antígeno 
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específico. Estos parámetros fueron evaluados seis meses y medio luego de la primera 

inmunización, lo que equivale aproximadamente a una tercera parte de la vida promedio 

de un ratón. Todos estos resultados permiten considerar a esta formulación como una 

estrategia interesante para el desarrollo de una nueva vacuna principalmente para el 

tratamiento de los patógenos intracelulares, cáncer y pacientes específicos, por ejemplo, 

en la población de edad avanzada. 

4.3.3. Evaluación de la respuesta inmune empleando diferentes esquemas 

de inmunización 

Para evaluar la potencia de CpG-ODN/Coa-ASC16 como adyuvante se decidió utilizar 

un esquema de inmunización más corto. Para ello, se inmunizaron ratones de manera 

subcutánea en los días 0 y 7 con OVA/CpG-ODN u OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16. En el día 13 

post primera inmunización, los ratones inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 

mostraron mayores títulos de IgM, IgG, IgG1, e IgG2a anti OVA que el otro grupo (figura 

4.8.A.). Estos resultados demuestran que la vehiculización en Coa-ASC16 permite alcanzar 

títulos de inmunoglobulinas más rápido que OVA/CpG-ODN. 

v  

 

 

A 
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Figura 4.8. Evaluación de la actividad adyuvante de CpG-ODN formulado en Coa-ASC16 empleando 
diferentes esquemas de inmunización.  

Ratones hembras BALB/c de 3 meses fueron inyectados a los días 0 y 7 ó 0, 7 y 14  con 250 µl/ratón/dosis por 
vía subcutánea. Los controles fueron inyectados con una solución de dextrosa estéril y apirógena y la dosis de 
CpG-ODN (PS) empleada fue 75 µg/animal.  Títulos de IgM, IgG, IgG1 e IgG2a medidas al día 13 (A) o 21 (B) 
post primera inmunización. C) Se determinó la producción de citoquinas específica para OVA los 21 días post 
primera inmunización en suspensiones de células de bazo cultivadas con medio u OVA (100 µg/ml, 1 x 10

6
 

células/pocillo) durante 72 horas y se midió por técnica de ELISA. La línea continua representa el límite de 
detección del ensayo. Los datos se presentan como el promedio ± DS de los valores individuales (3-4 
ratones/grupo de tratamiento) y son representativos de un experimento (n=3-4). La línea continua 
representa el límite de detección del ensayo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo. 

A continuación, se comparó la eficacia de la respuesta inmune luego de dos 

inmunizaciones comparada con tres. Como se muestra en la figura 4.8.B., para ambos 

esquemas de inmunización la respuesta de anticuerpos IgG1 e IgG2a anti OVA fueron 

mayores en los ratones inmunizados con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 comparada al otro 

grupo aunque el título de IgG2a fue menor cuando los ratones inmunizados con OVA/CpG-

ODN/Coa-ASC16 recibieron dos en lugar de tres inmunizaciones. No obstante la diferencia 

B 
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con respecto al grupo OVA/CpG-ODN continua siendo significativa repitiéndose el mismo 

fenómeno observado anteriormente (fig. 4.2.A.). En síntesis, el aumento de la respuesta 

inmune humoral obtenida por Coa-ASC16 permanece  aunque se disminuya el número de 

inmunizaciones. Por otra parte, sólo dos inmunizaciones con OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 

no fueron suficientes para alcanzar una respuesta celular específica para OVA aceptable. 

Además, tres inmunizaciones indujeron mayores concentraciones de IFN-γ y similares 

cantidades de IL-17 en respuesta a OVA (figura 4.8.C.). 

Finalmente, y una vez comprobado que Coa-ASC16 aumenta la actividad adyuvante 

de CpG-ODN, se evaluó el uso de dosis inferiores de CpG-ODN para la inducción de una 

respuesta inmune antígeno-específica. Con este objetivo, los ratones recibieron tres 

inmunizaciones subcutáneas, (en los días 0, 7 y 14) con OVA/CpG-ODN (75 µg)/Coa-ASC16 

u OVA/CpG-ODN (30 µg)/Coa-ASC16. Las respuestas inmune específicas para OVA tanto 

humoral como celular fueron evaluadas en el día 21 post la primera inmunización. Ambas 

dosis de CpG-ODN (75µg y 30µg) formulado en los coageles indujeron títulos equivalentes 

de IgG1 e IgG2a y similares cantidades de IFN-γ e IL-17 (figura 4.9.A y 4.9.B) Además, la 

relación IgG2a/IgG1 no muestra diferencias significativas entre las dos dosis de CpG-ODN 

(figura 4.9.C.). Estos resultados permiten confirmar nuevamente que Coa-ASC16 aumenta 

notoriamente la actividad adyuvante de CpG-ODN. Adicionalmente, la liberación sostenida 

del adyuvante sumada al posible efecto deposito (depot, en inglés) de esta formulación 

semisólida descripto en el capítulo anterior, podrían contribuir a que CpG-ODN 

permanezca por más tiempo en el sitio de inyección, es decir en el tejido subcutáneo, y/o 

en los tejidos donde se inicia la respuesta inmune (ganglios linfáticos drenantes).  

Aunque el costo económico de CpG-ODN no es el factor limitante en el desarrollo de 

vacunas humanas, sí lo es en el desarrollo a gran escala de vacunas en animales. Por esta 

razón, la reducción en la dosis de adyuvante es una ventaja adicional. El uso de dosis 

menores de adyuvante y el aumento en la velocidad de la respuesta inicial podría ser 

crítica en el tratamiento por ejemplo de enfermedades pandémicas. 
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Figura 4.9. Evaluación de la capacidad adyuvante de CpG-ODN formulado en Coa-ASC16 usando diferentes 
dosis. 

Ratones hembras BALB/c de 3 meses fueron inyectados a los días 0, 7 y 14  con 250 µl/ratón/dosis por vía 
subcutánea. Los controles fueron inyectados con una solución de dextrosa estéril y apirógena y la dosis de 
CpG-ODN (PS) empleada fue de 30 o 75 µg/animal. A) La respuesta inmune humoral específica para OVA se 
midió en el día 21 después de la primera inmunización. B) Se determinó la producción de citoquinas 
específica de OVA, 21 días post primera inmunización en suspensiones de células de bazo cultivadas con 
medio u OVA (100 µg/ml, 1x10

6
 células/pocillo) durante 72 horas y se midió por técnica de ELISA. Los datos 

se presentan como el promedio ± DS de los valores individuales (3-4 ratones/grupo de tratamiento) y son 
representativos de un experimento (n=3-4). La línea continua representa el límite de detección del ensayo. C) 
Relación IgG2a/IgG1. Los valores medios se indican mediante una línea horizontal. ns: no significativo. 

4.3.4. Evaluación de la respuesta inflamatoria en el sitio de inyección 

De acuerdo a los resultados previamente informados, la formulación de CpG-

ODN/Coa-ASC16 ha evidenciado ser un potente adyuvante considerando la inducción de 

la respuesta inmune de tipo Th1 y Th17. Con el fin de estudiar el mecanismo de acción 

que estaría involucrado en la mejora de la respuesta inmune específica, hemos llevado a 

cabo diversos ensayos orientados a corroborar si Coa-ASC16 interactúa con el sistema 
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inmune del huésped en el sitio de inyección. En primer lugar, ratones de la cepa BALB/c 

fueron afeitados 7 días antes del comienzo del experimento. En el día 7, a cada ratón se le 

inyectó por vía subcutánea OVA, Coa-ASC16, OVA/Coa-ASC16, OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-

ODN/Coa-ASC16 u OVA/CpG-ODN + Coa-ASC16 en los 5 sitios de inyección como indica la 

sección de materiales y métodos. Cuarenta y tres horas más tarde, se obtuvieron muestras 

de plasma y del tejido del sitio de inyección. El examen histológico del tejido de los 

ratones inyectados con OVA mostró escaso infiltrado celular. En contraste, las muestras 

de tejido obtenidas a partir de ratones inyectados con Coa-ASC16 u OVA/Coa-ASC16 

presentan un reclutamiento celular abundante. Esta infiltración celular se compone 

principalmente de leucocitos neutrófilos en la dermis y el tejido subcutáneo (figura 

4.10.A., Tabla 4.1.). 
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Tabla 4.1. Coa-ASC16 induce una respuesta inflamatoria en el sitio de inyección. 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 

Ratones de la cepa BALB/c fueron afeitados 7 días antes del comienzo del experimento. Cada ratón fue 
inyectado por vía subcutánea con OVA, Coa-ASC16, OVA/Coa-ASC16, OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-
ASC16 u OVA/CpG-ODN+Coa-ASC16 en los 5 sitios indicados en la sección 4.2.2. (la dosis de CpG-ODN (PS) 
fue 75µg/animal). Luego de 43 horas se tomaron muestras de la piel del sitio de inyección y procesadas para 
análisis histológico. Los cortes fueron observados con un microscopio Star Zeiss y los campos representativos 
fueron fotografiados con una cámara digital (Moticam 2000).La tabla presenta la evaluación cualitativa y 
conteo diferencial del infiltrado celular en el sitio de inyección de cortes tenidos con hematoxilina y eosina. 
Definimos como “ausente” al reclutamiento celular observado en los ratones no inmunizados, 
correspondiente a la población celular normal residente, (+) escaso, (++) moderado, (+++) abundante y 
(++++) muy abundante.  
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Figura 4.10. Coa-ASC16 induce una respuesta inflamatoria en el sitio de inyección. 

Ratones de la cepa BALB/c fueron afeitados 7 días antes del comienzo del experimento. Cada ratón fue 
inyectado por vía subcutánea con OVA, Coa-ASC16, OVA/Coa-ASC16, OVA/CpG-ODN, OVA/CpG-ODN/Coa-
ASC16 u OVA/CpG-ODN+Coa-ASC16 en los 5 sitios indicados en la sección 4.2.2. (la dosis de CpG-ODN (PS) 
fue 75µg/animal). Luego de 43 horas se tomaron muestras de la piel del sitio de inyección y procesadas para 
análisis histológico. Los cortes fueron observados con un microscopio Star Zeiss y los campos representativos 
fueron fotografiados con una cámara digital (Moticam 2000).A) Microfotografía representativa del sitio de 
inyección. Imágenes en baja magnificación (40x) y alta magnificación (400x).B) Vista macroscópica del sitio 
de inyección de los ratones inyectados con Coa-ASC16. La punta de la  flecha indica la presencia de Coa-
ASC16. Los resultados mostrados son de dos experimentos independientes, con 3-4 ratones/grupo de 
tratamiento en cada experimento. 

En la figura 4.10.B. se muestra una vista macroscópica del sitio de inyección de 

ratones inmunizados con Coa-ASC16. A fin de analizar los efectos locales y sistémicos de 

Coa-ASC16,  se evaluaron las concentraciones plasmáticas de citoquinas pro-inflamatorias 

luego de 43 horas después de la inyección subcutánea. No se detectó IL-6 ni TNF-α en 

ninguno de los grupos de estudio, lo que indica que hasta ese momento no hubo 

inflamación sistémica en respuesta a la inyección local ni se observó ningún efecto distal a 

la zona de la inyección (datos no presentados). En el grupo OVA/CpG-ODN el infiltrado 

celular estaba compuesto principalmente por células mononucleares. Esta observación 

coincide también con otros resultados previamente reportados por Mosca y cols., (2008) y 

Caproni y cols., (2012). Por otra parte, hubo un aumento en el reclutamiento celular en el 



Tesis Doctoral  Capítulo 4 
 

73 
 

grupo OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 en comparación con el grupo OVA/CpG-ODN (tabla 

4.1.). Además, Coa-ASC16 altera la composición del influjo celular porque induce un 

aumento del porcentaje de neutrófilos (tabla 4.1., observar OVA/CpG-ODN/Coa-ASC16 y 

OVA/CpG-ODN). Este resultado demuestra que la respuesta en el sitio de inyección es 

conducida principalmente por Coa-ASC16 y no por CpG-ODN. Cuando Coa-ASC16 fue 

usado para formular OVA/CpG-ODN, la respuesta inflamatoria inducida por OVA/CpG-

ODN se modifica y esto pudo determinarse de manera cualitativa (tabla 4.1.). Dado que 

Coa-ASC16 se administró sin antígeno, la activación de las células del sistema inmune 

innato es antígeno-independiente y podría estar actuando antes que las células 

dendríticas. Postulamos que el ambiente inmunocompetente local creado por Coa-ASC16 

podría impactar significativamente en la respuesta inmune específica final de OVA. 

Esta es una característica destacable de Coa-ASC16 ya que el establecimiento de 

este ambiente local (y que se mantuvo 43 horas luego de la inyección) permitiría disminuir 

al mínimo la incidencia de los riesgos asociados a las vacunas [Bourquin y cols., 2008; 

Didierlaurent y cols., 2009; Morel y cols., 2011]. Sin embargo, nuestros estudios son 

insuficientes para construir una conexión entre la inflamación y el efecto potenciador de 

CpG-ODN inducida por Coa-ASC16. 

4.3.5. Comparación: co-formulación/co-inyección 

Basados en los resultados obtenidos, nos interesamos en estudiar si el efecto 

potenciador de Coa-ASC16 en la actividad adyuvante de CpG-ODN podría reflejar la 

activación de un proceso biológico complementario dado que ambas moléculas  han 

demostrado una cierta actividad inflamatoria independiente o bien si se debía a un efecto 

sinérgico y/o de protección de CpG-ODN incorporado en el coagel. Para ello, se llevó a 

cabo un estudio comparativo de la respuesta inmune específica inducida por OVA/CpG-

ODN/Coa-ASC16 (co-formulación) y OVA/CpG-ODN más Coa-ASC16 (co-inyección) luego 

de las inmunizaciones por vía subcutánea en los días 0,7 y 14. En el día 21 post primera 

inmunización se obtuvieron los plasmas y los bazos. En los ratones inmunizados con el 

régimen de la co-inyección, Coa-ASC16 fue administrado en el mismo sitio de inyección 

que la solución de OVA/CpG-ODN usando la misma aguja sin quitarla del sitio y cambiando 
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sólo la jeringa entre las dos inyecciones. La administración de OVA/CpG-ODN más Coa-

ASC16 (co-inyección) resultó en una respuesta humoral y celular antígeno específica 

similar a la obtenida con la solución de OVA/CpG-ODN, lo que significa que bajo estas 

condiciones Coa-ASC16 no incrementa la actividad adyuvante de CpG-ODN (fig. 4.11. A. y 

B.).  
 

Figura 4.11. Co-formulación vs. Co-inyección. 

Ratones hembras BALB/c de 3 meses fueron inyectados a los días 0, 7 y 14  con 250 µl/ratón/dosis por vía 
subcutánea. Los controles fueron inyectados con una solución de dextrosa estéril y apirógena y la dosis de 
CpG-ODN (PS) empleada fue de 75 µg/animal. A) La respuesta inmune humoral específica para OVA se midió 
en el día 21 después de la primera inmunización. B) Se determinó la producción de citoquinas específica de 
OVA, 21 días post primera inmunización en suspensiones de células de bazo cultivadas con medio u OVA (100 
µg/ml, 1x10

6
 células/pocillo) durante 72 horas y se midió por técnica de ELISA. Los datos se presentan como 

el promedio ± DS de los valores individuales (3-4 ratones/grupo de tratamiento) y son representativos de un 
experimento (n=3-4). La línea continua representa el límite de detección del ensayo. **p<0,01;  *** p<0,001; 
ns: no significativo. 

Por otra parte, el análisis de los tejidos de ratones en el sitio de inyección luego de la 

co-inyección muestra diferencias en la reacción local respecto a aquellos que recibieron  la 

co-formulación. En el primero, se observa un patrón mixto entre CpG-ODN sólo y Coa-

ASC16 sólo (tabla 4.1.). Estos resultados indican la necesidad de la formulación completa 

para obtener un incremento en la actividad adyuvante de CpG-ODN; en otras palabras, 

Coa-ASC16 parecería no ayudar en la actividad adyuvante de CpG-ODN cuando se 

administra de manera separada.  
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4.3.6. Aplicación del sistema a un antígeno vacunal: Toxoide Tetánico 

Un aspecto importante en el desarrollo de sistemas portadores y adyuvantes de 

vacunas es evaluar la respuesta celular y de anticuerpos frente a antígenos de diferente 

origen como viral (Influenza), proteico (péptidos virales) y bacterial (toxoide tetánico). Con 

respecto a este último, la Organización Mundial de la Salud (OMS) lo ha indicado como 

prioritario el desarrollo y la mejora de las estrategias de inmunización. Cabe recordar que 

en la inducción de la inmunidad sistémica, los antígenos particulados son más eficaces que 

los antígenos solubles, posiblemente a causa de la endocitosis más eficiente de los 

primeros por el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT).  

Como se expuso anteriormente, los coageles han permitido el cargado de CpG-ODN, 

su liberación modulada y extendida en el tiempo como así también una eficaz 

presentación del antígeno modelo a las CPA. En este contexto, nos abocamos a realizar 

algunos estudios teniendo en cuenta la hipótesis de que la vehiculización del adyuvante 

junto al antígeno en Coa-ASC16 podría aumentar la inmunogenicidad del sistema 

permitiendo obtener una respuesta inmune fuerte incluso con bajas dosis de adyuvante.  

De este modo, el objetivo de esta etapa fue constatar si los efectos de potenciación 

de la respuesta inmune encontrada para Coa-ASC16 cuando se lo administraba junto al 

adyuvante (CpG-ODN) y un antígeno modelo, se mantenían cuando se reemplazara por un 

antígeno vacunal, el toxoide tetánico, simulando de esta manera la formulación de una 

vacuna. Siguiendo el mismo esquema de inmunización descripto anteriormente para OVA, 

se evaluó la respuesta celular y humoral obtenida tras la administración en ratones 

BALB/c por vía subcutánea de TT (antígeno soluble), TT/CpG-ODN, TT/CpG-ODN/Coa-

ASC16y TT/Coa-ASC16 (antígeno particulado). Como control positivo se empleó la vacuna 

aprobada para tétanos (TT adsorbido en hidróxido de aluminio). Como se presenta en la 

figura 4.12.A., los títulos de anticuerpo IgG1 para TT y TT/Aluminio son elevados, lo cual 

es coincidente con el hecho de que tanto el antígeno aislado como el antígeno combinado 

con aluminio favorecen el desarrollo de una respuesta inmunológica de tipo Th2.  

Por otra parte, los títulos de IgG2a obtenidos para la solución de toxoide (TT) son 

menores comparativamente a la solución de adyuvante y toxoide (CpG/TT), y TT/CpG-
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ODN/Coa-ASC16. Esto es consistente con el hecho de que CpG-ODN favorece el desarrollo 

de un perfil tipo Th1. No obstante, no se observan diferencias entre estos dos últimos 

grupos como cabría de esperar si se repitiera el fenómeno encontrado para OVA. 

Aparentemente la vehiculización de TT/CpG-ODN en Coa-ASC16 no aumenta la actividad 

adyuvante de CpG-ODN, tal como se observó en los estudios donde se utilizó OVA como 

antígeno. De igual modo, no se observan diferencias significativas en los títulos de 

anticuerpos obtenidos para el antígeno (TT) en solución o cuando se vehiculiza en los 

coageles (particulado). 

Si se comparan los títulos de IgG2a obtenido para OVA/CpG-ODN (figura 4.2.A.) y 

TT/CpG-ODN (figura 4.12.A.), puede verse que esta última combinación es más eficiente 

en la inducción de este anticuerpo y por ende, luego no se observan diferencias 

significativas cuando se vehiculiza en Coa-ASC16. Por lo tanto, no puede afirmarse que 

Coa-ASC16 no actúe como potenciador de la respuesta inmune inducida por CpG-ODN 

sino que en este caso particular, la combinación antígeno/adyuvante ya es eficiente. No 

obstante, al realizar el cociente IgG2a/IgG1 (fig. 4.12.B.) se observa una diferencia 

significativa entre los grupos TT/CpG-ODN/Coa-ASC16 y TT/CpG-ODN, lo que indica que no 

sólo se favorece el perfil Th1 (dado que el cociente es ˃1) sino que en el primer grupo 

obtenemos una potenciación de la respuesta que podría  atribuirse a Coa-ASC16. 
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Figura 4.12. Evaluación de la respuesta de anticuerpos y citoquinas con un antígeno vacunal: Toxoide 
Tetánico 

Ratones hembras BALB/c de 3 meses fueron inyectados a los días 0, 7 y 14  con 250 µl/ratón/dosis por vía 
subcutánea. Los controles fueron inyectados con una solución de dextrosa estéril y apirógena y la dosis de 
CpG-ODN (PS) empleada fue de 75 µg/animal. A) La respuesta inmune humoral específica para TT se midió 
en el día 21 después de la primera inmunización. B) Relación IgG2a/IgG1. Los valores medios se indican 
mediante una línea horizontal. C) Se determinó la producción de citoquinas específica de TT 21 días post 
primera inmunización en suspensiones de células de bazo cultivadas con medio o TT (100 µg/ml, 1x10

6
 

células/pocillo) durante 72 horas y se midió por técnica de ELISA. Los datos se presentan como el promedio ± 
DS de los valores individuales (3-4 ratones/grupo de tratamiento) y son representativos de un experimento 
(n=2). *p<0,05; **p<0,01; ns: no significativo. 

La figura 4.12.C. presenta la respuesta de citoquinas. Teniendo en cuenta que la 

presencia de IFN-γ e IL-17 son propias de una respuesta inmune de tipo Th1 y Th17 e IL-4 

de una respuesta Th2, los resultados indican que las mayores cantidades de IFN-γ e IL-17 

se encontraron en el  grupo TT/CpG/ODN/Coa-ASC16. Por otra parte, es interesa resaltar 

que la concentración de esta última ha sido mayor en el grupo TT/CpG-ODN respecto a 

OVA/CpG-ODN (figura 4.3.).Para IL-4, los niveles detectados estuvieron próximos al límite 

C 
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de cuantificación de la técnica para todos los grupos, salvo para los que recibieron sólo TT, 

lo cual es acorde al perfil inmunológico de este antígeno. 

4.4. Conclusiones del Capítulo 

Los resultados presentados en este capítulo, demuestran que los coageles formados 

a partir de la autoagregación del palmitato de ascorbilo no son inertes desde el punto de 

vista inmunológico, generando una respuesta inflamatoria local en el sitio de inyección. La 

vehiculización del inmunomodulador CpG-ODN en este sistema conduce al incremento de 

la respuesta humoral y celular específica para OVA por seis meses. Si bien nuestros 

estudios no permiten dilucidar completamente el mecanismo por el cual Coa-ASC16 

ejercería su efecto, podrían estar involucrados más de un mecanismo tales como la 

generación de un ambiente adecuado de citoquinas y la formación de un depósito de 

adyuvante en el sitio de inyección, prolongando la duración de la acción de CpG-ODN. En 

cuanto a este último aspecto, hemos observado que el sinergismo del coagel es ejercido 

sólo cuando CpG-ODN está vehiculizado dentro de la estructura y no cuando son 

administrados simultáneamente en el mismo sitio en forma separada.  

Finalmente, el presente estudio confirma el potente efecto adyuvante de CpG-ODN 

cuando se combina junto a TT administrado por vía subcutánea en ratones. La 

inmunogenicidad del antígeno y la potencia del adyuvante no se vio sustancialmente 

aumentada cuando se lo vehiculizó en Coa-ASC16 lo que permite afirmar que este sistema 

portador es antígeno-dependiente y por lo tanto debe evaluarse para cada antígeno en 

particular. 
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Capítulo 5 

Nanocápsulas Lipídicas para la vehiculización de 

fármacos antiparasitarios: Ivermectina  

5.1. Introducción 

Las nanocápsulas lipídicas (NCLs) se caracterizan por poseer una estructura 

híbrida entre las nanocápsulas poliméricas y los liposomas y sus tamaños varían entre 

20 y 100 nm. Como se expuso anteriormente, el proceso de obtención se basa en la 

técnica de inversión de fases de una emulsión que conduce a la formación de una 

suspensión de nanopartículas homogéneamente dispersas. Dentro de las principales 

características de las NCLs puede mencionarse su excelente estabilidad física, aumento 

de la solubilidad y de la internalización celular del fármaco encapsulado como así 

también la liberación controlada y el direccionamiento sitio-específico del mismo 

[Heurtault y cols., 2003a,b]. 

Ivermectina (IVM) es un compuesto semi-sintético de amplio espectro activo 

contra endo y ectoparásitos utilizado en medicina veterinaria y humana (ver sección 

M.1. del anexo II). IVM se encuentra actualmente disponible como inyectable y 

formulaciones tópicas tipo pour on para su uso en el ganado vacuno, y en 

formulaciones orales para los rumiantes pequeños, perros y seres humanos. Se ha 

reportado que la disposición farmacocinética de IVM en diferentes especies animales 

puede ser afectada por el diseño de la formulación ya que el vehículo en el que se 
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formula este compuesto puede influir en el proceso de absorción y por consiguiente en 

la concentración de fármaco que alcanza el torrente sanguíneo y los tejidos blanco [Lo 

y cols., 1985; Lifschitz y cols., 2000]. IVM ejerce su acción endectocida contra los 

parásitos localizados en las diferentes capas de la piel, sitios de ubicación de parásitos 

artrópodos como moscas y trino, el tracto gastrointestinal (TGI) y a nivel pulmonar en 

ganado vacuno y ovino [Bogan y McKellar, 1988]. 

Luego de la introducción de la primera formulación de IVM aprobada constituida 

por propilenglicol/glicerol formal (60:40), se han realizado diferentes modificaciones 

en la formulación tendientes a prolongar la actividad endectocida de IVM, un atributo 

relevante en programas de control de parásitos en el ganado. Posteriormente, las 

formulaciones de IVM al 1 % llamadas de acción prolongada fueron esencialmente 

preparaciones a base de aceite que permitían una absorción lenta desde el espacio 

subcutáneo logrando de este modo una prolongada persistencia sistémica y en los 

tejidos donde se localizan los parásitos [Lifschitz y cols., 1999] en comparación con la 

formulación original. Más recientemente, los preparados de acción prolongada de IVM 

al 3,15 % se han introducido en el mercado veterinario. El comportamiento 

farmacocinético de estas últimas formulaciones también ha sido evaluado aunque no 

se han reportado grandes ventajas [Lifschitz y cols., 2006].  

Según lo expuesto anteriormente, resulta atractivo el desarrollo de nuevas 

estrategias de formulación para optimizar el comportamiento farmacocinético de este 

compuesto. En este contexto, los nuevos sistemas farmacéuticos nanoparticulados han 

evidenciado propiedades tales como la vehiculización de fármacos liposolubles, 

aumento de su estabilidad, disminución de efectos adversos y vectorización de los 

principios activos. Este último aspecto resulta interesante en la administración 

parenteral de antiparasitarios, donde la liberación localizada en distintos órganos es 

esencial [Underwood y cols., 2012].  

Por otro parte, las nanocápsulas tienen el potencial de promover el aumento de 

la internalización de fármacos por las células fagocíticas del sistema retículo endotelial, 

que se co-localizan en el sitio de infección o bien son reservorios de parásitos 

intracelulares. Este hecho daría lugar a una mayor eficiencia en los sitios de infección 

periféricos [Larabi, 2009]. 
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 En función de lo expuesto, se realizaron distintos estudios tendientes al diseño 

de nanocápsulas lipídicas conteniendo IVM. En el presente capítulo se detallan los 

resultados concernientes a la obtención, caracterización físico-química, activación del 

sistema del complemento y evaluación de la performance biofarmacéutica.  

  5.2. Materiales y Métodos 

Para la preparación de las NCLs se empleó el método de inversión de fases (MIF) 

descripto en la sección M.4. del anexo II. En este capítulo, se seleccionaron las NCLs de 

50 nm de diámetro para el cargado de IVM. La conductividad se determinó durante los 

ciclos de calentamiento/enfriamiento entre los 35 y 91 ºC con agitación magnética 

constante (M.5. anexo II). Las partículas obtenidas se caracterizaron en términos de 

tamaño medio de partícula (TMP), índice de polidispersidad (IP) y potencial z (PZ). 

Estas mismas propiedades se evaluaron en un periodo de 60 días para estudiar la 

estabilidad física a largo plazo de estos sistemas. Los detalles experimentales se 

encuentran en la sección M.6. del anexo II. Para confirmar los resultados anteriores, se 

emplearon las técnicas de microscopía electrónica de barrido (MEB) y la microscopía 

de fuerza atómica (MFA). Estas técnicas se describen en M.7. y M.8. respectivamente 

(anexo II). La cantidad total de IVM en la formulación fue determinada a partir de una 

alícuota de IVM-LNCs diluida en metanol. Este solvente orgánico produce la ruptura 

del sistema permitiendo la solubilización del fármaco. Estas muestras fueron 

analizadas según se indica en el apartado M.10. del anexo II empleando la técnica de 

HPLC descripta por De Montigny y cols. (1995). En forma adicional, se evaluó la 

activación del sistema de complemento (SC) y la captura por parte de macrófagos de 

diferentes formulaciones blanco y cargadas (ver secciones M.11. y M.12., anexo II).  

El aprendizaje de la técnica y los ensayos de caracterización fisicoquímica de las 

nanocápsulas fueron llevadas a cabo en estrecha colaboración con el Dr. Jean-Pierre 

Benoit y el grupo de investigación que dirige perteneciente al laboratorio INSERM 

U1066, Université d’ Angers (Francia). 

Finalmente, se llevó a cabo un ensayo  preliminar del comportamiento 

farmacocinético en ratas con el fin de estimar la biodisponibilidad de esta nueva 

formulación y la distribución hacia los principales tejidos de localización de los 
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parásitos (hígado, pulmón, pared y contenido de intestino delgado). Los detalles de los 

experimentos in vivo se abordan en la sección M.13., anexo II. Estos ensayos fueron 

llevados a cabo en estrecha colaboración con el Dr Adrián Lifschitz y su grupo de 

investigación perteneciente al Laboratorio de Farmacología, Facultad de Medicina 

Veterinaria (UNCPBA), CIVETAN-CONICET (Tandil, Argentina). 

 5.3. Resultados y Discusión 

 5.3.1. Obtención de las nanocápsulas lipídicas cargadas con 

ivermectina (IVM-NCLs) y determinación de la conductividad 

Con el objetivo de evaluar la factibilidad de incorporar IVM en el núcleo lipídico, 

se obtuvieron LNCs solubilizando 5, 10 y 20 mg de IVM (IVM-NCLs) en los lípidos 

formadores de matriz previamente seleccionados (Labrafac, Captex 8000 y Myritol 

318, ver sección M.4.1. del anexo II) obteniéndose concentraciones finales de IVM de 

0,28; 0,57 y 1,14 mg/ml de suspensión respectivamente. De manera visual, la 

incorporación de IVM no afecta la eficiencia del proceso de obtención de las NCLs. 

Para confirmarlo, se determinó la evolución de la conductividad de esta formulación. A 

los fines prácticos y para poder superponer las gráficas obtenidas, la figura 5.1. 

muestra valores arbitrarios de la conductividad en función de la temperatura 

registradas para las formulaciones cargadas con una dosis fija de IVM en las tres 

matrices lipídicas. Las curvas obtenidas pueden ser divididas en tres partes: a bajas 

temperaturas (<75 ºC), la conductividad permanece constante y elevada indicando la 

presencia de una emulsión aceite/agua (o/w). Cuando la temperatura aumenta, se 

observa una fuerte disminución de la conductividad y el sistema tiene el aspecto 

traslucido, reflejando la formación de una microemulsión. Durante el enfriamiento, la 

temperatura correspondiente al límite inferir de la zona de inversión de fases (ZIF) fue 

de 70 ºC. Este comportamiento concuerda con el fundamento de la técnica 

desarrollada por Heurtault y cols., 2002.  

Durante tres ciclos sucesivos de enfriamiento-calentamiento se obtuvo una 

buena reversibilidad de esta curva. Por lo tanto, se pudo comprobar que este 

procedimiento era el apropiado para la obtención de una nanosuspensión estable. No 

se observaron cambios en la conductividad debido a la incorporación de IVM lo que 
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permite suponer que la misma se encuentra en el interior del núcleo lipídico de estas 

dispersiones. Este comportamiento fue también observado con anterioridad con otros 

fármacos como por ejemplo los anticancerígenos [Roger y cols., 2011]. 

 

Figura 5.1. Evolución de la conductividad en función de la temperatura. 

Se grafica un ciclo de calentamiento/enfriamiento comprendidos entre 35 ºC y 91 ºC de una formulación 
de NCLs cargada con una dosis fija de IVM (10mg). Los tres lípidos formadores de matriz empleados 
fueron Labrafac, Captex 8000 y Myritol 318. 

5.3.2. Caracterización fisicoquímica de IVM-NCLs 

Basados en estos resultados, nos interesó evaluar el comportamiento de los 

diferentes lípidos como núcleo de las partículas y el efecto de la concentración del 

fármaco sobre las características fisicoquímicas del sistema. Las propiedades de las 

NCLs obtenidas se reportan en la tabla 5.1. 
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Tabla 5.1. Tamaño medio de partícula (TMP), índice de polidispersidad (IP) y potencial zeta (PZ) de 
diferentes suspensiones de NCLs formuladas con distintas concentraciones de IVM. 

 

Como se observa, independientemente del lípido involucrado o la concentración 

de fármaco, en todos los casos las NCLs presentaron tamaño nanométricos entre 50-55 

nm con una monodispersidad aceptable (IP˂0,2). Desde este punto de vista, cualquiera 

de los lípidos empleados puede ser usado como matriz lipídica aunque su influencia en 

el comportamiento biofarmacéutico de la formulación final IVM-NCLs excede los fines 

de este trabajo y debería ser estudiado en profundidad.  

Se ha descripto en la literatura que existe una fuerte dependencia entre el 

tamaño de partícula y la polidispersidad con las proporciones de los constituyentes de 

la formulación [Huynh y cols., 2009]. No obstante, en nuestro caso, mantuvimos 

constantes la proporción de lípidos, NaCl, y surfactantes en la fórmula, y sólo se 

cambió el tipo de triglicérido y la cantidad de fármaco empleado. Por lo tanto, las 

propiedades del sistema no se modificaron. En este contexto, para todos los ensayos 

que se describen a continuación se seleccionaron las IVM-NCLs conteniendo Labrafac 

como núcleo lipídico dado que esta matriz ha sido extensamente empleada con 
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anterioridad [Allard y cols., 2008a, b; Hureaux y cols., 2010; Lamprecht y cols.,2002; 

2006]. 

En las figuras 5.2. y 5.3. se observan las microfotografías de MFA y MEB, 

respectivamente. El diámetro obtenido con estas técnicas difiere ligeramente de los 

valores obtenidos por la técnica de espectroscopía de correlación-fotón (ECF) debido a 

que las partículas sufren un aplanado durante la etapa de secado en la preparación de 

las muestras. Esta observación suele ser frecuente en el estudio de las NCLs aplicando 

esta técnica [Lamprecht y cols., 2004]. Las imágenes de MEB (fig. 5.3.) también 

muestran la homogeneidad de la suspensión de NCLs obtenidas aunque algunas 

partículas de mayor tamaño también pueden observarse. 

 

Figura 5.2. Microfotografías de microscopía de fuerza atómica de IVM-NCLs. 

Las muestras fueron depositadas y secadas en una placa de mica y observadas en modo contacto. 
Izquierda: IVM-NCLs TOPO BKW 2µm x 2µm. Derecha: IVM-NCLs TOPO FRW 2 µm x 2 µm. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 5.3. Microfotografías de microscopía electrónica de barrido de una suspensión de IVM-NCLs.  



Tesis Doctoral  Gabriela Ullio Gamboa 

86 
 

La arquitectura de las NCLs obtenidas por el MIF ha sido descripta en detalle con 

anterioridad [Heurtault y cols., 2002b; 2003b]. Se corroboró que el sistema está 

constituido por un núcleo líquido correspondiente a los triglicéridos libres, rodeado 

por una membrana rígida compuesta por una combinación de surfactantes (Lipoid® y 

Solutol®). El primero de ellos, es decir el surfactante hidrofóbico Lipoid®, se une a la 

fase oleosa; mientras que el segundo componente, es decir el surfactante hidrofílico 

Solutol®, se orienta hacia la fase acuosa. De esta manera el núcleo lipídico es apto para 

solubilizar fármacos con baja solubilidad acuosa como IVM. Con el objetivo de verificar 

lo antes mencionado, se llevaron a cabo algunos estudios de calorimetría diferencial 

de barrido (CDB). Los detalles de la técnica se encuentran en la sección M.9. del anexo 

II. En la figura 5.4., se observa claramente el pico exotérmico correspondiente a la 

fusión de IVM cuando se evaluó la sustancia sólida. Sin embargo, esta señal 

desaparece cuando se analizaron las muestras de las NCLs cargadas con IVM. Este 

resultado permite suponer que IVM estaría totalmente disuelta en el núcleo de NCLs. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5.4. Termogramas de CDB obtenidos para IVM e IVM-NCLs. 

  5.3.3. Eficiencia de encapsulación de IVM-NCLs 

Dado que el método de inversión de fases propone la encapsulación de un lípido 

en el cual el fármaco está previamente disuelto, en este tipo de sistemas es posible 
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lograr un elevado porcentaje de encapsulación, lo que se refleja en una elevada 

eficiencia de encapsulación , (EE%) mayor al 90%. El modo en que se calcula se explica 

en la sección M.10. del anexo II. La EE% se evalúo por un periodo de 80 días en lotes de 

NCLs encapsulando tres dosis diferentes de IVM  conservadas a 4 ºC. Como se observa 

en la figura 5.5., el rendimiento de encapsulación prácticamente no se modifica en el 

tiempo estudiado lo que confirma no sólo la eficiencia del proceso sino también la 

estabilidad de las nanosuspensiones. Este comportamiento se ha reportado 

previamente para otros fármacos hidrofóbicos [Lamprecht y cols., 2002; 2004]. 

 

Figura 5.5. Evaluación de la eficiencia de encapsulación (EE%). 

Se probaron 3 formulaciones de IVM-NCLs empleando Labrafac como matriz lipídica. Las cantidades de 
IVM encapsulada fueron 5, 10 y 20 mg. Las determinaciones se realizaron por triplicado y se hasta 80 
días. 

5.3.4. Estudios de estabilidad de IVM-NCLs 

La estabilidad física de las IVM-NCLs se evaluó a través del análisis del TMP, el IP 

de la suspensión y el PZ, durante 80 días, a dos temperaturas diferentes (4ºC y 25 ºC). 

Como se muestra en la tabla 5.3., los valores de estos tres parámetros no presentaron 
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cambios significativos luego del almacenamiento a las dos temperaturas y en el 

periodo evaluado. De esta manera, los resultados obtenidos son similares a los 

reportados previamente para las NCLs blanco y también para las mismas 

nanopartículas cargadas con fármacos anticancerígenos [Heurtault y cols. 2002a; 

Garcion y cols., 2006; Allard y cols., 2008a,b]. Por otra parte, la variación en la 

concentración de IVM cargada en las NCLs no afecta su estabilidad física. 

Tabla 5.3. Estabilidad de IVM-NCLs. Se evaluaron los parámetros TMP, IP y PZ luego de 60 días a dos 
temperaturas (los mismos parámetros a tiempo 0 días se presentan en la tabla 5.2.). 

   

 

 

 

 

5.3.5. Activación del sistema del complemento y captura macrofagocítica 

Como se describe en la literatura, uno de los problemas relacionados a la 

vehiculización de fármacos empleando sistemas coloidales, es su rápida desaparición  

del torrente sanguíneo como consecuencia de su interacción con el sistema 

mononuclear fagocítico (SMF) que, junto con el SC, son responsables de la activación 

de la respuesta inmune innata. El SC es uno de los mecanismos principales por el cual 

los cuerpos extraños son reconocidos conduciendo al inicio de una respuesta inmune. 

Aproximadamente treinta proteínas componen el SC, algunas de ellas presentan 

propiedades enzimáticas o de unión, mientras que otras presentan receptores 

específicos en la superficie de las células del sistema inmune [Kinoshita y cols. 1991]. 

La base de la técnica empleada en este capítulo, consiste en la determinación de 

la cantidad de suero capaz de lisar el 50% de un número fijo de eritrocitos de oveja 
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previamente sensibilizados (CH50) [Basile y cols., 2012]. El consumo de CH50 es 

representado como una función del área de las nanopartículas (cm2), lo cual está 

relacionado al aumento de la concentración de nanocápsulas. Los resultados se 

muestran en la figura 5.6. La activación del SC es concentración-dependiente llegando 

al máximo de activación (30%) cuando el área es igual a 1400 cm2/ml. Incluso, la 

presencia de PEG en la superficie de las NCLs no altera su comportamiento sino que se 

ha reportado que las cadenas de PEG en la interfase protegen a estos portadores del 

reconocimiento por parte del SC. En estudios previos llevados a cabo en condiciones 

similares, se han reportado también valores bajos de unidades de consumo de CH50 

para estas NCLs; aproximadamente del 10% a 1400 cm2/ml [Vonarbourg y cols., 2006]. 

De este modo, estos valores pueden ser despreciados y se espera una mínima 

activación del SC luego de la administración parenteral de esta clase de NCLs. Es 

importante remarcar que no existen diferencias significativas en la activación del SC 

entre las NCLs blanco (control) y las cargadas. Este resultado, es consistente con la 

estructura y la localización de IVM en el sistema: el fármaco solubilizado en el núcleo 

lipídico no altera la superficie de las partículas y por ende no se modifica el 

reconocimiento ni la activación de las proteínas del SC.  

 

Figura 5.6. Consumo de unidades del complemento (CH50) a 37 ºC por NCLs blanco y cargadas con una 
dosis fija de IVM. 
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Cabe destacar que no hay una área óptima para las LNCs; sino que a partir del 

volumen de formulación que se inyecta en experimentos in vivo se calcula la superficie 

de NCLs y de este modo se determina la zona de la curva área/activación en la que se 

trabaja. Tomando en consideración los experimentos de farmacocinética llevados a 

cabo en este trabajo (ver próximo inciso) y aplicando las ecuaciones de la sección 

M.11. del anexo II, obtenemos que la cantidad de NCLs administradas en ratas es baja 

y se corresponde con una área total de partículas menor a 10 cm2/ml, donde las 

unidades de consumo de CH50 serían no significativas. Esta observación permite inferir 

que tanto las NCLs como IVM-NCLs no serían reconocidas por el SC en ratas dentro del 

tiempo normal estimado de circulación en sangre de este sistema. Sin embargo, esta 

es una hipótesis que debe ser verificada, dado que el SC no es el único sistema que 

interviene en la eliminación del vector in vivo.  

Para confirmar los resultados del ensayo de CH50, se llevó a cabo de manera 

paralela un estudio en células THP-1 de monocitos/macrófagos empleando 

nanocápsulas fluorescentes (Nile Red-NCLs; ver sección M.4. anexo II.) empleando 

distintos lípidos y cargando diferentes dosis de IVM. Los resultados se presentan en la 

figura 5.7. y se expresan como el porcentaje de fluorescencia luego del análisis por la 

técnica de FACS. Cabe destacar que el eje de las ordenadas en este gráfico representa 

el valor de fluorescencia medido por citometría de flujo para 10.000 células. Con 

respecto a las células control, no existe un valor de fluorescencia normal; sino que el 

valor depende de cada equipo que se emplee para realizar el ensayo y de cada 

tratamiento efectuado sobre las células. Por este motivo, se realiza un control de las 

células solas (sin tratamiento) cada vez que se lleva a cabo el experimento y se toma 

arbitrariamente este valor como el 100%. 

En comparación con el control representado por las células sin tratar, ninguna de 

las formulaciones de NCLs muestran diferencias significativas en términos de la 

captura por parte de macrófagos (fig. 5.7.), siendo estos resultados coincidentes con 

los obtenidos en el ensayo de CH50. La fluorescencia registrada fue sólo del 5%, lo que 

indica que las IVM-NCLs cargadas con distintas dosis de IVM y formadas a partir de 

diferentes lípidos no fueron internalizadas luego del contacto con las células THP-1. Un 

comportamiento similar fue observado previamente para las nanocápsulas cargadas 

con paclitaxel [Basile y cols., 2012]. Los experimentos fueron también llevados a cabo a 
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37 ºC y los resultados se muestran en la fig. 5.7. De igual modo, la internalización de 

las NCLs evaluadas fue mínima, con diferencias no significativas entre las 

formulaciones ensayadas. La captura de las NCLs se produce por medio de un 

mecanismo ATP dependiente, como se describió anteriormente y el ligero aumento de 

la fluorescencia observada puede deberse sólo a las interacciones de los sistemas con 

la membrana celular [Basile y cols., 2012]. 

Figura 5.7. Evaluación de la captura macrofagocítica de diferentes formulaciones de NCLs. 

Las formulaciones se incubaron 90 minutos con células THP-1 a dos temperaturas (4 ºC y 37 ºC). La 
internalización por parte de células de macrófagos se representa por la fluorescencia promedio. Los 
resultados son el promedio de dos experimentos independientes. LAB= Labrafac; CAP= Captex 8000; 
MIR= Mirytol 318. 

5.3.6. Estudios farmacocinéticos 

La biodisponibilidad de un fármaco indica la velocidad y la cantidad de la forma 

inalterada del mismo que es absorbida, alcanza la circulación sistémica y, por lo tanto, 

se encuentra disponible para acceder a los tejidos y producir una acción farmacológica 

determinada. [Toutain y Bousquet-Mélou, 2004]. En otras palabras, expresa la fracción 

de la dosis de un fármaco que luego de ser administrado por una vía no vascular, llega 

a la circulación sistémica.  

IVM es efectiva cuando se administra por vía parenteral, enteral o tópica Fink y 

Porras, 1989]. La lenta absorción del fármaco se debería principalmente a su 

precipitación en el sitio de inyección [Lo y cols., 1985], siendo la tasa de absorción 
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desde el tejido subcutáneo el factor limitante en la disponibilidad de IVM [Lanusse, 

2003]. Además, las diferencias en el flujo sanguíneo en el sitio de inyección y el área de 

superficie involucrada podrían afectar su disponibilidad [Nowakowski y cols., 1995]. En 

nuestro trabajo, se realizaron estudios farmacocinéticos comparativos entre IVM 

vehiculizada en NCLs y una formulación comercial (FC) control administradas ambas en 

ratas por vía subcutánea (SC) (ver sección M.13. del anexo II). Por otra parte, sólo se 

administraron las NCLs por vía peroral (PO) a la misma dosis para obtener información 

preliminar sobre la biodisponibilidad de IVM por esta vía. En ninguno de los grupos 

evaluados se reportaron efectos tóxicos agudos.  

La figura 5.8. muestra el perfil de concentración plasmática de IVM en función 

del tiempo. Como se observa, la concentración de IVM resultó ser significativamente 

mayor luego de la administración de NCLs por la vía SC, comparado con la FC. La 

gráfica 5.9. presenta el mismo tipo de perfil pero comparando sólo las formulaciones 

de IVM-NCLs administradas por distintas vías. Aquí, la biodisponibilidad plasmática fue 

significativamente menor cuando se administraron las NCLs por la vía PO y se obtuvo 

una Cmax promedio menor (15±5 ng/ml), comparada con la obtenida luego de la 

administración SC (57±6 ng/ml). Estudios anteriores han demostrado que la 

glicoproteína P (P-gp) desempeña un rol importante en la secreción intestinal de IVM. 

Debido a la gran inespecificidad de esta proteína y a su actividad a nivel de intestino, P-

gp puede reducir la biodisponibilidad oral de un amplio rango de endoparasiticidas, 

entre ellos las lactonas macrocíclicas, principalmente ivermectina. Se ha reportado que 

la administración oral en ovejas presenta una disponibilidad sistémica baja para otros 

antiparasitarios de la misma familia [Imperiale y cols., 2004; Lloberas y cols., 2012]. 
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Figura 5.8. Perfil de concentración plasmática de IVM en función del tiempo. 

Se administraron en ratas Wistar por vía SC  dos formulaciones de IVM (dosis 0,2 mg/kg) y a tiempos 
preestablecidos se tomaron muestras de sangre por punción cardíaca. La concentración de IVM se 
determinó por la técnica de HPLC con detección por fluorescencia y los resultados son el promedio de 
cuatro animales/ grupo tratamiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.9. Perfil de concentración plasmática de IVM en función del tiempo. 

Se administraron en ratas Wistar por vía SC y PO una formulación de IVM-NCLs (dosis 0,2 mg/kg) y a 
tiempos preestablecidos se tomaron muestras de sangre por punción cardíaca. La concentración de IVM 
se determinó por la técnica de HPLC con detección por fluorescencia y los resultados son el promedio de 
cuatro animales/ grupo tratamiento. 

Los parámetros farmacocinéticos más relevantes correspondientes a los grupos 

en estudio luego del  tratamiento por vía PO o SC se resumen en la tabla 5.4.  
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Tabla 5.4. Parámetros farmacocinéticos para IVM obtenidos luego de la administración de la 
formulación de NCLs (por vía SC y PO) y de la FC administrada por vía SC. (dosis de IVM: 0,2 mg/kg) 

Cmax: pico de concentración plasmática máxima; ABC área total bajo la curva de concentración en 
función del tiempo, extrapolada a infinito; T1/2el, tiempo medio de eliminación. Los valores se expresan 
como el promedio ± DS(n= 3). Los valores que no presentan una letra en común son significativamente 
diferentes (p < 0,05).NCLs=nanocápsulas lipídicas; SC= subcutáneo; PO= peroral; FC= formulación 
comercial. 

Los valores de ABC reportados en la tabla 5.4. indican que la biodisponibilidad 

por vía SC fue 3 veces mayor que la obtenida por la vía PO para las NCLs. Además de la 

diferencia de permeabilidad de estas dos vías, la biodisponibilidad oral reducida de 

IVM puede atribuirse en parte a la elevada afinidad que tiene esta molécula por la P-

gp, presente en el tracto gastrointestinal (TGI) [Virkel y cols., 2005; Ballent y cols., 

2007].Esta proteína puede transportar activamente IVM fuera de los enterocitos y 

hacia el lumen intestinal, reduciendo la cantidad absorbida luego de la administración 

oral. Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en el tiempo medio de 

eliminación de IVM, luego de la administración de NCLs por ambas vías. En función de 

lo expuestos anteriormente, el comportamiento farmacocinético de IVM-LNCs 

indicaría que estos sistemas podrían ser promisorios para mejorar la terapéutica 

antiparasitaria y auspicia el desarrollo de nuevos estudios tendientes a optimizar esta 

herramienta para el tratamiento de parasitosis.  

5.3.7. Estudios de biodistribución a los principales órganos/tejidos de 

localización parasitaria 

Los parásitos helmintos viven en la superficie de la mucosa del TGI, bronco-

pulmonar, conductos biliares o intracelularmente. Así, el fármaco tiene que ser 

liberado de su formulación, absorbido y transportado por la circulación hasta el lugar 

donde se localizan los parásitos. En plasma, una fracción de IVM se une 
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reversiblemente a las proteínas y la fracción libre es la que interviene en los procesos 

de distribución tisular, metabolismo y eliminación [Lanusse, 1994]. Además, la 

distribución de IVM puede estar afectada significativamente por la condición del 

animal, dado que pequeñas diferencias produce cambios drásticos en el tamaño del 

compartimiento corporal. Los estudios farmacocinéticos se han centrado 

tradicionalmente en los perfiles de concentración del fármaco obtenidos a partir del 

torrente sanguíneo. Sin embargo, muchos compuestos ejercen sus efectos sobre 

órganos/tejidos blanco no vasculares bien definidos, a los que acceden luego de ser 

distribuidos desde el compartimento sanguíneo central. Por esta razón, los cuatro 

tejidos de interés seleccionados para los estudios de biodistribución fueron: pulmón, 

pared intestino delgado (PID), contenido intestino delgado (CID) e hígado. Los 

resultados se presentan en la figura 5.10. Para el análisis, consideraremos en primer 

lugar la administración SC de las nanocápsulas. 

Como se observa, se obtuvieron concentraciones de IVM elevadas, (mayores a 

25 ng/ml) por al menos 48 horas en todos los tejidos evaluados luego de administradas 

las NCLs. La mayor concentración de fármaco obtenida en los tejidos blancos se refleja 

en el valor de Cmax obtenido a las 12 horas para PID (173±24 ng/ml) y a las 6 horas para 

CID (350±85 ng/ml). Asimismo estos valores permanecen elevados y se mantienen 

incluso luego de 48 horas post-tratamiento. Esto se refleja en el prolongado tiempo 

medio de residencia (TMR) obtenido en el ensayo para los cuatro órganos evaluados 

(entre 33 ±4 y 43±6 horas).  

Los resultados aquí presentados nos permiten decir que nuestra formulación de 

NCLs es igualmente eficaz que una formulación comercial para alcanzar una 

concentración relevante de IVM en los principales sitios de localización parasitaria. 

Nuestro próximo objetivo será entonces, trabajar sobre aspectos de la formulación a 

fin de incrementar la biodisponibilidad de IVM vehiculizada en estos sistemas y evaluar 

la eficiencia frente a nematodos susceptibles y resistentes. 
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Figura 5.10. Perfiles comparativos de concentración de IVM en función del tiempo obtenidos para 
cuatro órganos/tejidos de interés. 

A) Pared Intestino Delgado (PID) B) Pulmón C) Contenido Intestino Delgado (CID) D) Hígado. La FC y las 
LNCs se administraron en ratas por vía SC y PO y a tiempos predeterminados se evaluó la concentración 
de fármaco (dosis: 0,2 mg/kg). 

Por otra parte, el eflujo de IVM mediado por P-gp se ha propuesto como uno de 

los principales mecanismos de resistencia [Pouliot y cols., 1997; Stephens y cols., 

2001]. Dada su localización específica del lado apical de las células epiteliales, P-gp 

juega un importante rol en la absorción de IVM. No obstante, es interesante notar que 

luego de las 48 horas, las concentraciones de IVM provenientes de la administración 

de NCLs por ambas vías tienden a igualarse lo cual representa una ventaja para esta 

formulación, administrada por vía oral. 
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Figura 5.11. Variables cinéticas para IVM en diferentes tejidos. A) MRT: tiempo medio de 
residencia B) ABC: área bajo la curva de concentración de IVM en función del tiempo; C) Cmax: máxima 

concentración de IVM. 

Los parámetros farmacocinéticos se obtuvieron a partir del análisis de los datos de concentración de 
fármaco en función del tiempo luego de la administración de diferentes formulaciones de IVM a una 
concentración de 0,2 mg/kg por vía SC y PO en ratas. PID: pared intestino delgado; CID: contenido 
intestino delgado. 

La amplia distribución tisular de IVM coincide con la elevada concentración de 

este fármaco encontrado en el TGI (pared y contenido de intestino delgado), pulmones 

e hígado. Además, si se realiza La relación ABC tejido (IVM-NCLs)/ABC plasma (IVM-

NCLs) para los cuatro tejidos evaluados, los valores oscilan entre 4,5 y 6,5 lo que 

claramente demuestra la mayor concentración de IVM alcanzada en la los órganos 

blanco tras la administración de la formulación en estudio (figura 5.11.).IVM es 

efectiva contra la mayoría de los nematodos adultos y larvas gastrointestinales 

[McKellar y Benchaoui, 1996] y contra Dictyocaulus viviparus, parásito nemátodo de 

los bronquios, ejerciendo un efecto protector prolongado [Armour y cols., 1985; Jones 

y cols., 1993]. De este modo, la persistencia de la actividad antihelmíntica de este 

fármaco contra los parásitos del TGI se ve facilitada por su patrón de distribución y su  

prolongada residencia en el tejido de la mucosa digestiva luego de la vehiculización en 

http://es.wikipedia.org/wiki/Par%C3%A1sito
http://es.wikipedia.org/wiki/Nem%C3%A1todos
http://es.wikipedia.org/wiki/Bronquios
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las NCLs. Por otra parte, la concentración de endectocida requerida en el sitio de 

localización parasitaria para inhibir el establecimiento o el desarrollo de los parásitos 

no ha sido determinada con exactitud aún. Sin embargo, los estudios anteriores 

llevados a cabo en los órganos blanco, podría proveer información útil para estimar 

con precisión la concentración de fármaco por debajo del cual la eficiencia contra los 

parásitos adultos y larvas comienza a disminuir [Lifschitz y cols., 2000]. 

De este modo, considerando el supuesto teórico de que concentraciones en el 

tejido blanco por encima de 1 ng/g representan el nivel mínimo de fármaco requerido 

para una actividad antiparasitaria óptima, sería posible estimar el período de tiempo 

post-tratamiento durante el cual el nivel de endectocida en el sitio de localización se 

mantiene por encima de dicho nivel plasmático. Para todos los tejidos evaluados, la 

concentración de IVM luego de la administración de las NCLs, en los cuatro días post-

tratamiento se mantuvo por encima de este valor, lo que constituye un resultado 

interesante en el control de la parasitosis.  

 5.4. Conclusiones del capítulo 

El MIF resultó óptimo para la obtención de NCLs estables conteniendo IVM. El 

núcleo lipídico compuesto por Labrafac ha permitido la encapsulación de diferentes 

dosis de IVM. Las técnicas microscópicas y espectroscópicas han demostrado que en 

todos los casos se obtienen suspensiones de partículas nanométricas y monodispersas.  

Por otra parte, el consumo de unidades de CH50 por parte de IVM-NCLs no fue 

significativo, lo que permite presuponer que las partículas no serían reconocidas in 

vivo por el SC, con un tiempo de circulación sanguínea aceptable. Esta observación fue 

corroborada a través del ensayo de la captura macrofagocítica.  

Por otra parte, el perfil de concentración plasmática luego de la administración 

de IVM-NCLs por vía SC tiende a ser significativamente mayor en comparación a las FC 

disponible. Además, no se registraron cambios en el patrón de distribución tisular 

evaluado para IVM entre ambas formulaciones. 

De lo expuesto hasta aquí, podemos concluir que las NCLs constituyen un 

sistema prometedor para aumentar el tiempo de exposición de IVM frente a los 

parásitos en los órganos blancos. 



 

CAPITULO 6 
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Capítulo 6 

Nanocápsulas Lipídicas para la vehiculización de 

fármacos antiparasitarios: Albendazol 

6.1. Introducción 

En la actualidad se encuentran descriptos en la literatura científica numerosos 

sistemas conocidos como nanoportadores para albendazol (ABZ). Entre ellos, el 

desarrollo de liposomas PEGilados [Panwar y cols., 2010] parece ser uno de los más 

prometedores logrando un direccionamiento activo del fármaco [Beduneau y cols., 

2007b] sin embargo estas formulaciones no han sido investigadas en profundidad 

todavía. Como se detallara en capítulos anteriores, en nuestro laboratorio, hemos 

desarrollado NCLs que se obtuvieron por el método de emulsificación, en el que se 

emplean excipientes reconocidos como seguros (GRAS, su sigla en inglés) y no se 

requiere el uso de solventes orgánicos.  

En cuanto a la administración oral, las NCLs se han formulado para lograr la 

inhibición de la P-gp en el tracto gastrointestinal; logrando así, por ejemplo, un 

aumento en la concentración plasmática de paclitaxel [Peltier y cols., 2006]. Si bien 

esta plataforma ha sido ampliamente estudiada en los últimos años como sistema de 

transporte y liberación para numerosos fármacos anticancerígenos, [Lamprecht y cols., 
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2006] aún no se ha investigado su potencial aplicación en el campo de la veterinaria, 

más específicamente en las zoonosis. 

Estas comprenden aquellas enfermedades e infecciones que se transmiten, en 

forma natural, entre los animales vertebrados y el hombre [Chomel, 2008]. La 

hidatidosis, también conocida como enfermedad hidatídica o echinococcosis, es una 

zoonosis causada por la forma larval de los parásitos del género Echinococcus Rudolphi 

1801, y se caracteriza por el crecimiento de los quistes hidatídicos en el hospedador 

intermediario, como herbívoros domésticos y el hombre [McManus y cols., 2012]. Esta 

infección parasitaria es una enfermedad crónica, compleja y es considerada por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) como una de las principales enfermedades 

desatendidas a nivel mundial [Brunetti y cols., 2011]. Además, la hidatidosis es una de 

las parositosis con mayor efecto sobre la economía debido a pérdidas significativas en 

la producción de carne, leche y en el valor de la lana [Eckert y Deplazes, 2004]. En 

Argentina, la enfermedad está difundida en todo el territorio nacional, con un área de 

riesgo que abarca casi el 30% del mismo. En esta área, residen casi 4 millones de 

personas, de las cuales más de 400 mil corresponden a niños menores de 5 años [OPS, 

2004].  

Las estrategias de tratamiento de la hidatidosis dependen en gran medida de 

diferentes factores tales como el tamaño y la localización del quiste, la viabilidad del 

mismo, la interacción de éste con los tejidos del hospedador, la presencia de 

contaminación bacteriana o fúngica y las complicaciones debidas a una ruptura 

quística y diseminación de protoescólices [Kern, 2003;2006]. En la actualidad existen 

cuatro alternativas de tratamiento en humanos: cirugía, PAIR (aspiración monitoreada 

por ecografía), quimioterapia con benzimidazoles (BZ) y la modalidad de observar y 

esperar (watch and wait, en inglés) para quistes inactivos, clínicamente silentes 

[Stojkovic y cols., 2009; Elissondo y cols., 2013].  

Si bien la cirugía es en muchos casos exitosa, principalmente en la hidatidosis 

primaria con quistes poco numerosos o de fácil acceso, está lejos de serlo cuando se 

trata de hidatidosis secundaria diseminada o de presentaciones clínicas inoperables. El 

tratamiento de la hidatidosis basado en la cirugía como único método de cura ha 

cambiado sustancialmente en los últimos 30 años con la introducción del tratamiento 

médico con BZ [Salvitti y cols., 2002], tales como albendazol (ABZ) y mebendazol 
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(MBZ); y hasta incluso en algunos casos se utiliza el derivado heterocíclico 

isoquinolónico praziquantel (PZ) [Hemphill y Müller, 2009]. 

No obstante, los únicos antihelmínticos aprobados por la FDA (Food and Drug 

Admnistration) son MBZ, ABZ y su principal metabolito ABZ sulfóxido (ABZSO), con una 

efectividad que no supera el 50%. ABZ ha demostrado una mayor efectividad que MBZ 

dado que presenta una mayor absorción intestinal, logrando, por lo tanto, una mayor 

concentración plasmática en relación a la dosis administrada. Es por ello que en la 

actualidad ABZ es el fármaco más utilizado para el tratamiento quimioterapéutico de la 

hidatidosis humana. Según las recomendaciones de la Organización Mundial de la 

Salud (OMS), ABZ debe ser administrado en dosis de 10 a 15 mg/kg de peso corporal 

divido en dos tomas diarias luego de la ingestión de alimentos por un período de entre 

3 y 6 meses. No obstante, todavía no se ha definido adecuadamente la duración del 

tratamiento ni la eficacia del mismo. 

Se ha reportado que entre un 20-40% de los pacientes no responden de manera 

favorable al tratamiento quimioterapéutico tanto con los BZM como con PZ [Hemphill 

y Müller, 2009], produciendo en la mayoría de los casos la estabilización de la 

enfermedad en vez de su cura [Horton, 2003]. Más aun, a lo largo del tratamiento, es 

necesario un monitoreo riguroso de los potenciales efectos adversos a través de 

exámenes específicos tales como medición de las aminotransferasas y el recuento de 

células sanguíneas, cada dos semanas (para los primeros 3 meses), luego mensuales 

(para el primer año) y posteriormente cada 3 meses [Horton, 1997; Vuitton, 2009]. Por 

todo lo expuesto anteriormente, se evidencia que, en lo que respecta al tratamiento 

quimioterapéutico de la hidatidosis en humanos, no existen al momento fármacos que 

demuestren un 100% de eficacia sobre el estadio larval de este cestode. 

Ya sea por la toxicidad de los compuestos empleados o por su falta de eficacia, 

ha surgido la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas para optimizar el 

tratamiento en humanos. De esta manera se evitarían los riesgos de la cirugía y se 

abaratarían los costos que implica para el sistema de salud. En este contexto, 

numerosos esfuerzos se han llevado a cabo para aumentar la solubilidad de los BZ a fin 

de mejorar su efectividad en el tratamiento de las infecciones sistémicas causadas por 

cestodos [Wen y cols. 1993]. Entre las estrategias más importantes desarrolladas con 

este fin, es importante destacar la ionización en medio ácido de ABZ, ya que este 
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fármaco es de naturaleza básica. Sin embargo, este aumento de solubilidad no es 

suficiente para la preparación de formulaciones que requieran elevadas 

concentraciones [Garcia y cols. 2003]. Otra alternativa es el empleo de surfactantes 

como los polisorbatos o las sales biliares; o co-solventes como Transcutol® [Torrado y 

cols., 1996; Redondo y cols., 1998]. Sin embargo, las propiedades surfactantes de estos 

compuestos se asocian con la irritación de la mucosa gástrica. De igual modo, el 

empleo de hidroxipropil ciclodextrinas y polivinilpirrolidona fueron ampliamente 

investigados [Garcia y cols. 2003; Daniel-Mwambete y cols., 2004]. 

En relación con la equinococosis quística (EQ) se han desarrollado diferentes 

estrategias para mejorar la eficacia de ABZ como la preparación de emulsiones aceite 

en agua [Shuhua y cols., 2002], la incorporación en liposomas [Mingjie y cols., 2002; Lin 

y cols., 2011] y liposomas combinados con extractos acuosos de Huaier [Lv y cols., 

2013]. Es importante remarcar que ABZ es convertido en su metabolito menos activo, 

ABZ-SO, por el metabolismo del primer paso hepático. De esta manera, el éxito del 

tratamiento quimioterapéutico en la hidatidosis se basa en la capacidad del fármaco 

para ejercer su acción en la capa germinativa y en los protoescólices del interior del 

quiste hidatídico en concentraciones adecuadas y por períodos de tiempo suficientes 

[Truong-Conga y cols., 2008]. 

En este contexto, la utilización de portadores micro y nanoparticulados emergen 

como una alternativa promisoria para mejorar la eficacia terapéutica de ABZ. Una 

ventaja adicional de esta clase de sistemas es la vectorización de ABZ hacia el sitio de 

acción, es decir, los quistes. Existen relativamente pocos estudios sobre la eficacia de 

las nanopartículas cargadas con ABZ sobre Echinococcussp. Rodríguez y cols. (1995) 

describieron el uso de una formulación inyectable de nanopartículas poliméricas 

cargadas con ABZ aplicadas a E. multilocularis, agente causante de la equinococosis 

alveolar. Cong y cols. (2008) desarrollaron nanopartículas poliméricas cargadas con 

ABZ-SO y estudiaron la penetración in vitro a través de la membrana de quistes 

hidatídicos en ovejas. 

En este capítulo, nos focalizamos en la mejora de la biodisponibilidad de ABZ 

aprovechando las propiedades favorables de las nanocápsulas como por ejemplo la 

solubilización de fármacos hidrofóbicos en el núcleo lipídico, la protección frente al 

metabolismo de primer paso hepático y la vectorización de fármaco hacia los sitios de 
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localización de los quistes. Se presentan los resultados concernientes a la formulación 

de ABZ en NCLs, incluyendo el método de obtención, la caracterización físico-química, 

la estabilidad y la eficacia quimioprofiláctica in vivo en el modelo murino de 

equinococosis quística.  

6.2. Materiales y Métodos 

El primer paso en el diseño de las nanocápsulas fue evaluar la solubilidad de una 

concentración fija de ABZ en diferentes medios. En forma breve, 5 mg de ABZ se 

agregan a 1 g de diferentes excipientes lipídicos. Con el fin de facilitar la solubilización, 

las preparaciones se colocaron en un baño con ultrasonido durante 15 minutos, y 

después se filtraron usando un filtro Minisart® 0,2 µm (Sartorius, Goettingen, 

Alemania). La solubilidad de ABZ se determinó siguiendo la metodología M.14. 

descripta en el anexo II. En primer lugar, ABZ se solubilizó en ácido oleico (AO) a una 

concentración de 0,025 % p/p. En esta solución, se añadió Labrafac® y luego el proceso 

se continuó como se detalla en M.4. del anexo II. 

La distribución de tamaño (TMP), el índice de polidispersidad (IP) y el potencial 

zeta (PZ) de las dispersiones de NCLs fueron determinados por espectrofotometría de 

correlación-fotón (ECF). Los detalles de las citadas técnicas se describen en M.6. del 

anexo II. Luego, para la determinación de la eficiencia de carga y el rendimiento de 

encapsulación (EE%), las dispersiones fueron filtradas empleando un filtro Ministar® de 

0,22 µm. Las concentraciones de ABZ en el sobrenadante se midieron por triplicado 

empleando HPLC, de acuerdo con el protocolo descrito en USP 31–NF 26 (2008). 

Ambas metodologías se detallan en la sección M.10. del anexo II. 

Los estudios de efectividad in vivo, en el caso de E. granulosus, están 

generalmente orientados a evaluar: a) La efectividad quimioprofiláctica, simulando 

experimentalmente lo que sucedería si se produce una rotura quística y 

consecuentemente la dispersión de la arena hidatídica; y b) el tratamiento de 

hidatidosis secundaria, donde se permite el desarrollo de las formas quísticas y se 

comienza el tratamiento aproximadamente a los 7 meses post-infección con 

protoescólices [Denegri y cols., 2002].  
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En este capítulo se detallan los resultados de estudios de efectividad 

quimioprofiláctica. Se trabajó con protoescólices obtenidos de quistes hepáticos y/o 

pulmonares de ovinos. Se inocularon ratones CF1 por vía intraperitoneal y al día 

siguiente de la infección se  inició la administración por vía oral de las distintas 

formulaciones consideradas para este ensayo, a la dosis de 5 mg/kg/día durante 30 

días. A los seis meses post-tratamiento, tiempo suficiente para comprobar si se 

produjo el desarrollo de las masas quísticas, se sacrificaron los animales (ver en 

sección  M.17. “Ética en el manejo de los animales de experimentación” del anexo II). 

Se examinaron las características macroscópicas de los quistes extraídos como 

así también se realizó el estudio ultraestructural en MEB de las membranas de los 

quistes procedentes de los ratones controles y de los tratados. La característica 

macroscópica indicadora de la eficiencia del tratamiento fue la evolución del peso de 

los quistes. Los detalles de esta metodología experimental se desarrollan en la sección 

M.17. del anexo II. 

Estos ensayos fueron llevados a cabo en estrecha colaboración con la Dra. Celina 

Elissondo y su grupo de investigación perteneciente al Laboratorio de Zoonosis 

Parasitarias de la Facultad de. Ciencias Exactas y Naturales (UNMDP, Argentina).  

6.3. Resultados y Discusión 

6.3.1. Estudios de preformulación y formulación  

En la primera parte de este estudió se evaluaron distintos lípidos como matriz 

formadora del núcleo de las NCLs. Por otra parte, ABZ se presenta como un polvo 

cristalino estable, con alto punto de fusión (209 °C) que se caracteriza por ser insoluble 

en agua (0,01 mg/ml) [Kasim, NA y cols.; 2003], benceno y éter, soluble en 

dimetilsulfóxido, ácidos y bases fuertes y poco soluble en etanol y cloroformo. La 

estructura química se presenta en la sección M.2. del anexo II. De manera preliminar y 

teniendo en cuenta las propiedades ácido-base de este compuesto, evaluamos la 

solubilidad de ABZ en HCl 0,1M y la subsiguiente encapsulación en la fase oleosa 

interna. Este método se ha reportado con anterioridad para otros fármacos 

hidrofóbicos [Roger y cols., 2011]. 



Tesis Doctoral  Capítulo 6 

105 
 

Sin embargo, en este caso la capacidad de carga y la EE% obtenidas fueron 

bajas y por ello consideradas como no aceptables para aplicaciones preclínicas y 

clínicas. Con el objetivo de obtener más información acerca de los núcleos lipídicos 

alternativos como así también de los co-surfactantes que presentasen características 

adecuadas para la formulación de NCLs y que al mismo tiempo permitiesen la 

solubilización de ABZ, llevamos a cabo un estudio de solubilidad como se describe en la 

sección M.14. del anexo II.  

Teniendo en cuenta algunos ensayos preliminares y considerando la dosis 

comúnmente usada para los estudios in vivo en modelos murinos de hidatidosis, 

evaluamos una serie de lípidos y co-surfactantes capaces de solubilizar el fármaco a 

una concentración de 0,5 % p/p o mayor. La tabla 6.1. presenta la lista de materiales 

ensayados.  
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Tabla 6.1. Solubilidad de ABZ en diferentes lípidos (NS: no soluble; S: soluble).  

 

A esta concentración, sólo AO y Transcutol®P fueron capaces de solubilizar ABZ. 

Dado que estos compuestos son utilizados comúnmente como co-surfactantes en 
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dispersiones de nanopartículas, la estrategia que se empleó fue combinar los lípidos 

Captex 8000 y Labrafac con estos co-surfactantes. Cuando se combinaron distintas 

proporciones de Transcutol®P con Labrafac, las NCLs resultantes presentaron tamaño 

de partícula e IP no aceptables. Como resultado, este núcleo lipídico fue descartado 

para estudios posteriores. Para el caso del AO, se obtuvo que la cantidad máxima de 

AO que podía incorporarse a la formulación sin alterar las propiedades fisicoquímicas 

de las NCLs era de 1,14% p/p. Incluso, la presencia de ABZ solubilizado en AO no afectó 

ni el tamaño ni el IP de las NCLs. 

En paralelo con esto, y con el objetivo de obtener información sobre la 

eficiencia del material lipídico para el cargado de fármaco, se evaluaron 3 lotes de 

NCLs (llamados A, B y C) utilizando como fase lipídica Labrafac, Captex® 8000 y una 

combinación (50:50) Captex® 8000/Labrafac®. En la tabla 6.2. se resumen las 

propiedades físico-químicas y la eficiencia de carga de estas dispersiones. 

Tabla 6.2. Composición y caracterización (TMP, IP, PZ y EE % de tres lotes de NCLs (n=3). 

 

El TMP de los tres lotes de NCLs variaron entre 48±1 y 56,2±0,2 nm, con valores 

de PZ negativos. Para todas las formulaciones el IP fue menor a 0,2. Sin embargo, una 

EE% de ABZ mayor al 90% solo se obtuvo con Labrafac como matriz lipídica. De hecho, 

los parámetros de estabilidad para este lote fueron mejores que los obtenidos para los 
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otros dos evaluados en un periodo de 30 días. Consecuentemente, la formulación 

detallada en la tabla 6.3. fue la seleccionada para estudios posteriores. 

Tabla 6.3. Composición de ABZ-NCLs (concentración final de ABZ: 0,286 mg/ml de dispersión). 

 

TA= temperatura ambiente 

6.3.2. Caracterización fisicoquímica de ABZ-NCLs  

Además de las propiedades mencionadas anteriormente, también empleamos 

las microscopias (MEB y MET) para una caracterización más exhaustiva de los sistemas. 

Las figuras 6.1. y 6.2., confirman la homogeneidad de las suspensiones aunque 

algunas partículas de tamaño mayor pueden ser observadas también. Los diámetros 

difieren ligeramente de los obtenidos por la técnica de ECF, dado que las 

nanopartículas sufren un aplanado en el proceso de secado durante la preparación de 

las muestras para microscopía. Esta particularidad suele ser frecuente y observada ya 

con anterioridad en el estudio de estos sistemas [Lamprecht y cols., 2004]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.1. Microfotografías de MEB de una nanosuspensión de ABZ-NCLs (concentración de ABZ: 
0,286 mg/ml) 

 



Tesis Doctoral  Capítulo 6 

109 
 

 

Figura 6.2. Microfotografías de MET de suspensiones de ABZ-NCLs (concentración de ABZ: 0,286 
mg/ml). Izquierda: 100.000 x. Derecha: 200.000 x. 

6.3.3. Ensayos de liberación in vitro  

En la literatura científica se han descripto diferentes patrones de liberación para 

las NCLs, siendo la naturaleza del fármaco un factor clave. De esta manera, se han 

informado porcentajes de liberación no significativos para fármacos voluminosos y de 

elevado peso molecular como paclitaxel [Garcion y cols., 2006] y 7-etil-10-

hidroxicamptotecina [Roger y cols., 2011], mientras que para moléculas pequeñas e 

hidrofílicas se ha reportado una liberación de aproximadamente el 30 % en un periodo 

de 7 días [Weyland y cols., 2011].  

En nuestro caso, para ABZ se observó una mayor tasa de liberación, como puede 

apreciarse en la figura 6.3. El patrón de liberación presenta diferentes fases: la 

liberación fue muy baja dentro de las primeras tres horas (≈ 0,5 %), luego una 

liberación súbita moderada (burst effect, en inglés) alcanzando una liberación del 5,5 % 

luego de 6 horas. Posteriormente, la liberación de ABZ se mantuvo relativamente 

constante durante las 96 horas restantes hasta alcanzar un porcentaje de liberación 

del 41% al final del ensayo. Los resultados concuerdan con los obtenidos en estudios 

anteriores donde se postula que la proporción o la naturaleza del surfactante no 

constituyen un factor clave en el mecanismo o la velocidad de liberación del fármaco 

mientras la concentración de aquel permanezca constante [Abdel-Mottaleb y cols., 

2010]. De este modo, la velocidad de liberación del F estaría solo afectada por la 

interacción fármaco/glicérido y una liberación rápida o prolongada podría ser lograda 

cambiando el núcleo lipídico empleado [Abdel-Mottaleb y cols., 2010]. 
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Por otra parte, y teniendo en cuenta que no se observó degradación in vitro, la 

liberación del fármaco podría ocurrir principalmente por difusión a través del núcleo 

lipídico de la nanocápsula, como ya ha sido descripto para otros fármacos [Washington 

y cols., 1996]. Dado que la posible erosión del sistema portador no es considerado en 

estos ensayos, es de esperarse que el comportamiento de liberación in vitro de las 

NCLs no correlacione bien con lo que sucede in vivo. De todas maneras, este ensayo  

puede brindarnos información útil sobre el mecanismo de liberación del F desde las 

NCLs. 

 

Figura 6.3. Perfil de liberación de ABZ desde las NCLs. 

Se empleó como medio receptor una solución de PBS1X con el agregado de 2% de Tween® 80 (n=3, los 
datos se muestran como la media ± DS) 

6.3.4. Estabilidad de ABZ-NCLs  

 La estabilidad de las partículas fue evaluada por 60 días a dos 

temperaturas (4 ºC y 25 ºC). Como se muestra en la figura 6.4., las suspensiones de 

ABZ-NCLs fueron físicamente estables a ambas temperaturas y en el tiempo estudiado, 

no observándose cambios significativos en el tamaño ni el potencial z (tabla 6.4.). Para 

todas las formulaciones se obtuvo un IP<0,2, lo que demuestra la monodispersidad de 

las formulaciones. La EE% de ABZ fue mayor al 90% y se mantuvo constante a lo largo 

del tiempo evaluado con una concentración media final de fármaco igual a 0,286 ± 
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0,008 mg/ml de nanosuspensión. Por otra parte, las diferencias encontradas entre los 

lotes no fueron significativas (p˂0,05). 

Tabla 6.4. Carga de fármaco y eficiencia de encapsulación (EE%) para ABZ en las NCLs. (n=4; los datos 
se muestran como el promedio ± DS) 

 

 

Figura 6.4. Estabilidad de las ABZ-NCLs  

Se evaluó el tamaño medio de partícula (barras) y el potencial z (líneas) de cuatro formulaciones de ABZ-
NCLs. El tiempo de estudio fueron 60 días y las muestras se conservaron a 4ºC y 25 ºC. Los resultados se 
presentan como la media ±DS.  

6.3.5. Estudio de eficacia quimioprofiláctica 

La figura 6.5. muestra los quistes obtenidos luego de la necropsia de los ratones 

de los cuatro grupos tratados, donde cada bandeja representa un animal. Todos los 

ratones infectados provenientes de los grupos control y los que recibieron la 

suspensión de ABZ desarrollaron quistes en su cavidad abdominal, mientras que en 

cuatro de los diez ratones del grupo tratado con ABZ-NCLs, no se observó evolución de 

la infección puesta de manifiesto a través de la ausencia de quistes. Además, en este 

grupo se observó menor desarrollo de masas quísticas. 



Tesis Doctoral  Gabriela Ullio Gamboa 

112 
 

Los mismos resultados se obtuvieron en estudios preliminares luego de la 

administración de las nanosuspensiones por vía SC. Estos últimos resultados se 

muestran en la figura 6.6. 

 

Figura 6.5. Vista macroscópica de quistes hidatídicos recuperados de ratones luego del experimento.  

Cada bandeja representa los quistes obtenidos de un animal (se muestran sólo 4 animales por grupo). 1) 
Grupo control, 2) Grupo tratado con suspensión de ABZ, 3) Grupo control con NCLs blanco, 4) Grupo 
tratado con ABZ-NCLs. Dosis de ABZ: 5mg/kg peso del animal. 

 

Figura 6.6. Vista macroscópica de quistes hidatídicos recuperados de ratones del experimento 
preliminar luego de la administración del tratamiento por vía subcutánea.  

Cada bandeja representa los quistes obtenidos de un animal (se muestran sólo 4 animales por grupo). 1) 
Grupo control, 2) Grupo tratado con ABZ-NCLs. 

1 3 
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La tabla 6.5. y el gráfico 6.7. resume los resultados de los pesos de los quistes 

luego del tratamiento de los diferentes grupos implicados en los estudios de eficacia 

quimioprofiláctica. En este punto cabe aclarar que debido a una deficiencia del modelo 

murino de echinococcosis quística no es posible lograr niveles de infección parejos en 

todos los animales. Para explicar esto deben tenerse en cuenta diferentes factores 

como por ejemplo, la compleja relación parásito-hospedador, la variabilidad individual 

del hospedador y la heterogeneidad inmunológica intrapoblacional. Sin embargo, está 

aceptado y validado por la bibliografía internacional como un modelo útil para la 

evaluación de la eficacia de fármacos y sistemas portadores. [Cucher y cols., 2013]. 

Como se observa, no hubo diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) 

entre el peso de los quistes provenientes del grupo control (4,38 ± 3,39 g) comparado 

con los grupos tratados con NCLs blanco (4,22±2,5 g). 

Tabla 6.5. Estudio de eficacia quimioprofiláctica. Se presenta el peso de los quistes hidatídicos 
recuperados de ratones luego del tratamiento (dosis ABZ: 5mg/kg). 

 
• 

p<0, 01; diferencias estadísticamente significativas entre el grupo ABZ-NCLs vs. el grupo control. * p<0, 
05; diferencias estadísticamente significativas entre el grupo que recibió la suspensión de ABZ y el grupo 
control. ** p<0,05; diferencias estadísticamente significativas entre el grupo ABZ-NCLs y el grupo que 
recibió la suspensión de ABZ.  

Por otra parte, se encontraron diferencias significativas en el peso de los quistes 

recuperados de los animales sin tratar comparados con los obtenidos del grupo ABZ-

NCLs (p˂0,01). Todos los ratones infectados en el grupo control y los tratados con la 

suspensión de ABZ desarrollaron quistes hidatídicos en la cavidad abdominal, mientras 

que en sólo cuatro de diez ratones tratados con ABZ-NCLs la infección no progresó. 

Además, los ratones que recibieron ABZ-NCLs exhibieron una reducción 

significativamente mayor (p˂0,05) en el peso de los quistes (0,25±0,24g) comparado 

con los animales tratados con la suspensión de ABZ (1,25±1,44g). 
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Estos resultados permiten afirmar que se obtiene una mayor eficacia 

quimioprofiláctica luego del tratamiento con ABZ-NCLs comparada con la suspensión 

de ABZ.  

Figura 6.7. Diagrama de cajas (box-plot) de la distribución comparativa del peso (g) de los quistes 
recuperados de los ratones. 

Los grupos fueron: control (no tratado), grupos tratados con las NCLs blanco y cargadas con ABZ y la 
suspensión de ABZ. El tratamiento fue por vía oral cada 24 h por 30 días seguidos a la infección (dosis de 
ABZ: 5 mg/kg). Se observó una disminución estadísticamente significativa (p<0,05) entre los pesos de los 
quistes recuperados del grupo ABZ-NCLs, los controles, las NCLs blanco y el tratamiento con la 
suspensión de ABZ. (*) Reducción significativa del peso de los quistes (p˂0,001) en el grupo ABZ-NCLs. 

La figura 6.8. muestra la apariencia ultraestructural de la capa germinativa luego 

de los estudios en MEB y MET realizados en quistes provenientes del grupo control. 

Todos los quistes presentaron en MEB la estructura multicelular característica (figura 

6.8.A.). En MET, la capa laminar se presentó con su habitual estructura amorfa y 

altamente glicosilada. Hacia el interior se observó el tegumento del parásito, un tejido 

sincicial con numerosas microtriquias protruyendo hacia la capa laminar. Más 

internamente, la capa germinativa que contiene numerosos tipos celulares, se mostró 

inalterada (figura 6.8.B.). En contraste, el estudio ultraestructural de los quistes 

desarrollados en los ratones tratados con ABZ-NCLs o suspensión de ABZ,  evidenció 

cambios en la capa germinativa con claros signos de destrucción celular. Sin embargo, 

la extensión en el daño resultó ser mayor luego de la administración de ABZ-NCLs 

comparada con la suspensión (figura 6.9.A.y B.). 
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Figura 6.8. Microfotografías de MEB de quistes de E. granulosus obtenidos de ratones 
experimentalmente infectados. 

A) Detalle de la capa germinativa de un quiste del grupo control. Notar la abundancia de células (1200x). 
B) MET de quiste de E. granulosus del grupo control (12000x). Capa germinativa (cg), capa laminar (cl), 
microtriquias (mq), citoplasma distal (cd), núcleo (n). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.9. Microfotografías de MEB de los quistes recuperados de los animales tratados. 

A) Microfotografía del grupo tratado con la suspensión de ABZ (dosis de ABZ: 5mg/kg peso). Se observan 
alteraciones en la capa germinativa  (gl) mientras que apenas pocas células mostraron una morfología 
intacta (x800). B) MEB de los quistes obtenidos de los animales tratados con ABZ-NCLs. La capa 
germinativa se encuentra alterada y solo fragmentos celulares pueden observarse (700x). 

A 

B 

A 

B 
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Luego de la administración oral de ABZ, ambas formulaciones (ABZ-NCLs y ABZ 

suspensión) demostraron un efecto quimioprofiláctico. Sin embargo, ABZ-NCLs mostró 

una efecto significativamente mayor en comparación con la suspensión. En primer 

lugar, el 40% de los ratones que recibieron ABZ-NCLs no desarrollaron ningún quiste 

mientras que en todos los ratones tratados con la suspensión de ABZ la infección 

progresó. El efecto perjudicial del fármaco sobre los protoescólices de E. granulosus en 

el momento de la infección podría ayudar a explicar la falta de desarrollo de quistes 

observados en algunos animales del grupo ABZ-NCLs. Adicionalmente, se hallaron 

diferencias significativas en el peso de los quistes obtenidos en estos grupos. El peso 

de los quistes obtenidos de ABZ-NCLs o de la suspensión de ABZ mostraron una 

reducción de 94% y del 71% respectivamente. (tabla 6.5.) Así, ABZ-NCLs no sólo 

reduciría el número de quistes desarrollados sino que también inhibirían el desarrollo 

de una hidatidosis secundaria en ratones. 

6.4. Conclusiones del capítulo 

Las NCLs conteniendo ABZ fueron desarrolladas según el método de inversión de 

fases. Las nanodispersiones obtenidas de esta manera poseen un tamaño de partícula 

de aproximadamente 50 nm con un IP menor a 0,2, y una eficiencia de encapsulación 

mayor al 90%. Mostraron ser estables por al menos 60 días según los resultados de los 

estudios llevados a cabo a 4 ºC y 25 ºC. La liberación de ABZ desde las NCLs resultó 

dependiente principalmente de las interacciones y la partición del fármaco entre el 

núcleo lipídico y el medio acuoso externo.  

Respecto a los ensayos in vivo, las ABZ-NCLs mostraron una eficacia profiláctica 

significativamente mayor que la suspensión de ABZ administrada por vía PO.  

Si bien se observaron cambios en la capa germinativa de los quistes 

desarrollados en los ratones tratados con ABZ-NCLs o con la suspensión de ABZ, la 

extensión del daño parece ser significativamente mayor luego del tratamiento con 

ABZ-NCLs comparado con la suspensión. Por lo expuesto anteriormente, este trabajo 

sería el primero en reportar el efecto in vivo de un sistema portador nanométrico para 

ABZ contra el estadío larval de E. granulosus. Basado en estos resultados, ABZ-NCLs 

podría ser una estrategia interesante para prevenir la hidatidosis secundaria.  



 

CAPITULO 7 

 

FUNCIONALIZACION DE LA SUPERFICIE 

 DE NANOCAPSULAS LIPIDICAS MEDIANTE 

LA TECNICA DE POST-INSERCION 
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Capítulo 7 

Funcionalización de la superficie de nanocápsulas 

lipídicas mediante la técnica de post-inserción 

7.1. Introducción 

En el campo de la nanomedicina y más específicamente en el desarrollo de 

sistemas farmacéuticos formulados a escala nanométrica, se espera que las superficies 

de las nanopartículas presenten diferentes propiedades que favorezcan el transporte 

activo y pasivo de fármacos [Gupta y Gupta 2005; Pellegrino y cols., 2005; Nasongkla y 

cols.,2006; Byrne y cols.,2008] y eviten el reconocimiento y la captura del sistema por 

parte de las células del sistema inmune [Fang y cols., 2009]. La estrategia más exitosa 

parece ser el uso de polímeros hidrofílicos que protegen las partículas del 

reconocimiento por parte del sistema del complemento. Estos portadores modificados 

estabilizados estéricamente también son conocidos como sistemas “fantasma”. El 

polietilenglicol (PEG) es el excipiente más frecuentemente utilizado dado que las 

moléculas de PEG pueden formar una cubierta hidrofílica protectora en la superficie de 

las nanopartículas que permite “ocultarlas” de la interacción con los componentes de 

la sangre [Owens y Peppas, 2006]. 

De manera amplia, puede decirse que todos los sistemas portadores descriptos 

en la literatura científica tienen la misma estructura general, es decir una superficie 
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interna, una superficie externa y una interfase. En algunos casos, la fase externa es la 

que provee las propiedades de interés y sirve de base para futuras aplicaciones. De 

este modo, no es coincidencia que el desarrollo de la ingeniería de materiales sea una 

herramienta emergente en el diseño de sistemas a escala nanométrica. 

En forma paralela, en las últimas décadas se han investigado numerosas 

estrategias propuestas como vehículos para antígenos proteicos; principalmente la 

atención se ha centrado en el área de formulación de vacunas, utilizando diversos 

compuestos/moléculas para obtener nanopartículas, que permitan liberar el antígeno 

y/o adyuvante de manera controlada. Las nanopartículas también han sido exploradas 

por sus propiedades adyuvantes intrínsecas, con antígenos adsorbidos en su superficie 

o incluidos dentro del núcleo. Se ha reportado la capacidad adyuvante de diferentes 

sistemas particulados que contienen uno o más antígenos, como los liposomas [Zhao y 

cols., 2009; Kwong y cols., 2011] y los complejos inmunoestimulantes [Beg y cols., 

2012]. No obstante, aún continúa siendo un desafío el desarrollo y la formulación de 

nuevas vacunas o bien la incorporación a las ya existentes de nuevos adyuvantes aún 

en fase de estudio clínico. 

Por su parte, las nanocápsulas lipídicas han sido originalmente diseñadas para la 

vectorización de sustancias hidrófobas y por ello están constituidas por una fase 

lipofílica, por lo general, triglicéridos de cadena media que constituyen el núcleo de la 

cápsula. La vehiculización de fármacos hidrofílicos también es posible pero empleando 

algunas estrategias tales como la solubilización del fármaco en micelas invertidas y 

posterior incorporación al sistema, lo que conlleva a realizar cambios radicales en los 

protocolos de obtención establecidos y por lo tanto modificaciones de las técnicas 

desde el comienzo, con el evidente costo material y económico adicional. Teniendo en 

consideración lo expuesto anteriormente, ha surgido un  nuevo enfoque al respecto: 

en lugar de trabajar en la modificación de los procesos de obtención, se considerará a 

las nanocápsulas obtenidas por el método clásico como plataformas nanométricas 

sobre las que pueden realizarse modificaciones de forma racional y controlada. De esta 

manera, surgen las técnicas de post-inserción como una alternativa a la modificación 

del proceso de obtención. Así, las NCLs pueden ser modificadas mediante la técnica de 

post-inserción de moléculas anfifílicas en su cubierta semirrígida. El anfífilo por lo 

general pertenece a la familia de los fosfolípidos pegilados o a la familia de los 
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esteroles pegilados. [Steenpaß y cols., 2006; Pan y cols., 2007; Zhao y cols., 2007] La 

unión de los polisacáridos a la superficie ofrece la ventaja de modificar las propiedades 

fisicoquímicas y biológicas del núcleo de estas partículas. Otros de los motivos que 

promueven este tipo de post-inserción es la mejora en la biodistribución del fármaco 

[Hoarau y cols., 2004; Richard y cols., 2008; Morille y cols., 2010], el direccionamiento 

del mismo a los órganos/tejidos blanco [Morille y cols., 2009] o bien su empleo como 

base para la posterior unión de otros compuestos activos [Béduneau y cols., 

2007a;2008; Zou y cols., 2008]. 

Según esta última aplicación, las NCLs decoradas con un polímero en su 

superficie han sido propuestas como una plataforma prometedora para la unión de 

ligandos blanco, por ejemplo péptidos y proteínas o bien moléculas de interés en 

terapia génica, como por ejemplo, ARN pequeño de interferencia o silenciador (en 

inglés, siRNA).  

El chitosan o quitosano (Ch) es un polímero ampliamente utilizado para mejorar 

las propiedades mucoadhesivas de nanopartículas [Mazzarino y cols., 2012]. Este 

compuesto, como así también su análogo lipofílico lipochitosan (LCh) presentan carga 

neta positiva, ofreciendo de esta manera la posibilidad de unir moléculas cargadas 

negativamente en la superficie de las nanocápsulas por interacciones electrostáticas 

[Hirsjärvi y cols., 2010]. 

Basados en estos antecedentes, el objetivo de este capítulo ha sido la obtención 

de NCLs por el método de inversión de fases (MIP) seguido de la funcionalización de su 

superficie mediante la adición del polímero catiónico LCh por la técnica de post-

inserción y la evaluación de la estabilidad y toxicidad del sistema. Este capítulo incluye 

también los resultados del posterior acomplejamiento por interacción electrostática 

con un oligodeoxinucleótido fosforotionato (CpG-ODN) de carga neta negativa. 

Finalmente se evaluó la estabilidad de este nuevo sistema y la respuesta inmunológica 

en líneas celulares de macrófagos. 
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7.2. Materiales y Métodos 

7.2.1. Obtención de las NCLs con superficie modificada 

Las NCLs se prepararon por el método de inversión de fases descripto 

anteriormente [Heurtault y cols., 2002a]. La síntesis de LCh se presenta 

esquemáticamente en la figura 3 del anexo II de materiales y métodos. Se ensayaron 

diferentes concentraciones de NCLs blanco (15-115 mg/ml) incubadas con diferentes 

concentraciones de LCh (10-40 mg/ml) con agitación constante a temperatura 

ambiente. El progreso de la inserción fue controlada mediante la determinación del 

tamaño medio de partícula (TMP) y el potencial zeta (PZ) medido a diferentes tiempos 

(entre 1-24 horas) y se empleó el test de ANOVA para determinar las diferencias 

significativas entre los valores observados [Hirsjärvi y cols., 2010]. Basados en estos 

estudios previos, se determinó que la concentración final optima (en términos de 

toxicidad) de LCh y NCLs luego de la inserción sería igual a 20 y 76,67 mg/ml 

respectivamente (ver siguiente sección).  

Para llevar a cabo la post-inserción, las NCLs fueron incubadas con la cantidad 

pre establecida de LCh bajo agitación magnética a 60 ºC por 2 horas con un exceso de 

la molécula anfifílica [Perrier y cols., 2010] (figura 7.1.). Luego, la eficiencia de la 

inserción se verificó mediante la separación del exceso de LCh no adsorbido a la 

superficie por centrifugación (4000 rpm, 15 minutos) utilizando un dispositivo de 

centrífuga (PallNanosep®, MWCO 10 kDa) (Pall Corporation, Ann Arbor, EEUU) y 

analizando el filtrado. Las NCLs ahora con la post-inserción fueron dializadas 

empleando una membrana Spectra/Por de celulosa regenerada (50 kDa MWCO, 

Spectrum Laboratories, Inc., Breda, Países Bajos) por 24 horas con agitación 

magnética. Nuevamente el resultado de la modificación de la superficie se verificó 

mediante la determinación del TMP y PZ. Las mediciones se basaron en  las técnicas 

descriptas en detalle en la sección M.6. del anexo II. 

El aprendizaje de la técnica y los ensayos de caracterización fisicoquímica de las 

nanocápsulas fueron llevadas a cabo en estrecha colaboración con el Dr. Jean-Pierre 

Benoit y el grupo de investigación que dirige perteneciente al laboratorio INSERM 

U1066, Université d’ Angers (Francia). 
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7.2.2. Incorporación de oligodeoxinucleótidos con motivos CpG  

CpG-ODN fue adsorbido luego de una agitación manual suave por 10 minutos de 

los tubos que contenían previamente NCLs/LCh a temperatura ambiente (figura 7.1.). 

La cantidad de CpG-ODN adsorbida en la superficie de las NCLs debería determinarse 

mediante el método convencional: separación del fármaco no encapsulado en las NCLs 

por centrifugación usando un filtro especial (Pall Nanosep, derivado de celulosa, 10 

kDa) y analizando el filtrado por HPLC según la técnica desarrollada en el capítulo 2. No 

obstante, debida a la interacción que experimenta CpG-ODN con varios tipos de 

derivados de celulosa, comprobada experimentalmente antes de realizar los estudios 

de liberación del capítulo 3, la determinación de la cantidad adsorbida se realizó de 

una manera indirecta a través del aumento del tamaño y variación del potencial 

electrocinético (en signo y magnitud) de las NCLs/LCh luego del agregado de 

concentraciones crecientes de CpG-ODN. 

 

Figura 7.1. Esquema de obtención las NCLs con superficie funcionalizada. 

En una primera etapa se obtiene la adsorción de LCh por la técnica de post-inserción. Posteriormente por 
interacción electrostática se acompleja el oligodeoxinucleótido de carga opuesta. Se representa la 
estructura química de LCh post-insertado en la superficie de las NCLs. 

 7.2.3. Estudios de estabilidad y caracterización fisicoquímica de los sistemas 

El resultado de la modificación de la superficie se verificó por mediciones de TMP 

y PZ según se detalla en M.6. del anexo II. La determinación del tamaño de partícula se 

basó en la espectroscopía de correlación-fotón (ECF) y los tamaños se presentan sobre 
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la base de las distribuciones de volumen junto con los índices de polidispersidad (IP). 

Las movilidades electroforéticas se convirtieron a PZ utilizando la ecuación de 

Smoluchowski. La estabilidad de estas NCLs (NCLs/LCh y NCLs/LCh/CpG-ODN) se 

evaluó después del almacenamiento a 4 ºC y a temperatura ambiente durante 30 días. 

La distribución del TMP y el PZ se determinaron después de la filtración de la muestra 

utilizando un filtro Minisart® 0,22µm (Sartorius, Goettingen, Alemania). Las 

determinaciones se llevaron a cabo por triplicado y los resultados se expresan como el 

promedio ± DS. 

7.2.4. Evaluación de la respuesta inmune en línea celular de macrófagos  

Con el objetivo de evaluar la respuesta inmune de los sistemas, se emplearon 

cultivos celulares obtenidos a partir de los bazos de ratones según el protocolo 

descripto oportunamente en la sección  M.10. del anexo I. Se determinaron las 

citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-10, IL-12) siguiendo el protocolo M.11. y M.12 del 

anexo I. Para ello, se emplearon bazos de ratones de la cepa Balb-C y TLR4 -/- para 

cerciorarse de que la respuesta obtenida no se debiera a la contaminación de la 

formulación con lipopolisacárido (LPS). En cada pocillo se colocó un volumen total de 

500 µl constituido por 250 µl de células de bazo, 200 µl de medio y 50 µl de NCLs/LCh-

CpG/ODN variando la cantidad de este último para obtener las cuatro concentraciones 

finales a ensayar. Estas últimas, son las mismas que se evaluaron en los estudios de 

caracterización y estabilidad in vitro. La figura 7.2. presenta el esquema de trabajo. 
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Figura 7.2. Esquema de trabajo para evaluar la respuesta inmune. 

Se tomaron los bazos de ratones hembras BALB/c y TLR 4-/- de 3 meses y se procesaron según se 
describe en M.10. del anexo I. Luego se colocaron 250 µl del cultivo a una concentración final de 1x10

6 

células por pocillo y 250 µl del tratamiento o el control (1 al 11 por triplicado) en una placa de 96 
pocillos. Las placas se incubaron a 37 ºC por 48h, luego se centrifugaron (1500 rpm a 4 ºC) y los 
sobrenadantes se colocaron en tubos rotulados a -80 ºC para posterior determinación de citoquinas 
proinflamatorias por la técnica de ELISA según M.12.del anexo I. 

7.3. Resultados y Discusión 

7.3.1. Obtención, caracterización fisicoquímica y evaluación de la 

estabilidad de NCLs modificadas 

El lipochitosan (fig.3 anexo II) es un polisacárido lineal compuesto por grupos β 

(1-4) D-glucosamina (unidades deacetiladas) y N-acetil D-glucosamina (unidades 

acetiladas). Esta modificación, como la acilación puede ser llevada a cabo a través de 

los grupos hidroxil y/o amino de D-glucosamina [Hirano y cols., 1976 y 2002; Hirano y 

Ohe 1975]. El Ch con un peso molecular mayor al usado en este estudio también 

puede reaccionar con el anhídrido esteárico como se describe en el anexo II, pero en 
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vez de disolverse, se hincha en agua. Así, sólo el Ch de bajo peso molecular puede ser 

considerado como un surfactante hidrofílico candidato para ser acomplejado. 

La técnica de post-inserción ha sido originalmente usada para la pegilación o 

incorporación de moléculas blanco en la superficie de los liposomas [Uster y cols., 

1996; Sou y cols., 2000; Fenske y cols., 2001; Moreira y cols., 2002]. En el caso de NCLs, 

se ha reportado que en lugar de deberse a los fosfolípidos de la superficie (Lipoid®), la 

incorporación de las moléculas anfifílicas es controlada por la conformación de las 

cadenas de polietilenglicol (PEG, Solutol®) la cual se ve favorecida por un aumento de 

la temperatura [Béduneau y cols., 2007b]. La conformación que adopta en forma de 

“cepillo” a elevadas temperaturas permite una mejor penetración de la molécula 

anfifílica entre las cadenas de PEG. 

No obstante, llega un punto donde la densidad de PEG en la superficie actúa 

como una barrera estérica que impide continuar con la post inserción [Sou y cols., 

2000]. De este modo, los parámetros más importantes que gobiernan la inserción son 

el tiempo de incubación, la temperatura y la concentración de la molécula a ser 

insertada. Debe tenerse siempre en cuenta que las modificaciones en la superficie de 

las partículas serían imposible si las partículas son demasiado pequeñas. De la misma 

manera, las modificaciones químicas interfaciales dependen fuertemente de la 

accesibilidad de los reactivos. Esta accesibilidad esta también muy relacionada con el 

radio de curvatura de las partículas. Así, resulta evidente la necesidad de controlar la 

proporción de moléculas acomplejadas para evitar cualquier tipo de inestabilidad 

coloidal, como la floculación.  

En estudios previos se evaluó la incubación de diferentes concentraciones de LCh 

y de NCLs variando el tiempo y la temperatura de incubación [Hirsjärvi y cols., 2010]. 

En este caso (tabla 7.1.), se evaluaron en términos de estabilidad fisicoquímica 

dos tamaños nominales de partículas (50 y 100nm) a una concentración preestablecida 

y el posterior acomplejamiento con una concentración fija de LCh. Se observa que las 

NCLs blanco presentan un TMP ligeramente menor antes de la incubación y un PZ 

negativo atribuible a los grupos PEG del Solutol® que forman dipolos capaces de 

interaccionar con contra-iones o dipolos del agua [Vonarbourg y cols., 2005]. El ligero 

aumento de tamaño y el cambio de signo del PZ luego de la post-inserción confirman 

el éxito de la modificación de la superficie. Cabe destacar que las suspensiones de 
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nanopartículas continuaron siendo monodispersas (IP˂0,2) en los dos casos y para 

llevar a cabo los estudios posteriores se seleccionaron las NCLs de 50nm. La figura 7.3. 

presenta una microfotografía de estos últimos sistemas. 

Tabla 7.1. Caracterización fisicoquímica (TMP, IP y PZ) de dos NCLs blanco antes y después de la 
técnica de post-inserción. 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 7.3. Microfotografías de MEB de una nanosuspensión de NCLs de 50nm luego de la post-
inserción con LCh. Magnificación 8000x. 

La estabilidad de las partículas está garantizada por la baja solubilidad en agua 

del núcleo lipídico y el uso de una compleja estructura de lípido/tensioactivo. Se ha 

reportado que la longitud de las cadenas de PEG está correlacionada con la adsorción 

de proteínas y el reconocimiento de las NCLs por parte del sistema inmune 

[Vonarbourg y cols., 2006]. Por lo tanto, al modificar la superficie de estas partículas, 

debe evaluarse nuevamente la estabilidad de los sistemas. La figura 7.4. presenta los 

resultados obtenidos. Al igual que lo observado en estudios previos [Heurtault y cols., 

2003c; Delmas y cols., 2011], las formulaciones fueron estables en el período de 

tiempo estudiado observándose la monodispersidad en el tamaño de las partículas y el 

cambio de signo del PZ luego de la post-inserción. En este punto debe aclararse que la 

discrepancia en los valores de PZ de las NCLs blanco reportados en los capítulos 5 y 6  
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(-20±3 y -19±3 respectivamente) respecto a los informados en este capítulo se debe a 

un cambio en el lote de excipientes usados para la obtención de las partículas y por 

ello esta diferencia no será considerada como significativa. 

 

Figura 7.4. Estabilidad de una formulación de NCLs blanco antes y luego de la post-inserción de LCh en 
su superficie.  

Se evaluó el tamaño medio de partícula y el potencial z de muestras de NCLs/LCh conservadas a 4 ºC por 
un período de 30 días. (n=3 de cada formulación). 

7.3.2. Obtención, estabilidad y capacidad máxima de acomplejamiento de 

NCLs/LCh con CpG-ODN 

De modo general, la técnica de post-inserción se utiliza principalmente de dos 

maneras para insertar un compuesto en la superficie de las nanopartículas. Una de 

ellas es la incubación térmica de micelas funcionalizadas compuestas por el anfífilo de 

interés junto con las nanocápsulas. Esto conduce directamente a la funcionalización de 

las nanopartículas con una cantidad apropiada de un determinado anfífilo. 

Alternativamente, la técnica se puede emplear para introducir un ligando específico 

que puede reaccionar después con una amplia gama de sustancias químicas, o bien 

ejercer su acción directamente. Con este último objetivo, se evaluó entonces el 

acomplejamiento de un oligodeoxinucleótido con carga neta negativa, que se emplea 

como adyuvante de vacunas, ampliamente descripto y caracterizado en el capítulo 3 y 
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4. En primer lugar a fin de seleccionar una concentración fija de NCLs/LCh para luego 

llevar a cabo el acomplejamiento, se evaluó la toxicidad celular de diferentes 

concentraciones de NCLs/LCh. Los detalles del ensayo se describen en el apartado 

M.18. del anexo II. 

Los resultados se presentan en el gráfico 7.5. Como puede observarse, la 

viabilidad de las células se mantiene casi en el 100% hasta una concentración de 

aproximadamente de 75 µg/ml de NCLs/LCh; luego de este valor la concentración de 

partículas comienza a ser tóxica lo que se manifiesta en una reducción al 70% de la 

viabilidad celular. De acuerdo con estos resultados, se fijó para los ensayos posteriores 

una concentración igual a 76,67 mg/ml para las NCLs/LCh asegurando que se cuenta 

con una formulación final lo suficientemente concentrada en nanocápsulas y que no 

produce la muerte celular.  

 

Figura 7.5. Citotoxicidad de las nanocápsulas evaluadas por el ensayo de MTS.  

Las células U87MG se colocaron en una placa de 96 pocillos y se incubaron con distintas concentraciones 
de NCLs/LCh: 15, 50, 75, 100, 125, 200 y 250 µg/ml por pocillo. Las células sin tratamiento fueron 
tomadas como referencia (100%). Los resultados se expresan como el porcentaje de la densidad óptica 
de las células, como la media ± DS de 3 pocillos en 2 experimentos independientes. 

Luego de definir la concentración de NCLs/LCh, se procedió a ensayar diferentes 

concentraciones de CpG-ODN a adsorber en la superficie de las nanocápsulas 

funcionalizadas. En una primera instancia se evaluaron cuatro concentraciones y se 

realizó un estudio de estabilidad a 4 ºC y por 30 días como anteriormente se realizó 
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para las NCLs/LCh. Como se presenta en la gráfica 7.6. el tamaño de partícula aumenta 

con el aumento de la concentración de CpG-ODN. Por otra parte, los PZ fueron 

siempre positivos. Este último resultado confirma nuevamente el éxito de la adsorción 

de LCh a la superficie de las NCLs tras la técnica de post-inserción pero indica a su vez 

que la superficie de las nanocápsulas aún no ha llegado al límite de saturación; en 

otras palabras, la superficie no se encuentra completamente cubierta por las 

moléculas de CpG-ODN. En este caso, el PZ debería ser próximo a cero y luego revertir 

su signo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.6. Estabilidad de LNCs/LCh acomplejadas con CpG-ODN. 

Distribución de TMP y PZ evaluados por 30 días para formulaciones de NCLs/LCh acomplejadas con 
cuatro concentraciones crecientes de CpG-ODN: 1) CpG1 (0,16 mg/ml); 2) CpG 2 (0,083 mg/ml); 3) CpG 3 
(0,055 mg/ml) 4) CpG 4 (0,042 mg/ml). Los resultados son el promedio de dos experimentos 
independientes. 

La próxima instancia fue determinar la capacidad máxima de acomplejamiento 

de CpG-ODN en la superficie. En este caso, no hablamos de capacidad máxima de carga 

dado que el fármaco no está solubilizado en el interior lipídico de la nanocápsula sino 

que se encuentra adsorbido en su superficie. Cabe aclarar que la determinación se 

llevó a cabo de una manera indirecta y por lo tanto menos exacta; es decir, no se 

cuantificó directamente la concentración de CpG-ODN a través del método 
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convencional de centrifugación y posterior cuantificación del sobrenadante por una 

técnica de HPLC, sino que se procedió a aumentar la concentración de CpG-ODN bajo 

el supuesto que el tamaño de partícula aumentaría conforme aumenta la cantidad de 

CpG-ODN adsorbido y luego se volvería estable y constante. Por otra parte, se fueron 

determinando los PZ para corroborar el mismo fenómeno: el PZ pasaría de ser positivo 

al inicio y con el aumento de la cantidad de CpG/ODN adsorbido llegaría a la 

neutralidad para finalmente mantenerse ligeramente negativo y constante. De este 

modo, se llevó a cabo un nuevo experimento en idénticas condiciones al anterior pero 

aumentando la concentración de CpG-ODN. En la tabla 7.2. se presenta la 

concentración y composición de las muestras ensayadas.  

Tabla 7.2. Composición, tamaño de partícula y potencial z de las formulaciones de NCLs/LCh/CpG-ODN 
ensayadas. 

 

Como se observa en la figura 7.7. y en la tabla 7.2., el TMP aumenta hasta 

alcanzar una concentración aproximada de 0,6-0,8 mg/ml de CpG-ODN. A partir de allí, 

a pesar de que aumente la concentración de CpG-ODN este exceso no se adhiere a la 

superficie. Estos resultados se confirman con la determinación del PZ para las mismas 

muestras. A medida que aumenta la concentración de CpG-ODN el PZ comienza a 

disminuir (adquirir valores absolutos menores) hasta intersectar el eje de las abscisas 

donde el valor del potencial z es cero. En este punto puede asumirse que las NCLs 

presentan prácticamente la misma cantidad de cargas positivas y negativas. Luego el 

valor del PZ es ligeramente negativo y tiende a estabilizarse entre -4 y -5 mV. 

Coincidentemente con lo que ocurría con el TMP, el valor del PZ en el que se 

produce la inversión del signo corresponde a una concentración de CpG-ODN 
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alrededor de 0,6 mg/ml. En esta gráfica se presentan también los valores de PZ 

obtenidos luego de 7 días de conservación de las muestras a 4 ºC corroborándose la 

estabilidad de las mismas en el período de tiempo evaluado. 

 

Figura 7.7. Determinación de la capacidad máxima de acomplejamiento. 

La determinación se llevó a cabo de modo indirecto a través de la medición de A) Tamaño medio de 
partícula (TMP) y B) El potencial Z (PZ) de formulaciones de NCLs/LCh acomplejadas con 7 
concentraciones crecientes de CpG-ODN. 

7.3.3. Evaluación in vitro de la respuesta inmune inducida por CpG-

ODN vehiculizado en NCLs/LCh 

Los primeros resultados reportados mostraron que la adición de CpG-ODN a los 

antígenos proteicos convencionales como OVA aumentaba la producción de 

anticuerpos aproximadamente tres veces en comparación con la administración del 

antígeno sólo [Klinman y cols., 1999]. Posteriormente se ha demostrado que el efecto 

adyuvante de CpG-ODN podría incrementarse si se mantiene su proximidad al 

antígeno. De este modo, otros estudios han revelado que la actividad se mejora aún 

más mediante la vinculación de CpG-ODN directamente al antígeno, co-

encapsulándolo por ejemplo en liposomas o micelas [Adams y cols., 1990; Xie y cols., 

2005]. En línea con esto, en el capítulo 3 y 4 del presente trabajo doctoral, se evaluó la 

vehiculización de ambas moléculas en un sistema portador basado en la 

autoagregación de un surfactante anfifílico derivado de la vitamina C. En este 

contexto, el objetivo en este capítulo fue evaluar el perfil de citoquinas de células de 

bazo estimuladas con CpG-ODN acomplejado con NCLs/LCh y establecer una 
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comparación cualitativa con la respuesta obtenida para CpG-ODN vehiculizado en 

coageles de ASC16. Para ello, se empleó el protocolo de trabajo descripto 

anteriormente y los ensayos también se llevaron a cabo con ratones TLR4-/-. 

La figura 7.8. muestra los perfiles de IL-6, IL-10 e IL-12 obtenidas de los 

sobrenadantes luego del tratamiento de los bazos en ambas cepas de ratones. Las 

citoquinas secretadas por los macrófagos en respuesta a un estímulo activador 

constituyen un grupo de moléculas estructuralmente diverso e incluye la IL-6 

(promueve la activación de linfocitos y la producción de anticuerpos), IL-12 (activa 

células NK e induce la diferenciación de células T CD4 a células Th1) y la IL-10. Si bien 

esta IL también es producida por los macrófagos activados pero actúa como regulador 

por retroalimentación negativa inhibiendo la síntesis de IL-12, la expresión de co-

estimuladores y de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II, 

poniendo fin a la respuesta y devolviendo el sistema inmune a su estado de reposo. 

Lo primero que debe destacarse es que la respuesta de citoquinas obtenida para 

el grupo NCLs/LCh/CpG-ODN de los ratones TLR4-/- es idéntica a la obtenida para el 

mismo grupo pero en los ratones Balb C; lo que sugiere que la respuesta es 

independiente de la señalización vía TLR4 o de la contaminación con LPS. Por otra 

parte, CpG-ODN en su forma soluble induce una respuesta de citoquinas sin 

diferencias estadísticamente significativas entre los ratones Balb C y los ratones TLR 4-

/-.De manera contraria a lo ya reportado para Coa-ASC16 como sistemas portador 

nanométrico propuesto para CpG-ODN, la vehiculización de esta molécula en NCLs/LCh 

anula el efecto inmunoestimulante del mismo.  
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Figura 7.8. Producción de citoquinas. 

Una suspensión de células de bazo (1x10
6
/pocillo) de ratones BALB/c se colocaron en una placa de 96 

pocillos y se incubó con medio (control negativo), la formulación en estudio o los controles positivos (500 
µl por pocillo) por 72 horas. La producción de citoquinas se determinó por la técnica de ELISA. A) Perfil de 
IL-6; B) Perfil de IL-10; C) Perfil de IL-12. 

En contraste con lo que ocurre con el fármaco libre, que puede atravesar la 

membrana plasmática por difusión activa o pasiva, la captación celular de los sistemas 

nanométricos generalmente requieren un proceso de endocitosis. Estudios previos 

reportan que la internalización de las NCLs es llevada a cabo de manera rápida por un 

proceso saturable mediado predominantemente por un mecanismo colesterol-

dependiente y clatrina/caveola-independiente característico de la endocitosis. 

[Johannes y Lamaze, 2002; Conner y Schmid, 2003]. La acumulación celular y el tiempo 

de permanencia de las NCLs es suficiente para asegurar una adecuada 

biodisponibilidad intracelular de los fármacos que vehiculizan y este fenómeno no se 

restringe únicamente a las células cancerígenas. Además, las NCLs se localizan 

raramente en el lisosoma y se ha demostrado que desarrollan habilidades específicas 

para escapar de él [Paillard y cols., 2010]. Por otra parte, como se ha expuesto 

anteriormente, CpG-ODN es reconocido por el receptor TLR-9 que se expresa en 
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humanos de manera constitutiva en células dendríticas y células B. La localización del 

TLR9 dentro del endosoma permite la detección rápida y especifica de ADN patógeno 

[Krieg y Vollmer 2007]. Luego de la endocitosis, CpG-ODN se une al receptor TLR-9 y se 

transloca al núcleo donde activa factores nucleares para iniciar la inducción de 

citoquinas y quimiocinas y modular la respuesta celular inflamatoria [Fonseca y Kline 

2009]. 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, la hipótesis que se plantea es que las 

NCLs/LCh/CpG-ODN son internalizadas de manera rápida y por un mecanismo de 

endocitosis por las CPA sin embargo, presentan un acceso limitado al lisosoma o bien 

pueden escapar de él o una combinación de ambos eventos. La figura 7.7. ilustra este 

posible mecanismo de acción. Por otra parte, considerando el potencial riesgo de 

inactivación de muchos fármacos causado por las hidrolasas ácidas del lisosoma 

celular, el desarrollo de transportadores que puedan suprimir esta vía son de especial 

interés. En nuestro caso, donde se requiere una interacción ligando específica con el 

receptor TLR9 esto constituye una desventaja de estos sistemas; no obstante, a partir 

de aquí, se puede también inferir la potencial aplicación de las nanocápsulas lipídicas 

con superficie modificada para aquellas situaciones donde se busca inhibir/bloquear la 

respuesta inmunológica por ejemplo en las enfermedades autoinmunes como el lupus 

o la artritis reumatoidea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.7. Ilustración del posible mecanismo de acción de las NCLs/LCh/CpG-ODN luego del ingreso a 
una CPA que posee el receptor TLR-9. 
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7.4. Conclusiones del Capítulo 

El proceso de post-inserción conduce a la obtención de suspensiones de 

nanopartículas funcionalizadas sin la necesidad de modificar el proceso de obtención 

de la formulación. De este modo, estas partículas cuentan con la ventaja adicional de 

poseer nuevas propiedades conferidas por la modificación de su superficie y 

convertirse de esta manera en una plataforma prometedora para el desarrollo de 

nuevos sistemas nanométricos con aplicaciones farmacéuticas. 

Dos son los posibles resultados tras la aplicación de esta técnica según las 

condiciones experimentales: la inserción incompleta, que puede obtenerse si la 

cantidad de anfífilo no está adaptada al número y la naturaleza del receptor, y la 

inserción completa, que puede ser alcanzada si la relación de anfífilo/nanopartícula es 

correcta. Sin embargo, pocos estudios se han llevado a cabo hasta el momento que 

permitan determinar de manera fehaciente la cantidad de material adsorbido a la 

superficie. De hecho, el rendimiento de la técnica de post-inserción es difícil de 

evaluar. Por otra parte, es importante remarcar que las propiedades de estas nuevas 

estructuras se pueden modular a través de la elección de las nanocápsulas de partida, 

permitiendo acceder a nuevas y versátiles aplicaciones de las mismas. 

La aplicación de los sistemas desarrollados y caracterizados en el presente 

capítulo, se centró en la evaluación in vitro de la respuesta inmunológica de CpG-ODN 

empleando estas nanocápsulas lipídicas con superficie modificada como sistemas 

portadores. El resultado fue la obtención de nanocápsulas estables, con buena 

capacidad de acomplejamiento para CpG-ODN en su superficie. No obstante, luego de 

la endocitosis, el proceso intracelular de liberación del fármaco depende de las 

propiedades intrínsecas de estos sistemas nanométricos. De este modo, estos sistemas 

que escapan al lisosoma, no inducen una activación del TLR-9 pero permitirían 

vehiculizar también en su núcleo fármacos sensibles a la degradación lisosomal o que 

requieren alcanzar un blanco de localización extra lisosoma. 

Estudios complementarios deberán ser llevados a cabo en modelos murinos a fin 

de comprobar las hipótesis planteadas en este capítulo. 
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Capítulo 8 

Conclusiones Generales 

Los resultados obtenidos y discutidos durante el desarrollo de la tesis doctoral 

nos permitieron arribar a las siguientes conclusiones generales, las cuales pueden 

resumirse en los siguientes puntos: 

 La autoagregación de un derivado de la vitamina C (palmitato de 

ascorbilo, ASC16) formando nanoestructuras denominadas coageles (Coa-

ASC16) constituyen una plataforma para la administración de fármacos que 

necesitan amplificar su respuesta, puntualmente de CpG-ODN propuesto 

como adyuvante de vacunas.  

 La técnica de cromatografía liquida de alta performance (HPLC) 

para la cuantificación en ensayos in vitro de CpG-ODN resultó simple, 

sensible y fácilmente adaptable para la cuantificación de este compuesto en 

otras formulaciones farmacéuticas. 
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 La localización diferencial de CpG-ODN en las lamelas se vio 

reflejada en los diferentes patrones de liberación obtenidos in vitro como así 

también en el efecto protector que este portador ejerce frente a la 

degradación por exonucleasas. Por otra parte, la vehiculización de un 

antígeno modelo (OVA) y CpG-ODN en Coa-ASC16 permite una liberación 

controlada del adyuvante in vitro. Esta estrategia de formulación podría 

permitirnos reemplazar el uso de CpG-ODN (PS) por su análogo menos tóxico 

CpG-ODN (PO) en futuros ensayos de vacunación. 

 CpG-ODN formulado en Coa-ASC16 aumenta la magnitud tanto 

de la respuesta humoral (IgG1 e IgG2a) como la celular (INF-γ e IL-17) 

específica para OVA, comparada a la administración de CpG-ODN en solución. 

Además, este efecto se mantiene por un período de tiempo prolongado 

incluso cuando la dosis de CpG-ODN fue disminuida a la mitad.  

 La activación del sistema inmune innato es antígeno 

independiente y podría luego influir sobre las células dendríticas. No 

obstante, al intentar aplicar este sistema a un antígeno vacunal real, vemos 

que la respuesta inmune específica efectivamente depende del antígeno 

vehiculizado. 

 Las nanocápsulas lipídicas (NCLs) son una promisoria 

herramienta de innovación farmacotécnica para mejorar el tratamiento con 

fármacos antiparasitarias (ivermectina, IVM y albendazol, ABZ) con aplicación 

en veterinaria. 

 En una formulación estable y con un elevado rendimiento de 

encapsulación para IVM la disponibilidad sistémica de las NCLs por vía 

subcutánea en ratas fue significativamente mayor comparado al tratamiento 

con la formulación comercial sin mayores modificaciones en el patrón de 

distribución tisular de este fármaco.  
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 Este trabajo es el primero en reportar los efectos in vivo de un 

sistema portador nanométrico para ABZ contra el estadío larval de E. 

granulosus. Las ABZ-NCLs mostraron una mayor eficacia quimioprofiláctica 

que la suspensión de ABZ administrada por vía oral, constituyendo una 

alternativa interesante para prevenir la hidatidosis secundaria. 

 Mediante la modificación de la superficie de las NCLs es posible 

otorgarles una nueva funcionalidad para la vehiculización de fármaco un 

hidrofílico, CpG-ODN, demostrando la viabilidad del proceso propuesto para 

la inserción, y la posterior interacción electrostática de esta nueva superficie 

con el CpG-ODN de carga opuesta. 

 Estas nanocápsulas “decoradas” luego de una evaluación 

preliminar en un modelo celular de línea de macrófagos mostraron 

contrariamente a lo obtenido para los coageles de ASC16, que la respuesta 

inmune inducida por CpG-ODN no se ve amplificada tras su vehiculización en 

NCLs funcionalizadas sino todo lo contrario, la respuesta se anula. Esto abre 

un nuevo campo para la aplicación de las NCLs; posiblemente para el 

tratamiento de patologías caracterizadas por una respuesta inmune 

exacerbada, como es el caso de las enfermedades autoinmunes. 
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1. Materiales 

M.1.- Ovoalbúmina (OVA) 

La OVA es la principal proteína de la clara del huevo, representa entre el 60-65% de 

las proteínas totales. Es una fosfoglucoproteína constituida por 385 aminoácidos, y una 

masa molecular relativa de 45kDa, está  integrada por tres fracciones, A1, A2 y A3, en una 

proporción 85:12:3 respectivamente, que se diferencian por su contenido en fósforo. La 

OVA se caracteriza por un bajo contenido en triptófano y metionina y un elevado 

contenido en cistina y aminoácidos cargados (ácido aspártico y glutámico, lisina y 

arginina). Esta proteína está constituida por tres dominios homólogos (I, II, III) que están 

divididos en nueve bucles (L1-L9) por 17 puentes disulfuro formando un triplete. La 

estructura secundaria contiene entre un 50-68% de estructura α-hélice y entre el 16-18% 

de hoja β [Sjoholm y Ljungstedt 1973]. La figura I.1. muestra la estructura primaria y 

terciara de esta proteína. 

La viscosidad de esta proteína en solución depende de sus propiedades intrínsecas 

como la masa, el tamaño, el volumen y la carga en la superficie. Asimismo, la viscosidad 

está influenciada por otros factores tales como el pH, la temperatura y la fuerza iónica del 

medio. [Tung 1978; Wetzel y cols., 1980]. 

Cuando se trata térmicamente, esta proteína pasa por dos etapas estructurales. La 

primera es reversible, mientras que la segunda es irreversible, aunque no necesariamente 

resulta en una destrucción completa de la estructura. Un calentamiento hasta 65 ºC 

puede considerarse como el primer estadio; el calentamiento subsiguiente por encima de 

esta temperatura corresponde a la segunda etapa [Lin y Koenig, 1976]. 

Recientemente, los antígenos dirigidos a las CPA a través de receptores específicos 

que inducen una respuesta de células T específicas de antígeno, se han utilizado para 

estudiar nuevas estrategias de vacunación. De este modo, OVA se emplea ampliamente 

como un antígeno modelo para la caracterización de la captación de antígenos, 

procesamiento, y presentación a las CPA en modelos murinos.  

http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/Huevo_(alimento)
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfoglucoprote%C3%ADna&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
http://es.wikipedia.org/wiki/Unidad_de_masa_at%C3%B3mica
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo_(elemento)
http://www.friedli.com/research/PhD/ref1.html#lin
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Figura I.1. Estructura química de OVA. A) Estructura primaria; B) Estructura terciaria. 

M.2.- Oligodeoxinucleótidos sintéticos con motivos CpG (CpG-ODN) 

El ADN bacteriano o viral es reconocido por los receptores TLR9 a través de los 

dinucleótidos no metilados citosina-fosfato-guanosina en un contexto particular de 

secuencias (motivos CpG) que son considerados como una señal de daño endógeno [Krieg 

y cols., 2006]. Los oligodeoxinucleótidos (ODN) más estudiados son los análogos de 

fosforotionato (ODN-PS), en los que uno de los átomos de oxígeno no unido directamente 

a la cadena principal de fosfato es reemplazado por un átomo de azufre, confiriéndole de 

esta manera una carga neta negativa (figura I.2.). Estos ODN son resistentes a la actividad 

de las enzimas RNAasa similar a los ODN fosfodiéster (ODN-PO) pero presentan una mayor 

resistencia a la degradación por exonucleasas. Esta propiedad intrínseca hace que los 

ODN-PS sean la primera opción en la terapia con oligonucleótidos antisentido.  

Aunque la fosforilación es una de las modificaciones que mantienen prácticamente 

intacta la estructura, las propiedades químicas de un fosforotionato son diferentes de su 

contraparte fosfodiéster. Por ejemplo, el mayor tiempo de retención de los primeros 

sugiere que estos compuestos son más hidrofóbicos y exhiben una estructura secundaria 

más compleja. Asimismo, la sustitución de un oxigeno simple por un azufre crea un centro 

quiral en el grupo fosfato [Gilar y cols., 1998]. 

La actividad inmunoestimulatoria de los ODN-PS conteniendo motivos CpG 

dependen de la posición y el flanqueo de la secuencia. El mecanismo por el cual las células 
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se activan aún no ha sido bien descripto pero requiere la internalización del ODN-PS en la 

célula. Luego de la interacción con el receptor TLR9, se induce el desarrollo de una 

respuesta inmune de tipo Th1. Dado que las citoquinas características de este perfil como 

IFN-gamma (IFN-γ), IL-12 pueden inhibir la respuesta Th2, estos ODN presentan un 

potencial para su aplicación en terapias inmunogénicas como cáncer, asma, y 

enfermedades infecciosas. Las propiedades inmunológicas de este compuesto se 

describen en detalle en el capítulo 4. 

 

 

Figura I.2. Estructura química de CpG-ODN.  

Se muestra los grupos funcionales en citosina y guanina que sirven como donor/aceptor de enlaces puente 
hidrogeno.  

M.3.- Palmitato de ascorbilo (ASC16)  

Este compuesto fue sintetizado con el objeto de aumentar la lipofilicidad de la 

vitamina C y extender sus propiedades antioxidantes a sistemas lipídicos [Wade y Weller, 

1994]. El palmitato de ascorbilo es esencialmente no tóxico y no irritante [Rowe y cols., 

2009] y se obtiene por la esterificación en el carbono 6 del ácido ascórbico, por una 

molécula de ácido palmítico o hexadecanoico. De esta manera se forma el éster palmítico 

del ácido ascórbico cuya estructura se presenta en la figura I.3. Este compuesto posee tres 

grupos -OH libres en las posiciones 2 (pKa 11,6), 3 (pKa 4,2) y 5 (un hidroxilo secundario 

del grupo) (Palma y cols., 2002). Si bien la estructura presenta una porción polar (anillo del 
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ácido ascórbico) y una porción apolar (cadena alifática), la baja solubilidad del compuesto 

puede llegar a limitar sus propiedades tensioactivas. La solubilidad del ASC16 a 25 ºC, 

determinada en solución acuosa, resulta de 8,1 x 10-7 M [Palma y cols., 2002 b]. 

Su estructura molecular le permite, además, formar agregados que ofrecen un 

ambiente óptimo para la solubilización de fármacos hidrofóbicos y fácilmente degradados 

cuando se exponen a la luz, calor, oxígeno disuelto y otras especies productoras de 

radicales [Lo Nostro y cols., 2002]. El estudio de estas estructuras y su potencial aplicación 

como sistemas portadores de fármacos hidrofílicos, como CpG-ODN, se discute en los 

capítulos 3 y 4 del presente trabajo.  

Figura I.3. Estructura química de 6-O-hexadecanoato de ascorbilo (ASC16). 

2. Métodos in vitro 

M.4.- Obtención de los coageles de palmitato de ascorbilo (Coa-ASC16) 

A continuación se detalla el método de obtención de los coageles de ASC16 a partir 

de los cuales surge el desarrollo y la investigación propuesta en los capítulos 2, 3 y 4 de 

esta tesis doctoral. Los coageles fueron preparados mezclando ASC16 y solución de 

dextrosa al 5% p/p apirógena y estéril, en las proporciones adecuadas, en tubos de vidrio 

color caramelo cerrados herméticamente. Las dispersiones se calentaron a 72 ºC 

(temperatura superior  a la TMC, ver capítulo 3) y luego homogenizadas en un baño de 

ultrasonido por 15 minutos. Finalmente se permitió que el sistema alcance temperatura 

ambiente para de este modo obtener el coagel. La figura I.4 ilustra este procedimiento y 
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la figura I.5 muestra el aspecto real de los sistemas. Para la obtención de los coageles 

cargados, OVA y/o CpG-ODN fueron incorporados inicialmente en la mezcla 

ASC16/dextrosa en las proporciones adecuadas y luego los coageles cargados se 

obtuvieron mediante la técnica descripta anteriormente. 

En todos los casos la concentración de ASC16 fue del 2% (p/p) en dextrosa. Debido a 

la consistencia semisólida de los coageles, se requirió de una leve agitación para facilitar la 

administración subcutánea de los animales en los ensayos de inmunización.  

 

 

Figura I.4. Método de obtención de coagel cargado con OVA y/o CpG-ODN. ASC16: palmitato de ascorbilo; 
TMC: temperatura micelar crítica. 
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Figura I.5. Diferentes fases comprendidas en la formación del coagel. 

A) Suspensión de los derivados en medio acuoso a temperatura ambiente. B) Derivado por encima de la 
temperatura micelar crítica (TMC). C) Coagel formado a temperatura ambiente. 

M.5.- Calorimetría Diferencial de Barrido (CDB)  

La CDB es una de las técnicas experimentales más directa y precisa para caracterizar 

sistemas moleculares bien definidos, cuyas estructuras están estabilizadas por numerosas 

fuerzas débiles y por consiguiente, susceptibles de experimentar transiciones 

conformacionales y/o cambios de fase al modificar la temperatura [Brown, 1998]. 

Esta técnica es ampliamente utilizada en el estudio de sistemas binarios o 

multicomponente que contienen surfactantes. Su uso nos permite medir la capacidad 

calorífica aparente de una disolución macromolecular como una función continua de la 

temperatura, obteniéndose así el termograma. A partir de esta función, es posible, si el 

sistema macromolecular se encuentra definido, determinar los parámetros 

termodinámicos asociados a la transición inducida por la temperatura como por ejemplo 

cambios de entalpía (ΔH), de entropía (ΔS), de energía libre de Gibbs (ΔG) y de la 

capacidad calorífica (ΔCp) [McNaughton y Mortimer, 1995]. 

Además de los surfactantes, el uso de esta técnica es muy útil para determinar el 

estado del agua. Su comportamiento es sensible a la presencia de interfases adyacentes 

de diversa naturaleza y esta relación le imparte características que son muy diferentes a 

las que puede tener cuando se encuentra en solución. Por lo tanto, el análisis térmico del 

agua y del surfactante, pueden dar valiosa información del sistema en estudio. 
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Las mediciones se realizaron con un calorímetro diferencial de barrido Q20 (TA 

Instruments, New Castle, DE, EEUU). Las dispersiones fueron preparadas mezclando los 

componentes (ASC16 en solución de dextrosa al 5% y/o CpG-ODN y OVA) y se obtuvieron 

los coageles como se describió anteriormente en la sección M.4. Sólo para el ensayo de 

CDB se modificó el porcentaje en peso de ASC16 para evaluar los cambios inducidos por la 

concentración. De este modo, las concentraciones utilizadas para el sistema ASC16 en 

dextrosa 5% en fracciones p/p fueron: 0,02; 0,05; 0,10; 0,30; 0,50 y 0,70. Estas mismas 

concentraciones de ASC16 fueron ensayadas para los sistemas cargados con OVA y/o CpG-

ODN a las concentraciones que se emplean para los ensayos inmunológicos in vivo (24 

µg/animal/dosis y 75 µg/animal/dosis respectivamente). 

M.5.1. Procedimiento realizado para cada análisis por CDB 

Las muestras para cada ensayo fueron preparadas en cazoletas (pans, denominación 

en inglés) de cierre hermético de aluminio y pesadas en balanza analítica a la quinta cifra 

decimal. La programación de cada análisis se realizó de la siguiente manera: se comenzó 

enfriando las muestras a -20 ºC durante 5 minutos. Luego se fue aumentando la 

temperatura hasta 150 ºC a una velocidad de 5 °C min-1. Por último, se mantuvo a 150 ºC 

por un minuto. La elección de la temperatura de enfriamiento inicial de la muestra 

permite luego llevar a cabo el estudio del comportamiento del agua dado que es 

necesario asegurase que la misma se encuentre congelada, con el propósito de detectar 

los diferentes tipos de agua presentes (ver capítulo 3) . Una vez que se determinan los 

intervalos de temperaturas dentro de los cuales se producen las transiciones, es necesario 

conocer las mesofases formadas dentro de éstos. Para ello se utilizó la microscopía óptica 

de luz polarizada con platina de temperatura controlada.  

M.6.- Microscopía Óptica de luz Polarizada (MOP) con platina de calentamiento  

La microscopía óptica se realizó con un microscopio de polarización Nikon Eclipse E- 

200 POL (Tokio, Japón). A través de esta técnica, se puede determinar la presencia de las 

diferentes mesofases en función de los cambios de temperatura. Las muestras observadas 

al microscopio fueron las mismas que se usaron para obtener los termogramas por CDB. 
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Cada una de las muestras fue colocada sobre un porta objeto, cubierta con un cubre 

objeto y depositada dentro de una cavidad que posee una platina calefaccionada. La 

elección de las temperaturas a las cuales se observaron las muestras fue determinada 

previamente por CDB. De esta manera, se puso en evidencia la presencia de cada 

mesofase a la temperatura de transición y además, se pudo observar cómo se produce el 

cambio de estas fases al variar la temperatura. Las micrografías fueron tomadas con y sin 

polarizadores cruzados, y en algunos casos con el intercalado de una placa de retardación 

de 1λ. 

M.7.- Espectroscopía Infrarroja (FT-IR) 

Los espectros FT-IR fueron obtenidos en un espectrofotómetro FT-IR Thermo 

Nicolet-Nexus 470 con un detector Nichrome DTGS-KBr (Inter. Equipment Trading Ltd., 

Vernon Hill, Illinois, EE.UU). El rango de frecuencias comprendido fue entre 4000 y 400  

cm-1 y se empleó un total de 64 escanes. 

En primer lugar, se secaron las muestras y el bromuro de potasio (KBr). Luego se 

prepararon discos compactos de KBr anhidro de aproximadamente 150 mg conteniendo 

entre 1,5 y 2,0% del material a estudiar anhidro finamente pulverizado. Los discos se 

mantuvieron en un envase con cierre hermético hasta el momento de la medición para 

prevenir la hidratación y se los registró como dispersiones sólido en sólido contenidas en 

una microcápsula de accesorio de reflectancia difusa. 

M.8.- Estudios de liberación 

El estudio de liberación in vitro se llevó a cabo utilizando un modelo levemente 

modificado de celdas de difusión bicompartimentales de tipo Franz (figura I.6). Las celdas 

fueron montadas colocando entre el compartimiento donor y el receptor un disco plano 

de vidrio fritado (17 mm de diámetro y 5 mm de espesor) como membrana sintética con 

un área efectiva de difusión de 1,25 cm2. En el compartimiento donor se colocó 1 ml de la 

formulación conteniendo OVA y/o CpG-ODN y se mantuvo en contacto con el 

compartimiento receptor. La cantidad de fármaco colocada en cada caso fue la necesaria 
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para garantizar que se mantuviesen las condiciones sumidero (sink, en inglés) es decir que 

la concentración final de estos compuestos en el medio receptor sea inferior al 10% de la 

concentración de saturación de los mismos (Cs) o lo que es equivalente, inferior al 10% de 

su solubilidad [USP31-NF26, 2008]. Como medio receptor se empleó tampón Tris-HCl (pH 

7,2 -7,4) previamente filtrado y desgasificado. El sistema se mantuvo a 37,0±0,1 °C y se 

aseguró la homogeneidad del mismo mediante agitación magnética constante y suave. 

A intervalos de tiempo predeterminados se tomaron muestras de 0,5 ml del medio 

receptor y se reemplazó con el mismo volumen de tampón empleado como medio, 

previamente termostatizado a 37 °C. Los resultados obtenidos fueron convenientemente 

normalizados teniendo en cuenta este efecto de dilución. La extracción de las muestras se 

realizó en el punto medio del compartimiento receptor, con la ayuda de una  jeringa y 

aguja de 10 cm. La concentración de CpG-ODN/OVA a cada tiempo se midió por 

cromatografía líquida de alta performance (HPLC) mediante la técnica desarrollada y 

validada para CpG-ODN en el capítulo 2 o mediante la técnica de Bradford para la 

determinación de proteínas. Los datos experimentales corresponden al promedio de tres 

ensayos independientes y se expresan como el porcentaje de F liberado. 

 

Figura I.6. Esquema de celda bicompartimental de tipo Franz. 
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M.9.-Ensayo de degradación por nucleasas 

El objetivo de este ensayo, fue evaluar el posible efecto protector inducido por Coa-

ASC16 en la estabilidad de CpG-ODN frente a la degradación por nucleasas. Para ello, se 

expusieron soluciones de ODN-PS u ODN-PO y ambos compuestos formulados en Coa-

ASC16 a una solución de la enzima 3’exonucleasa. Estudios previos han demostrado que 

esta enzima es la principal responsable de la degradación de los oligodeoxinucleótidos 

cuando se los administra por vía subcutánea [Nol y cols., 2005]. 

En un tubo se colocó 300 µl del ODN (concentración 1mg/ml) y se llevó a volumen 

final de 900 µl con solución de dextrosa o coagel. Luego las muestras fueron diluidas en 

100 µl de tampón salino (670mM glicina-KOH pH 9,5 a 25 ºC, 67mM MgCl2, 10mM DTT) y 

fraccionadas en alícuotas de 100 µl en tubos plásticos. Finalmente, se les adicionó 0,5 µl 

de la enzima 3’ exonucleasa (Exonuclease I, Thermoscientific, Tecnolab, Buenos Aires, 

Argentina) y se incubaron en estufa a 37 ºC. Luego de la incubación a tiempos 

predeterminados, los tubos fueron inactivados por calentamiento a 80 ºC por 15 minutos. 

La cantidad de CpG-ODN no degradado y remanente en cada tubo fue cuantificada por la 

técnica de HPLC desarrollada en el capítulo 2. 

3. Métodos in vivo 

Los experimentos fueron llevados a cabo empleando ratones hembra de 8 a 10 

semanas de edad de las cepas BALB/c y C57BL/6 provistos por la Facultad de Ciencias 

Veterinarias de la Universidad Nacional de la Plata, Argentina. Los ratones TLR4 -/- fueron 

comprados a Laboratorio Jackson. Estos ratones poseen una supresión en el gen TLR4 

(TLR4 lps-del) lo que resulta en una respuesta defectuosa a la estimulación con el 

lipopolisacárido (LPS). Los animales se mantuvieron en el bioterio del Centro de 

Investigaciones en Bioquímica Clínica e Inmunología CIBICI-CONICET cumpliendo los 

lineamientos de la "Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, publicado por 

el Consejo Canadiense de los Animales, con el número de garantía A5802-01 asignado por 

la Oficina de Bienestar de Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Salud.  
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M.10.- Cultivo de células de bazo 

Los bazos fueron removidos por cirugía y los glóbulos rojos fueron lisados 

empleando una solución tampón de lisis (Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina). Luego 

del lavado, la suspensión de las células se cultivaron en estufa húmeda a 37ºC y 5% de 

CO2, empleando el medio Gibco® RPMI 1640 (Life Technologies, Buenos Aires, Argentina). 

El mismo fue suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (PAA Laboratories 

GmbH, Linz, Austria), GIBCO® 2mM Glutamax, 100U/ml Penicilina y 100 µg/ml 

Streptomicina (adquiridos en Life Technologies) y 50 µM 2-mercaptoetanol.  

Los esplenocitos (1x106 células/pocillo) fueron incubados sólo con medio, con 

concanavalin A (5 µg/ml) como control positivo (Sigma-Aldrich) o con OVA (100 µg/ml). La 

producción de citoquinas específicas para OVA fue medida por la técnica de 

inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) en las muestras de los sobrenadante de bazos 

recolectadas luego de las 72 horas de incubación.  

Para la detección de las citoquinas intracelulares específicas para OVA, las 

suspensiones de células fueron incubadas por dos días y finalmente se agregó Stop Golgi 

(Monensin 4 µl/6ml de cultivo celular) (Becton Dickinson Argentina SRL, Buenos Aires, 

Argentina) en las últimas 5 horas de cultivo celular. 

M.11.- Ensayo de detección de anticuerpos 

Los títulos de anticuerpos específicos para OVA fueron determinados por ELISA. 

Brevemente, una placa de 96 pocillos (Greiner Bio One, Frickenhausen, Alemania) 

conteniendo OVA (1 µg/pocillo) en solución tampón carbonato-bicarbonato de sodio (pH 

9,6) se incubó toda la noche a 4 ºC y se bloqueó con tampón fosfato salino de 

concentración 1X (PBS 1X) con el agregado de gelatina (0,5%). Luego del lavado con PBS 

1X, se incubó la placa a 37ºC por 1 hora con diluciones seriadas de plasma en PBS 1X con 

el agregado de 0,05 % de Tween®20 y 0,5 % de gelatina. Luego la placa fue incubada con 

anticuerpos (Ac) de detección conjugados con HRP anti IgM (policonal), IgG (policonal) 

ambos adquiridos en Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina), IgG1 (clon X56) e IgG2a/c 
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(clon R19-15) ambos obtenido de Becton Dickinson Argentina SRL (Buenos Aires, 

Argentina). 

El anti-IgG2a/c de ratón es un anticuerpo monoclonal cuya porción inmunogénica 

reconoce inmunoglobulinas (Ig) de ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6; puntualmente 

reconoce un epitope en el dominio CH3 de IgG2a de ratón, con una fuerte reactividad 

para el alotipo Igh-I [a] (IgG2a, ratones BALB/c) y una reactividad más débil a Igh-I [b] 

(IgG2c, C57BL / 6), y no reacciona con otros isotipos. Por lo tanto, empleamos este 

anticuerpo para detectar IgG2a en ratones BALB/c e IgG2c en ratones C57BL/ 6. Por 

último, las placas se leyeron empleando un lector de placa a 490 nm luego de la 

incubación con H2O2 y o-fenilendiamina.  

Los títulos de anticuerpos fueron calculados como la reciproca de la última dilución 

del plasma que produce una absorbancia por encima del doble del valor medio del blanco 

medido a 490 nm.  

M.12-. Ensayo de detección de citoquinas 

La concentración de diferentes citoquinas fue medida por la técnica de ELISA 

sandwich en suspensiones de células de bazo siguiendo las indicaciones del fabricante. Las 

concentraciones se calcularon restando las concentraciones medidas en cultivos sin el 

antígeno. Todos los ensayos se estandarizaron con las citocinas murinas recombinantes. 

Los pares de anticuerpos empleados fueron los siguientes (nombrados por 

captura/detección-biotinizados): IL-6, MP5-20F3/MP5-32C11; IL-12p40, C15.6/C17.8; IFN-

γ, R4-6A2/XMG1.2; IL-17A, 17CK15A5/17B7; IL-5, TRFK5/TRFK4; IL-4, 11B11/BVD6-24G2; 

TNF-α 1F3F3D4/XT3/XT22; IL-1β, B122/policlonal; IL-10, JES5-2A5/JES5-16E3; GM-CSF, 

MP1-22E9/MP1-31G6. Todos los anticuerpos fueron obtenidos de Becton Dickinson 

Argentina SRL o eBioscience (San Diego, CA). 
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M.13.- Histología 

Las muestras de tejido fueron fijadas en solución tampón de formol, lavadas con 

xilol embebido en parafina, seccionadas y teñidas con hematoxilina y eosina para estudios 

histológicos.  

M.14.- Análisis estadístico 

El análisis de los datos comprendió one-way ANOVA seguido de Bonferroni (post-

test) para comparaciones múltiples y el test de Student t (unpaired). 
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1. Materiales 

M.1.- Ivermectina (IVM) 

Las avermectinas (a: sin+ verm: gusanos + ect: ectoparásitos + in: producto 

farmacéutico) [Egerton y cols., 1979] son una familia de lactonas macrocíclicas de 16 

átomos carbonos, producidas por el actinomiceto Streptomyces avermitilis, e incluyen una 

serie de compuestos tales como la abamectina, ivermectina y doramectina, las que 

poseen una potente actividad  antihelmíntica e insecticida [Campbell  y cols., 1983]. 

La ivermectina (IVM) es un derivado semisintético y fue el primer endectocida 

disponible para su uso en animales de abasto. Ivermectina es el nombre genérico dado a 

la mezcla de dos avermectinas químicamente modificadas que contienen no menos de un 

80% de 22-23 dihidroavermectina B1a y no más de un 20% de 22-23 dihidroavermectina 

B1b [Fisher y Mrozik, 1989]. La figura II.1. ilustra su estructura química. 

 

Figura II.1. Estructura química de IVM.  

La fórmula empírica y el peso molecular de los homólogos a y b de Ivermectina son 

C48H74O14 (875,10 g/mol) y C47H72O14 (861,07g/mol) respectivamente. A pesar de que este 

compuesto presenta dos anillos azúcares y dos grupos polares hidroxil correspondientes al 

anillo dihidroxiciclohexeno, este fármaco es prácticamente insoluble en agua. Su 

solubilidad acuosa a temperatura ambiente está en el orden de 1 µg/ml. En otros 
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solventes apróticos como 1-butanol, metanol y 1 hexanol, su solubilidad alcanza el 20% 

p/v, sin embargo en solventes apróticos no polares tales como n-hexano, ciclohexano e 

isooctano su solubilidad es alrededor del 0,1% p/v.  

Dado su alto peso molecular y lipofilicidad, este fármaco se localiza principalmente 

en las grasas, lo que se traduce en una amplia distribución y en un mayor tiempo de 

residencia en el organismo, y en consecuencia, tiene una elevada y sostenida eficacia 

frente a parásitos internos y externos en animales. Se ha propuesto que el tejido graso 

actuaría como sitio de depósito, desde donde el fármaco se liberaría gradualmente 

[McKellar y Benchaoui, 1996; Lanusse y cols., 1997]. 

M.2.- Albendazol (ABZ) 

Químicamente ABZ es metil 5-(propiltio)-2-benzimidazolcarbamato (figura II.2.) 

derivado del benzimidazol (BZD) que comprende a un sistema de 2 anillos bicíclicos, en el 

cual un grupo benceno es fusionado a las posiciones 4 y 5 del anillo imidazol. Las 

modificaciones que presenta este sistema de anillos bicíclicos es lo que da origen a los 

diferentes derivados BZD. En el caso de ABZ, su estructura se caracteriza por presentar en 

la posición 5 un átomo de azufre el cual le confiere un mayor efecto terapéutico [Sánchez 

Bruni y cols., 2002]. 

ABZ es una sustancia cristalina, estable, y con alto punto de fusión (209 ºC); además 

es relativamente insoluble en agua (0,01 mg/ml), benceno y éter, pero altamente soluble 

en alcohol y solventes no polares [Kasim y cols., 2003]. Según el sistema de Clasificación 

Biofarmacéutica de fármacos, ABZ corresponde a la categoría II (Baja Solubilidad-Alta 

Permeabilidad) por tanto, su lenta velocidad de disolución limita la absorción. De este 

modo, es poco y erráticamente absorbido en el tracto gastrointestinal [Kasim y cols., 

2003]. 
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Figura 2. Estructura química de Albendazol  

M.3.- Lipochitosan (LCh) 

El chitosan o quitosano es un material natural que posee un gran potencial para ser 

utilizado en aplicaciones farmacéuticas [Kumar y cols., 2004]. Por medio de una reacción 

de acilación, es posible introducirle cadenas hidrofóbicas obteniéndose el quitosano 

modificado llamado lipochitosan (LCh) debido a su carácter lipofílico [Hirano y cols., 1976; 

Lee y cols., 2004]. La síntesis de LCh se representa esquemáticamente en la figura II.3. 

Prácticamente, 5 g de Ch se disuelven en 100 ml de una solución acuosa al 20% v/v 

de ácido acético a temperatura ambiente y luego se diluye con 200 ml de metanol bajo 

agitación; gradualmente se va agregando 3,5 g de anhídrido esteárico a esta solución y la 

mezcla se agita toda la noche bajo reflujo. Luego de la remoción del solvente, el residuo se 

lava con acetona y se centrifuga y este paso se repite 5 veces a fin de remover el ácido 

graso excedente. El polvo marrón obtenido (LCh) se seca bajo vacío. 

Finalmente se aplica la técnica de resonancia magnética nuclear de protones (RMN-

H1) para corroborar la estructura química del LCh obtenido comparando su espectro con 

uno de referencia de Ch confirmando la presencia de los grupos acilos.  
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Figura 3. Acilación de Ch con anhídrido esteárico. 

R1 puede unirse en cualquier grupo amino y no solo exactamente en la posición presentada en esta 
ilustración. 

2. Métodos in vitro e in vivo 

M.4.- Obtención de las Nanocápsulas Lipídicas (NCLs) 

La obtención de las nanocápsulas se realizó mediante la técnica de inversión de 

fases según la patente No. WO02688000 [Heurtault y cols., 2000] compuesta básicamente 

por dos etapas. La primera, consiste en mezclar todos los componentes, cuyas 

proporciones deben ser ajustadas según el tamaño de partícula requerido, bajo agitación 

magnética y calentando desde temperatura ambiente hasta una temperatura 2 (T2), por 

encima de la temperatura de inversión de fases (TIF) para obtener una emulsión de tipo 

agua en aceite (W/O). Luego sigue un proceso de enfriamiento hasta alcanzar la 

temperatura 1 (T1), por debajo de la TIF, conduciendo a la formación de una emulsión de 
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tipo aceite en agua (O/W). Tres ciclos de calentamiento/enfriamiento a través de la zona 

de inversión de fases (ZIF) entre T1 y T2 son llevados a cabo posteriormente. La 

temperatura antes de la dilución corresponde al inicio del proceso de inversión de fases y 

se define como el rango de temperatura establecido (entre 1-3 ºC) desde el comienzo de 

la obtención de la emulsión O/W.  

La etapa II, consiste en un shock irreversible inducido por la repentina dilución con 

agua fría aproximadamente a 0 ºC agregada a la mezcla cuando alcanza la temperatura 

definida anteriormente. Este paso se realiza para quebrar la microemulsión formada en la 

ZIF y obtener finalmente las nanocápsulas estables. Finalmente, se aplica una agitación 

magnética suave por 5 minutos más (figura II.4.). 

Para la obtención de las NCLs fluorescentes, se empleó Nile Red (Sigma, Argentina, 

nro. cat. N3013) según se describe en la literatura [Greenspan y cols. 1985]. Brevemente, 

Nile Red se disolvió en acetona al 1% (p/p), y la solución resultante se incorporó en la fase 

lipídica a una concentración final de 1:10 (p/p). Luego esta mezcla se dejó en campana 

bajo agitación a fin de evaporar la acetona y se prosiguió con la técnica tradicional de 

obtención de las NCLs detallado anteriormente. 

 

Figura II.4. Proceso de obtención de las NCLs.  

Etapa 1, corresponde a la determinación  de la temperatura de “calentamiento/dilución” luego de aplicar 
tres ciclos de temperatura al sistema. La etapa 2, conduce a la formación de las nanocápsulas luego de la 
rápida dilución con agua fría. 
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 M.4.1.Composición y estructura general de las NCLs 

La estructura de estas nanocápsulas consiste en un núcleo líquido constituido por 

triglicéridos de cadena media y rodeados de una cubierta rígida formada por una 

combinación de un tensioactivo lipofílico y uno hidrofílico. El primero se encuentra en 

contacto con la fase oleosa, mientras que el segundo se orienta hacia la fase acuosa. 

La formulación se basa en tres componentes principales: una fase lipídica, una fase 

acuosa y un surfactante no iónico. La fase oleosa está constituida generalmente por 

triglicéridos de ácido caprico y caprilico conocidos bajo su nombre comercial Labrafac 

WL1349 (empresa Gatefossé, Francia) y Myritol 318 (BASF, Alemania) o gliceril tricaprilato 

(Captex 8000, ABITEC, EEUU). El surfactante hidrofílico, denominado comercialmente 

Solutol HS15 (BASF, Alemania) derivado del polietilenglicol (PEG) es una mezcla de PEG660 

e hidroxiestearato de PEG 660. La fase acuosa consiste en agua milli Q (Millipore, Buenos 

Aires) y cloruro de sodio (NaCl). Además se emplea un surfactante lipofílico, una lecitina 

de soja compuesta por un 69% de fosfatidilcolina (Lipoid, GmbH, Alemania) que se emplea 

en pequeñas proporciones para incrementar la estabilidad del sistema. Todos estos 

excipientes se encuentran aprobados por la FDA para administración oral, tópica y 

parenteral. Cada componente y su influencia en la formulación y estabilidad de las NCLs se 

citan en la tabla II.1.  

Tabla II.1. Factores que influyen en la formulación y la estabilidad de las NCLs preparadas por el método 
de inversión de fases. 
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M.5.- Conductividad 

La conductividad fue medida empleando un conductímetro LF 325B (WTW, 

Weilheim, Alemania) con dos placas de aluminio unidas. Las determinaciones se llevaron a 

cabo en intervalos de 2 ºC, entre 35 ºC y 91 ºC bajo agitación magnética y luego se 

graficaron los valores experimentales en función de la temperatura como una medida de 

la evolución de la conductividad de las dispersiones durante el proceso de formulación. 

M.6.- Dispersión dinámica de la luz y potencial electrocinético 

Los valores de Coeficiente de Difusión (CD), Diámetro Hidrodinámico  (dH) ó 

comúnmente denominado tamaño medio de partícula (TMP) junto al índice de 

polidispersidad (IP) se determinaron por la técnica de espectroscopía de correlación-fotón 

(ECF) también llamada dispersión dinámica de luz (DDL, o conocido por su sigla en inglés 

DLS) . El potencial electrocinético (ζ) o potencial z (PZ) de las nanosuspensiones se 

determinó por la técnica de electroforesis dinámica de luz (EDL) utilizando un equipo 

DelsaNano-C (Beckman Coulter, Osaka, Japón) provisto de un láser de diodo de 658 nm y 

un ángulo de detección de 165°. Las mismas determinaciones se llevaron a cabo en el 

laboratorio INSERM U 1066, Université d’ Angers (Francia) empleando un equipo Malvern 

Autosizer 4700 (Malvern Instruments S.A., Worcestershire, United Kingdom) y 

CoulterDelsa 440 (CoulterScientific Instruments, Amherst, MA, USA). 

Los valores de CD y dH se obtuvieron de la función de autocorrelación provista por el 

software del equipo (DelsaNano 2.20 sofware, BeckmanCoulter, Osaka, Jp.) utilizando el 

método de Cumulants, que infiere el dH a partir de la ecuación de Stokes-Einstein 

(ecuación 1), considerando los valores de viscosidad del solvente informados en 

bibliografía. 

 

   
  

      
 

Ec. (1). Ecuación Stokes-Einstein. 
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donde RH es el radio hidrodinámido, k es la constante de Boltzmann, T es la 

temperatura, CD es el coeficiente de difusión y η la viscosidad del líquido a 25 °C. Los 

valores de ζ se obtuvieron a partir del análisis del software del equipo que utiliza la 

ecuación de Smoluchowski [Lyklema, 2003]. 

Todas las mediciones se realizaron por triplicado, a 25 °C a partir de la dispersiones 

diluidas 1:60 (v/v) en agua desionizada utilizando la intensidad de señal óptima calculada 

por el equipo. Se corroboró previamente que las mediciones no mostraran variaciones 

significativas en función de la dilución. 

 M.7.- Microscopía Electrónica de Barrido (MEB) 

En MEB, las imágenes y contrastes se construyen aprovechando la emisión de 

electrones de una muestra, cuando sobre ella incide un delgado haz de electrones 

enfocados de alta energía (superior a 40 keV, generalmente). La muestra también emite 

rayos X, los cuales pueden ser analizados para obtener información sobre la composición 

del material.  

Una muestra para poder ser analizada por MEB debe estar completamente seca, ya 

que cualquier molécula de agua que permanezca en ella ocasionaría daños en el 

microscopio, y debe ser conductora de electrones, para lo cual suelen metalizarse con una 

delgada lámina de oro. Se obtuvieron microfotografías de los componentes por separado 

y luego de la formulación final de NCLs empleando un microscopio LEO Model EVO 40XVP. 

La suspensión de nanopartículas fue diluida (1:400) en agua destilada y fijada utilizando 

una cinta de aluminio de doble cara. 

 Con el objetivo de mejorar la conductividad, las muestras fueron recubiertas al 

vacío por una capa delgada de oro empleando un dispositivo de revestimiento por 

pulverización catódica (PELCO Model 3). La magnificación seleccionada fue suficiente para 

apreciar en detalle la morfología general de las muestras en estudio. 
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M.8.- Microscopía de Fuerza Atómica (MFA) 

Para caracterizar la morfología de las partículas, se utilizó la microscopía de fuerza 

atómica utilizando un equipo Bruker Innova® Atomic Force Microscope (Bruker Corp., 

Santa Barbara, EE.UU). Las muestras de suspensión de NCLs se diluyeron con agua Milli Q 

(1:60 v/v), se colocaron en un porta muestra de vidrio y se dejaron secar a temperatura 

ambiente hasta evaporación total del agua. Las imágenes se obtuvieron en el modo 

tapping y fueron procesadas empleando el software específico del equipo, Nano Scope 

Analysis 1.40v (BrukerCorp). 

M.9.- Calorimetría Diferencial  de Barrido (CDB) y Termogravimetría (TGA) 

Se obtuvieron los termogramas de CDB de las muestras sólidas utilizando un equipo 

Pyris 1 (Perkin- Elmer, EE.UU) provisto de un software específico (Universal análisis 2000, 

versión 3.9 TA Instrumentas, Watersille). Previamente el equipo fue calibrado utilizando 

Indio como referencia. Se pesaron aproximadamente 8 mg de cada muestra (NCLs blanco, 

NCLs cargadas, y sólo el fármaco) y se colocaron en porta muestras herméticos de 

aluminio, a los cuales previamente se les practicó un orificio en la tapa.  

Se realizó una rampa de calentamiento de 25 a 180 °C utilizando una velocidad de 

10 °C/min. El calentamiento se produce en un horno provisto de un sensor que permite 

medir la diferencia entre los flujos de calor de la muestra y una referencia. Los 

termogramas de CDB se obtuvieron bajo atmósfera de nitrógeno. 

M.10.- Cargado de fármaco y Eficiencia de Encapsulación (EE%) 

Para determinar el cargado de fármaco, las dispersiones de NCLs fueron filtradas con 

un filtro de 0,22 µm Ministar® high-flow (Sartorius, Goettingen, Alemania). La 

cuantificación del fármaco (F) en las dispersiones filtradas y sin filtrar (control) para la 

posterior determinación de la EE % se realizó mediante la técnica de cromatografía liquida 

de alta performance (HPLC) específica para el F encapsulado. 

La determinación de la EE% se llevó a cabo por comparación entre las relaciones de 

área del pico del F de las muestras y una curva de calibración realizada bajo las mismas 
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condiciones. El rendimiento o eficiencia de encapsulación se determinó dividiendo la 

carga de fármaco obtenida experimentalmente por el valor teórico de F agregado a la 

formulación. Las muestras se realizaron por triplicado y la carga de fármaco (media±DS) se 

calculó como: mg de F/ g de dispersión de NCLs.  

 M.11.- Estudio de activación del sistema del complemento: Técnica de CH50 

El consumo del complemento fue llevado a cabo en suero normal humano (SNH) 

midiendo la capacidad hemolítica residual del complemento luego del contacto con las 

nanopartículas.La técnica consiste en la determinación de la cantidad de suero capaz de 

lisar el 50% de un número fijo de eritrocitos de oveja sensibilizados (CH50) [Mayer, 1961]. 

VBS (tampón salino Veronal) y VBS2+(VBS conteniendo 0,15 mM Ca2+  y 0,5 mM Mg2+) 

fueron preparados según un protocolo descripto anteriormente [Kazatchkine y cols., 

1986]. El SNH se obtuvo a partir de 40 dadores de sangre proporcionado por el 

Establecimiento Francés de sangre (Angers, Francia) fraccionado y conservado a -80 ºC 

hasta su uso. Para activar el sistema del complemento por la vía clásica, los eritrocitos de 

oveja (Biomérieux, Marcy-l’Etoile, Francia) fueron sensibilizados con anticuerpos anti-

eritrocitos de oveja obtenidos a partir de conejos (hemolytic serum, Biomérieux) y 

llevados a una dilución final de 1:800 (v/v) en VBS2+. Los eritrocitos de oveja activados 

fueron preparados a una concentración final de 1 x 108 células/ml en VBS2+.  

Para evaluar el consumo de las unidades de CH50 en presencia de las 

nanopartículas, cantidades crecientes de suspensiones de partículas fueron agregadas al 

SNH y diluidas en VBS2+ obteniéndose una dilución final de SNH en la mezcla de reacción 

de 0,25% v/v en un volumen final de 1 ml. Las suspensiones fueron incubadas a 37 ºC 

durante un periodo de tiempo prestablecido, con agitación magnética suave para permitir 

la reacción entre el suero y las NCLs. Luego, estas suspensiones fueron diluidas con VBS2+  

antes de mezclarlas con una suspensión de eritrocitos de oveja sensibilizados. Luego de 

una incubación a 37 ºC bajo agitación suave, la reacción fue detenida con la adición de 

una solución de cloruro de sodio (NaCl) frío (0,15 M). Los eritrocitos sin lisar forman un 

depósito luego de la centrifugación por 10 min a 55 G. La densidad óptica de 200 µl del 
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supernadante, relativa a la capacidad lítica del suero, fue leída a 415 nm usando un lector 

de placa (Multiskan Anscent, Labsystems SA, Cergy-Pontoise, Francia) y comparada con los 

resultados obtenidos con el suero control. Los controles positivos y negativos fueron 

usados en cada serie de experimentos para corregir cualquier diferencia en la respuesta 

de hemoglobina a partir de un dado preparado de eritrocitos. La dispersión de la luz por 

parte de las partículas así como la hemolisis espontanea de los eritrocitos fue corregida 

usando sólo partículas y eritrocitos como blancos.  

Finalmente, se chequeó que la presencia de una solución de PEG ó la presencia de 

partículas sin suero, no conduzcan a la hemolisis de los eritrocitos de oveja sensibilizados 

dentro del rango de concentraciones usadas en el ensayo.  Los resultados se expresaron 

en términos de unidades CH50, es decir, las diluciones de suero en las que ocurre el 50% 

de la hemolisis, y son calculadas por un ajuste lineal de una versión log-log de la ecuación 

de Von Krogh [Kazatchkine y cols., 1986]. 

Una alternativa es expresar el porcentaje de unidades de consumo de CH50 relativas 

a un control negativo según lo indica la ecuación 2: 

 

        ( )  
(                         )

            
        

Ec. (2) 

Para comparar partículas de diferente tamaño, el consumo del complemento fue 

graficado como una función del área superficial. El área de las superficie de las partículas 

fue calculada, como se describió anteriormente [Passirani y cols., 1998] usando la 

ecuación 3: 

                 y              
 

 
   

   Ec. (3) 

 

El rearreglo de la ecuación 3 conduce a la siguiente ecuación (Ec. 4) 

    
 

 
       

    Ec. (4) 
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Donde S es el área de la superficie (cm2) y V el volumen (cm3) de una esfera de radio 

r (cm), masa m (µg) y de densidad ρ (µg/cm3).  

Se llevó a cabo un ensayo empleando una solución de 1,5 mM de etilenglicol bis (2-

aminoetil éter)-N,N,N,N-ácido tetra acético /Mg2+(EGTA/Mg2+) [Liu y cols., 1995] que actúa 

como inhibidor de la vía clásica quelando los iones Ca2+ .  

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se expresan con 

el desvío estándar correspondiente. Un análisis t-student (de tipo “two non matched 

samples” en inglés) fue empleado para testear las diferencias significativas de los 

resultados. 

M.12.- Evaluación de la captura macrofagocítica 

Para este ensayo, se emplearon células humanas de la línea monocito/macrófago 

del tipo THP-1 (ATCC, Manassas, USA) que se cultivaron en una suspensión al 5% de CO2 y 

37 ºC en medio ATCC. Los experimentos se llevaron a cabo en células diferenciadas y la 

diferenciación fue inducida en el mismo medio por adición de 200 mM de Phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, Francia) por 24 horas para 

permitir su adherencia [Tsuchiya y cols., 1982]. Luego de la aspiración del medio para 

eliminar las células no adheridas, las células fueron incubadas en un medio fresco por 

otras 24 horas antes de la adición de las nanopartículas. Las células (0,6x106/ml) fueron 

colocadas en una placa de 24 pocillos e incubadas por 24 horas más a 37 ºC ó 4 ºC. Luego 

de este periodo, la suspensión de NCLs fluorescentes fue depositada en la monocapa de 

células e incubadas por 90 minutos más a ambas temperaturas. La cantidad de 

nanopartículas fagocitadas fue determinada cuantitativamente mediante la técnica de 

FACS. 
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M.13.- Estudios farmacocinéticos 

 M.13.1. Animales de experimentación, tratamiento y muestreo 

Para este experimento, se emplearon 45 ratas Wistar hembras de aproximadamente 

250-350 g de peso. El manejo de los animales fue llevado a cabo según las guías para el 

bienestar de animales, institucional e internacionalmente aceptadas (Canadian Council on 

Animal Care, 1980; American Veterinary Medical Association, 2001). Los animales fueron 

mantenidos en condiciones controladas de temperatura y ciclos de luz/oscuridad.  

Las ratas fueron asignadas al azar en tres grupos de 15 animales cada uno. Los 

animales del grupo A recibieron la formulación comercial de IVM (Ivomec®; Merial, 

Argentina) en una dosis igual a 0,2 mg/kg por vía subcutánea (SC). Para ello, la 

formulación original fue diluida en propilenglicol para ajustar el volumen de la dosis. Las 

ratas del grupo B recibieron las suspensiones de IVM cargada en las NCLs en una dosis 

equivalente a 200 µg/kg (300 µl por inyección) por vía subcutánea (IVM-NCLs-SC). Los 

animales del grupo C recibieron la misma formulación de NCLs cargadas con IVM con la 

misma dosis que el grupo B pero por vía oral (PO). La formulación original de IVM-NCLs 

(1,14 mg/ml) fue diluida en agua milli Q para ajustar el volumen de la dosis.  

Tres animales de cada grupo fueron sacrificados bajo anestesia superficial con éter a 

6, 12, 24, 48 y 96 horas post-tratamiento. Las muestras de sangre (3 ml) fueron 

recolectadas por punción cardíaca en tubos con heparina. Las muestras de tejido 

recogidas incluyeron pared del intestino delgado (PID) y su contenido (CID), pulmón, e 

hígado. Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 2000 G por 20 minutos, luego el 

plasma y las muestras de los tejidos recogidos fueron colocadas en viales y se 

almacenaron a -20 ºC para su posterior análisis. 

M.13.2. Procedimiento analítico 

La concentración de IVM fue determinada por HPLC con detección fluorescente 

usando un método automático de extracción en fase sólida, siguiendo un procedimiento 

previamente descripto por Alvinerie y cols., (1993) y modificado por Lifschitz y cols. 

(2000). El plasma o los tejidos recogidos fueron homogenizados y se tomó una muestra de 
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0,25 ml o 0,25 g respectivamente que luego fue combinada con 10 ng del estándar interno 

(abamectina), 0,25 ml de acetonitrilo y 70 µl de agua. Esta nueva muestra fue 

homogeneizada empleando un MultiTube Vortexer (VWR Scientific Products, West 

Chester, PA, USA) por 20 minutos. Luego, las muestras de tejido fueron colocadas en un 

baño de ultrasonido por 10 minutos (Transsonic 570/H; Lab Line Instruments Inc., 

Melrosepark, IL, USA) y luego la mezcla de solvente/muestra (plasma o tejido) fue 

centrifugada a 2000 G por 15 minutos. El supernadante obtenido fue manualmente 

trasferido a un tubo y este procedimiento se repitió una vez más para las muestras de 

tejido. La suma de los supernadantes obtenidos fue pasada a través de un cartucho 

Supelclean LC18 (Supelco, Bellefonte, PA, USA). 

Luego del lavado con 1 ml de agua seguido de 1 ml agua/metanol (4:1, v/v), los 

cartuchos fueron secados por 5 minutos y las muestras eluídas con 1,5 ml de metanol. El 

eluato recolectado fue evaporado a sequedad empleando una corriente de nitrógeno y en 

un baño de agua a 60 ºC.  

La reconstitución fue realizada empleando el método descripto por De Montigny y 

cols. (1990). El residuo seco de la elución fue disuelto en 100 µl de una solución de N-

metilimidazol (Sigma, St Louis, MO, USA) en acetonitrilo y 150 µl de una solución de 

trifluoracetico anhídrido (Sigma, Argentina) en acetonitrilo (1:2 v/v). Luego de completada 

la reacción, 100 µl de cada muestra fue inyectada directamente en el cromatógrafo. 

Las condiciones de la cromatografía incluyen una fase móvil constituida por ácido 

acético (0,2 % en agua)/metanol/acetonitrilo (5:40:55 v/v/v), bomba a un flujo de 1,5 

ml/min a través de una columna de fase reversa C18 (5 µm) 4,6mm x 250 mm (Selectosil; 

Phenomenex, Torrance, CA, USA). Se empleó un detector fluorescente 

(Spectrofluorometric detector RF-10; Shimadzu, Kyoto, Japan) a una longitud de onda de 

excitación igual a 365 nm y una longitud de onda de emisión de 475 nm. Una validación 

completa del procedimiento analítico para la extracción y cuantificación de IVM en 

plasma, el tejido de la pared gastrointestinal y el contenido luminal fue llevado a cabo con 

anterioridad a este estudio por Lifschitz y cols., (2006). 
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La concentración de IVM fue determinada por el método del estándar interno. Se 

consideraron las relaciones de área para el cálculo de las concentraciones de fármaco 

entre los estándares (validación) y las muestras experimentales, y no se detectaron 

interferentes de componentes endógenos en las determinaciones cromatográficas.  

Las curvas de concentración en función del tiempo obtenidas del plasma y de cada 

tejido como asi también los parámetros farmacocinéticos fueron determinados 

empleando el modelo no compartimental. El pico de concentración máxima (Cmax) para 

cada muestra de fluido y tejido fueron leídos directamente de la curva. El área bajo la 

curva (ABC) desde cero hasta el último tiempo de muestreo con una concentración 

medible (ABC 0-final), fue calculada según la regla del trapezoide [Gibaldi y Perrier 1982]. 

Los parámetros farmacocinéticos promedio para IVM obtenidos luego de la 

administración de IVM en su forma comercial o vehiculizada en NCLs fueron comparadas 

estadísticamente usando el test de t-student. Se empleó una transformación logarítmica 

donde se encontraron diferencias significativas entre las desviaciones estándares. Un 

valor de p<0,05 fue considerado significativo. 

 M.14.- Estudio de solubilidad 

La solubilidad de un sólido en una solución ideal depende de la temperatura, el 

punto de fusión del sólido, y el calor de fusión molar (ΔHf), es decir, el calor absorbido 

cuando el sólido funde. En una solución ideal, el calor de la solución es igual al calor de 

fusión y se asume como una constante independiente de la temperatura. La solubilidad 

ideal, no es afectada por la naturaleza del solvente [Martin y Sinko, 2006]. 

Se estudió el equilibrio de solubilidad del F (concentración máxima en solución) 

colocando un exceso del mismo en 1 g de varios excipientes lipídicos. Las suspensiones 

fueron mantenidas a 37 ºC y agitadas periódicamente de forma enérgica (utilizando un 

vortex) hasta alcanzar el equilibrio de saturación del medio. Luego, las muestras fueron 

filtradas empleando un filtro de 0,22 µm Minisart® (Sartorius, Goettingen, Alemania) y la 

solubilidad del F se determinó midiendo  la absorbancia por espectrofotometría UV 
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(Termo Evolution 300) a la longitud de onda de máxima absorbancia. En todos los casos el 

procedimiento se realizó por triplicado. 

M.15.- Microscopía Electrónica de Transmisión (MET) 

Los análisis de MET fueron llevados a cabo empleando un equipo JEOL JSM 100CXII 

ubicado en el CRIBABB (Bahía Blanca, Argentina). La suspensión de nanopartículas fueron  

rociadas mediante un proceso de aspersión (spray) sobre rejillas de cobre cubiertas con 

1% de reactivo Formvar en cloroformo, y luego se hizo contraste con una solución de 

acetato de uranilo. 

M.16.- Ensayo de liberación in vitro 

Los estudios de liberación in vitro se realizaron por la técnica de diálisis y en 

condiciones sink. Para ello, 1 ml de la nanosuspensión del F se coloca en un tubo de 

diálisis (Sigma®, 15 kDa) y ésta en un  medio receptor conteniendo una solución tampón 

fosfato salino (PBS, 0,1M) adicionado con 0,1% de Tween® 80 (PBST, pH 7,4), en un baño 

termostatizado a 37 ºC y con agitación constante (100 rpm). A intervalos de tiempo 

apropiados, se tomaron alícuotas de 0,5 ml del medio receptor y se reemplazaron por 0,5 

ml de medio fresco. La cantidad de fármaco liberado en cada muestra se determinó por 

HPLC según la técnica específica para el F. 

M.17.- Quimioterapia experimental de la hidatidosis 

Los procedimientos y protocolos de manejo de animales se llevaron a cabo de 

acuerdo a lo establecido en “The Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” 

(Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 

2011). Se evitó en todo momento el sufrimiento innecesario de los animales. 

M.17.1. Infección de los ratones  

Ratones hembra CF-1 (modelo animal para enfermedades infecciosas) fueron 

infestados a través de inoculación intraperitoneal con 1500 protoescólices en 0,5 ml de 
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medio 199 para producir experimentalmente una hidatidosis secundaria [Elissondo y cols., 

2007]. Los ratones fueron mantenidos en el bioterio durante seis meses y se les suministró 

agua y alimento balanceado diariamente (fig.5). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Administración intraperitoneal de protoescólices de E. granulosus en ratones CF-1. 

M.17.2. Necropsia y obtención de quistes 

Luego de cinco a seis meses post-infección los ratones fueron sacrificados por 

dislocación cervical, previa anestesia con cloroformo. Se los diseccionó y se obtuvieron los 

quistes hidatídicos (figuras 6 c y d).Este procedimiento se llevó a cabo para la obtención 

de quistes para ser utilizados en los estudios in vitro (no se abordan en este trabajo de 

tesis doctoral), como así también para el análisis de las masas quísticas y la toma de 

muestras para MEB. 
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Figura 6. A) Inoculación intraperitoneal de protoescólices de E. granulosus a en ratones hembras CF-1. B) 
Ratón siendo dosificado. C) Ratón necropsiado con quistes en su cavidad abdominal. D) Quistes extraídos 

de un ratón. 

 

M.17.3. Eficacia quimioprofiláctica en ratones 

Los protoescólices fueron inoculados por vía intraperitoneal en 40 ratones CF-1 

(1500 protoescólices por ratón) (figura 6.A). Inmediatamente luego de la infección, los 

animales fueron separados en cuatro grupos (n=10) según: 1) Grupo control: los animales 

recibieron agua destilada como placebo, 2) Grupo tratado: Control NCLs; los animales 

recibieron las NCLs blanco, 3) Grupo tratado: suspensión de ABZ, 4) Grupo tratado: ABZ-

NCLs; los animales recibieron las nanocápsulas cargadas con ABZ. Los tratamientos en 

todos los grupos se llevaron a cabo diariamente por 30 días por administración 

intragástrica (0,53 ml/animal) con una dosis igual a 5 mg/kg de peso del animal de ABZ 

para los grupos 3 y 4 (figura 6. B.). Seis meses post-infección los animales fueron 

sacrificados por dislocación cervical previa anestesia con cloroformo. Los animales fueron 

sacrificados, luego se llevó a cabo la necropsia y se registró el peso de los quistes 

A B 

C D 
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hidatídicos extraídos de cada animal (figura 6.C.). Las diferencias en el peso de los quistes 

entre los tratamientos se analizaron mediante el test de ANOVA y Tukey (R). Asimismo, se 

tomaron muestras para MEB y MET. 

M.17.4. Análisis estadístico 

En cada experimento, los pesos de los quistes obtenidos durante la necropsia de los 

ratones (expresados como el promedio ±DS) se compararon mediante el test de Kruskal-

Wallis (ANOVA no paramétrico) seguido de un test de comparación múltiple de Dunn. Un 

valor de p˂0,05 fue considerado estadísticamente significativo. 

M.17.5. Estudio ultraestructural 

El estudio ultraestructural se realizó por MET y/o MEB con la finalidad de investigar 

las posibles alteraciones ocurridas en las membranas quísticas. De este modo, los quistes 

obtenidos de todos los grupos se enjuagaron con tampón cacodilato y se fijaron durante 4 

días en glutaraldehído al 3%. Luego se realizaron 3 lavados de 15 minutos cada uno con el 

mismo tampón. El material permaneció en el último lavado y se conservó en heladera 

hasta su procesamiento.  

M.18.- Test de citotoxicidad (MTS) 

Este ensayo se emplea para la determinación del efecto citotóxico de un compuesto 

dado o de ciertas condiciones de ensayo. Los indicadores que se usan más 

frecuentemente son los colorantes aceptores de electrones como las sales de tetrazolio. 

Básicamente dos ensayos son los que se realizan a menudo para determinar la toxicidad 

según el colorante empleado. Por un lado, MMT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio), y por otro MTS (sal interna de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio). 

En esta tesis doctoral se empleó el test de MTS. Este ensayo se basa en la conversión 

del colorante (sal de tetrazolium) en un producto coloreado, acuoso llamado formazan 

(forma reducida del colorante) producido por la actividad mitocondrial de las células a    

37 ºC. Esta reacción es catalizada por la enzima deshidrogenasa de las células vivas y la 
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cantidad producida es directamente proporcional al número de células viables medido por 

absorbancia a 492 nm.  

Prácticamente, se colocaron 200 µl de una suspensión de células a una 

concentración predeterminada en una placa de 24 pocillos  y se las incuba por 24 horas a 

37 ºC con 5% de CO2, añadiendo también un control sin células (solo medio). Luego de 

transcurrido este tiempo, se descarta el contenido de cada pocillo, y se agregan 200 µl de 

los grupos tratamiento, medio fresco (control negativo), y el control positivo (100% de 

dimetilsulfóxido, mortalidad total) en los respectivos pocillos. Cada grupo se realizó por 

triplicado. Luego, se incuba nuevamente por 4 u 24 horas según el protocolo establecido.  

Transcurrido este tiempo, se retira el medio, se lava tres veces con 100 µl de PBS 

precalentado y se agrega 100 µl de reactivo MTS a cada pocillo. Se incuba nuevamente por 

dos horas a 37ºC al abrigo de la luz y se coloca la placa bajo agitación por 10 minutos 

hasta que se observa una solución homogénea. Finalmente, se toman 100 µl de cada 

pocillo y se colocan en una placa de 96 pocillos y se mide la absorbancia en un lector de 

placa a 492 nm. La densidad óptica medida es una función de la concentración del 

colorante que se encuentra en su forma reducida. 
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