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RESUMEN

Este trabajo de Tesis tuvo como objetivo el desarrollo de sistemas nanotransportadores
obtenidos con la combinacién de alginato y quitosano para la administracién pulmonar de
rifampicina. Rifampicina es un farmaco de primera linea para el tratamiento de la
tuberculosis, sin embargo, debido a que esta enfermedad presenta una alta tasa de
prevalencia y un elevado desarrollo de resistencia surge la necesidad de optimizar el
tratamiento farmacoterapéutico de dicha infeccién. Los sistemas nanoparticulados
presentan destacables ventajas tales como la capacidad de alcanzar compartimentos
intracelulares y la modulacidon de la cinética de liberacién de farmacos, que podrian resolver

algunos de los problemas relacionados con el tratamiento de esta enfermedad.

Las nanoparticulas se desarrollaron con el método de gelacion idnica, el cual consiste en
el entrecruzamiento de grupos funcionales con cargas idnicas opuestas. Para la
caracterizacion de los sistemas obtenidos se emplearon diversas técnicas entre las que se
pueden mencionar la dispersidon de la luz dindmica, espectroscopia infrarroja transformada
de Fourier, la difraccién de rayos X de polvos, la microscopia electrénica de barrido, entre
otras. Ademas, se evalué la actividad antimicrobiana in vitro en diferentes cepas bacterianas,
incluyendo aislamientos de Mycobacterium tuberculosis. Por ultimo, se realizaron estudios
de citotoxicidad in vitro y de internalizacion en lineas celulares de pulmén de los nuevos

sistemas.

Entre los resultados mas destacables de este trabajo de Tesis se puede mencionar que los
sistemas nanoparticulados presentaron mayor actividad antimicrobiana en algunas de las
cepas bacterianas evaluadas, en comparacién con rifampicina sola. Ademas, se observd una
reduccion de los efectos citotéxicos de este farmaco en lineas celulares de pulmén vy rifidn,
como asi también un aumento de la concentracion intracelular del antibiético en células
pulmonares. Los hallazgos de este trabajo resaltan el potencial de los nanotransportadores
desarrollados para la administracion de rifampicina por via pulmonar, lo que aumentaria la

concentracion local de antibidtico en los tejidos pulmonares, reduciendo






ABSTRACT

This Thesis aimed the development of new alginate and chitosan nanocarrier systems for
the pulmonary administration of rifampicin. Rifampicin is a first line drug for the treatment
of tuberculosis. This disease has a high prevalence rate and a high development of
antimicrobial resistance, for these reasons there is a need to optimize the
pharmacotherapeutic treatment of this infection. The nanoparticulate systems present
remarkable advantages such as the ability to reach intracellular compartments and the
modulation of drug release kinetics, which could solve some of the problems related to the

treatment of this disease.

The nanoparticles were developed by the ionic gelation method, which consists of the
cross-linking of functional groups with opposite ionic charges. For the characterization of the
obtained systems, several techniques were used, such as dynamic light scattering, Fourier
transform infrared spectroscopy, powder X-ray diffraction, scanning electron microscopy,
among others. In addition, in vitro antimicrobial activity was evaluated in different bacterial
strains, including isolates of Mycobacterium tuberculosis. Finally, in vitro studies were carried

out on lung cell lines to evaluate the cytotoxicity and internalization of the new systems.

Among the most outstanding results of this Thesis work is the greatest antimicrobial
activity demonstrated by the new nanoparticulate systems in some of the bacterial strains
evaluated, in comparison with rifampicin alone. In addition, a reduction of the cytotoxic
effects of this drug was observed in lung and kidney cell lines, as well as, the increase of the
intracellular concentration of the antibiotic in lung cells. Findings of this work highlight the
potential of the nanoparticles developed for the administration of rifampicin by the
pulmonary route, which would increase the local concentration of antibiotic in the
pulmonary tissue, reducing the risk of systemic toxicity and the improvement in the

therapeutic efficacy.
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ABREVIATURAS

20: angulo de difraccion.

a: pendiente.

ALG: alginato.

AMH: agar Miiller-Hinton.

ANMAT: Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica.

ANOVA: anilisis de la varianza, por sus siglas en inglés de analysis of variance.

ANS: 1-anilino-8-naftaleno sulfonato.

ASC: acido ascorbico.

ASF: andlisis de solubilidad de fases.

ATCC: American Type Culture Collection.

ATP: adenosin trifosfato, por sus siglas en inglés de adenosine triphosphate.

b: ordenada al origen.

BHL: balance hidrofilico-lipofilico.

BSA: albumina de suero bovino, por sus siglas en inglés de bovine serum albumin.

CC: capacidad de carga.

CLSI: por sus siglas en inglés, The Clinical and Laboratory Standards Institute.

CMC: concentracion micelar critica.

CMH: caldo Muller-Hinton.

cP: centipoise.

CV: coeficiente de variacion.

DAPI: 4',6-diamino-2-fenilindol.



Abreviaturas

DBB: diseiio Box-Behnken.

DE: desviacion estandar.

DHR: dihidrorodamina 123.

DLS: dispersion de la luz dindmica, por sus siglas en inglés, dynamic Light scattering.

DMEM: medio de cultivo para células eucariotas, por sus siglas en inglés, Dulbecco's

Modified Eagle Medium.

DSC: calorimetria diferencial de barrido, por sus siglas en inglés de differential scanning

calorimetry.

DSR: disefo de superficie de respuesta.

dTGA: derivada primera del andlisis termogravimétrico, por sus siglas en inglés derivative

thermogravimetric analysis.
El: estandar interno.

EMA: Agencia Europea de Medicamentos, por sus siglas en inglés, European Medicines

Agency.

E. coli: Escherichia coli.

F: estadistico empleado en test ANOVA.

Fd: faloidina.

FDA: Food and Drug Administration.

FITC: fluoresceina isotiocinato.

FTIR: espectroscopia infrarroja transformada de Fourier, por sus siglas en inglés Fourier

Transform Infrared Spectroscopy.

gp-P: glicoproteina-P

Ho: hipdtesis nula.
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HPLC: cromatografia liquida de alta precision, por sus siglas en inglés high performance

chromatography.

ICH: International Council for Harmonisation.

IFA: ingrediente farmacéutico activo.

IR: infrarroja/o.

K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae.

LG: interfaz liquida/gaseosa.

MAs: macrofagos alveolares.

MF: mezcla fisica.

MP: materia prima.

Mtb: Mycobacterium tuberculosis.

MUC: mucina.

N.lL. : no demostré inhibicidn.

NPs RIF: nanoparticulas de rifampicina.

NPs vacias: nanoparticulas vacias (sin rifampicina).
NPs: nanoparticulas.

NPs-FITC: nanoparticulas vacias marcadas con fluoresceina isotiocianato.
p-valor: valor de probabilidad.

PBS: solucién buffer fosfato, por sus siglas en inglés phosphate buffer solution.
PFD: paraformaldehido.

pKa: constante de disociacion acida.

PM: peso molecular.

P. aureuginosa: Pseudomona aureginosa.
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Abreviaturas

QUIT: quitosano.

r?: coeficiente de correlacion.

Rd-Fd: faloidina conjugada con rodamina.

RIF: rifampicina.

RIM: rifamicina.

RZ: resazurina.

S. aureus MR: Staphylococcus aureus meticilino resistente.
S. aureus MS: Staphylococcus aureus meticilino sensible.
S. aureus: Staphylococcus aureus.

SCB: sistema de clasificacion biofarmacéutica.

SEM: microscopia de barrido electrénico, por sus siglas en inglés scanning electron

microscopy.

SG: interfaz sélida/gaseosa.
SL: interfaz sdlida/liquida.
SP: surfactante pulmonar.
T80: tween 80.

TB: tuberculosis.

TEM: microscopia de transmision electrénica, por sus siglas en inglés transmission electron

microscopy.

Tg: temperatura de transicion vitrea.

TGA: analisis termogravimétrico, por sus siglas en inglés thermogravimetric analysis.
TPS: tripsina.

UFC: unidades formadoras de colonias.
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UV-Vis: ultravioleta-visible.

{: potencial z.

O¢ [H,0]: angulo de contacto con el agua.

O¢: dngulo de contacto.

A: longitud de onda.

T: esfuerzo de corte.

Y6 energia libre para la interfaz liquido/gas.

Ysg. energia libre para la para la interfaz sélido/gas.
Ys.: energia libre para la interfaz sélido/liquido.

v: velocidad de deformacién o cizallamiento.

1: viscosidad dinamica.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION Y OBJETIVOS
1.1. Introduccion

1.1.1. Nanotecnologia: Nanoparticulas poliméricas

Aunque el término "nanotecnologia" se comenzé a utilizar en la década del ochenta, se
tiene conocimiento de que algunos nanomateriales eran ya empleados hace
aproximadamente 2.000 afios atras. Un ejemplo muy conocido es el de la copa de vidrio de
Licurgo (Roma, siglo IV A.C.), hoy expuesta en el Museo Britanico. La copa cambia de color
de acuerdo con la incidencia de la luz sobre la misma; se observa verde con luz reflejada,
mientras que iluminada desde su interior, la luz transmitida a través del vidrio hace que se
vea roja (Figura 1.1.). El analisis del vidrio permitié revelar que la copa contenia
nanoparticulas de plata y oro con un tamafio aproximado de 70 nm, y con una proporcién
molar de 14:1, respectivamente. La combinacién de esta composicidon quimica y el tamano
de particulas de esta dispersidn resultod ser el factor responsable que le confiere al vidrio la
propiedad de generar diferentes colores a partir de la interaccion con la radiacién
electromagnética. Ademas de este ejemplo, se pueden mencionar otros obtenidos en forma
intencional, tales como, la fabricacidon de particulas de negro de humo y la obtencién de
didxido de silicio “fumé”, en los afios cuarenta. Aquella época determiné el inicio del
desarrollo de la nanotecnologia de manera sistematica, la cual ha venido creciendo hasta la

fecha de manera exponenciall.

Figura 1.1. Copa de Licurgo
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Desde entonces el término "nanotecnologia" ha ido evolucionando, alcanzando en
nuestros dias definiciones bien establecidas. La “National Nanotechnology Initiative Strategic
Plan” de los Estados Unidos de Norteamérica, define a la nanotecnologia como “el
entendimiento y el control de la materia en dimensiones, comprendidas entre 1 a 100
nandmetros, donde fendmenos Unicos permiten nuevas aplicaciones”?. La nanotecnologia se
estd imponiendo en diversas areas de estudio debido a las interesantes posibilidades para
innovar en el desarrollo de nuevos sistemas como lo es la obtencién de materiales fuertes y
ligeros, lo cual repercute en un menor consumo de combustible. Otros ejemplos, son el
desarrollo de computadoras ultrarrdpidas con gran capacidad de almacenamiento, ventanas
inteligentes que se iluminan u oscurecen para conservar la energia, la administracién dirigida

de farmacos' para tratamientos mas seguros y efectivos, entre otras aplicaciones”.

En este sentido, en las ultimas décadas, ha habido un creciente interés por el desarrollo
de sistemas nanoparticulados de liberacién de farmacos, obtenidos a partir de polimeros.
Las nanoparticulas (NPs) poliméricas son particulas coloidales sélidas, con un didmetro que

varia en el rango de 1 a 1.000 nm 42,

Dependiendo de la composicién, se pueden obtener principalmente dos tipos de NPs
poliméricas: nanoesferas y nanocdpsulas. Las nanocdpsulas son sistemas vesiculares, en los
cuales el fdrmaco estd confinado en una cavidad que consiste en un nucleo liquido interno
(acuoso u oleoso) rodeado por una membrana polimérica. El farmaco generalmente se
encuentra disuelto en el nucleo interno, pero también puede estar adsorbido a la superficie
de la nanocapsula. Por otro lado, las nanoesferas tienen una estructura (matriz) de tipo
monolitica, en donde los ingredientes farmacéuticos activos (IFAs) se dispersan o adsorben

sobre sus superficies o se encapsulan dentro de las NPs (Figura 1.2.)".

i Segun la Farmacopea Argentina (FA) un farmaco, principio activo (PA) o ingrediente
farmacéutico activo (IFA) es toda sustancia quimica o mezcla de sustancias relacionadas, de origen
natural o sintético, que poseyendo un efecto farmacoldgico especifico se emplea en medicina

humana®.
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Figura 1.2. Representacion grdfica de nanocdpsulas y nanoesferas poliméricas: A-
fdrmaco disuelto en el nucleo de las nanocdpsulas; B- farmaco adsorbido en la
pared polimérica de la nanocdpsula; C- fdrmaco adsorbido en la superficie de la

matriz polimérica de la nanoesfera y D- farmaco disperso en la matriz polimérica de

la nanoesfera.

Dentro de los polimeros utilizados para la preparacion de NPs se encuentran los
polimeros hidrofilicos de origen natural o los polimeros hidrofébicos de origen sintético. Los
polimeros hidrofilicos naturales son ampliamente utilizados, tales como las proteinas
(gelatina, albumina, entre otros) y los polisacéridos (alginato, quitosano, dextrano, entre
otros)®. Los criterios ideales para la selecciéon de los mismos se basan en la facil obtencién y
caracterizacion, bajo costo, biocompatibilidad, biodegradabilidad, hidrofilicidad, asi como,

atoxicidad y baja inmunogenicidad’.

Para este trabajo de Tesis se seleccionaron dos polisacdridos naturales de carga idnica

opuesta, alginato y quitosano, los cuales seran descriptos a continuacién.

1.1.1.1. Polisacaridos naturales

1.1.1.1.1. Quitosano

El polisacdrido quitosano, QUIT, fue descubierto por Rouget en 1859, quien reportd que
al tratar quitina (carbohidrato que forma parte del exoesqueleto de los artrépodos, como
aracnidos, crustaceos e insectos) con una solucidon caliente de hidréxido de potasio, se
obtiene un producto soluble en acidos organicos. Esta “quitina modificada”, como él la

llamd, se tornaba de color violeta en soluciones diluidas de ioduro y acido, mientras que, la
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quitina natural era de color verde®. En 1894, Hoppe-Seyler la denominé ”quitosano”g. Su
principal fuente de produccion, como se menciond anteriormente, es la hidrélisis de quitina
en medio alcalino, usando solucién acuosa concentrada de hidréxido de sodio o potasio, a
altas temperaturas. Dependiendo del procedimiento de preparacién y su origen, su peso
molecular (PM) puede variar desde 300 a mas de 1000 kDa, con un grado de desacetilacion
de 30% a 95%, mientras que, si la desacetilacion es total se obtiene otro compuesto

denominado “quitano”*°.

Estructuralmente, QUIT, es un polisacdrido catidnico lineal, con un valor de constante de
disociacion acida (pKa) de 6,5. Estd compuesto de cadenas distribuidas aleatoriamente de 2—
acetamida—2—desoxi——D—glucosa (unidades N-acetyl-D-glucosamina, acetiladas) y 2-
amino—2—desoxi—f—D—glucosa (unidades D-glucosamina, desacetiladas), unidas por enlaces

B-(1-4)™. Su estructura quimica se muestra en la Figura 1.3.
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Figura 1.3. Estructura quimica del quitosano. Unidades x:
D-glucosamina; y: N-acetil-D-glucosamina.

QUIT presenta propiedades biofarmacéuticas favorables, tales como su
biocompatibilidad, excelente biodegradabilidad, propiedades bioadhesivas y atoxicidad, y
ademads, sus aplicaciones son muy variadas. Se utiliza en la industria alimenticia,
principalmente en el recubrimiento de frutas, semillas, en la proteccién de plantas
(antifungico), la clarificacidon de jugos de frutas, vinos, cervezas, también, es fuente de fibra
alimentaria, posee propiedades como hipocolesterolémico, entre otras. Por su parte, en el
area de la biomedicina, QUIT ha adquirido un papel protagdnico en la ingenieria de tejidos y
el desarrollo de sistemas portadores de farmacos novedosos (hidrogeles, membranas, films,

perlas, vendajes, nanofibras, micro y nanogeles, micro y nanoparticulas, entre otros)lz.
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1.1.1.1.2. Alginato

Alginato de sodio, ALG, es un polisacarido anidnico, que se extrae de las paredes celulares
de algas pardas marinas a través de un tratamiento en medio alcalino a alta temperatura,

aproximadamente 80°C, y luego se procede a su purificacion.

La estructura de ALG consiste en residuos de acidos B-D-manurénico y a-L-gulurénico,
que se encuentran unidos linealmente por enlaces 1,4-glucosidicos (Figura 1.4.). La
composicion y secuencia de sus unidades monoméricas dependen de la fuente de las algas
usadas, y esto repercute sobre las propiedades del ALG obtenido®®. Las unidades repetitivas

de acido manurdnico poseen un pKa de 3,38 y las de acido gulurénico 3,65 .

OH
Ko ~Q

HO _

Figura 1.4. Estructura quimica de las unidades repetitivas
de alginato, m: B-D-manurdnico; n: a-L-gulurdnico.

—

m

Este polisacarido no es téxico, es biodegradable, biocompatible, de bajo costo, y
facilmente disponible, ademas, presenta propiedades mucoadhesivas. Ha sido ampliamente
estudiado con respecto a sus propiedades fisicas y quimicas, y es utilizado en la industria
alimenticia como estabilizante, espesante en jugos, salsas, cervezas, asi como gelificante en

relleno de aceitunas, fabricacién de gelatinas, entre otros usos.

. , o <, 1
En 1980 se desarrollaron las primeras particulas de ALG con fines de encapsulacion®.
Desde entonces, se han realizado muchas investigaciones sobre el desarrollo y la aplicacidon
de las particulas de ALG, lo que hace que el mismo sea uno de los materiales mas

comunmente utilizados para la formacién de micro y nanoparticulas en la actualidad®.



Capitulo 1: Introduccién y Objetivos

1.1.1.2. Métodos de preparacion de nanoparticulas

Los principales métodos para obtener NPs se conocen como “De abajo hacia arriba”
(“Bottom up”) y “De arriba hacia abajo” (“Top down”). La técnica “De abajo hacia arriba”
consiste en la construcciéon de NPs a partir del autoensamblaje de atomos o moléculas,
mientras que la técnica “De arriba hacia abajo” involucra un proceso de ruptura o molienda
de grandes particulas mediante un estrés fisico o quimico externo hasta producir la

reduccién de tamafio de la particula (Figura 1.5.)*

“De abajo hacia arriba" “De arriba hacia abajo”

%< }q_) ‘e O
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Figura 1.5. Representacion grdfica de los métodos de obtencion de

nanoparticulas: “De abajo hacia arriba” y “De arriba hacia abajo”.

Actualmente, el método mas utilizado para sintetizar NPs de ALG y QUIT es un método

. . . .7 es 17 . . .
“De abajo hacia arriba” llamado gelacién idnica™’. Este procedimiento consiste en una
reaccion espontanea, en la cual se mezclan dos dispersiones de polielectrolitos de carga

opuesta (policatién y polianion)™®

Algunas consideraciones a tener en cuenta en la gelacidn idnica son:

El pH: los polimeros deben encontrarse al valor de pH adecuado para estar

completamente ionizados y aumentar asi la eficiencia de la interaccion.

e La fuerza idnica: se debe trabajar con una minima fuerza idnica, ya que la misma
influye en el tamafio de particulas obtenidas. A menores valores de fuerza idnica
menor es la tendencia de aglomeracion de las NPs.

e Lavelocidad de agitacion.

e La concentracién y relaciéon de los componentes del sistema.
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e El grado de polimerizacion (esto va influenciar en sus propiedades tales como
viscosidad).

Una vez obtenidos los sistemas nanoparticulados, se deben separar del resto que no

reacciond, para lo cual se pueden utilizar diversas técnicas, las mas utilizadas son la

ultracentrifugacion y la dialisis.

Ademas, este método de sintesis presenta algunas ventajas como lo son el hecho de que
no se utilizan solventes organicos ("green chemistry"), o no es necesario trabajar en
condiciones drdsticas como temperaturas elevadas, ultrasonido, entre otras, las cuales son
ventajas frente a otros métodos de sintesis tales como la emulsificacion por cambio de

solvente®®.

1.1.1.3. Ventajas de la utilizacion de las nanoparticulas

Los materiales nanoparticulados tienen propiedades fisicoquimicas Unicas debido a su
pequeiio tamafio; como su gran area superficial, alta reactividad y superficie funcionalizable

gue permite aumentar su especificidad.

Entre las ventajas que aportan las NPs como plataformas para la liberacion controlada de

s . 2
farmacos se pueden citar®:

* La capacidad para proteger a las moléculas encapsuladas frente a su eventual
degradacion, desde el momento de la administracion en el paciente hasta que alcanza su
lugar de accidon o absorcion.

* La habilidad para atravesar las barreras bioldgicas como la piel, las mucosas
gastrointestinales o respiratorias, como asi también, la barrera hematoencefadlica.

* La capacidad para alcanzar el érgano, tejido o grupo celular diana donde la molécula
debe ejercer su accion.

* La capacidad para alcanzar compartimentos intracelulares.

* La capacidad para ejercer una liberacion controlada y sostenida del IFA en su lugar de
accién o absorcion, lo que podria conducir a disminuir la frecuencia de administracion.

e La disminucion de la toxicidad y la apariciéon de reacciones adversas propias de la

molécula vehiculizada.
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e Se pueden usar para varias vias de administracion, incluyendo oral, nasal, parenteral,
intraocular, entre otras.

e Permite prolongar la vida media en la circulacidn sistémica de los farmacos.

A pesar de estas ventajas, una de las grandes limitaciones de las NPs obtenidas a partir de
polimeros naturales es la baja reproducibilidad en sus caracteristicas, debida principalmente
a modificaciones en el PM de la materia prima y la dificultad para escalar el procedimiento

de obtencion.

1.1.2. Infecciones bacterianas

Las infecciones son el resultado de la invasion y la proliferacion de agentes infecciosos en
el organismo. Existen diferentes tipos de agentes infecciosos, entre los cuales, se pueden

mencionar principalmente los microorganismos (virus, hongos y bacterias) y los parasitos.

Las infecciones bacterianas se encuentran entre los mayores problemas de salud a nivel
mundial, no solo debido a que estdn asociadas con morbilidad y mortalidad, sino también,
por la frecuente apariciéon de resistencia bacteriana a los tratamientos, lo que lleva a una
necesidad urgente de desarrollar nuevas estrategias que combatan eficazmente estas

. . 21
infecciones”".

Las bacterias son organismos procariotas, unicelulares que presentan un tamano y forma
gue depende de la especie a la cual pertenezcan. ComuUnmente su tamafio es de alrededor
de unos pocos micrometros (entre 0,5y 5 um) y, de acuerdo a su morfologia, se pueden
mencionar principalmente: esferas (cocos), bastones (bacilos), filamentos, sacacorchos

A . sy .« e 22 . s [
(vibrios) y hélices (espirilos)*”. En la Figura 1.6. se representan graficamente algunas de las

morfologias de las células bacterianas.



Tesis Doctoral Farm. lvana Romina Scolari

COCOS OTROS
Coco Dlplococo u?::lp‘:cn?:;o Estafilococo
W"
QQ) Bana alargada
( iBh'cpmooco 8 % m( ; @
@l]ll.@S
o e .. :m -
Cocobacilo Bacilo Carynebacteriacese  Helicobacter pylon

Diplobacilo

Sacacorchos
Borrelia burgdorfiri
| R G
Estreptobacilo
APENDICES

o W<, "

Figura 1.6. Clasificacion de las células bacterianas de acuerdo

a su morfologia.

En 1884, el bacteridlogo Christian Gram desarrollé la técnica llamada tinciéon de Gram, la
cual se utiliza, tanto para poder referirse a la morfologia celular bacteriana, como para
poder realizar wuna primera aproximacién a la diferenciacion bacteriana,
considerandose bacterias Gram positivas, a las que se visualizan de color azul oscuro o
morado, y bacterias Gram negativas, a las que se visualizan de color rosa o rojo®. En la
Figura 1.7. se exhiben las principales diferencias entre las bacterias Gram positivas y
negativas. Las bacterias Gram negativas presentan dos membranas lipidicas, entre las que se
localiza una fina pared celular de peptidoglicano (o peptidoglucano) (razén por la cual no se
retiene el colorante durante la tincion de Gram), mientras que las bacterias Gram positivas

AT . . , 2
presentan solo una membrana lipidica y la pared de peptidoglicano es mucho mas gruesa*


https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_grampositiva
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_gramnegativa
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Figura 1.7. Representacion grdfica de la estructura de bacterias: A- Gram

positivas y B- Gram negativas.

1.1.2.1. Infecciones por Staphylococcus aureus

El género Staphylococcus aureus (S. aureus), esta formado por cocos Gram positivos, con
un diametro de 0,5 a 1,5 um, comunmente se encuentran agrupados como células uUnicas, en
pares, tétradas, cadenas cortas o formando racimos de uvas®. Este microorganismo es el
agente causal de una amplia variedad de infecciones que van desde infecciones de la piel
hasta infecciones que amenazan la vida, como la meningitis, la neumonia, la osteomielitis, la
sepsis, entre otras®®. Esta bacteria desarrolla una amplia resistencia a los antibioticos,
incluidos meticilina y vancomicina, lo que condujo a la aparicidon de la cepa S. aureus
resistente a antibidticos betalactamicos, conocido como S. aureus resistente a meticilina (S.
aureus MR), lo que lleva a una amenaza para la salud publica?’. Ademas, la cepa S. aureus

MR también esta asociado a la fibrosis quistica®.

10
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1.1.2.2. Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa causada por el bacilo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Comunmente afecta a los pulmones (TB pulmonar), pero
también, puede afectar otros sitios (TB extrapulmonar). La misma se disemina a través del

aire, cuando una persona con TB pulmonar tose, estornuda o habla®.

Alrededor de la década de 1950-1960, se desarrollaron farmacos para tratar la TB, pero
recién en 1966, surgié la llamada “Revolucion terapéutica”, en la cual el italiano Piero Sensi
aislé rifampicina, un derivado semisintético de rifamicina S, obtenida de hongos del
género Streptomyces mediterranii, y, de esta manera, el tratamiento de la TB se logré
acortar a 6 meses>’. Actualmente, el tratamiento de primera linea para la TB recomendado
por la Organizacién mundial de la salud (OMS) continda siendo los farmacos descubiertos
hace mas de 50 afios: isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida. Sin embargo, las
bactérias han desarrollado resistencia a estos farmacos, y por consiguiente, hay una gran

necesidad de un nueva generacién de IFAs antituberculosos>".

Segun el informe de la OMS sobre la TB en 2018, la TB es una de las 10 principales causas
de muerte en todo el mundo. En 2017, la TB causé aproximadamente 1.300.000 muertes de
personas VIH negativas y 300.000 muertes adicionales en personas VIH positivas. A nivel
mundial, se estima que 10 millones de personas desarrollaron la enfermedad de TB en
2017°% La TB resistente a los medicamentos sigue siendo una crisis de salud publica. A nivel
mundial, en 2017, se estimd que 558.000 personas desarrollaron TB resistente a rifampicina
(RIF), el medicamento de primera linea més efectivo; y de estos, el 82% tenia TB resistente a
multiples farmacos®>. Alrededor de 1.700 millones de personas, el 23% de la poblacién
mundial, se estima que tienen una infeccion de TB latente, y por lo tanto, el riesgo de

desarrollar la enfermedad activa de TB durante toda su vida3*33,

La TB persiste como un desafio social importante debido a la facilidad de transmision de

la bacteria, el incumplimiento del paciente a la farmacoterapia que requiere la adherencia a

la dosificacidn frecuente durante un periodo de 6 meses, y los altos costos de supervisiéon del
. 34 . . .

tratamiento™. La eficacia de los medicamentos en la lucha contra la TB puede verse

obstaculizada por algunos factores relacionados a las propiedades biofarmacéuticas

desfavorables de los agentes terapéuticos tales como la baja permeabilidad de los farmacos,

11
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la baja solubilidad, la biodegradacién; ademas es importante tener en cuenta los efectos
secundarios indeseados causados por la distribucién sistémica de los IFAs®. La terapia fallida
de la TB, ha dado lugar a la aparicidon de cepas multirresistentes, que se han convertido en
un problema de salud mundial. Estas cepas son menos receptivas a la terapia tradicional, y
requieren una terapia de segunda linea, con un aumento en la duracién del tratamiento, y
por lo tanto, un incremento de la toxicidad. Por otra parte, la tasa de recuperacion no supera
el 60 %, y en la actualidad se presenta una creciente prevalencia a la resistencia a los

farmacos®.

1.1.2.3. Rifampicina

RIF es un antibidtico semisintético, como se menciond anteriormente, descubierto en
1966 el cual posee un amplio espectro antibacteriano®’. RIF es un farmaco zwitteridnico,
posee dos valores de pKa, uno correspondiente al grupo 4-hidroxi pKa;: 1,7 y el otro
correspondiente al nitrégeno del anillo 3-piperazina pKa,: 7,9, respectivamente®®. Su

estructura quimica se representa en la Figura 1.8.

Figura 1.8. Estructura quimica de rifampicina.

RIF es uno de los farmacos de primera linea segun la OMS para el tratamiento de TB y
lepra. También presenta actividad antibiética en infecciones causadas por estafilococos (S.
aureus, S. epidermidis) y enterococos (E. faecalis, E. faecium), siendo a su vez utilizada para

prevencidn de meningitis meningocdcica (Neisseria meningitidis)39. Recientes estudios

12
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clinicos estdn evaluando el uso de combinaciones de RIF con otros antibidticos, para el
tratamiento de cuatro enfermedades no micobacterianas: la meningitis bacteriana aguda, la

endocarditis infecciosa y bacteriemia, la neumonia y la infeccion relacionada con biofilms*.

Este farmaco posee una baja solubilidad acuosa y ademas presenta varios problemas de
estabilidad en solucion, se hidroliza a valores de pH acidos, menores a 4,5; es fotosensible;
se oxida a valores de pH bdsicos, superiores a 7,5. Por otro lado, presenta una alta unidn a
proteinas plasmaticas (principalmente albdmina sérica)*!, aproximadamente 89 % vy es
sustrato de la glicoproteina-P (gp-P). La gp-P es un transportador de eflujo dependiente de
adenosin trifosfato (ATP), responsable de la eliminacién de los farmacos desde el interior de
la célula hacia el medio externo. RIF se utiliza generalmente combinada con otros

antibiéticos debido a un alto desarrollo de resistencia antimicrobiana®.

Una busqueda de patentes de RIF en el “Free patent searching database” arroja mas de
13.000 resultados. Luego del descubrimiento de este antibidtico se han patentado nuevas
invenciones tales como: derivados mas solubles, diferentes métodos de obtencién con una
alta pureza, utilizacion de RIF para recubrimiento de dispositivos médicos, nuevas
.. . . T . . . 43
indicaciones, por ejemplo, como inhibidor de la angiogénesis, entre otros™. Esto demuestra
gue existe un gran interés en la investigacién para mejorar las propiedades biofarmacéuticas

de este farmaco, asi como, explotar sus potenciales aplicaciones al maximo.

Entre las especialidades medicinales conteniendo RIF, aprobadas en Argentina por la
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT), se
presentan las formas farmacéuticas para la via de administracion oral: comprimidos,
capsulas, jarabes y suspensiones; y para la via de administracidn parenteral: solucién para

uso endovenoso™*.

1.1.2.4. Nanoparticulas en el tratamiento de las infecciones bacterianas

La nanotecnologia ha demostrado grandes avances en el campo del tratamiento de las
infecciones®. Particularmente, las estrategias de administracion basadas en NPs han logrado
mejoras significativas en el area de la administracion de farmacos antimicrobianos.
Especialmente, las NPs basadas en polimeros naturales representan un enfoque prometedor

para encapsular antibiéticos debido a sus ventajosas capacidades de dirigir la administracion

13
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a los sitios especificos de la enfermedad, controlar las caracteristicas de liberacién del
principio activo (PA) para mejorar la farmacocinética o el indice terapéutico y mitigar o
eliminar el fendmeno de resistencia a los antimicrobianos al modular las interacciones
antibidtico-patégeno; todas estas razones llevaron a un tratamiento mas eficaz de las

infecciones*®".

En particular, ALG y QUIT tienen propiedades muy prometedoras para ser utilizados como
sistemas de administracién de antibidticos, debido a que son biodegradables vy
biocompatibles, sus productos de degradacién, generados por procesos metabdlicos en el
organismo, se eliminan facilmente a través de las vias excretoras. Ademads, sus
caracteristicas de mucoadhesién permitirian aumentar su tiempo de residencia en los sitios
diana, aumentando la absorciéon de los antibidticos y disminuyendo la frecuencia de

administracién de la dosis*®*

. Ademas, se ha demostrado que las NPs que combinan estos
dos polimeros naturales son mas eficientes que las preparadas con estos polielectrolitos

individuales®.

En los ultimos afos, muchos esfuerzos se han dirigido a la encapsulacién de
medicamentos antituberculosos en NPs. En primer lugar, la administracién oral de RIF
dentro de NPs lipidicas sélidas fue estudiada por D. Pooja y colaboradores. Estos sistemas,
decorados en la superficie con germen de trigo, exhibieron alta eficacia in vitro de unién a

las glicoproteinas mucosas del intestino, y una liberacidén sostenida de RIF

Otras investigaciones se centraron en la prevencion de la degradacién de RIF en medio
acido (pH= 1,2) del estémago para una administracion oral. Ademas, algunos autores
evaluaron la estabilidad quimica del farmaco en presencia de isoniazida, teniendo en cuenta
el régimen de terapia combinada para la TB. Los estudios in vitro demostraron una
disminucion significativa de la degradacién de RIF en presencia de isoniazida al ser

. . . 2
vehiculizada en los nuevos sistemas>2.

Por otro lado, con respecto a la farmacocinética de RIF, Singh y colaboradores
desarrollaron NPs lipidicas sélidas de RIF con Tween 80 (T80), lecitina de soja y Compritol®
888 ATO, para mejorar la biodisponibilidad oral erratica del PA>. Ademas de los lipidos, se
han usado polimeros como QUIT, Vieira y colaboradores desarrollaron NPs lipidicas sélidas

recubiertas con QUIT cargadas con RIF. Los resultados in vitro mostraron propiedades

14
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mucoadhesivas con mayor permeabilidad de RIF en células epiteliales alveolares, en
comparacion con las NPs no recubiertas, lo cual indicd que el desarrollo de este sistema
podria ser una estrategia prometedora para mejorar la terapia de TB respiratoria>*. Una
tactica similar fue seguida por Banik y colaboradores para mejorar las propiedades de

mucoadhesion de sistemas conteniendo QUIT cargados con isoniazida®.

Las NPs se han explorado principalmente para la via de administracién oral, como un
intento de mejorar la terapia convencional de la TB. Resultaria interesante enfocar la
investigacion en el desarrollo de NPs para otras vias administracién, como por ejemplo, la via

pulmonar.

La especificidad de los sistemas de liberacidn nanoparticulados implica la interaccién de
un ligando especifico con determinado receptor. Generalmente, los ligandos (por ejemplo,
monosacdridos, anticuerpos y/o proteinas) se encuentran conjugados en la superficie del
nanosistema, permitiendo la uniéon con receptores de las células o tejidos diana®. En
consecuencia, el desarrollo de NPs dirigidas especificamente a los macréfagos alveolares
(MAs) resulta de gran importancia, ya que los mismos constituyen un reservorio celular de
Mtb latente. En este contexto, la entrega permanente de PA en la via pulmonar es de
relevancia clinica para minimizar el riesgo sistémico, los efectos secundarios y mejorar la
biodisponibilidad de los medicamentos antituberculosos en los pulmones®’. Con dicha
estrategia se podria lograr reducir la dosis y la frecuencia de la misma. Considerando que
una de las principales causas de fracaso del tratamiento de TB es la baja adherencia por
parte del paciente, el hecho de reducir tanto la cantidad como la frecuencias de las dosis,
ayudaria a mejorar el cumplimiento del paciente con la terapiasg. Ademas, el desarrollo de
una nanoformulacién conteniendo un farmaco antituberculoso convencional seria menos
costoso y mas accesible para los pacientes de bajos y medianos ingresos, que el largo y
elevado costo del proceso de descubrimiento y desarrollo de una nueva entidad quimica
para ser estudiada clinicamente. Finalmente, la nanotecnologia también ofrece la posibilidad
de superar o minimizar la resistencia a los antibidticos. La encapsulacién dentro de un
portador de tamafo nanométrico podria disminuir la eliminacion de los PAs del medio
intracelular mediado por bombas de eflujo, un mecanismo comun que genera resistencia”’.

Ademds, como Mtb es un patogeno intracelular, la posibilidad de mejorar las
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concentraciones de los farmacos antituberculosos en el interior celular permitiria maximizar

la eficacia de los farmacos y minimizar el desarrollo de cepas resistentes.

1.1.3. Administracion de fadrmacos por via pulmonar

1.1.3.1. Anatomo-fisiologia del aparato respiratorio

El desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos para la administracion pulmonar
requiere un conocimiento detallado del pulmdén en su estado sano, asi como en varios

estadios de desarrollo de procesos de enfermedad.

El pulmdén estd compuesto por mas de 40 tipos de células diferentes. El sistema
respiratorio humano es un conjunto de drganos complejo que tiene una estrecha relacién
estructura-funcion. El mismo comprende principalmente dos regiones vitales: las vias
respiratorias conductoras y la regién respiratoriaGO. La via aérea se divide en una parte
superior formada por la cavidad nasal y los senos paranasales asociados; y una parte inferior,
compuesta por la nasofaringe, la orofaringe, la laringe, la traquea, los bronquios y los
bronquiolos. La regién respiratoria consiste en bronquiolos respiratorios, conductos
alveolares y sacos alveolares®’. En la Figura 1.9. se exhibe una imagen esquematica del

pulmdn con sus principales partes sefializadas.
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Figura 1.9. Esquema representativo de: A- Anatomia del pulmdn indicando

sus partes centrales; B- Arbol bronquial.
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El epitelio respiratorio se encuentra revestido por una capa protectora de gel llamado
moco o “mucus”. El “mucus” esta compuesto por aproximadamente un 95 % de aguay un 5
% de sales inorganicas, lipidos y glicoproteinas. Las glicoproteinas presentes en el “mucus”
son llamadas mucinas (MUCs), y las mismas son un conjunto de macromoléculas de
estructura compleja, con varios grupos funcionales con los cuales pueden interaccionar

diversas moléculas®. En la Figura 1.10. se exhibe un esquema de la estructura de la MUC.
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Figura 1.10. Estructura esquemdtica de mucina y sus

elementos potencialmente mucoadhesivos.

El “mucus” es producido por un tipo especializado de células glandulares, denominadas
células caliciformes. En las vias respiratorias hay tres clases de MUCs, las que se secretan
pero no polimerizan, las que se secretan y polimerizan para formar geles y aquellas que
tienen dominios transmembrana y estan asociadas a la superficie celular®. El “mucus” posee
un rol vital en el mantenimiento de la salud y funcién de los pulmones. El mismo actda como
una barrera que previene la pérdida de agua y contribuye a la remocidon de las particulas
extranas inhaladas, asi como microorganismos, mediante el movimiento ritmicamente
sincronizado de las cilias, denominado aclaramiento mucociliar®. La pelicula mucosa normal
tiene dos capas: la capa de gel y la capa sol (fluido periciliar) (Figura 1.11.). La capa de gel

superficial, producida por las células caliciformes, es una sustancia mucoide pegajosa que
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contiene anticuerpos y células inmunes que ayudan a combatir bacterias y virus. Esto
promueve la proteccidn de las células subyacentes y ademas, la naturaleza viscoeldstica de
esta capa ayuda a capturar y eliminar las particulas extrafias inhaladas®. Por su parte, el
epitelio de la pared bronquial esta revestido por estructuras microscépicas (alrededor de 2 a
7 um de longitud), llamadas cilios, que estdn rodeadas por una fina pelicula de liquido,
llamada capa sol. Los cilios son los responsables del aclaramiento mucociliar, donde se
arrastran las secreciones desde las vias respiratorias periféricas a las vias centrales a través

de la traquea, hasta la garganta donde son ingeridas o expulsadas®.
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Mucus J— e T A NS — /
L )0 AN ot AN cétutas
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Nervio parasimpatico Glandula submucosa

Figura 1.11. Esquema del revestimiento de las vias respiratorias.

Otro elemento clave a tener en cuenta para el correcto funcionamiento del pulmén es el
sistema Surfactante Pulmonar (SP). El SP es un complejo sintetizado y secretado por los
neumocitos tipo Il, y contiene aproximadamente 90 % de lipidos, generalmente fosfolipidos

(80-90 %) vy lipidos neutros (20-10 %), y el restante 10 % pertenece a cuatro proteinas
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especificas (SP-A, SP-B, SP-C y SP-D). El SP tapiza la interfase aire-liquido del alvéolo,
proporcionando una funcién antiadherente que disminuye la tensién superficial del mismo®’.

El SP cumple un rol vital en la fisiologia pulmonar. Sus funciones principales son:

e Biofisicas: Evita el colapso alveolar y la obstruccién bronquial durante la respiracion
normal o forzada.
* Inmunoldgicas: Protege a los pulmones contra injurias e infecciones causadas por la

inhalacion de particulas y microorganismos.

Por su parte, los MAs también forman parte de los mecanismos de defensa del pulmdn
contra agentes extrafos. Los mismos actuan facilitando la activacidn de la respuesta inmune.
Estas células se encuentran principalmente en la luz alveolar y tienen la habilidad de
fagocitar diferentes particulas contaminantes o microorganismos que han alcanzado los
alveolos. Los MAs inhiben la uniédn de las particulas con el epitelio alveolar y su subsecuente
penetracidn al espacio intersticial. Sin embargo, el Mtb tiene la capacidad de evadir este
mecanismo de defensa y no puede ser eliminado por los MAs; por el contrario, se aloja y
reproduce en los mismos. La compleja superficie de la micobacteria le permite interactuar
con diversos receptores de los macréfagos, lo que le confiere a la bacteria gran capacidad de
adaptacion a la vida intracelular, por lo que la interaccién entre ambos se lleva a cabo de
multiples formas, y esto es decisivo durante el curso de la infecciéon. La envoltura de la
bacteria consta de tres principales componentes: una membrana plasmatica unida
covalentemente con acidos micdlicos, un complejo de peptidoglicanos, que son moléculas
unidas covalentemente a cadenas de arabinogalactana y una capsula rica en polisacaridos.
Debido a esto, hay un creciente interés por dilucidar las bases moleculares de la interaccién

de la Mtb con los MAs®®®%7°,

1.1.3.2. Ventajas de la via de administracion pulmonar

En los ultimos afios, la administracion pulmonar de farmacos ha ganado gran atencion,
debido a sus beneficios, ya que es una ruta no invasiva, se encuentra favorecido el proceso
de absorcién debido a la gran superficie del pulmén (70-140 m? en adultos), el delgado
epitelio alveolar (0,1-0,2 um de grosor) y la gran irrigacién de la zona. Ademas, esta via de

administracion presenta la posibilidad de minimizar los efectos adversos sistémicos y el
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metabolismo de primer paso hepatico, asi como una actividad enzimatica
comparativamente menor con respecto a la de la via oral”’. Un claro ejemplo estd
representado por las diferentes especialidades medicinales disponibles comercialmente para
la terapia respiratoria de fibrosis quistica. Diferentes antibiédticos, como tobramicina TOBI®
(solucidn de inhalacién) y TOBI® Podhaler™ (polvo para inhalacién), levofloxacina QUINSAIR®
(solucién para nebulizacién), Colistemato de sodio Promixin® (solucién de inhalacién) y
aztreonam Cayston® (solucion de inhalacidon) han sido aprobados por las agencias
reguladoras European Medicines Agency (EMA) y Food and Drug Administration (FDA) como

formulaciones inhalatorias’?.

1.1.3.3. Antecedentes de nanosistemas destinados al tratamiento de infecciones

respiratorias

La via pulmonar de administracion de farmacos adquiere mucha importancia en el campo
de la investigacion actual, ya que permite dirigir la liberacion de los fdrmacos directamente
al pulmdn, tanto para el tratamiento local como sistémico”>. Como se menciond
anteriormente, el pulmén posee mecanismos de defensa que pueden funcionar como una
barrera que impide que las NPs accedan al sitio de accién. Por lo tanto, disefiar NPs para ser
administradas por via pulmonar es un gran desafio. El sitio de deposicién de los
nanosistemas en los pulmones depende del tamafio y las propiedades aerodinamicas vy
fisicoquimicas de las particulas. Esto puede controlar el destino de deposicidn de las NPs en
los pulmones mediante la modulacion de la exposicidn del nanosistema a diferentes barreras
pulmonares y mecanismos de aclaramiento’. En general, las particulas aerosolizadas
grandes (> 5 um) se depositan en gran parte en las vias respiratorias superiores. Las
particulas intermedias (1-5 um) se depositan en las vias respiratorias inferiores y
bronquiolos, mientras que las particulas mas pequefias (<1 pum) llegan de manera mas
efectiva a los bronquiolos terminales y regiones alveolares”™. Una vez depositados en los
pulmones, los nanosistemas pueden eliminarse a través de los siguientes mecanismos que
dependen del sitio de deposicion y de las propiedades fisicoquimicas de las particulas. Los
principales procesos involucrados son: el aclaramiento mucociliar, la captacién fagocitica por
MAs seguido del aclaramiento mucociliar, la absorcion sistémica a través de los vasos

linfaticos o la vasculatura pulmonar, la absorciéon por los macréfagos y las células dendriticas,
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seguidas por la translocacién a los ganglios linfaticos y por ultimo la biodegradacién vy

posterior absorcidn y excrecién de los fragmentos de menor PM’C.

Los liposomas son el Unico tipo de nanomedicinas para via pulmonar evaluados en
ensayos clinicos’’. Sin embargo, las NPs basadas en polimeros son sistemas muy promisorios
para administrarse a través de los pulmones ya que demuestran propiedades quimicas y de
superficie mds especificas y velocidades de biodegradacion in vivo haciéndolos
potencialmente mas adecuados como sistemas de administracién de farmacos que las NPs

879 por esta razén, ha habido un interés creciente en el desarrollo de NPs

de lipidos
poliméricas biodegradables como portadores de farmacos por via pulmonar. Los polimeros
biodegradables mds comunmente explorados para el suministro pulmonar de farmacos

8081 Estas

incluyen acido polilactico, acido poli(lactico-co-glicélico), QUIT, ALG y albumina
estructuras generalmente muestran una retencién prolongada en los pulmones y una gran
estabilidad tras la nebulizacién, lo que los convierte en una primera eleccion como sistemas

de administracién de farmacos por esta via’".

En base al marco tedrico planteado se postula como hipdtesis de este trabajo de Tesis: El
desarrollo de nuevos sistemas nanoparticulados de QUIT y ALG para vehiculizar RIF
permitirdn su administracion local por la via pulmonar, con el fin de obtener una cinética de
liberacién controlada a partir de la biodegradacidn de las NPs al entrar en contacto con las
bacteria, logrando una menor frecuencia de administracion y una disminucion de los efectos

adversos a nivel sistémico.
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1.2. Objetivos

En base al marco tedrico presentado, se planted como objetivo principal de este trabajo
de Tesis el disefio, desarrollo y evaluacién de nuevos sistemas nanoparticulados de farmacos
antimicrobianos, promoviendo el transporte y la liberacién controlada en los sitios de
infeccidon especificos, superando asi los problemas de baja biodisponibilidad asociados a una

limitada solubilidad y/o permeacion a través de las membranas bioldgicas.

Del objetivo general se desprenden los siguientes objetivos especificos:

2. Evaluacidn de la actividad antimicrobiana de los sistemas
obtenidos.

3. Estudio de las propiedades mucoadhesivas de los nuevos
sistemas.

4. Caracterizacién de los perfiles de liberacién de los farmacos
en los sistemas obtenidos.

5. Estudio de |a eficacia de los sistemas en el pasaje de los farmacos a
través de las membranas bioldgicas de interés y sus potenciales
efectos toxicos.
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El trabajo de Tesis se organizd en diferentes capitulos para facilitar la comprensiéon y
discusién del contenido. El primer objetivo especifico fue abordado en el Capitulo 2, el
segundo objetivo en el Capitulo 3 y los objetivos 3, 4 y 5 en el Capitulo 4. Los capitulos 2, 3 y
4 contienen los materiales y métodos empleados para abordar cada objetivo
correspondiente como asi también los resultados y conclusiones parciales obtenidos.
Finalmente, en el Capitulo 5 se exhiben las conclusiones finales y proyecciones de este

trabajo de Tesis.
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CAPITULO 2: DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE

NANOPARTICULAS POLIMERICAS

2.1. Introduccion

En las uUltimas décadas, los sistemas nanotransportadores de farmacos han adquirido un
especial interés en el drea de las Ciencias Farmacéuticas debido a sus ventajas notables tales
como, la minimizacién de la degradacion de los IFAs, la reduccién de las dosis de los mismos
al acceder de manera controlada al sitio de accidn, la disminucidon de los riesgos de la
toxicidad, entre otros™. Ademas, el uso de los polimeros naturales, especialmente los
polisacaridos, en los sistemas transportadores de farmacos ha atraido un interés particular
debido a sus deseables propiedades de biocompatibilidad, biodegradabilidad, hidrofilicidad y

baja toxicidad®.

2.1.1. Nanoparticulas poliméricas

Para la obtencion de NPs poliméricas de ALG y QUIT se seleccioné el método de gelacion
idnica. Este procedimiento se basa en la interaccidn electrostatica entre sustancias con
cargas opuestas. El método para obtener las NPs consistié en la obtenciéon de un pre-gel
entre los grupos cargados negativamente de los residuos de acido gulurénico de ALG e iones

Ca?*, estructura conocida como “caja de huevo”?

(Figura 2.1). Posteriormente, las NPs
obtenidas con ALG se recubrieron con QUIT a través de la reaccién idnica entre los grupos
aminos cargados positivamente de QUIT con los grupos de acido carboxilico de los residuos
de acido gulurdnico y/o manurdnico cargados negativamente de ALG (Figura 2.2)*.

Las condiciones metodoldgicas empleadas para la preparacién de las NPs en este trabajo

de Tesis se describiran en la seccion 2.2.1.
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™
gulurodnico 01.0‘

o

Figura 2.1. Diagrama esquemdtico de la formacion de la estructura “caja de

huevo” de alginato de sodio en presencia de iones calcio divalentes.

NH,? NH,*
oy co; o, o,
Ccoy + COoy co, — coz-\
CaCI2 —_— Ca?t Ca?*
NHs* + NH;* coz-/ coz-/
co, O,
NH,* NH

ALG

Q@

Figura 2.2. Diagrama esquemdtico de las interacciones entre alginato,

iones de calcio divalentes y quitosano en el proceso de gelacion idnica.

Para optimizar los parametros de sintesis es muy util el empleo de disefios de superficie

de respuesta (DSR). Los DSR son un conjunto de técnicas avanzadas de disefio de

experimentos que conducen a la optimizacién de un proceso. Existen de diversos tipos segin

las necesidades y el andlisis que se quiera llevar a cabo; los disefios de Box-Behnken (DBB)
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son un tipo de DSR que permiten optimizar pardametros de procesos utilizando como minimo
tres factores y tres niveles (alto, medio y bajo) los cuales ajustaran las respuestas obtenidas
a modelos matematicos lineales, cuadraticos y de dos factores. Mediante la aplicacion del
test estadistico andlisis de la varianza (ANOVA) para cada respuesta, con un intervalo de
confianza del 95%, se pueden determinar los coeficientes significativos en cada ecuacién
polindmica y se denota por signos negativos o positivos de acuerdo con un efecto
antagdnico o sinérgico, respectivamente asi como también se permite los eliminar los
factores no significativos, es decir, los pardmetros que no son criticos en el proceso®. El test
estadistico ANOVA sirve para comparar varios grupos en una variable cuantitativa, el mismo

serd explicado en mayor detalle en el Capitulo 4 de este trabajo de Tesis.

2.1.2. Proceso de liofilizacion. Agentes crioprotectores.

La liofilizacion es la eliminacidon del agua por sublimacién de la muestra en el estado
sélido. En este proceso, primero se congela la muestra y luego la misma se somete a alto
vacio, por lo que el hielo del agua se sublima, es decir, se evapora directamente, sin fundirse.
El vapor de agua liberado, generalmente, se captura en la superficie de un condensador a
muy baja temperatura’. La liofilizacién es un procedimiento muy utilizado para mejorar la
estabilidad a largo plazo de las NPs poliméricas destinadas a la administracién de farmacos,
evitando de esta manera su inestabilidad en suspensién. Un buen liofilizado deberia cumplir
las siguientes caracteristicas importantes: mantener las propiedades fisicas y quimicas del
producto original (no presentar ninguna modificacion del tamaifio y distribucién de las
particulas), ser un polvo con buen aspecto, con bajo contenido de humedad y que permita
una facil y rdpida reconstitucion en sistemas acuosos. Ademas, después de la liofilizacidn,

las NPs deben ser capaces de preservar la actividad terapéutica del farmaco encapsulado®.

Durante el proceso de congelacidon, ocurre una separacion de dos fases, hielo y
suspension concentrada. La fase concentrada estd constituida por las NPs y otros excipientes
como los crioprotectores, las soluciones tamponadas (buffers), los surfactantes, entre otros.
Se debe tener en cuenta que una concentracién alta de las NPs en esta fase puede causar su
agregacion. Ademas, la cristalizacién del hielo puede inducir el estrés mecanico de las NPs, lo
cual conduce a su desestabilizacion. Para evitar estos problemas, se estila agregar
crioprotectores a la suspension de NPs antes de la congelacién. En general, los

crioprotectores pueden formar una matriz vidriosa, en la que las NPs se inmovilizan evitando
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su agregacion y, de esta manera, protegen a las mismas de las tensiones mecanicas de los
cristales de hielo. Los crioprotectores que mdas comunmente se utilizan son los azucares,

como trehalosa, glucosa, sacarosa y manitol’.

2.1.3. Técnicas de caracterizacion

En esta seccidn se describirdn los fundamentos de las metodologias empleadas para la

caracterizacion de las NPs desarrolladas en este trabajo de Tesis.

2.1.3.1. Dispersion de la luz dinamica

La dispersion de la luz dinamica, (DLS, por sus siglas en inglés de Dynamic Light
Scattering), es una técnica no destructiva y bien establecida para medir el tamafio y la
distribucién del tamafio de las moléculas y las particulas. Esta técnica se basa en el hecho de
gue la intensidad de la radiacién dispersada sobre las particulas de la muestra, que se
encuentran en movimiento browniano", al incidir un haz de laser, varia en el tiempo, debido
a que la posicidn de las particulas en la muestra, que cambia constantemente, determina la
magnitud y el caracter constructivo o destructivo de la interferencia de la luz dispersada por
las particulas, en un punto del espacio, lo que se relaciona con la velocidad del movimiento
de las mismas, y por lo tanto, con su tamafno. De esta manera, detectando y correlacionando
las fluctuaciones de la intensidad de la luz dispersada, es posible determinar los tamafos de
las particulas midiendo el coeficiente de difusién de la luz en la muestra mediante la funcién
de autocorrelacidén. Esta funcidén tiene un ajuste exponencial, o alguna combinacién o
modificacion de la misma, con la constante de desintegracién correspondiente, que son
parametros relacionados con el coeficiente de difusidon. Asumiendo que las particulas tienen
forma esférica, baja concentracién y se conoce la viscosidad del medio en el que estan
suspendidas, el didmetro hidrodinamico" de la particula se calcula con el coeficiente de
difusion obtenido de la particula, y a partir de dicho valor, se puede aproximar un didmetro

promedio, que debe corroborarse con técnicas microscépicas de alta resolucién, como la

" El movimiento browniano es el movimiento aleatorio que se observa en las particulas que se hallan en un
medio fluido (liquido o gas), como resultado de las colisiones contra las moléculas de dicho fluido.

' cuando un medio liguido mueve una particula dispersa, la mayoria de las veces se adhiere una capa eléctrica
dipolar a su superficie. Debido a que esta capa influye en el movimiento de la particula, en la DLS el diametro
medido de la particula, que se conoce como hidrodinamico, la mayoria de veces es superior al diametro que se
mide con un microscopio electrénico. El grosor de la capa depende de distintos factores, entre los cuales esta la
conductividad eléctrica del liquido.
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microscopia electronica de barrido, para determinar el didmetro geométrico de las

particulas, y de esta forma poder inferir el tamafio de las particulas dispersas™®.

Otro parametro importante es el indice de polidispersidad (IPD) que se obtiene de
manera simultanea con el didmetro hidrodindmico de la particula. Este indice refleja la
distribucién de tamanos presentes en la muestra, valores cercanos a 0 indican que la
muestra es monodispersa, y valores mayores a 0,5 indican que la muestra presenta una

amplia distribucion de tamafios**%.

Otra propiedad que se puede medir mediante la técnica de DLS es el potencial z ({,
unidad: mV). Este pardmetro también Illamado potencial electrocinético, da una
aproximacion del valor de las cargas superficiales de las particulas, las cuales no pueden
medirse directamente. El valor de { determinara el comportamiento fisico de las particulas
en la suspensidn, estableciendo principalmente su estabilidad; si este valor es mayor a |30]|
mV, significa que las particulas que conforman el sistema poseen cargas superficiales lo
suficientemente grandes, favoreciendo las fuerzas repulsivas sobre las atractivas, lo cual

evita que el sistema sufra fenémenos de inestabilidad tales como coagulacion irreversible®>.

2.1.3.2. Microscopia electronica de barrido

La microscopia electrdnica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés de scanning electron
microscopy) es una técnica capaz de producir imagenes de alta resolucion de la superficie de
una muestra utilizando las interacciones electron-materia. El funcionamiento de este tipo de
microscopia consiste en hacer incidir un barrido de haz de electrones sobre la muestra.
Dentro de las ventajas de SEM, se puede mencionar que se requiere una minima
preparacion previa de la muestra, sélo es necesario asegurar que las mismas estén limpias,
secas, con una superficie conductora de electricidad y que resistan la incidencia del haz de

electrones de alta energia.

Cuando se debe caracterizar un material no conductor, las muestras se deben recubrir
con una capa metdlica delgada de compuestos puros o una mezcla de los mismos,
frecuentemente se utilizan oro, cromo y paladio. La SEM permite la observacion y
caracterizacion superficial de los materiales inorganicos y organicos, asi como, de muestras

bioldgicas, proporcionando informacién morfoldgica del material analizado™.
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2.1.3.3. Angulo de contacto

El angulo de contacto (B¢) es el dangulo que forma un liquido, cominmente agua (6¢
[H,0]), al depositarse sobre una superficie perfectamente plana de un sélido. El B¢ permite
cuantificar la humectabilidad de un sélido al tomar contacto con un liquido a través de la
ecuacion de Young (Ecuacion 2.1). Esta ecuacidn toma en cuenta las energias superficiales de
las interfaces involucradas (sélida/gaseosa (SG), liquida/gaseosa (LG) y sélida/liquida (SL))*

(Figura 2.3).
YSG = YSL + YLG X cos 6

Ecuacién 2.1. Ecuacion de Young.

Y.L
Liquido Ys
Sélido
Figura 2.3. Representacion grdfica del

dngulo de contacto y sus componentes.

donde, Ys_ es la energia libre de interfaz para la interfaz SL, Ysg para la interfaz SG, Y

para la interfaz LG y O¢ es el angulo de contacto.

16,17,18

Existen diversos métodos para medir el B¢ , entre los cuales se pueden mencionar:

* Método directo.

e Método de la placa inclinada, Adam y Jessop.

* Meétodo de Ablett.

e Método de la burbuja — Taggart.

e Técnica de mojabilidad de capas delgadas.

Frecuentemente, el método mas utilizado para determinar el B¢ es el método directo.

En este procedimiento, conocido como técnica goniométrica, se deposita una gota de liquido
sobre la superficie del sélido a estudiar y se mide el 8¢ haciendo una captura digital de la
imagen de esa gota en funcién del tiempo y utilizando programas informaticos especificos.
Con esta técnica se pueden realizar mediciones estaticas y dindmicas de los O¢. Para este

trabajo de Tesis se realizé una determinacion estdtica (6¢ estatico), es decir, cuando la gota
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deja de oscilar después de ser depositada en la superficie del sélido, se adquieren varias
fotos donde el B¢ se mantiene constante durante décimas de segundo. El valor de este
pardmetro depende principalmente de la relacién que existe entre las fuerzas adhesivas,
entre las moléculas del liquido y del sélido, y las fuerzas cohesivas entre las moléculas del
liquido. Cuando predominan las fuerzas adhesivas sobre las cohesivas, el 8¢ es menor de 90°,
y por lo tanto, el liquido “moja” la superficie. Por el contrario, cuando predominan las
fuerzas cohesivas sobre las adhesivas, el 8¢ es mayor de 90°, y el liquido “no moja” la
superficie del sélido™. La Tabla 2.1. describe la clasificacion de los sélidos con respecto a su

humectabilidad segun su 8¢ [H,0].

Tabla 2.1. Clasificacion de los sdlidos segun ¢ [H,0].

Super-hidrofilico Oc [H,0] < 10° S
Hidrofilico 10° < B¢ [H,0] <90° —
Hidrofdébico 90° < B¢ [H,0] <120° =

Super-hidrofébico B¢ [H,0] > 120° (04

2.1.3.4. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja (IR), es una técnica muy util para la caracterizacién de IFAs en
el estado sdlido, especialmente cuando la medicidén se realiza mediante el método de la
transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés de Fourier Transform Infrared
Spectroscopy). La FTIR es un método de caracterizacion de materiales basado en la
absorcién de energia a partir de la transicion de modos vibracionales y rotacionales de las
moléculas en la region IR del espectro electromagnético. Esta region se encuentra en el
rango de 800 a 1.000.000 nm. Los espectros se registran cominmente usando una escala
lineal que es la inversa a la longitud de onda, conocida como nimero de onda (V)" (unidad
cm’). La regién IR se puede subdividir en tres: IR cercano, 12.500 a 4.000 cm™; IR medio

4.000 a 400 cm™ yde 400a 10 cm'l, gue se conoce como regién de IR Iejanozo.

Y El nimero de onda es una magnitud de frecuencia que indica el nimero de veces que vibra una
onda en una unidad de distancia.
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En el analisis cualitativo de las moléculas de interés farmacéutico, el rango de frecuencias
mas utilizado es el correspondiente al IR medio. Esta técnica se emplea ampliamente en la
investigacion en el campo farmacéutico para identificar sustancias, obtener informacién
estructural de nuevas moléculas quimicas, asi como, dilucidar las interacciones entre uno o

mas grupos funcionales presentes en una formulacién®.

2.1.3.5. Difraccion de rayos x de polvo (DRX)

La espectroscopia de difraccion de rayos X (DRX) es una técnica no destructiva que
proporciona informacién detallada de la composicién quimica y estructural de los materiales
estudiados. El patron de DRX de un sélido resulta de la satisfaccion de la condicién de Bragg
(nA = 2d x sinB), donde A es la longitud de onda de la radiacidon de rayos X, y d es la
separacion particular entre planos individuales paralelos. La condicién se puede satisfacer
cuando el angulo 8 entre la radiacién incidente y ese conjunto de planos resulta en una
interferencia constructiva. El patrén de DRX de un sélido es un grafico de la intensidad de la
difraccion en funcién de los valores de angulo de difraccién (28) o, equivalentemente,
espaciamientos d, y puede considerarse una huella dactilar de ese sélido. Los valores de los
espacios d reflejan las dimensiones de la celda unitaria, mientras que las intensidades son
debidas al contenido de la misma y la forma en que se disponen los atomos y las moléculas

22
en esta™.

Las aplicaciones tipicas de esta metodologia incluyen la determinacion de las estructuras
cristalinas, la evaluaciéon de las estructuras de polimorfos y solvatos, la evaluacién del grado

de cristalinidad y el estudio de transiciones de fase?.

2.1.3.6. Andlisis termogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido

El analisis térmico es un conjunto de métodos ampliamente utilizados en la ciencia de los
materiales en el que se estudian los cambios de las propiedades fisicas y quimicas de los

mismos con la temperatura.

El estudio del efecto de la temperatura sobre los sélidos resulta mas ventajoso cuando se
lleva a cabo a partir de la combinacidén de técnicas. Las técnicas mas utilizadas, en el area
farmacéutica, son la calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés

differential scanning calorimetry) y el andlisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en
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inglés thermogravimetric analysis). En el TGA se registra la pérdida de peso de una muestra
con el aumento de la temperatura, bajo condiciones controladas de velocidad de
calentamiento y atmodsfera de reaccidon. A partir de este andlisis se obtienen curvas
denominadas termogramas y curvas de analisis termogravimétrico diferencial (dTGA, por sus
siglas en inglés differential thermogravimetric analysis). Por su parte, DSC es una técnica
termoanalitica en la que la diferencia de calor entre la muestra de interés contenida en un
recipiente portamuestra adecuado para DSC (“DSC sample pan”) y una referencia
(usualmente, un recipiente portamuestra para DSC vacio) es medida como una funcién de la
temperatura. Es la técnica de medicidn mds utilizada para detectar transiciones de fases que
pueden ser endotérmicas o exotérmicas, y estdn relacionadas mayormente a la entalpia de
fusién o cristalizacién. También es posible determinar la transicién del estado vitreo al

estado gomoso del material, conocida como temperatura de transicion vitrea del material

(Tg)*.

2.2. Materiales y métodos

Materiales utilizados:

* ElIFA empleado para este trabajo de Tesis fue RIF de la marca Parafarm®, adquirida
en Todo Droga, Cérdoba, Argentina.

e QUIT de bajo PM (Sigma-Aldrich®, EE.UU.) se adquirid6 en Merck, Buenos Aires,
Argentina. Su PM se encuentra comprendido entre 50.000-190.000 Da y posee un 85% de
grado de desacetilacion.

* ALG (Sigma-Aldrich®, EE.UU.) fue adquirido en Merck, Buenos Aires, Argentina. Su
PM ronda alrededor de 70.000-100.000 Da, la valor de viscosidad es de aproximadamente 8
cP (centipoise) y posee un 39% de contenido acido de a-L-gulurdnico y un % 61 de acido B-D-
manuronico.

e CaCl, (Cicarelli®) y ASC (Anedra®) se adquirieron de Todo Droga, Cérdoba, Argentina.

e T80 (Sigma-Aldrich®, EE.UU.) se adquirié en Merck, Buenos Aires, Argentina.

* Los reactivos quimicos fueron de grado analitico o superior y se utilizaron sin una

purificacion adicional.
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e El agua utilizada en todos los estudios fue producida con un sistema de purificacion

Milli-Q (Millipore®, Bedford, MA).

Equipamiento utilizado:

* Todos los reactivos se pesaron en una balanza analitica Voyager Ohaus® modelo
Explorer E01140.

e Para disolver algunos compuestos se utilizd un ultrasonicador ElIma S 40 Elmasonic®,
Alemania.

* El pH de las muestras se determiné utilizando un pH-metro Hanna instrument HI 255
combined meter®, Buenos Aires, Argentina.

e Para incubar las muestras a temperatura constante se utilizé6 un agitador orbital
Ferca®, Buenos Aires, Argentina.

* Las mediciones de absorbancia se realizaron en un espectrofotometro Agilent
Technologies Cary 60 UV-Vis®, EE.UU. Se emplearon celdas de cuarzo de 1 cm de paso dptico
Héllma Analytics®, EE.UU.

e Para centrifugar las NPs se utilizaron tubos de centrifuga (Oak Ridge Centrifuge
Tube®, Thermo scientific, EE. UU.) y una ultracentrifuga HERMLE Labortechnik Z36HK®,
Alemania.

e El tamafio de particula, IPD y T se determinaron utilizando un equipo DLS, Malvern

Panalytical®, Reino Unido.

2.2.1. Obtencidn de las nanoparticulas poliméricas

Las NPs se obtuvieron mediante el procedimiento de gelacién idnica. Las soluciones
madre de los polimeros se prepararon de la siguiente manera: la solucién de QUIT se
preparod en acido acético 1 % v/v a un valor de pH de 4,5 que se ajustd previamente con una
soluciéon de NaOH 1 M para favorecer la protonacion de los grupos amino de QUIT. La
concentracion final de la solucién de QUIT fue de 0,05 % p/v. Por otro lado, se preparod la
solucién de ALG en agua Milli-Q con un valor de pH previamente ajustado a 5,5 con una
solucién de HCl 1 M, para favorecer la ionizacion de los grupos carboxilatos de ALG. La
concentracion final de la solucion de ALG fue de 0,06 % p/v. Ambas dispersiones se agitaron

durante toda la noche a 300 rpm y a temperatura ambiente para favorecer la disolucién de
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los polisacaridos. Posteriormente, las soluciones fueron filtradas al vacio utilizando una
membrana con tamafo de poro de 0,45 um (Millipore®, EE. UU.) para remover los residuos

de las particulas insolubles.

El método de obtencién de las NPs constd de dos pasos; como primer paso (Paso 1), se
adicionaron gota a gota 0,96 mL de una solucién acuosa de CaCl, 0,05 % p/v a un vaso de
precipitado conteniendo 20 mL de la solucién de ALG previamente preparada, con agitacién
constante de 300 rpm durante 60 min. Luego, en un segundo paso (Paso 2), 1,96 mL de la
solucion de QUIT previamente preparada se adicionaron gota a gota sobre la preparacién
anterior, manteniéndose durante 120 min con agitacién a 300 rpm, alcanzando la mezcla
resultante un pH de 4,7. Luego, las NPs se colocaron en tubos de centrifuga para separarlas
de los componentes que no reaccionaron mediante ultracentrifugacién, a una velocidad de
19.000 rpm, con ciclos de 15 min y a una temperatura de 4 °C. Se realizaron dos ciclos de
lavado para asegurar que la separacién de los componentes que no reaccionaron sea
completa, para esto, se resuspendieron los “pellets” obtenidos con un volumen adecuado de
agua Milli-Q y las muestras se centrifugaron a las mismas condiciones descriptas
anteriormente”. En la Figura 2.4. se presenta un esquema del método de obtencién de las

NPs.

Gelacién
Paso 1 - Paso 2
iénica
CaCl, 0,05 % piv QUIT 0,05 % piv, pH 4,5
Agitacion 300 rpm, Agitacion 300 rpm,

25°C,2h. 25°C,1h.

ALG 0,06 % p/v Ultracentrifugacion

pH5,5 19.000 rpm, 4°C,
[—\:=7 15 min, 2 ciclos
Agitacion 300 rpm,
e
25°C,24 h

NPs vacias

Figura 2.4. Esquema de obtencion por el método de gelacion

ionica de las NPs vacias.
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2.2.1.1. Andlisis de solubilidad de fases de rifampicina

Debido a que se desconoce la solubilidad maxima de RIF en los polimeros utilizados en
este trabajo de Tesis para la obtencién de los sistemas transportadores, se realizé el anadlisis
de solubilidad de fases (ASF) para conocer la solubilidad maxima de RIF en los polimeros
empleados. Para realizar el ASF se prepararon muestras en tubos con tapa a rosca
conteniendo un exceso de RIF en estado sdlido (aproximadamente 5 mg), a los cuales se les
adicionaron soluciones acuosas de ALG en el rango de concentraciones de 0,030 a 0,120 %
p/v, con un valor de pH de 5,5. Por otro lado, se procedié de la misma manera que la
descrita en el parrafo anterior, para realizar el ASF con las soluciones acuosas de QUIT a pH
4,5 utilizando un rango de concentraciones comprendido entre 0,025 a 0,100 % p/v. El
volumen final en cada tubo fue de 5 mL y se utilizé agua Milli-Q como control de la
solubilidad intrinseca de RIF. Los tubos se colocaron en un agitador orbital a 200 rpm y 25°C
durante 48 h. Pasadas las 48 h, las muestras fueron filtradas con membranas Millipore® de
0,45 um y se midio el IFA disuelto con un espectrofotémetro UV-vis, a una A= 334 nm. El
ensayo se realizd por triplicado y las muestras se mantuvieron al resguardo de la luz. Se
estudid si el IFA de interés (RIF) se incorpora en el sistema nanotransportador. Una vez
seleccionado el polimero en el cual se disolvera RIF, asi como la concentracion de la misma
con la cual se trabajard, se procedid a obtener las NPs RIF, para esto se realizd la sintesis de
las NPs siguiendo el procedimiento descripto anteriormente en 2.2.1. pero incorporando la

solucién de RIF disuelta en el polimero adecuado respondiendo al esquema de la Figura 2.4.

Debido a que RIF es susceptible a sufrir degradacién oxidativa, es frecuente el agregado
de agentes antioxidantes, tales como &cido ascérbico (ASC)*® en sus formulaciones
farmacéuticas. Por este motivo, se agregd a una solucion de RIF una cantidad de ASC
equivalente a una concentracion final de 1 % p/v, con un valor de pH de 4,5 ajustado con
una solucién NaOH 1 M, para evitar la hidrdlisis acida de RIF. Por otro lado, para mejorar la
estabilidad coloidal de las NPs se propuso agregar al sistema un surfactante no idnico, tween
80 (T80). Para conocer la solubilidad de RIF en T80 se realizé6 un ASF. Se prepararon
soluciones de T80 a diferentes concentraciones: 0,5; 1,0y 2,5 % p/v. Se realizé un ASF de RIF
en T80 y se selecciond el medio y la concentracién adecuados para favorecer la disolucién de
RIF y luego se procedid a obtener las NPs incorporando la solucion de T80 y ASC previamente
al Paso 1 del esquema de la sintesis (Figura 2.4). Para obtener las NPs vacias con ASC y T80

se realizé el mismo procedimiento, sin el agregado de RIF.
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2.2.1.2. Optimizacion de las relaciones de masa entre alginato y cloruro de calcio

Se determinaron las condiciones éptimas para la obtencion de las NPs con un tamafio
menor a 500 nm y un IPD cercano a 0,2. Las NPs se prepararon segun el procedimiento
previamente descripto en la seccién 2.2.1. variando la relacién de masa (RM) de los

componentes de las mismas (ALG, CaCl, y QUIT).

En primer lugar, se seleccionaron las RM 6ptimas de los componentes de las NPs. Para
este propdsito se probaron diferentes RM de ALG y CaCl,, manteniendo constante la RM de
QUIT:ALG en 0,1. Se midié el diametro hidrodindmico y el IPD mediante DLS. Luego, se
procedio a seleccionar la RM entre QUIT y ALG mas adecuada, manteniendo constante la RM
de CaCl, y ALG seleccionada anteriormente, variando la RM entre QUIT y ALG y de igual

manera se realizaron las determinaciones mediante DLS.

2.2.1.3. Optimizacion de las condiciones de sintesis de las nanoparticulas aplicando un

diseno de superficie de respuesta con el modelo de Box-Behnken

Las matrices de disefio experimental y el analisis de resultados se realizaron con el diseifo
de superficie de respuesta (DSR) siguiendo un disefio estadistico de Box-Behnken (DBB)
utilizando el software Minitab® 18 (Minitab Inc., EE. UU.). Se realizaron dos DBB
independientes (DBB; y DBB,) para evaluar la influencia de diferentes parametros de sintesis
en las caracteristicas de las NPs obtenidas. Se utilizaron dos DBB de 3 factores y 3 niveles
(bajo (-1), medio (0) y alto (+1)) para determinar los efectos de diferentes factores (X,

variables independientes):

 DBB;: RM QUIT/ALG (X1), cantidad de RIF (X;) y velocidad de agitacion para la
preparacion de las NPs (X3).

* DBB,: cantidad de RIF (X1), concentracién de T80 (X;) y tiempo de agitacion total de la
sintesis de NPs (X3).

Las respuestas analizadas (Y, variables dependientes) fueron: didmetro hidrodindmico

(tamafio de particula) (Y1), IPD (Y,), T(Y3) y eficiencia de encapsulacion (EE) de RIF (Y,).

Los factores de nivel (-1, 0 y +1) se seleccionaron sobre la base de los resultados de
experimentos preliminares (resultados no mostrados en el trabajo de Tesis). Las Tablas 2.2. y
2.3. respectivamente, muestran cada matriz de disefio experimental para un total de 15

ejecuciones experimentales con tres repeticiones en el punto central. Las correlaciones
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entre los factores en las respuestas se investigaron mediante ecuaciones matematicas,
diagramas de Pareto, graficos de contorno y de superficie, asi como graficas de efectos
principales. Se usé la prueba ANOVA para evaluar estadisticamente los resultados, y las
ecuaciones finales se acortaron para incluir solo los parametros significativos (p-valor <

0,05).

Tabla 2.2. Condiciones experimentales DBB; para la preparacion de las NPs vacias y

RIF sin T80 ni ASC.

Niveles
Variables independientes
-1 0 +1
X: (RM QUIT/ALG, mg/mg) 0 0,067 0,134
X; (cantidad de RIF, mg) 0 12,5 25,0
X3 (velocidad de agitacion, rpm) 300 600 900

Tabla 2.3. Condiciones experimentales DBB, para la preparacion de las NPs vacias 'y RIF

con T80 y ASC.

Niveles
Variables independientes

X; (cantidad de RIF, mg) 0 | 12,5 | 25,0

X2 (concentracion de T80, %p/v) 0 0,25 0,50

X3 (tiempo total de sintesis, min) | 15 ' 97,5 | 180

Las respuestas Yy, Y e Y3 se determinaron mediante mediciones con DLS, mientras que la
respuesta Y4 se estimé por un método indirecto. Para calcular la EE de RIF en las NPs se restd
la cantidad de RIF libre presente en el sobrenadante (RIF en sobrenadante) después de que

las NPs RIF se separaron de RIF libre mediante ultracentrifugacion a 19.000 rom durante 15

46



Tesis Doctoral Farm. lvana Romina Scolari

min y a 4 ° C de la cantidad inicial agregada previo al Paso 1 (Figura 2.4) para preparar las
NPs RIF (RIF total). La RIF libre en el sobrenadante se cuantific6 mediante espectrometria

UV-Vis (A = 334 nm). La EE se calculd utilizando la siguiente Ecuacion 2.2.

RIF total (mg)—RIF en sobrenadante (mg) X

0 p—
EE (%) = RIF total (mg)

100

Ecuacion 2.2.

2.2.1.4. Obtencion del polvo liofilizado de las nanoparticulas poliméricas con dcido

ascorbico y tween 80, vacias y cargadas con rifampicina

Se evalud el efecto del agregado de 2 agentes crioprotectores, manitol y sucrosa, en un
rango de concentraciones entre 1 a 5 % p/v, sobre los efectos del proceso de liofilizacién en
las caracteristicas de estabilidad de las NPs obtenidas y resuspendidas en agua Milli-Q, tanto
vacias como cargadas con RIF. Luego del agregado de los crioprotectores a las suspensiones
acuosas de la NPs, las muestras se congelaron a - 4 °C y se sometieron a un proceso de
liofilizacidon durante 48 h, usando un sistema liofilizador Labconco Freezone 6. Las muestras
liofilizadas se reconstituyeron mediante la adicién de agua Milli-Q hasta obtener una
concentracion adecuada para realizar las mediciones de tamafio de particula, IPD y

mediante DLS. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

A partir del polvo liofilizado se determind la capacidad de carga (CC) de las NPs de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

Cantidad de RIF enapsulada (mg)
CC (%) = - - x 100
Peso final de las nanoparticulas (mg)

Ecuacion 2.3.

2.2.2. Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas poliméricas

Se emplearon diferentes técnicas para caracterizar las NPs obtenidas, las cuales se

detallan a continuacion.
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2.2.2.1. Microscopia electrénica de barrido

El tamafio y la morfologia de la superficie de las NPs con y sin ASC/T80, vacias y cargadas
con RIF, asi como las NPs con y sin liofilizar, se determind mediante SEM. Aproximadamente
10 puL de una suspension de las NPs se fijaron en un soporte adecuado para SEM (SEM
Specimen Stub), utilizando una cinta adhesiva de doble faz. Las muestras se secaron en una
camara de vacio hasta corroborar la ausencia de agua, luego fueron recubiertas con oro
empleando un recubridor por pulverizacion PELCO Modelo 3 y se analizaron empleando un

microscopio electrénico de barrido Carl Zeiss Sigma a una intensidad de 4 kV.

2.2.2.2. Medicion del angulo de contacto

El comportamiento de mojabilidad de las muestras (materias primas (MPs), mezclas
fisicas (MFs) y NPs) se investigd mediante mediciones del 8¢ por el método de gota sésil con
un gonidmetro de B¢ casero, a temperatura ambiente. Para llevar a cabo este ensayo se
afiadid una gota de agua Milli-Q en las diferentes muestras de polvo, adheridas en una cinta
doble faz. La imagen de la gota sobre cada muestra se adquirid con una camara integrada.
Todos los ensayos se llevaron a cabo con gotas de agua con un volumen de 4,00 £ 0,04 mm?>,
gue se midié con la pipeta automatica del gonidmetro de O¢. La gota de agua se dejé caer
desde una distancia de 2,00 £ 0,01 mm a la superficie plana de la muestra. Antes y después
gue la gota toque la superficie, se grabd un video usando una cdamara CMOS a 15
fotogramas' por segundo. Cada video se procesd con el software Spanish-Dub y se
seleccionaron diferentes fotogramas a 0 y 15 s en formato bmp. Finalmente, las imagenes de
bmp se convirtieron en escala de grises de 8 bits con el software Imagel 1.4 g. El 8¢ se midié
procesando las imdgenes con un complemento de andlisis de gota (LB-ADSA (Low
Axisymmetric Drop Shape Analysis de Aurélien Stalder)). Los resultados obtenidos
corresponden al B¢ obtenido por el método de subpl'xele527. Todas las mediciones se

realizaron por triplicado.

2.2.2.3. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Los espectros FTIR se obtuvieron con un espectrofotometro Nicolet Avatar 380. Los

espectros se registraron en modo de transmitancia y la exploracion espectral se realizé en el

¥ Un fotograma o frame (en inglés) es cada una de las imagenes que forman un video.
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rango de 400 a 4.000 cm™, donde la sefial promedio es resultado de la adquisicion de 32

veces la curva espectral con una resolucion de 4 cm™

Las MPs, MFs y NPs vacias y cargadas con RIF liofilizadas (sin crioprotector) se mezclaron
con bromuro de potasio previamente deshidratado, utilizando un mortero de agata para
obtener pastillas de un peso total de 100 mg, correspondientes a KBr y una concentracién de
1 % p/p de cada formulacidn a analizar y sus correspondientes MFs y MPs. Las pastillas se
prepararon utilizando un pastillero para tal fin, aplicando una presiéon de 3 Tohr en una
prensa de compresiéon manual, por duplicado. Los espectros fueron analizados utilizando el

software OMNIC E.S.P. 5.1.

2.2.2.4. Difraccion de rayos X de polvo

Se llevaron a cabo mediciones de DRX en el rango de 5 a 40 °, utilizando un difractometro
Philips PW1800/10, con radiacién CuKa, que funciona a 40 kW y 30 mA, con una velocidad
de exploracion de 0,02 °s™. Se analizaron las siguientes formulaciones: las MPs, MFs y NPs
vacias y cargadas con RIF liofilizadas (sin crioprotector). Los difractogramas fueron

posteriormente procesados para su analisis con el software X'Pert HighScore.

2.2.2.5. Andlisis termogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido

Las NPs vacias y cargadas con RIF liofilizadas (sin crioprotector), MPs y MFs de los
componentes utilizados para obtener las NPs se caracterizaron con un analizador térmico

TGA-DSC Instrument, serie Discovery.

Para el analisis de DSC, las muestras se colocaron en recipientes herméticos de aluminio y
las mediciones abarcaron un rango de temperatura de 25 a 220 °C, con una velocidad de
calentamiento de 10 °C min y bajo un flujo de nitrégeno de 50 mL min™. Para el TGA, las
muestras se colocaron en bandejas de platino y se calentaron de 25 a 400 °C, a una
velocidad de calentamiento de 10 °C min™ y bajo un flujo de nitrégeno de 50 mL min™. Los
termogramas fueron posteriormente procesados utilizando el software TA Instruments

TRIOS.

2.2.3. Evaluacién de la estabilidad coloidal de las nanoparticulas a largo plazo

Las NPs liofilizadas (con crioprotector) vacias y cargadas con RIF se resuspendieron en las

siguientes soluciones tamponadas preparadas segun USP: HCl 100 mM, pH 1,2; acetato de
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sodio 50 mM, pH 5,5; fosfato de sodio monobdsico 50 mM, pH 6,8 y 7,4. Las dispersiones de
las NPs obtenidas se almacenaron, a temperatura ambiente y en heladera (4°C), durante 3
meses y en este periodo de tiempo se evaluaron sus didametros hidrodinamicos, IPDs y T

mediante DLS.

Por otro lado, se evalué la estabilidad del polvo liofilizado de NPs conservado en un
envase hermético a temperatura ambiente durante un periodo de 6 meses. Finalizado el
periodo de almacenamiento las NPs fueron resuspendidas en agua Milli-Q y se midié el
didametro hidrodindmico, IPD y T mediante DLS, ademads, se midid mediante espectroscopia
UV-Vis el sobrenadante de las NPs RIF para determinar si el IFA se mantiene encapsulado

durante este periodo de almacenamiento.

2.3. Resultados y discusion

2.3.1. Obtencidn de las nanoparticulas poliméricas

2.3.1.1. Andlisis de solubilidad de fases de rifampicina

En la Figura 2.5. Ay B se muestran los datos del ASF de RIF en funcién de la concentracion

de ALG y QUIT, respectivamente.

La solubilidad intrinseca de RIF en agua es aproximadamente (0,41 = 0,02) mg/mL. La
solubilidad de RIF no se modifico significativamente en funcion del aumento de la
concentracion de ambos polisacaridos, sin embargo, la solubilidad en ALG a una
concentracion de 0,06 % p/v, fue al menos 10 pg/mL mayor que en QUIT 0,05 % p/v, a su
vez, la concentracidn de ALG para sintetizarlas NPs es mayor que la de QUIT, por lo tanto, se

considerd que la solucion de ALG es el medio mds adecuado para disolver a la RIF.
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Figura 2.5. Solubilidad de rifampicina (mg/mL) en funcion de la

concentracion (% p/v) de: A- alginato; B- quitosano (promedio + DE, n=3).
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Por otro lado, se realizé un ASF de RIF en T80 con el fin de evaluar si provocaba alguna
modificacion en la solubilidad del IFA. En la Figura 2.6. se muestran los resultados de este

estudio.

0,60 -

0,50
0,40
0,30

QooIIIIl

0,20
0,10
0,000 0,500 1,000 1,500 2,500

Solubilidad Rifampicina (mg/mL)

Concentracion de tween 80 (%p/v)

Figura 2.6. Solubilidad de rifampicina (mg/mL) en funcion de la

concentracion (% p/v) de tween 80 (promedio + DE, n=3).

Como se observa en la Figura 2.6., la variacién de la solubilidad de RIF con respecto al
aumento de concentracion del surfactante no tuvo un efecto significativo, sin embargo, se
decidié disolver la RIF en T80 1 % p/v conteniendo un 1 % p/v de ASC para prevenir la
oxidacion del farmaco. La concentracién de T80 se selecciond teniendo en cuenta no superar

el valor de la concentracién micelar critica (CMC)" .

" CMC: es laminima concentracion de surfactante a partir de la cual se
forman micelas espontaneamente en una disolucion.
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2.3.1.2. Optimizacion de las relaciones de masa entre alginato y cloruro de calcio

Debido a la gran cantidad de antecedentes existentes referidos a la formacién del
complejo entre ALG y Ca’* se procedidé a realizar un breve andlisis de la RM 6éptima para
formular las NPs, manteniendo constante la RM QUIT/ALG en 0,1. En la Figura 2.7. se exhibe
el grafico de barras correspondiente al tamarfio e IPD obtenido variando las RM CaCl,/ALG
entre 0y 0,33. Se decidié trabajar con una RM CaCl,/ALG de 0,04 debido a que el tamafio e
IPD obtenidos para esta relacion fue el menor, lo cual coincide con lo reportado por otros

autores®.

1000 - mDidmetro hidrodinamico «IPD [ 04

800 | P J—o,s

600 -

400 -
200 I 01
0 - - 0

0,04 008 017 0,25 033
RM CaCl,/ALG

Diametro hidrodinamico (nm)

Figura 2.7. Didmetro hidrodindmico e indice de polidispersidad de las

nanoparticulas en funcion de la relacion de masa CaCl,/ALG (promedio * DE, n=3).

Una vez seleccionada la RM entre ALG y CaCl, para formar el pre-gel, se procedié a

realizar un DSR utilizando un DBB.

2.3.1.3. Optimizacion de las condiciones de sintesis de las nanoparticulas aplicando un

diseiio de superficie de respuesta con el modelo de Box-Behnken

En esta seccion se discuten los resultados obtenidos para cada uno de los DBB
empleados. Los graficos correspondientes a los estudios de DSR se encuentran en la seccion

Anexos de este trabajo de Tesis.
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DBB,
Evaluacion de los efectos de los factores sobre el tamafio de las NPs.

El andlisis estadistico de los datos experimentales considerando el tamafio de particula
como respuesta (Y1) mostré que los modelos que mejor ajustaron para predecir el tamafio
de particula fueron el lineal (p-valor= 0,001) y el cuadratico (p-valor= 0,0001), mientras que
el modelo de coeficientes de interaccion no fue estadisticamente significativo (p-valor =

0,656).

La ecuacién polindmica correspondiente al tamano de particula se presenta en la

Ecuacion 2.4.

Tamaiio de particula =

474 — 3278 RM QUIT /ALG + 21471 RM QUIT/ALG * RM QUIT/ALG

Ecuacion 2.4.

El valor de r® correspondiente a la regresién de cuadrados minimos de la ecuacién fue
2 . , . . sy
98,85 % y 96,78 % para el r ajustado. La cercania entre ellos sugiere la validez estadistica y

significacidén de la ecuacién de regresion.

La Ecuacion 2.4. reveld que la RM QUIT/ALG fue el factor que afectd de manera
estadisticamente significativa el tamafio de particula de las NPs obtenidas bajo el DBB,
aplicado. El efecto fue antagonista, debido al signo negativo del coeficiente de regresion. Por
lo tanto, el aumento en la RM QUIT/ALG disminuye el tamafio de las NPs. Mientras que el
signo positivo del coeficiente de regresién para el término de orden superior en la Ecuacion
2.4. indicé una relacidén no lineal entre este factor y la respuesta, lo que significa que es
posible obtener respuestas diferentes de aquellas predichas por la ecuaciéon de regresion
cuando los factores de orden superior varian en diferentes niveles o mas de un factor varia

simultdaneamente.

El diagrama de Pareto estandarizado permite conocer cual o cuales de los factores
estudiados influyen significativamente en la respuesta, al trazar los efectos cuantitativos
estandarizados de los factores en la respuesta a través de barras cuya longitud es
proporcional al valor absoluto del efecto estimado dividido por el error estandar. La linea

vertical en la grafica denota los efectos estadisticamente significativos con un 95% de nivel
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de confianza, por lo cual las barras que superan esta linea representan los efectos que son
estadisticamente significativos. La Figura I.1 (Anexo I) muestra que la RM QUIT/ALG fue el

factor mas significativo que influyé en el tamafio de particula.

Se realizaron analisis de superficie de respuesta para estudiar las interacciones entre 2
factores (variables independientes) en la respuesta (variable dependiente), manteniendo
constante el tercer factor y se obtuvieron graficos de superficie 3D y de contorno 2D (Figuras
1.3y 1.4, Anexo I). La Figura 1.3 muestra que la RM QUIT/ALG tuvo una relaciéon no lineal con
el tamafio de particula a un nivel constante de RIF. El didmetro hidrodindmico de las NPs
disminuyd hasta una cierta proporciéon de masa entre QUIT y ALG, después de eso comenzd
a aumentar. Estos hallazgos podrian explicarse porque en las RMs QUIT/ALG mas bajas, las
interacciones idnicas entre estos polimeros son favorecidas conduciendo a NPs con un
tamafio mas pequefio, mientras que en las RMs QUIT/ALG mayores hay pocos grupos COO’
de ALG restantes, por lo que las NPs comienzan a formar agregados3°. Por otro lado, la
cantidad de RIF y la velocidad de agitacién no afectaron el tamafio de particula. Las graficas
de contorno (Figura 1.4, Anexo I) revelaron que las NPs tuvieron un tamafio promedio menor
a 330 nm en el rango comprendido entre 0,06 y 0,09 de la RM QUIT/ALG, mientras que la
cantidad de RIF y la velocidad de agitacién no influyeron significativamente en el tamaiio de
las particulas. Por ultimo, en la grafica de los efectos principales (Figura 1.2, Anexo 1) revelé
que se alcanzé el menor tamafio de particula cuando la RM QUIT/ALG fue aproximadamente
0,07, mientras que los otros factores no tuvieron un efecto significativo sobre el tamano de

particula.
Evaluacion de los efectos de los factores en el IPD

El andlisis estadistico de los datos de los factores de respuesta determiné que los modelos
lineal y cuadratico fueron estadisticamente significativos. La Ecuacion 2.5. es la ecuacion

polindmica derivada del modelo:

IPD = 0,2688 — 1,720 RM QUIT /ALG + 10,999 RM QUIT/ALG * RM QUIT /ALG

Ecuacion 2.5.

r’ y r’ ajustado fueron 96,69% y 90,73%, respectivamente.
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De acuerdo con la Ecuacion 2.5. los valores de IPD solo se vieron afectados por la RM
QUIT/ALG vy los términos de RM QUIT/ALG de segundo orden, donde la respuesta tuvo una
relacion lineal e inversa (signo de coeficiente negativo) con la RM entre QUIT y ALG,
mientras que el término cuadratico QUIT/ALG produjo un efecto no lineal y sinérgico (signo
positivo) en la respuesta. La grafica de Pareto (Figura 1.1, Anexo IlI) confirma estos
resultados, mostrando que la RM QUIT/ALG fue el Unico factor que produjo un efecto
estadisticamente significativo en el IPD. Los graficos de superficie de respuesta 3D (Figura
1.3, Anexo Il) mostraron que el IPD tuvo una relacidn curvilinea con el factor RM QUIT/ALG,
se observé una disminucién hasta una cierta proporcidon de masa en el rango comprendido
entre 0,06 y 0,09 y luego de esto comenzd a aumentar, mientras que no se obtuvieron
efectos estadisticamente significativos con la cantidad de RIF ni con la velocidad de
agitacién. Se obtuvieron hallazgos similares con los graficos de contorno (Figura I11.4, Anexo
1) y el gréfico de efectos principales (Figura 11.2, Anexo Il), revelando este ultimo, que el IPD
minimo se encontrd a un valor de RM QUIT/ALG de aproximadamente 0,07. Esta asociacion

de efectos es similar a lo observado con la variable respuesta tamaio.
Evaluacion de los efectos de los factores sobre el potencial zeta

La prueba ANOVA para los modelos predichos realizados con el software mostrd que
todos los modelos ajustados tenian un valor de p inferior a 0,05 y, por lo tanto, eran
estadisticamente significativos. La ecuacidn de regresién polindmica que involucra los
principales efectos y factores de interaccién, considerando solo los términos

estadisticamente significativos fue la siguiente:

Potencial z =
—37,6 + 59,2 RM QUIT /ALG + 458,5 RM QUIT/ALG ~ RM QUIT/ALG —

1,463 RM QUIT /ALG * RIF
Ecuacion 2.6.

El valor de r? fue 99,59 % y r? ajustado 98,85 %, los cuales indicaron que el modelo de

regresion cuadratica fue adecuado para predecir esta respuesta.

De acuerdo con el diagrama de Pareto (Figura I1l.1, Anexo Ill), la Ecuacion de regresion
2.6. muestra que el término lineal RM QUIT/ALG, el término cuadratico RM QUIT/ALG * RM
QUIT/ALG y los términos de interacciones RM QUIT/ALG * RIF tuvieron efectos
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estadisticamente significativos en la respuesta. Los graficos de respuesta de superficie 3D
(Figura 111.3, Anexo Ill) muestran que el T se modificé con el aumento del factor RM
QUIT/ALG hacia valores menos negativos. Esta tendencia podria atribuirse a la neutralizacion
de la carga negativa en la superficie de las NPs por parte del aumento de la cantidad de
QUIT, resultando en todos los casos un valor negativo debido a la preponderancia de ALG.
Por otro lado, el aumento de la velocidad de agitacion y la cantidad de RIF no tuvieron un
efecto estadisticamente significativo sobre el . Esto sugirié que la carga superficial de las
NPs dependidé de interacciones electrostdticas entre los grupos negativos de ALG y los
grupos positivos de QUIT. Por lo tanto, las combinaciones de ambos componentes de las NPs
tuvieron influencia en el , lo cual también se evidencié a partir del grafico de contorno 2D

(Figura 111.4, Anexo Ill) y los graficos de efectos principales (Figura 11.2, Anexo IlI).
Evaluacion de los efectos de los factores sobre la eficiencia de la encapsulacion

El analisis de ANOVA del efecto de los factores estudiados sobre la EE de RIF mostré que
los modelos que mejor ajustaron para la variable dependiente (respuesta) fueron el lineal (p-
valor = 0,0001) y el cuadratico (p-valor = 0,046). El r’ y el r’ ajustado de los coeficientes de
regresion fueron 97,30% y 92,43%, respectivamente. La ecuacion de regresién se presenta a

continuacion, considerando solo los términos estadisticamente significativos:

EE (%) = =737 + 160,4 RM QUIT /ALG + 1,710 RIF — 0.03520 RIF * RIF

Ecuacion 2.7.

Al analizar los coeficientes de regresion de la Ecuacion 2.7. es evidente que los términos
lineales RM QUIT/ALG y cantidad de RIF demuestran efectos sinérgicos en la respuesta por
sus signos positivos correspondientes. Por lo tanto, un aumento en la RM QUIT/ALG o en la
cantidad de RIF resultara en un aumento en la EE. El diagrama de Pareto (Figura IV.1, Anexo
IV) muestra que la cantidad de RIF y la RM QUIT/ALG fueron los factores que tuvieron un
efecto estadisticamente significativo en la variable EE, siendo la cantidad RIF la variable
independiente mas influyente en la respuesta. Las graficas de superficie de respuesta 3D se
muestran en la Figura IV.3, Anexo IV y revelaron que los efectos de interaccién de RIF fueron
lineales, mientras que la relacion entre el factor RM QUIT/ALG y la respuesta estudiada fue
curvilinea, mostrando un efecto maximo sobre la respuesta en la RM QUIT/ALG cercana a

0,07. La cantidad de RIF influyé principalmente en los valores de EE, en los que esta
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respuesta aumenta con el incremento de la cantidad de RIF y en menor proporcién con el
aumento de la cantidad de QUIT en la formulacién. RIF a valores de pH mayores a 3 se
encuentra predominantemente con cargas negativas, por esta razén es probable que los
grupos amino cargados positivamente de QUIT interactien con las cargas negativas del
farmaco, favoreciendo su encapsulacion en las NPs. Estos hallazgos también se muestran en
las graficas de contorno 2D (Figura IV.4, Anexo IV) y en el gréfico de efectos principales
(Figura IV.2, Anexo 1V). Por otro lado, la velocidad de agitacion no mostré efectos

estadisticamente significativos en la modificacién de la EE.
Seleccion de los parametros de obtencion de las nanoparticulas 6ptimos

La administraciéon pulmonar de RIF podria proporcionar una estrategia prometedora para
el tratamiento local de la TB, accediendo a los MAs, donde Mtb reside y completa su ciclo de
vida, para aumentar la eficacia del fdrmaco y reducir los efectos adversos asociados con
otras vias de administracién. En base a este propdsito, las NPs RIF optimizadas deben tener
un tamano promedio dentro del rango de 300 a 500 nm, debido a que este rango es éptimo
para que las NPs se acumulen preferentemente en los pulmones y puedan permanecen en
ellos por periodos prolongados de tiempo después de su administracion, particulas de
menor tamafio son facilmente exhaladas mientras que las de mayor tamafio no pueden ser
fagocitadas por las células®’. Por otro lado el IPD debe ser lo més pequefio posible debido a
gue esto se correlaciona con una menor distribucién del tamafio de particula. En cuanto al {
el mismo debe poseer un valor suficiente para evitar la aglomeracion de las NPs, y en lo
posible debe ser cercano a |30| mV>2. Para la via de administracién pulmonar, en particular
se ha reportado que reportado que las NPs con carga superficial negativa son mas
adecuadas debido a que evitan algunos procesos indeseados tales como adhesion a las fibras
de MUC o interferir con las propiedades biofisicas del SP. La EE debe ser la mayor posible
para tener una buena proporcidon entre la cantidad del farmaco y el resto de los
componentes de los nanosistemas. En este sentido, los parametros que se encontraron
como éptimos fueron: RM QUIT/ALG: 0,067, cantidad de RIF: 25 mg y velocidad de agitacion
300 rpm, esta ultima debido a que no fue un parametro critico en el proceso de produccién
por lo tanto se decidié utilizar la velocidad mas baja para otorgar menos energia al sistema y

trabajar en condiciones suaves.
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DBB,;

El segundo DBB se realizé con los valores de los pardmetros RM QUIT/ALG y velocidad de
agitacién optimizados en el DBB; y se evaluaron los efectos e interacciones de tres factores:
la cantidad de RIF (X;), la concentracién de T80 (X;) y tiempo de agitacion (X3) en el tamafio

de particula (Y1), el IPD (Y5,), el T(Y3) y la EE (Y4) de las NPs vacias o cargadas con RIF.
Evaluacion de los efectos de los factores sobre el tamafio de las NPs

El anadlisis estadistico de los datos experimentales considerando el tamafio como
respuesta (Y1) mostré que los modelos que mejor ajustaron fueron el lineal (p-valor=
0,000004) y el cuadratico (p-valor= 0,000005), mientras que el modelo de coeficientes de

interaccidn no fue estadisticamente significativo (p-valor = 0,444624).

El valor de tamafio de particula se expresé6 mediante la siguiente ecuaciéon generada

considerando solo los términos de significacion estadistica (p-valor < 0,05):

Tamaifio de particula = 483,5 — 2301 T80 + 6825 T80 = T80

Ecuacion 2.7.

Donde r? y r? ajustado fueron 99,72% y 99,23%, respectivamente.

La Ecuacion 2.7. permite inferir que el didametro hidrodinamico de las NPs vacias y
cargadas con RIF se vio afectado principalmente por la proporcién de T80 en la formulacién.
El signo negativo en la ecuacion para el coeficiente de regresion de T80 sefiala que el

tamafio de particula de las NPs disminuye con un aumento en la concentracién de T80.

A partir de los resultados del ANOVA y la Figura V.1, Anexo V donde se exhibe el diagrama
de Pareto de los efectos estandarizados se observa que el factor critico que influye
significativamente en la respuesta tamano de particula fue T80 (p-valor< 0,0001). Los
graficos de superficie de respuesta tridimensional (Figura V.3, Anexo V) mostraron que la
cantidad de RIF y el tiempo total de agitacién para el proceso de preparacién de las NPs no
modificaron el tamano de manera estadisticamente significativa. Por otro lado, el aumento
en la concentracion de T80 a valores menores de aproximadamente 0,25 % p/v generd los
menores tamafios de las NPs, pero a concentraciones superiores, el tamafio de las NPs RIF

comenzd a aumentar. Los graficos de contorno (Figura V.4, Anexo V) y los de las
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interacciones entre factores (Figura V.2, Anexo V), también revelaron que el Unico factor que

influye en el tamafo de particula de las NPs fue la concentracién de T80.

En resumen, se encontré que entre todos los factores estudiados, la concentracion del
surfactante fue el factor mas influyente en el control del didametro hidrodindmico de las NPs.
Los resultados revelaron que la concentracion dptima de T80 fue de 0,16 % p/v. El aumento
de la concentracion de T80, hasta un cierto valor, produjo una disminucién en el tamaio de
particula. Este efecto podria atribuirse a un fendmeno de estabilidad coloidal asistido por el
surfactante, debido a que T80 es una sustancia tensioactiva capaz de inhibir la agregacion de
particulas. Los efectos decrecientes y estabilizadores de T80 sobre el tamafio de particula
podrian deberse a su valor de balance hidrofilico-lipofilico (BHL) que permitiria que el mismo
se pueda ubicar cerca de la superficie de las NPs y formar una capa protectora alrededor de
ellas, lo que lograria que las NPs permanezcan bien dispersas debido a un efecto de
estabilizacion estérico®. Sin embargo, después de esa concentracién Sptima de T80, el
tamario de las particulas aumenta, probablemente debido a que las moléculas libres de T80
se fusionen en la superficie de las NPs causando su adherencia y un aumento del tamaiio

promedio de particula®,
Evaluacion de los efectos de los factores sobre el indice de polidispersidad

El andlisis estadistico de los datos experimentales considerando el IPD como respuesta
(Y2) mostré que los modelos que mejor ajustaron para predecir el IPD fueron el lineal (p-
valor= 0,0006) y el cuadratico (p-valor= 0,0001), mientras que el modelo de coeficientes de

interaccion no fue estadisticamente significativo (p-valor = 0,2262).

Los valores de IPD predichos fueron expresados segun la siguiente ecuacién polindmica,

considerando solo los términos con significacidn estadistica (p-valor < 0,05):
IPD = 0,2992 — 0,6307 T80 + 1,571 T80 * T80

Ecuacion 2.8.

Donde r? y r? ajustado fueron 98,58% y 96,02%, respectivamente. Estos valores indicaron

un buen ajuste entre los valores predichos y los valores experimentales.

De acuerdo a la Ecuacion 2.8. se encontrd que el IPD estaba principalmente influenciado

por la concentracion de T80. El signo negativo del coeficiente de regresion lineal denota la
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relacién inversa entre la concentracion de T80 y el IPD. También este resultado se observa
en el diagrama de Pareto (Figura VI.1, Anexo VI). En los graficos de superficie de respuesta
3D y de contorno 2D (Figura VI.3 y VI.4, Anexo VI) se puede apreciar que en el rango
comprendido entre 0,1y 0,3 % p/v de T80 se encuentran los menores valores de IPD, los
cuales luego aumentan a medida que aumenta la concentracién de T80. En el grafico de
efectos principales (Figura VI.2, Anexo VI) se determind que con un valor de concentracion
de T80 cercano a 0,16 % p/v se obtuvo el menor IPD. Estos resultados estan relacionados
con los obtenidos para el tamafio de particula, donde se observd que cuando la
concentracién de T80 se aproxima a 0,5% p/v el tamafio de particula fue superior a 1.000 nm
mientras que los valores de IPD fueron superiores a 0,3; estos hallazgos podrian estar
asociados con la agregacion de particulas promovidas por un aumento de la concentracidn

de moléculas libres de T80.
Evaluacion de los efectos de los factores sobre el potencial zeta

El analisis estadistico aplicado, ANOVA, mostré una falta de ajuste para cada factor
estudiado con respecto a la variable de respuesta, lo que indicé la insuficiencia de todos
modelos matematicos para predecir los datos de la variable de respuesta correspondiente.
Los valores de r* (71,21%) y r’ ajustado (19,38%) apoyaron la insuficiencia de los tres
modelos estadisticos. Esto podria estar asociado a pequefios cambios de respuesta inducidos
por los factores estudiados. Ademas, el grafico de Pareto, no mostrd asociacion entre los
factores y la respuesta (Figura VII.1, Anexo VII). Las interacciones e influencia de cada factor
estudiado en la variable de respuesta son mostradas en las graficas 3D (respuesta de
superficie) y 2D (contorno) en las Figura VIl.3 y VIl.4, Anexo VI, y refuerzan los efectos
despreciables de los factores estudiados en esta respuesta. Sin embargo, aunque los efectos
de los factores no fueron estadisticamente significativos, la concentracion de RIF mostré la
mayor influencia en el {, como se muestra en el grafico de efectos principales (Figura Vil.2,
Anexo VII). De todos modos, estos resultados demostraron que el T no dependia
fuertemente de la concentracion de RIF, probablemente debido a que las moléculas del

farmaco quedaron atrapadas en el nicleo de las NPs y tuvieron muy poco efecto sobre el .
Evaluacion de los efectos de los factores sobre la eficiencia de encapsulacion

Los valores predichos de EE se expresaron mediante la siguiente ecuacion, considerando

solo los términos con significancia estadistica para una confiabilidad de 95% (p-valor < 0,05):
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EE (%) = —9,3 + 3,58 RIF

Ecuacion 2.9.

El analisis ANOVA mostré un efecto significativo de la concentracion de RIF en la variable
EE (p-valor= 0,032) para el ajuste lineal. Segun la Ecuacion 2.9. el coeficiente de regresidon
positivo en el término RIF indica que el factor contribuye a la respuesta con un efecto
sinérgico, por lo tanto, la EE aumenta con la concentracidn del RIF. Ademas, el diagrama de
Pareto (Figura VIII.1, Anexo VIII) muestra que la variable concentraciéon de RIF fue el unico
factor significativo que afecté la respuesta de EE. Sin embargo, aunque la concentracion de
T80 demostrd ser un parametro no significativo, de la grafica de efectos principales (Figura
VIIL.2, Anexo VIII) es posible observar que la concentracion de T80 llevé a una mejora en la
EE hasta una concentracion 6ptima de T80 de 0,16 % p/v, lo que sugiere que el surfactante
podria facilitar la incorporacién de RIF. Las graficas de respuestas 3D (Figura VIII.3, Anexo
VIIl) y de contorno 2D (Figura VIIl.4, Anexo VIII) para la EE mostraron que cuando aumenta la

concentracion de RIF, también aumenta la EE.

Seleccion de las condiciones dptimas para formular NPs con el agregado de tween 80 y

acido ascorbico

Dados los resultados obtenidos y discutidos anteriormente se seleccionaron como
condiciones Optimas para formular las NPs vacias para este trabajo de Tesis, una RM
CaCl,/ALG de 0,04 mg/mg, una RM QUIT/ALG 0,067 mg/mg, concentracién de T80 0,16 %
p/v, ASC 1 % p/v, velocidad de agitacién 300 rpm y un tiempo de sintesis de 15 minutos. En
el caso de las NPs RIF las condiciones son las mismas con la diferencia de que se aflade RIF
en su maxima solubilidad a una concentracion de 0,5 mg/mL. Las NPs obtenidas bajo estas
condiciones son las ideales debido a que se encuentran en un rango de tamafio
comprendido entre 300 y 400 nm, su IPD es cercano a 0,2 el cual es inferior a los reportados

por otros autores para sistemas similares en bibIiografiaa"s'a"e'a"7

, su T confiere una gran
estabilidad y al ser negativo evita reacciones indeseadas tales como interaccién con MUC o
fosfolipidos del SP que pueden favorecer su rapida eliminacion del sistema respiratorio y por
ultimo, la EE obtenida fue la mas alta al compararse con el resto de las formulaciones
pertenecientes a la matriz del DBB,. Estos resultaros evidenciaron que la incorporacién del

surfactante a la formulacidén permitié aumentar la carga de RIF dentro de las NPs debido a su
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potencial de solubilizacion, en comparacién con las NPs basadas en los polisacaridos sin el

agregado de agente tensioactivo.

2.3.1.4. Obtencion del polvo liofilizado de las nanoparticulas poliméricas con dcido

ascorbico y tween 80, vacias y cargadas con rifampicina

Para finalizar el proceso de produccién y preservar las muestras durante periodos de
tiempo prolongados se decidié secar las muestras para obtener un polvo finamente dividido
como producto final. Para obtener las NPs en estado sdlido se realizé el procedimiento de

liofilizacién y para esto fue necesaria la incorporacion de crioprotectores.

La Figura 2.8. muestra que tanto manitol como sucrosa demostraron un efecto protector
preservando el tamafio e IPD de las NPs. La concentracién de crioprotector éptima resulté
sucrosa al 1 % p/v, ya que ambas NPs, vacias y cargadas con RIF, mostraron buena
redispersabilidad después del proceso de liofilizacién y su tamaifo se conservé en
comparacion con las NPs sin ser sometidas al proceso de liofilizacién. Las NPs liofilizadas sin
crioprotector tuvieron el mayor tamafio de particula, lo que confirma las funciones
antiagregantes de los crioprotectores empleados durante la liofilizacién formando una capa
gue rodea la superficie de las NPs que impide la coalescencia de las mismas y de este modo,
favorece la redispersabilidad de los agregados al inhibir las interacciones entre las NPs

durante el proceso de liofilizacion®®. La CC de las NPs Rif liofilizadas fue de (24 + 1) %.
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Figura 2.8. A- NPs vacias; B- NPs RIF. C1: NPs sin liofilizar; C2: NPs liofilizadas
sin crioprotector. n= 3 + DE.

2.3.2. Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas poliméricas

2.3.2.1. Microscopia electronica de barrido

En la Figura 2.9. se exhiben las imagenes de SEM de las NPs RIF, con y sin ASC y T80,
resuspendidas en agua Milli-Q sin liofilizar. El tamafio promedio de particula para ambas
NPs fue mas pequeiio que el medido por DLS, probablemente debido a que ALG y QUIT
interactyan fuertemente con el agua y aumentan significativamente su volumen cuando se
colocan en ambientes acuosos. Por otro lado, las superficies de las NPs fueron diferentes. En
el caso de las NPs sin la adicién de ASC ni T80 se observé una mayor cantidad de
aglomerados, una morfologia variable, heterogeinedad en el tamafio de particulas. Sin
embargo, cuando se agregd ASC y el surfactante, las NPs presentaron una apariencia mas

esférica y mas dispersa, es decir, se aprecié una menor cantidad de aglomerados, la
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superficie fue bastante definida en comparacion con las otras NPs que presentaban bordes

irregulares y restos de material adherido a su superficie.

Finalmente, se obtuvieron imdgenes mediante SEM de las NPs RIF con ASC y T80
resuspendidas en agua Milli-Q, sin liofilizar y liofilizadas con el crioprotector seleccionado
(Figura 2.10). A partir del andlisis de las imagenes obtenidas se observé que las NPs
liofilizadas con sucrosa 1 % p/v, resuspendidas en agua Milli-Q (Figura 2.10.B) exhibieron
mayor rugosidad en comparacién con las NPs sin liofilizar (Figura 2.10.A). Esto se debe a que
la sublimaciéon de agua a partir del cristal de hielo en las NPs congeladas se produce
intersticialmente, lo que da como resultado la formacién de particulas porosas. Por otro
lado, se observd que el proceso de liofilizacién acompafiado de un crioprotector adecuado
no afecté la morfologia ni el tamafo de las NPs, y por lo tanto, resulta un método adecuado

para obtener las NPs en estado sdlido.
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Figura 2.9. Microfotografias de SEM de: Nanoparticulas de Rlfampicina
sin T80 y dcido ascdrbico, escala: (A)- 1 um (B)- 200 nm; Nanoparticulas de

Rifampicina con T80 y dcido ascorbico, escala: (C)- 1 um (D)- 200 nm.

Figura 2.10. Imdgenes obtenidas por SEM de: A- NPs RIF sin liofilizar; B- NPs

RIF liofilizadas con sucrosa 1% p/Vv.
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2.3.2.2. Medicion del dngulo de contacto

La determinacion del B¢ de los sistemas obtenidos se llevd a cabo para evaluar sus
propiedades de humectabilidad, asi como para determinar el efecto del tensioactivo T80 en
las propiedades superficiales de las NPs. Los surfactantes son agentes tensioactivos, por lo
que pueden alterar significativamente la humectabilidad de las dispersiones nanocoloidales

con una superficie particular®.

La Figura 2.11. muestra imagenes obtenidas 15 s después de depositar una gota de agua
sobre la superficie de las diferentes formulaciones, momento en el cual la misma alcanza
una forma de cuasi equilibrio, donde la linea de contacto ya no cambié con tiempo. La Figura
2.11.A. muestra un alto valor de 6¢ [H,0]= (111,889 + 5,860) ° para el polvo de RIF, lo que
indica su baja humectabilidad en agua, y por lo tanto, se puede clasificar a este IFA como
altamente hidrofébico. Por otro lado, tanto las MFs como los polvos de NPs sin T80 ni ASC,
sin y con RIF presentaron valores de 6¢ [H,0] alrededor de 20 °y 50 ° (Figura 2.11.B, C, Ey F),
lo que indicé que las superficies de estas fueron hidrofilicas. Sin embargo, se observaron
comportamientos particulares con aquellas NPs, vacias o cargadas con RIF, conteniendo
ademas T80 y ASC en su composicion (Figura 2.11. D y G, respectivamente), cuyos valores de
B¢ [H,0] eran cercanos a 0 °. Al parecer, la presencia de T80 altera el comportamiento de
mojado de las NPs, donde se postula como hipdtesis que el bloque lipofilico de T80
interacciona de manera no covalente con los polisacdridos, mientras que su parte hidrofilica
se ubica en la superficie de las NPs favoreciendo la interaccién con las moléculas de agua,
promoviendo asi un aumento de la humectabilidad. T80 (Figura 2.12) es un tensioactivo no
idnico con cuatro grupos hidrofilicos en la cabeza de su estructura candnica y 1-3 acidos
grasos unidos a sorbitan polietoxilado®. Las cadenas de hidrocarburos de T80 proporcionan
su naturaleza hidrofébica, mientras que sus subunidades de 6xido de etileno proporcionan
su naturaleza hidrofilica*’. Por lo tanto, la adicién de T80 generaria una superficie mas
hidrdfila. Estos resultados demuestran que solo se necesita una pequefia cantidad de T80

para obtener una superficie con alta hidrofilicidad.

Estos hallazgos son de gran importancia debido a que las NPs hidrofilicas son mas
compatibles con los fluidos bioldgicos que las de superficie hidrofdbica, en el caso particular
de la via de administracién pulmonar se ha reportado que difunden mejor por la pelicula de

SP, mientras que las NPs hidrofébicas quedan principalmente retenidas en la misma*?.
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Figura 2.11. Imdgenes de las mediciones del dngulo de contacto de: A: RIF, B:
mezcla fisica de los componentes de NPs vacias sin ASC ni T80, C: NPs vacias sin
T80 ni ASC, D: NPs vacias con T80 y ASC, E: mezcla fisica de los componentes de

NPs RIF sin ASC ni T80, F: NPs RIF sin T80 ni ASCy G: NPs RIF con T80 y ASC.
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Figura 2.12. Estructura quimica de tween 80.

2.3.2.3. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Se estudiaron las interacciones involucradas entre los componentes de las NPs mediante
FTIR. Los espectros FTIR de ALG, QUIT, RIF, T80, ASC, NPs vacias y NPs cargadas con RIF, con

y sin ASC y T80 se muestran en la Figura 2.13.

Las sefiales principales correspondientes a los grupos funcionales de ALG son las
atribuidas a la banda ancha de vibracién de OH situada a 3.421 cm™ y a las bandas de
estiramiento C=0 de los iones carboxilato (COO) a 1.594 cm™ (asimétrico) y a 1.398 cm™
(simétrico)*. Por otro lado, las bandas de absorcién caracteristicas de los grupos funcionales
de QUIT se localizaron a 3.373 cm™ (estiramiento OH y superposicién de estiramiento NH),
1.652 cm™ (C=0 se extiende desde amida 1), 1.592 cm™ (flexion NH y CN que se extiende
desde la amida II) y 1.423, 1.380 y 1.085 cm™ correspondientes a la flexién CH,, la
deformacién simétrica CH; y la vibracién del estiramiento del CO, respectivamente®. En el
espectro de RIF se observaron las sefiales caracteristicas de los grupos funcionales que

conforman dicha molécula, a una longitud de onda de 3.482 cm™ se observé una banda
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correspondiente al estiramiento al grupo OH, tres bandas fueron asignadas a las vibraciones
de estiramiento de los grupos CH, cuyos valores fueron: 2.972,2.932 y 2.878 em™ A 1.727
cm™ se observd una sefal correspondiente al grupo C=0 del compuesto heterociclico
furanona, 1.643 cm™ (estiramiento C=0 de la amida), 1.562 cm™ atribuida a los dobles
enlaces C=C, 1.522 cm™ sefial de estiramiento C-C cercano a grupo amida y una banda a

1.245 cm™* correspondiente al grupo C-O-C del acetilo®.

En los espectros representados en la Figura 2.13. se observaron varios cambios en los
modos de vibracidn de los grupos funcionales de ALG, asi como de QUIT de las NPs vacias de
la siguiente manera: la banda atribuida a los grupos hidroxilo de ALG (3.421 cm™?) se
desplazé a un numero de onda mas alto (3.452 cm™), posiblemente debido a sus
interacciones con los iones de calcio divalentes utilizados como agente entrecruzante.
Ademas, los picos de vibracién de estiramiento de estos grupos hidroxilo fueron mas anchos,
probablemente por los enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares entre ALG y QUIT. Por
otro lado, la banda atribuida al estiramiento C=0 asimétrico de los grupos carboxilato de
ALG, a 1.594 cm™ y simétrico a 1.398 cm’, se desplazaron a numeros de onda superiores
(1.604 y 1.410 cm™, respectivamente), probablemente debido a la formacién de complejos
entre ALG y los iones de calcio divalentes. Ademads, las bandas de ALG mencionadas
anteriormente se desplazaron a longitudes de onda mayores y se hicieron mas anchas
debido a la unidn de los iones carboxilato de ALG con los grupos de amino de QUIT cargados
positivamente a través de interacciones electrostaticas para formar una red entrecruzada.
Del mismo modo, las bandas correspondientes a 1.625 cm™ (C=0 que se extiende desde la
amida 1) y a 1592 cm™ (flexiéon N-H y estiramiento C-N a partir de amida 1),

respectivamente, de QUIT se desplazaron a valores de longitudes de onda superiores.

El espectro de T80 muestra las siguientes bandas caracteristicas de estiramiento: OH
(3.470 cm™), CH, (2.923 cm™, asimétrico), CH, (2.862 cm™, simétrico), C=0 (1.735 cm™) y
HOH (1.649 cm’1)46. En el espectro de las NPs vacias con adicién de T80, tanto el nimero de
onda de las bandas de estiramiento OH, como de flexién HOH, se desplazaron a frecuencias
mas altas (1.738 y 1.669 cm™, respetivamente), junto con una disminucién en su intensidad.
Ademds, en este espectro aparecié la banda en 2.862 cm™ atribuida anteriormente al
estiramiento simétrico del grupo CH, de T80, lo que sugiere que el surfactante se adsorbié

con éxito en la superficie de las NPs y estas variaciones, probablemente, se debieron a las
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uniones de las cadenas de alquilo del surfactante con los segmentos hidrofébicos de las NPs,

lo cual estuvo de acuerdo con los resultados obtenidos con las mediciones del 8¢ [H,0] 47,

También se observaron cambios similares en las sefiales de T80 en el espectro FTIR de las
NPs cargadas con RIF con la adicién del tensioactivo. En este espectro, aunque muchas de las
bandas de RIF fueron enmascaradas por las bandas de otros componentes de las NPs, es
notable que las bandas en el espectro fueron mas anchas que las observados para las NPs
cargadas con RIF sin T80, y los picos correspondientes al C=0 del grupo acetilo y C=0 del
grupo furanona de RIF se desplazaron a nimeros de onda superiores desde 1.727 a 1.730
cm’?, respectivamente. Estos resultados indican que la RIF forma enlaces de hidrégeno con

los componentes de las NPs™.

ALG

Quit

RIF
v\w T80
P NPs vacias sin T80 ni ASC
I
A\///W NPs RIF sin T80 ni ASC
/ NPs vacias con T80 y ASC
NPs RIF con T80 y ASC
4000 3000 2000 1000

-1
Numero de onda (cm )

%T

Figura 2.13. Espectros de infrarrojo de las diferentes materias primas y

nanoparticulas.
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2.3.2.4. Difraccion de rayos X de polvo

Las curvas de DRX de las diferentes formulaciones se muestran en la Figura 2.14.

RIF posee dos formas polimérficas, | y Il, las cuales se diferencian en sus espectros de DRX
debido a que los polimorfos comprenden diferentes celdas unitarias, asi como también,
diferentes arreglos de las moléculas dentro de la celda unitaria, lo que produce diferentes
huellas dactilares, tan diferentes como los patrones de polvo de rayos X de dos compuestos
distintos. La forma | de RIF tiene picos caracteristicos a 13,6 ° y 14,4 ° de 26, mientras que

para la forma Il, los picos caracteristicos estan ubicados a 9,9 °y 11,1 ° de 26,

Las NPs cargadas con RIF se prepararon utilizando la forma | de RIF, ya que en el
difractograma de RIF se observaron los picos caracteristicos que se ubicaron a 13,66 ° y
14,40 °. Ademds, mostré la presencia de numerosos picos de alta intensidad y bien

definidos, por lo cual, RIF evidencié un alto grado de cristalinidad.

Los difractogramas de ALG y QUIT mostraron cada uno dos picos principales de amplia
reflexion y de baja intensidad a 13,64 ° (26) y 22,53 ° (26), y 2 9,98 ° (26) y 19,64 ° (26),
respectivamente, lo que indicd su naturaleza de baja cristalinidad, con una estructura poco

organizada, seguin lo sugerido por estas amplias reflexiones*°,

Se observd en el difractograma de las NPs cargadas con RIF, sin ASC ni T80, la
desaparicion de los picos caracteristicos de RIF (amorfizacién del sistema), mientras que el
patron de DRX de la MF de los componentes de estas NPs correspondio a la superposiciéon de
los difractogramas de cada componente individual. Esta pérdida del habito cristalino de RIF
puede atribuirse a fuertes interacciones entre la misma y los polisacadridos ALG y QUIT,
conduciendo a la ruptura de la estructura cristalina de las particulas del farmaco, dando

como resultado una dispersion de las moléculas del IFA en la matriz polimérica.

Por otro lado, se observd que el patron de DRX de las NPs cargadas con RIF, preparadas
con ASC y T80, mostraron varios picos distintivos, que fueron relativamente agudos e
intensos, sugiriendo cambios estructurales probablemente debidos a las interacciones de las
cadenas poliméricas con RIF, T80 y ASC, posiblemente causados por fuertes enlaces de
hidrégeno formando redes entrelazadas y conduciendo a un material mas cristalino, aunque
los picos de difraccion anchos sugirieron la formacion de cristales defectuosos y de baja

cristalinidad. Ademds, aunque en menor numero e intensidad, se observaron picos de
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reflexion en el difractograma de las NPs vacias, con ASC y T80, diferente a lo observado en

sus componentes por separado.
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—_——_—__ . QuUIT
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MF NPs vacias sin T80 y ASC
MWWWW MF NPs RIF sin T80 y ASC
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———J MF NPs vacias con T80 y ASC

W MF NPs RIF con T80 y ASC
MJ\_‘AM NPs vacias con T80 y ASC

WW NPs RIF con T80 y ASC
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Figura 2.14. Difractogramas de las materias primas, las nanoparticulas vacias y

cargadas con RIF y sus correspondientes mezclas fisicas.

2.3.2.5. Andlisis termogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido

En la Figura 2.15. se exhiben los perfiles de las curvas de TGA, DSC y de la derivada
primera de TGA (dTGA) de las MPs, las NPs vacias y cargadas con RIF liofilizadas (sin

crioprotector) y sus correspondientes MFs.
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El polimorfo | de RIF es la forma térmicamente mas estable de este compuesto, segln
reportes bibliogréficossl. La forma | solo presenta descomposicion a una temperatura
aproximada de 260 °C, mientras que la forma Il muestra una endoterma de fusién a 189 °C,
seguida de una exoterma de recristalizaciéon a la forma | a 204°C, que finalmente se
descompone a 258 °C 2. La curva DSC de RIF (Figura 2.15.C-v) no mostrd la fusién de este
compuesto, el cual comenzd su proceso de descomposicién térmica alrededor de 245 °C
determinado mediante TGA (Figura 2.15.A-v y B-v). Resultados similares fueron fue

encontrados por otros autores®>>**°

. Este resultado, junto con los obtenidos por DRX,
confirma que el polimorfo de RIF con el cual se trabajé es la forma |. Ademas, a partir de la

curva DSC de RIF se descartd la presencia de agua de cristalizacion.

La Figura 2.15.C.iii y iv muestra las curvas de DSC de los polvos de QUIT y ALG,
respectivamente, exhibiendo cada uno un pico endotérmico amplio a aproximadamente 67
°Cy 86 °C, respectivamente, correspondientes a la evaporacion de la humedad presente en
los polvos originales de los polimeros. Las temperaturas de fusién de QUIT y ALG son mas
altas que sus temperaturas de degradacién, por lo cual, sus curvas de DSC no mostraron

vii

ninguna temperatura de Tg". Estos resultados concuerdan con los encontrados en el analisis
TGA/dTGA, ya que las curvas termogravimétricas de los polvos de QUIT y ALG mostraron
cada una dos regiones, la primera correspondid al rango de temperatura de 25 °C a 100 °C,
atribuido a la eliminacion de agua libre, y el segundo, a temperaturas superiores a 200 °C,
atribuido a la degradacion térmica de los polimeros. QUIT comenzd su descomposicién a 258
°C, con una tasa maxima de descomposicidn térmica a 295 °C. Para ALG, la descomposicién
térmica comenzé a 198 °C, con una descomposicidén térmica maxima a 238 °C, en esta regidn

su curva dTGA mostré un pico agudo y un hombro alto, posiblemente debido a la

superposicién de diferentes procesos de degradaciénse.

Las curvas TGA/dTGA de las MFs obtenidas conteniendo ALG, QUIT y CaCl, o ALG, QUIT,
CaCl, y RIF exhibieron la superposicidon de los procesos de descomposicién térmica de cada
uno de los componentes de la mezcla. Sin embargo, se observd que los procesos de
degradacion de los componentes de estas MFs, que contenian T80 y ASC, ocurrieron a

temperaturas mas bajas que para aquellas MFs que no tenian T80 y ASC en su compaosicion.

vii

Es la temperatura a la cual las propiedades mecanicas de un material cambian radicalmente debido a los
movimientos internos de las cadenas poliméricas que lo componen.
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Este comportamiento térmico puede atribuirse a las interacciones entre las cadenas

poliméricas y T80, que debilita la estructura del polimero por un efecto plastificante®’.

Por otro lado, se observd en la curva DSC de las NPs que contenian T80 y ASC cargadas
con RIF, un pico endotérmico a aproximadamente 180 °C, sin pérdida de masa, como se ve
en su curva TGA/dTGA (Figura 2.15.A. y B. xii y xiii). Este fendmeno podria atribuirse a la
fusion de las NPs RIF?®, Como se observé en el ensayo de DRX, las NPs RIF poseen un nuevo
patrdén caracteristico de cristalinidad; debido a que estdn formadas por una gran cantidad de
componentes el intervalo de temperatura de fusidn es amplio y ocurre a temperaturas

menores que su material de partida.
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Figura 2.15.
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2.3.3. Evaluacidn de la estabilidad coloidal de las nanoparticulas a largo plazo

Con frecuencia, las NPs poliméricas requieren el agregado de un estabilizador anfifilico,
debido a que tienden a ser fisicamente inestables con el tiempo®. Por este motivo, se
investigd la estabilidad fisica de las NPs RIF, con o sin el agregado de T80. El surfactante T80
es frecuentemente utilizado debido a su capacidad de prevenir la agregacién de las NPs en

medios acuosos®.

El propdsito de este ensayo fue evaluar el uso de T80 como un estabilizador anfifilico en
la preparaciéon de las NPs. La estabilidad se evaludé en soluciones acuosas de diferentes
valores de pH (1,2; 5,5; 6,8 y 7,4), y a largo plazo (tres meses) en agua, monitoreando
cambios en el didmetro hidrodinamico, IPD y L. En la Figura 2.16.A. se puede observar que se
formé un precipitado y se depositd en el fondo de los tubos falcon cuando se prepararon las
NPs sin el agregado de T80 al resuspenderlas en las soluciones acuosas tamponadas a los
diferentes valores de pH. Por el contrario, las NPs con la adicién de T80 no mostraron la
formacion de precipitados y se observaron bien dispersas (Figura 2.16.B.), lo cual demostré

claramente la contribucion de este agente a la estabilizacion de las mismas.

Figura 2.16. Fotografias de: A- NPs RIF sin ASC/T80 y B- NPs RIF con

ASC/T80 a diferentes valores de pH.
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Figura 2.17. Didmetro hidrodindmico e indice de polidispersidad de: A- NPs vacias
con y sin ASC/T80 y B- NPs RIF con y sin ASC/T80 a diferentes valores de pH,
(promedio + DE, n=3).
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Figura 2.18. A- Didmetro hidrodindmico e indice de polidispersidad y B- Potencial z
(mV) en funcidn del tiempo de NPs vacias con y sin ASC/T80 resuspendidas en

agua, (promedio *+ DE, n=3).
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Figura 2.19. A- Diametro hidrodindmico (nm) e indice de polidispersidad y B-
Potencial z (mV) en funcidn del tiempo de NPs RIF con y sin ASC/T80 resuspendidas

en agua, (promedio * DE, n=3).

Las NPs con T80 se mantuvieron estables cuando se almacenaron en agua por un periodo
de tiempo de tres meses, tanto en términos de tamano, IPD y {. Las NPs sin la adicion de T80
fueron inestables, debido a la formacién de precipitado, ademas, las NPs que permanecieron
dispersas en el sobrenadante, en equilibrio con el sedimento formado, presentaron un
tamafio ligeramente mds grandes que aquellas que contenian el surfactante en su
composicidn. Por lo tanto, se demostrd que T80 proporcioné un notable efecto estabilizador

para la nanosuspensién, no solo en diferentes entornos de pH, sino también, cuando la
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suspension se almacenaba en agua durante 90 dias en comparacion con aquellas NPs sin el
tensioactivo. La obtencidn de dispersiones de NPs estables en agua, y en diferentes entornos
de pH, es crucial para la aplicacién de estos sistemas nanotransportadores ya que los
sistemas de liberacion de farmacos experimentaran diferentes entornos de pH en el cuerpo

humano.

La mayor estabilidad de las NPs, vacias y cargadas con RIF, conteniendo T80 y ASC, en
comparacion con las NPs sin la adicién del surfactante ni ASC, no puede explicarse en
términos de una mejoria de las fuerzas electrostaticas repulsivas entre las NPs, ya que
ambos sistemas, con y sin T80 y ASC, presentaron valores de { cercanos (Figuras 2.18.B. y
2.19.B.). Otra explicacién posible puede ser que el T80 proporcione una capa protectora en
la superficie de las NPs, anclando las cadenas alquilicas del tensioactivo en los sitios
hidréfobos de las NPs poliméricas y extendiendo sus dominios hidréfilos en el medio de
dispersidn, evitando asi la agregacion de las partl’culasss. Reisch y colaboradores propusieron
qgque el T80, cuando estda en muy baja concentracién en la formulacién, se adsorbe
fuertemente en los sitios hidrofébicos de las NPs a través de sus cadenas de alquilo y, por lo
tanto, genera una pantalla protectora ultradelgada que evita la agregacién de las NPs®*. Esta
distribucidn del surfactante en la superficie de las NPs coincide con los resultados obtenidos
con las mediciones de los angulos de contacto que se describieron en la seccion 2.3.2.2., ya
qgue las NPs con T80 fueron mas hidrofilicas en comparacién con aquellas que no se

obtuvieron con la adicion de este surfactante.

Por otra parte, se evalud la estabilidad del polvo liofilizado de las NPs por un periodo de 6
meses. El polvo resuspendido de las NPs vacias luego del periodo de almacenamiento en un
recipiente hermético a temperatura ambiente tuvieron un tamafio de (309,5 + 45,8) nm, con
un IPD de 0,225 + 0,082 y un { de (-30,73 + 0,49) mV medido por DLS. Por otro lado, el polvo
resuspendido de las NPs RIF, luego de los 6 meses, tuvo un tamafio de (351,8 + 32,1) nm, un
IPD de 0,231 + 0,025 y un T de (-28,45 + 0,62) mV. Ademads, en los espectros de absorcién
obtenidos por espectrofometria UV-Vis del sobrenadante de las NPs RIF luego de
ultracentrifugar las suspensiones de las mismas no se detectd presencia del IFA, lo que
demostré que el farmaco permanece encapsulado en el nanovehiculo luego de ser
almacenado por un periodo de 6 meses. Estos resultados indican que los polvos liofilizados
de las NPs con ASC/T80, tanto vacias como cargadas con RIF, son estables al menos durante

6 meses de almacenamiento en envase hermético a temperatura ambiente.
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2.4. Conclusiones parciales

Como conclusiones parciales de este capitulo se pueden mencionar:

* Se obtuvieron las NPs de ALG y QUIT por un método de gelacion idnica sencillo,
rapido y reproducible.

* Se optimizaron los parametros de sintesis de las NPs para alcanzar las propiedades
adecuados de los sistemas nanoparticulados (menor tamafio, menor IPD, un T cercano a
[30] mV).

* Selogrd encapsular la RIF con una elevada EE.

e Se confirmdé mediante SEM el tamafio nanométrico de las NPs obtenidas, su
morfologia esférica asi como su monodispersidad.

e Se evidenciaron los grupos funcionales involucrados en la formacién de las NPs
mediante FTIR.

e Se comprobd la formacién de una nueva estructura cristalina mediante DRX y se
realizaron estudios del comportamiento térmico de las NPs que permitieron sumar
evidencias a las interacciones propuestas entre los polisacaridos.

* Las NPs en estado sdlido fueron altamente hidrofilicas, lo que permitié su rapida
redispersion luego de someterse a un proceso de liofilizacion. Estas NPs liofilizadas
demostraron ademds, ser estables durante un periodo de tiempo de al menos 6 meses, lo
cual permitiria su conservacién por periodos de tiempo prolongados y a su vez, resultaron
ser estables a diferentes valores de pH de interés fisioldgico, lo cual es muy importante ya
gue las NPs se veran expuestas a diferentes entornos en el organismo que implican multiples
valores de pH a los cuales las NPs deberdn permanecer estables para proteger el farmaco

encapsulado hasta alcanzar su sitio de accidn.
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CAPITULO 3: ESTUDIOS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRO

DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE RIFAMPICINA

3.1. Introduccion

En la actualidad, las infecciones bacterianas se han convertido en una importante
amenaza con altas tasas de morbilidad y mortalidad asociadas, esto es debido
principalmente al desarrollo de resistencia a los agentes antimicrobianos existentes®. Ante
esta situacion, existe una necesidad urgente de desarrollar nuevas estrategias que combatan
las infecciones bacterianas de manera eficiente. La nanotecnologia ha demostrado grandes
avances en el campo del tratamiento de las infecciones. Particularmente, las estrategias de
administracion de los agentes terapéuticos basadas en NPs han logrado mejoras
significativas en el campo de la administracion de farmacos antimicrobianos®.
Especialmente, las NPs obtenidas con polimeros naturales representan un enfoque
prometedor para encapsular antibidticos debido a sus ventajosas capacidades de dirigir los
farmacos a los sitios especificos de la enfermedad, controlar las caracteristicas de su

. .7 . « s s . 4
liberacién, y de esta manera, mejorar la farmacocinética de estos agentes terapéuticos>*.

Los estudios de actividad antimicrobiana in vitro son importantes como indicadores
rapidos y sencillos de la potencia antimicrobiana del compuesto de interés. A continuacion
se describirdn los fundamentos de las metodologias empleadas para los estudios de

actividad antimicrobiana in vitro en este trabajo de Tesis.

3.1.1. Ensayo de difusion en placas de agar

El método de difusién en discos de agar fue desarrollado en 1940°. Es el método oficial
utilizado en muchos laboratorios de microbiologia clinica para la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana de rutina. Hoy en dia, muchos estandares aceptados y aprobados son
publicados por The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para la prueba de
difusidn en discos de agar para bacterias y levaduras®’. Este ensayo proporciona resultados
cualitativos clasificando a la cepa bacteriana en estudio como sensible, de sensibilidad
intermedia o resistente. Este método estd disefiado para determinar la sensibilidad de

microorganismos de crecimiento rapido y es aplicable a agentes antimicrobianos que

87



Capitulo 3: Estudios de actividad antimicrobiana in vitro de nanoparticulas poliméricas de
rifampicina

difundan bien desde los discos, ya que de lo contrario, podrian estar dando como resultado
falsas resistencias®. Este procedimiento consiste en inocular placas de Petri conteniendo
agar con un inéculo estandarizado del microorganismo a ensayar. Luego, se colocan discos
de papel de filtro (de aproximadamente 6 mm de didmetro), que contienen el compuesto de
interés a una concentracién deseada, sobre la superficie de agar. Las placas de Petri se
incuban en condiciones adecuadas. En general, el agente antimicrobiano difunde en el agar e
inhibe el desarrollo y el crecimiento del microorganismo. Por ultimo, se miden los diametros

de las zonas de inhibicidn del crecimiento bacteriano®.

viii

Esta técnica no permite distinguir entre los efectos bactericidas™ y bacteriostaticos™ de
los antimicrobianos, asi como tampoco permite realizar un andlisis cuantitativo para
determinar, por ejemplo, la concentracién inhibitoria minima. Sin embargo, las pruebas de
difusidn en disco ofrecen muchas ventajas frente a otros métodos, tales como: simplicidad,
bajo costo, habilidad de analizar una gran cantidad de microorganismos y agentes

antimicrobianos, como asi también facilidad para interpretar los resultados obtenidos™®.

3.1.2. Concentracion inhibitoria minima

Concentracion inhibitoria minima (CIM): es la minima concentracién de antibidtico que
es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de un indculo bacteriano previamente
estandarizado en el tiempo de incubacidon necesario, segin la cepa con la que se esté

trabajando. Usualmente los valores de la CIM se expresan en unidades de pg/mL o mg/L”.

Los métodos de dilucidn son los mas adecuados para la determinacién de los valores de
la CIM, ya que ofrecen la posibilidad de estimar la concentracién del agente antimicrobiano
analizado en agar (dilucion en agar) o en caldo (macro o microdilucién). Las técnicas de
microdilucién se iniciaron en 1977 y se destacan por sus beneficios, entre los que se pueden
mencionar: reduccién de la cantidad necesaria de reactivos, espacio de trabajo y tiempo™.
Esta metodologia se lleva a cabo en placas de 96 pocillos y consiste en realizar diluciones
seriadas dobles del agente antimicrobiano en estudio con una concentracién conocida y
constante de indculo bacteriano; luego la placa se incuba a la temperatura y tiempo

necesarios (usualmente 18 h, 37 °C), y finalmente se determina la CIM por un cambio de

viii

Efecto bactericida: es la muerte bacteriana inducida por un farmaco.

* Efecto bacteriostatico: es la inhibicién del desarrollo bacteriano por un farmaco.
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color observable o desarrollo de turbidez'?. La determinacion del valor de la CIM mediante
métodos colorimétricos se basa en el uso de colorantes vitales tales como resazurina (RZ) y
sales de tetrazolio, generalmente: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) y 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida (XTT)™. En este
trabajo de Tesis se utilizd RZ, un indicador redox que permite detectar la viabilidad de los
microorganismos por la conversidon de una tincién no fluorescente, azul (entorno oxidado),
a un color fucsia, altamente fluorescente, en respuesta a una reduccién quimica del medio
de cultivo resultado del crecimiento celular. La fluorescencia o sefial colorimétrica generada

del ensayo es proporcional a la cantidad de bacterias vivas en la muestra®®.

Existen muchas directrices aprobadas para las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
por dilucién, tanto para bacterias aerobias como anaerobias. Los estdndares mas
reconocidos los proporcionan: CLSI y The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST). Esto permite que los ensayos se realicen con un enfoque

estandarizado para evaluar la relevancia clinica de los resultados obtenidos™.

3.1.3. Concentracion bactericida minima

Concentracion bactericida minima (CBM): es la minima concentracién de un antibidtico
que es capaz de inducir la muerte in vitro del 99,9% de una poblacién bacteriana

. . , . .z 11
previamente estandarizada en un periodo de incubacién adecuado™".

La determinacidon de la CBM es la metodologia mas frecuente para la estimacion de la
actividad bactericida. La CBM se puede determinar bajo un conjunto estandarizado de
condiciones descriptas en ciertas directrices, como el documento M26-A de CLSI*® en el cual
se indica que se puede obtener la CBM con un ensayo de microdilucion en caldo,
subcultivando una muestra de los pocillos sobre la superficie de placas de agar no selectivo
para determinar la cantidad de bacterias supervivientes, expresado como unidades
formadoras de colonias (UFC) por mililitro (UFC/mL), luego de un tiempo adecuando de

incubacién (frecuentemente 24 h)*.

3.1.4. Ensayo de potencial de membrana

La membrana plasmatica es una barrera quimiosmadtica que proporciona una interfaz
entre el medio intracelular y el extracelular. Esta presenta un potencial electroquimico

(negativo en el interior) que desempefia un rol basico en el control del intercambio de
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solutos. Alteraciones en el potencial de membrana pueden proporcionar una indicacién
rapida y sensible de aquellos estimulos que conducen a cambios fisiolégicos importantes con

respecto a la viabilidad bacteriana®’.

Las moléculas fluorescentes se utilizan ampliamente como sondas de membranas
bioldgicas, entre ellas se puede mencionar: 1-anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS). Esta
sonda es un fluoréforo muy sensible a los cambios de la polaridad del entorno, cuando se
encuentra en presencia de ambientes hidrofilicos exhibe una baja intensidad de
fluorescencia, y por el contrario, ésta aumenta en entornos hidrofébicos. Modificaciones en
el valor del potencial eléctrico, determinadas por cambios en la intensidad de fluorescencia,
evidencian alteraciones en la membrana bacteriana en presencia de la sustancia que se esta

estudiando®,

3.1.5. Ensayo de curva de muerte

Una de las técnicas analiticas de macrodilucién en caldo, es el ensayo de curva de muerte
en funcién del tiempolg. La viabilidad microbiana se determina por el conteo de colonias en
placas de agar en puntos de tiempo predeterminados, generalmente en un lapso de 24 h. La
actividad antibacteriana se define entonces como una reduccion equivalente a > 3 Logqg
UFC/mL en funcién del tiempo, en comparacién con el inéculo inicial. Es un método

estandarizado descripto por CLSI*®.

Estos ensayos permiten graficar curvas para visualizar la actividad antimicrobiana de un
agente en funcidn del tiempo o la concentracién. Al proporcionar informaciéon dinamica
entre el agente antimicrobiano y las bacterias, el método de curva de muerte en funcién del

tiempo es especialmente util para determinar el efecto bactericida del antibidtico®.

3.1.6. Microscopia electrdnica de barrido

La técnica SEM fue descripta anteriormente en el Capitulo 2, seccion 2.1.3.2.
Cabe destacar que la microscopia se ha convertido en una herramienta fundamental para
avanzar en la comprensién de los sistemas bioldgicos. En este caso en particular, la SEM es

util para estudiar interacciones a nivel de superficie entre las células bacterianas y la

formulacién de interés (NPs)%.
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3.1.7. Microscopia de transmisién electrénica

La Microscopia de Transmisidon Electrénica, TEM (por sus siglas en inglés transmission
electron microscopy), permite evaluar la ultraestructura del material en estudio mediante el
analisis de cortes ultrafinos, generalmente de 90 — 120 nm. En TEM, las imagenes y
contrastes se construyen utilizando la transmision de electrones. Cuando una muestra es
atravesada por un delgado haz de electrones de alta energia (usualmente 40 keV) estos
electrones transmitidos son reenfocados y luego magnificados por un sistema de lentes

electromagnéticas y se proyectan en una pantalla de fésforo para formar la imagen??.

3.1.8. Microscopia de fluorescencia

La fluorescencia es un proceso de interaccién entre la radiacion y la materia, en la cual un
material absorbe radiacién de una fuente especifica, y muy rapidamente, emite luz cuya
energia es menor (de mayor longitud de onda) que la de la radiacién que ha absorbido?. Los
procesos que ocurren entre la absorcion y la emision
de luz son ilustrados en el diagrama de Jablonski**. En la Figura 3.1. se muestra un diagrama
de Jablonski simplificado para explicar cdmo se genera el fendmeno de fluorescencia. Los
estados electrénicos singlete fundamental, primero y segundo estan representados por Sg, S1
y S,, respectivamente. En cada uno de estos niveles de energia electrénica, los fluoréforos
pueden existir en varios niveles de energia vibratoria, representados por 0, 1, 2, etc. Las
transiciones entre estados se representan como lineas verticales para ilustrar la naturaleza

instantanea de la absorcidn de la luz. Las transiciones ocurren en aproximadamente 10",

Estado excitado, S, :
O P
I - r -
I Conversion interna
1
1
Estado excitado, S 2
1 = = 4 \ 4
Absorcion Fluorescencia
Estado fundamental, S, :
0

Figura 3.1. Diagrama de Jablonski simplificado para explicar el
fenémeno de fluorescencia.
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Las transiciones energéticas representadas en la Figura 3.1. son:

1) Cuando un fluordéforo absorbe luz, pasa del estado energético fundamental, Sg a un

estado excitado de mayor energia vibratoria S; 0 S,.

2) Con algunas raras excepciones, las moléculas se relajan rapidamente al nivel vibratorio
mas bajo de S;. Este proceso se llama conversidn interna y generalmente ocurre dentro de

102 s 0 menos.

3) Pasado el tiempo de excitaciéon la molécula emite luz de menor energia que la

absorbida, volviendo a su estado fundamental, So (fluorescencia).

La microscopia de fluorescencia aprovecha la propiedad de las sustancias fluorescentes
de absorber luz a una determinada longitud de onda y emitirla en otra de mayor valor, por lo
cual, mediante un sistema de filtros es posible separar la luz de excitacién de la emitida,
obteniendo imagenes de gran contraste. Por otro lado, a diferencia de las técnicas de
microscopia por transmisién y reflexién de la luz, la microscopia de fluorescencia permite
observar solo la estructura de lo que fue especificamente marcado con sondas
fluorescentes. Esta propiedad, convierte a la microscopia de fluorescencia en una

. .y . . . s . 2
herramienta idonea para observar el interior y la estructura de las muestras biologicas®.

En los ultimos tiempos se han desarrollado varias estrategias para sintetizar NPs
poliméricas fluorescentes®®. Frecuentemente, se utiliza aquella que involucra la carga de
componentes fluorescentes, por ejemplo, en la mayoria de los casos, colorantes
fluorescentes orgdnicos, en una matriz polimérica dpticamente inactiva, ya sea por simple

encapsulaciéon o por unién covalente?.

3.2. Materiales y métodos

Materiales:

La seleccién del medio de cultivo a utilizar en los ensayos es importante para la
confiabilidad y la reproducibilidad de los resultados obtenidos. Para este trabajo de Tesis se
seleccionaron para llevar a cabo los estudios microbioldgicos frente a diferentes cepas
bacterianas de S. aureus y E. faecalis los medios de cultivo agar Miiller-Hinton (AMH) y caldo

Miller-Hinton (CMH).
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AMH y CMH son medios de cultivo nutritivos no selectivos, que promueven el desarrollo
microbiano®. Por su composicion, AMH y CMH han sido recomendados por CLSI para ser
utilizados en forma rutinaria en la realizacién de pruebas de sensibilidad antimicrobiana en
medio solido y liquido respectivamente. Estos medios de cultivo presentan una serie de
ventajas entre las que se pueden mencionar: buena reproducibilidad lote a lote en las
pruebas de sensibilidad, bajo contenido en inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y
tetraciclina; la mayoria de los patégenos microbianos crece satisfactoriamente, entre una
gran cantidad de datos adicionales que han sido evaluados y avalados usando estos medios

de cultivo®.

e Para este trabajo de Tesis se utilizaron AMH y CMH de la marca comercial
perteneciente al laboratorio Britania S.A.®, Buenos Aires, Argentina.

* Las cepas clinicas y de referencia utilizadas para este trabajo de Tesis fueron: S.
aureus ATCC (American Type Culture Collection) 25.923, S. aureus MS 9.463, S. aureus MR
9.455, E. faecalis 28.212, Escherichia Coli (E. coli) 25922, Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) ATCC y Pseudomona aureuginosa (P. aureuginosa) 27853 pertenecientes al
laboratorio de microbiologia de la Dra. Paulina Pdez, UNITEFA, FCQ-UNC.

Instrumental utilizado:

* Vortex Ferca®, Buenos Aires, Argentina.
*  Estufa para cultivo Marne®, Cérdoba, Argentina.

*  Microcentrifuga Giumelli® Z-127-D, Buenos Aires, Argentina.
3.2.1. Evaluacion de la estabilidad de las NPs en medio de cultivo

Previamente a la realizacién de los ensayos microbiolégicos se determiné la estabilidad
de las NPs en el medio de cultivo a utilizar: CMH. Se resuspendieron 5 mg de polvo liofilizado
de NPs RIF y NPs vacias en 5 mL de CMH vy se incubd a 37 °C durante 24 h. Pasado el tiempo
de incubacion, se procedié a realizar una inspeccién visual (para comprobar la ausencia o la
presencia de agregados) y luego, mediante DLS, se determiné el ¢, el tamafio y el IPD de las

NPs resuspendidas.

3.2.2. Ensayo de Difusién en placas de Petri.

Se cortaron discos de papel de filtro de un diametro de 6 mm, a los cuales se les colocé 5

uL de cada muestra empleando una pipeta automatica. Las muestras se prepararon en CMH
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y las mismas fueron: NPs RIF, solucidon de RIF (concentracién de farmaco en ambas: 40
ug/mL) y NPs vacias como control. Luego, los discos se colocaron en placas de Petri,
protegidas de la luz y se dejaron secar a temperatura ambiente durante 18 h. Por otro lado,
se prepararon los indculos bacterianos a una concentracion de 1x10® UFC/mL de las
siguientes cepas bacterianas: S. aureus ATCC 25.923, S. aureus MS 9.463, S. aureus MR
9.455, E. faecalis 28.212, E. coli 25.922, K. pneumoniae ATCC y P. aureuginosa 27.853 y se
colocaron en agitador orbital a 37 °C durante 18 h. A continuacidn, se sembraron las
distintas cepas bacterianas en placas de Petri conteniendo 15 mL de AMH previamente
esterilizado. Se colocaron los tres discos con RIF, NPs RIF y NPs vacias equidistantes en cada
placa, como se muestra en la Figura 3.2. Posteriormente, se incubaron las placas en una

estufa a 37 °C durante 18 h.

Los halos de inhibicién se midieron con una regla, desde un extremo al otro, incluyendo el
centro de cada disco. Los resultados se informaron en mm. Mientras mayor es el halo de
inhibicién, mayor es la actividad antimicrobiana del compuesto. Todos los ensayos se

realizaron por duplicado.

Figura 3.2. Placa de Petri utilizada en el ensayo
de difusion. C: NPs vacias; R: RIF y N: NPs RIF.

3.2.3. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima.

Se prepararon los indculos con las siguientes cepas bacterianas: S. aureus ATCC 25.923, S.
aureus MS 9.463, S. aureus MR 9.455 y E. faecalis 28.212, las cuales se colocaron en agitador
orbital a 37 °C, durante 18 h.

La concentracion de RIF fue de 0,1 mg/mL tanto para la solucién de RIF como para las
NPs RIF. En el caso de las NPs vacias se utilizd una cantidad equivalente al peso de las NPs

cargadas. Los ensayos se realizaron utilizando CMH previamente esterilizado.
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La CIM se determind mediante la técnica de microdilucién en caldo en una placa de 96
pocillos. Se realizaron diluciones seriadas 1 en 2 de cada muestra, con un volumen final de
100 pL/pocillo. Posteriormente, se adicionaron 100 ulL/pocillo de suspensién del inoculo
bacteriano (5x10° UFC/mL) segun la Tabla 3.1. Las placas se cubrieron con papel aluminio
para resguardarlas de la luz y se colocaron en una estufa de cultivo a 37 °C durante 18 h.
Finalizado el tiempo del ensayo, se determiné la CIM mediante la observacidn visual de las
placas, considerando como la minima concentracion aquella dilucién que no presenté

desarrollo de turbidez, es decir crecimiento microbiano.

Tabla 3.1. Esquema de plaqueo para el ensayo de CIM.

Numero | Concentracién
Letra .
de RIF de pocillo Cepa bacteriana
pocillo (ug/mL)
1 50 AyB E. faecalis 28.212
2 25 CyD S. aureus MS 9.463
3 12,5 EyF S. aureus ATCC 29.213
4 6,25 GyH S. aureus MR 9.455
5 3,125 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
6 1,6 AQQOOQ%%%%%%
7 0.8 00000
2 = 000000000000
! 000000000000
i e 0/60/60/60,00,00
10 0,1 FOOOOO
11 0,05 000000000000
12 005 | FOOOOOOOOOO0O

3.2.4. Determinacion de la concentracion bactericida minima.

Para la determinacién de la CBM se sembraron las muestras contenidas en los pocillos del
ensayo anterior (3.2.3.) correspondientes a las siguientes concentraciones: 1xCIM, 2xCIM vy
4xCIM. Las muestras se sembraron en placas de Petri previamente esterilizadas conteniendo
AMH, y posteriormente, se incubaron en una estufa de cultivo a 37 °C durante 18 h.
Finalmente, se realizd el recuento de las colonias, cuyos valores se expresaron como
UFC/mL. La concentracion de RIF que produjo una reduccion del 99,9% de las UFC/mL con

respecto al indculo original se registré como la CBM.

95



Capitulo 3: Estudios de actividad antimicrobiana in vitro de nanoparticulas poliméricas de
rifampicina

3.2.5. Ensayo de potencial de membrana

Este ensayo se realizd para determinar posibles modificaciones en el potencial de
membrana de las siguientes cepas bacterianas: S. aureus ATCC 29.213, S. aureus MR 9.455,
S.aureus MS 9.463 y E. faecalis 28.212, en presencia de diferentes tratamientos con NPs

vacias, NPs RIF, RIF y buffer PBS utilizado como control.

Para este ensayo se incubaron en una estufa a 37 °C, 500 uL de las cepas bacterianas
antes mencionadas con 500 pL de RIF y NPs RIF a tres concentraciones diferentes: sub CIM (-
CIM), CIM y supra CIM (+CIM). Por otro lado, las NPs vacias se colocaron a una sola
concentracion y se realizd una dilucidén equivalente a +CIM de las NPs RIF. Para el control se
incubaron las diferentes cepas con 500 uL de PBS para tener un volumen final igual en todas
las muestras. Los tiempos a los cuales se realizé el ensayo fueron: 1, 4 y 24 h. Pasado el
tiempo de incubacion de cada muestra, las mismas se colocaron en placas de 96 pocillos y se
agregaron 40 plL de la sonda ANS 60 puM, se incubo 10 minutos a 37°C y luego se procedio a
la medicion de las placas en un espectrofluorémetro (Biotek®, EE.UU.), a una A de excitacion
de 360 nm y una A de emisién de 516 nm. En la Figura 3.3. se muestra un esquema

simplificado de la metodologia de trabajo.

@ + ‘G » Incubacion 1, 4y 24 h, 37 °C » s

—"7
. ANS.
Bacterias: Tratamientos:
S. aureus 29213, « RIF
9455 y 9463. * NPsRIF
E. Faecalis28212. * NPs Vacias

Medicién espectrofluorémetro.
}‘excﬁoclén =360 nm

)‘emichn =516 nm.

Figura 3.3. Esquema de la metodologia utilizada en el ensayo de potencial
de membrana.
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3.2.6. Ensayo de curva de muerte

Para este ensayo se prepard un indculo de la cepa S. aureus ATCC 29.213 en una
concentraciéon de 5x10° UFC/mL. Se seleccioné esta cepa para continuar con los estudios
microbioldgicos debido a que lascepas ATCC son microorganismos certificados, sus
caracteristicas fenotipicas y genotipicas definidas garantizan la identidad de las mismas y son

empleadas como referencia para las determinaciones microbioldgicas.

Se realizaron diferentes tratamientos: RIF y NPs RIF, a la concentracidn equivalente a la
CIM, y NPs vacias, ademas se utilizé como control PBS. Este estudio se realizd por duplicado,
para lo cual, se combinaron 500 pL de suspensién bacteriana con 500 pL de cada
tratamiento, en tubos “Eppendorf” y se homogeneizaron con ayuda de un vortex durante 30
segundos. Los tratamientos realizados fueron: una solucion de RIF y una dispersién de las
NPs RIF en CMH a una concentracién equivalente a la CIM previamente determinada. Una
dispersién de las NPs vacias, a una dilucién equivalente a la CIM de las NPs RIF, y como
control se colocd buffer PBS. Las muestras se incubaron a 37 °C en una estufa de cultivo a
diferentes tiempos: 1, 2, 4, 6, 8 y 24 h. Pasado el tiempo de incubacién, se utilizé la técnica
de “microgota” para el recuento de las UFC. Para llevar esto a cabo, primero se realizé una
dilucién 1/10 y otra 1/100 con PBS de cada muestra para poder efectuar el recuento con
mayor facilidad, y a continuacion, se sembraron 10 puL de cada muestra en placas de Petri
conteniendo 15 mL de AMH previamente esterilizadas. Las placas se incubaron durante 18 h
a 37 °C. Finalmente, se realizé el recuento y los calculos adecuados para determinar las

UFC/mL.

En la Figura 3.4. se muestra un esquema simplificado de la metodologia utilizada en el

ensayo de curva de muerte.
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Cepa: Tratamientos:
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NPs RIF

Figura 3.4. Esquema de la metodologia empleada para el ensayo de

S. aureus ATCC 29213

Técnica de microgota.

Incubacién 37 °C 18 h.

Recuento.

curva de muerte.

3.2.7. Microscopia electronica de barrido.

Para estudiar las posibles interacciones superficiales de las bacterias con las NPs se utilizo
la técnica SEM. Para ello se prepard una suspension bacteriana de la cepa S. aureus ATCC
29.213 en CMH a una concentracién de 5x10° UFC/mL. Los diferentes tratamientos también
fueron preparados en CMH. La concentracion inicial de RIF libre y encapsulada en las NPs RIF
fue de 1 mg/mL. La concentracion de las NPs vacias correspondid al peso correspondiente a

una cantidad equivalente de las NPs RIF conteniendo 1 mg/mL de RIF.
Las muestras se prepararon en tubos “Eppendorf” conteniendo:

e Control: 0,75 mL de suspensién bacteriana + 0,75 mL de CMH.

e Bacterias + RIF: 0,75 mL de suspension bacteriana + 0,75 mL de RIF en CMH.

e Bacterias + NPs RIF: 0,75 mL de suspensién bacteriana + 0,75 mL de NPs RIF en CMH.

e Bacterias + NPs vacias: 0,75 mL de suspensién bacteriana + 0,75 mL de NPs vacias en
CMH.

Las muestras se homogeneizaron utilizando un agitador vortex durante 1 minuto y luego
se incubaron 3 h a 37 °C. Se selecciond este periodo de incubacidn debido a que es suficiente
para que se visualice actividad antimicrobiana y no se produzca una inhibicién total del
crecimiento, lo cual imposibilitaria observar las modificaciones o interacciones entre las

bacterias y las NPs.

Finalmente, aproximadamente 10 puL de cada muestra se depositaron en un soporte

adecuado para SEM (SEM Specimen Stub), usando una cinta adhesiva de doble faz y sobre la
98



Tesis Doctoral Farm. lvana Romina Scolari

misma se adiciond una placa de silicio pulido Micro to Nano 10-008145® para obtener una
superficie mas lisa y evitar que la rugosidad de la cinta interfiera en la imagen. Las muestras
se secaron en una camara de vacio a 30 °Cy luego fueron recubiertas con oro empleando un
recubridor por pulverizacién PELCO Modelo 3 y se analizaron usando un microscopio

electrénico de barrido Carl Zeiss Sigma a una intensidad de 3 kV.

3.2.8. Microscopia de transmision electrénica

Los cambios a nivel ultraestructural de las bacterias en contacto con los diferentes
tratamientos, se determinaron a través de la observacion de las diferentes muestras por
TEM. Para esto, se prepard una suspension bacteriana de la cepa S. aureus ATCC 29.213 en
CMH a una concentracion de 5x10° UFC/mL. Los diferentes tratamientos fueron preparados
en CMH. La concentracion inicial de RIF libre y cargada en las NPs RIF fue de 1 mg/mL. La
concentracion de las NPs vacias corresponde al peso correspondiente a una cantidad
equivalente de las NPs RIF conteniendo 1 mg/mL de RIF. Las muestras se prepararon de la

misma manera que las descriptas en el procedimiento 2.7.

Posteriormente, los cultivos bacterianos se lavaron 2 veces con PBS, realizando ciclos de
centrifugacién a 5.000 rpm durante 10 min a 25 °C y se fijaron en una mezcla de Karnovsky
que contenia 4 % p/v de formaldehido y 2 % p/v de glutaraldehido en tampdn de cacodilato
0,1 M durante 2 h. A continuacidn, las bacterias fijadas se centrifugaron y los sedimentos se
lavaron y se trataron con tetradxido de osmio (0OsOy) al 1 % p/v durante 1 hora, luego se
tifleron en bloque con acetato de uranilo al 1 % p/v en una solucién tamponada de acetato
0,1 M pH 5,2 durante 20 minutos. Posteriormente, se procedid a la deshidratacién de las
muestras con soluciones seriadas de acetona:agua Milli-Q, de menor a mayor concentracién
de acetona (50, 70, 90 y 100) % v/v en ambiente seco y las células bacterianas se incrustaron
en la resina Embed 812®. Después de 48 h de polimerizacion a 60 °C, se cortaron secciones
ultrafinas de 0,1 um usando ultramicrotomo JEOL® con un cuchillo de diamante. Finalmente,
las grillas se tifieron con acetato de uranilo/citrato de plomo. Las muestras se examinaron
usando un microscopio electrénico de transmisién marca Zeiss Leo 906-E (Oberkochen,
Alemania)® y se capturaron fotografias con una cdmara Megaview Il (Olympus, Center

Valley, PA)®.
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3.2.9. Microscopia de fluorescencia

La preparacion de las muestras para ser observadas por microscopia de fluorescencia
consistié en la tincién de bacterias de la cepa S. aureus 29.213 con dihidrorodamina 123
(DHR), Sigma-Aldrich®, EE.UU., un colorante fluorescente intracelular®®. Por otro lado, las
NPs vacias se marcaron con el fluoréforo fluoresceina isotiocianato (FITC), Molecular
Probes™ Suecia. FITC tiene grupos funcionales que se unen covalentemente a las aminas de

QuIT*.

Para preparar las NPs vacias marcadas con FITC (NPs-FITC), en primer lugar, se procedié a
marcar QUIT con FITC. Para ello, se adicionaron 0,16 mL de una solucién de FITC disuelto en
MeOH de concentracion 2 mg/mL, en 0,34 mL de una solucion de QUIT 1% p/v, preparada en
acido acético (0,1 N): MeOH 1:1. La reaccidn fue llevada a cabo durante 3 h, en oscuridad y a
temperatura ambiente. Posteriormente, el polimero unido al fluoréforo fue precipitado
utilizando una solucién de NaOH 0,5 M hasta alcanzar un valor de pH= 10. El precipitado fue
recuperado por centrifugacién a 8000 rpm, durante 10 minutos, y luego se realizaron
sucesivos ciclos de lavado en MeOH:H,0 (70:30 v/v) hasta que no se detectd presencia del
compuesto fluorescente en el sobrenadante, determinado con un espectrofotémetro Agilent
Technologies Cary 60 UV-Vis®, a la A de maxima absorcién: 495 nm. Las muestras se

. .. . 2
colocaron en celdas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico Héllma Analytics®32.

A continuacidn se procedié a obtener las NPs-FITC, para lo cual se prepararon las
soluciones madres de los polisacaridos QUIT y ALG. Se dispersé QUIT previamente unido con
FITC en una solucién acido acético 1 % v/v, pH 4,5, a una concentracion final de 0,05 % p/v,
mientras que ALG se dispersé en agua a una concentracién de 0,06 % p/v, ambas
dispersiones se mantuvieron con agitacidon continua durante toda la noche. Posteriormente,
se adicionaron 12,6 mL de una solucién de T80 1% p/v conteniendo ASC 1% p/v sobre 62,2
mL de una soluciéon de ALG 0,06 % p/v, luego se agregaron gota a gota 2,9 mL de una
solucion de CaCl, 0,05 % p/v y se agité a 300 rpm durante 7 min. Finalmente, se adicionaron
5 mL de la solucién de QUIT previamente marcado con FITC, 0,05 % p/v y se agité a 300 rpm,
durante 8 min. Se trabajé a temperatura ambiente, protegiendo las muestras de la luz. Se
realizaron dos ciclos de ultracentrifugacion a 19000 rpm, durante 15 minutos para separar

las NPs-FITC de los componentes que no interaccionaron.
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Se prepararon dos muestras, en las cuales se puso en contacto 1 mL de suspension
bacteriana con 50 pL de DHR 1 mM y se incubaron en una estufa a 37 °C durante 20 minutos
en la oscuridad. Pasado este tiempo, se realizaron 3 ciclos de lavado usando PBS
previamente esterilizado, centrifugando a 5.000 rpm dureante 10 minutos. Luego del dltimo
ciclo de lavado, se resuspendieron los “pellets” de las bacterias marcadas con DHR
(bacterias-DHR) en 0,5 mL de PBS. La muestra de interés se prepard adicionando 0,5 mL de
NPs-FITC en PBS a la suspensién bacteriana, mientras que el control se preparé afadiendo
0,5 mL de PBS. Posteriormente, se incubaron estas muestras en una estufa a 37 °C durante 3
h, en la oscuridad. Pasado el tiempo de incubacidn se procedié a preparar las muestras para
microscopia, para este fin se colocaron 15 plL de cada muestra sobre un portaobjeto, al cual
se le adiciond un cubreobjeto. Se realizaron 6 preparados de la muestra de interés:
Bacterias-DHR en presencia de NPs-FITC, los cuales se observaron con diferentes
microscopios inmediatamente: Axioplan (Carl Zeiss)®, FV300 (Olympus)® y FV1200
(Olympus)®, con un objetivo de inmersién en aceite de 60x. Se utilizé un laser seleccionando
las A de 488 nm y 543 nm para excitar las muestras, respectivamente, y un filtro de barrera

de 530 nm y 578 nm para detectar FITC y DHR, respectivamente.

3.2.10. Prueba de sensibilidad en Mycobacterium tuberculosis

Se determind la CIM en caldo Middlebrook 7H9®, por el método de microdilucién en
placas de 96 pocillos utilizando RZ (Sigma-Aldrich®, EE. UU.) para determinar la viabilidad de
las bacterias. En este ensayo se usaron 9 aislamientos de Mtb sensibles de origen clinico
referidos al Servicio de Micobacterias del INEI, ANLIS “Dr Carlos G. Malbran” y Mtb H37Rv
como control. Se realizaron 8 diluciones en un rango de 5 a 0,039 pg/mL de cada
tratamiento (NPs vacias, NPs RIF y RIF) y se enfrentaron a un inéculo promedio de 10*- 10°
UFC/mL de cada aislamiento y del control, respectivamente. Las placas fueron incubadas a

37 °C durante 7 dias.

La CIM se determind como la concentracién mas baja del tratamiento que evitd el cambio

visible de color de RZ de azul a fucsia luego de 48 h de reaccién.
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3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Evaluacion de la estabilidad de las NPs en medio de cultivo.

En la Figura 3.5. se muestra la estabilidad de las NPs vacias y NPs RIF en CMH a partir del

analisis de la variacién de su didmetro hidrodindmico, IPD y del .
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Figura 3.5. Grdfico de barras de: A- Diametro hidrodindmico (nm)
e indice de polidispersidad y B- Potencial z (mV) de NPs vacias y
NPs RIF en PBS y medio de cultivo (CMH), pH 7,4.

Las NPs, tanto vacias como cargadas con RIF, fueron relativamente estables en CMH luego
de ser incubadas durante 24 h a 37 °C. Se observé un leve aumento del IPD, mientras que el
didmetro hidrodindmico se duplicd, lo cual puede estar relacionado a la agregacién de dos o
mas NPs promovida por el aumento de concentracién de electrolitos en el medio en el cual
se encuentran dispersas, manteniéndose suspendidas en el sistema ya que no se observaron

precipitados de la muestra mediante inspeccion visual. Por otro lado, se observd una leve
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reduccion en el valor del T para las muestras de NPs cuando fueron resuspendidas en CMH
con respecto a los valores correspondientes en PBS, pero los valores obtenidos se
encuentran dentro de los valores de { para los cuales se ha demostrado que el sistema

presentaba una buena estabilidad coloidal (cercano a |30| mV).

3.3.2. Ensayo de Difusién en placas de Petri.

En la Tabla 3.2. se muestran los valores de los halos de inhibicion obtenidos para las
diferentes cepas bacterianas incubadas con los distintos tratamientos (RIF, NPs RIF y NPs
vacias). No se observaron diferencias significativas entre los halos de inhibicion obtenidos
con las NPs RIF comparados con los de RIF, esto evidencié que la actividad antimicrobiana de
RIF se conservd cuando este antibidtico se vehiculizé en las NPs. En la Figura 3.6. se exhiben

las fotografias del ensayo de difusidn en placas de Petri.

Tabla 3.2. Didmetro promedio de los halos de inhibicion con su respectiva DE (mm)

obtenidos con el ensayo de difusion de placas de Petri.

Halo de inhibicion promedio + DE (mm)
Cepa bacteriana
RIF NPs RIF NPs Vacias
Gram positivas
S. aureus ATCC 25.923
29+3 29+1 0
S. aureus MS 9.463
272 28+ 1 0
S. aureus MR 9.455
11+1 12+2 0
E. faecalis 28.212
31+1 301 0
Gram negativas
E. Coli 25.922
0 0 0
K. pneumoniae ATCC
0 0 0
P. aureuginosa 27.853
0 0 0

103



Capitulo 3: Estudios de actividad antimicrobiana in vitro de nanoparticulas poliméricas de
rifampicina

Figura 3.6. Fotografias del ensayo de difusion en placas de Petri: (A)- S.

aureus 25.923; (B)- S. aureus MS 9463, (C)- S. aureus MR 9.455; (D)- E.
Faecalis 28.212; (E)- K. pneumoniae ATCC; (F)- P. aureuginosa 27.853;
(G)- E. Coli 25.922. Nomenclatura discos: R: RIF; N: NPs RIF y C: NPs

vacias.

En este ensayo, se pudo demostrar que RIF es capaz de difundir desde las NPs obtenidas,
manteniendo su actividad antimicrobiana contra las cepas Gram positivas estudiadas. Sin
embargo, RIF y las NPs RIF no demostraron actividad antimicrobiana frente a las cepas Gram
negativas utilizadas a ninguna de las concentraciones estudiadas. Por otro lado, se

determind que las NPs vacias no tuvieron actividad antimicrobiana frente a ninguna de las

104



Tesis Doctoral Farm. lvana Romina Scolari

cepas ensayadas lo cual demostrd que el efecto antimicrobiano se debe al antibidtico y las

NPs solo cumplen una funcién transportadora.

3.3.3. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima.

Este ensayo, a diferencia del anterior (difusion en placas de Petri) nos brinda informacién
cuantitativa. En la Tabla 3.3. se encuentran los valores de la CIM para las cepas bacterianas
ensayadas, obtenidos para los diferentes compuestos de interés utilizados (RIF, NPs RIF y

NPs vacias).

Tabla 3.3. Valores de las CIM (ug/mL) de RIF, NPs RIF y NPs vacias encontrados
para las cepas bacterianas: S. aureus ATCC 29.213, S. aureus MS 9463, S. aureus
MR 9455 y E. faecalis 28212. N.I. = no demostré inhibicion.

CIM (ug/mL)
Cepa bacteriana
RIF NPs RIF NPs Vacias
S. aureus ATCC 29.213 0,2 <0,025 N.I.
S. aureus MS 9.463 0,4 0,4 N.I.
S. aureus MR 9.455 3,125 1,6 N.I.
E. faecalis 28.212 0,4 0,4 N.I.

El valor de la CIM determinado para S. aureus MS 9.463 y E. faecalis 28.212, tanto para
RIF como para las NPs RIF, fue equivalente. Es importante destacar que para las cepas S.
aureus ATCC 29.213 y S. aureus MR 9.455, el valor de la CIM de las NPs RIF fue al menos 8 y 2
veces menor, respectivamente, en relacién a RIF, lo cual demuestra una accién sinérgica de
las NPs RIF frente a RIF. Este comportamiento esta asociado probablemente a la mayor area
de superficie especifica de las NPs RIF, lo cual podria favorecer la interaccién con las

bacterias y modificar la cinética de liberacion del farmaco®. Por otra parte, las NPs vacias no
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presentaron actividad antimicrobiana contra ninguna de las cepas estudiadas, y a ninguna de

las concentraciones ensayadas.

3.3.4. Determinacion de la concentracion bactericida minima.

Los valores de muerte bacteriana, expresados en %, de RIF y NPs RIF frente a las cepas S.
aureus ATCC 29.213, S. aureus MS 9.463, S. aureus MR 9.455 y E. faecalis 28.212 se exhiben
en la Tabla 3.4. Se determind que RIF, a cada una de las concentraciones, y con las diferentes
cepas estudiadas, posee un efecto bacteriostatico, al igual que las NPs RIF con las cepas S.
aureus MS 9.463 y E. faecalis 28.212. Por otro lado, las NPs RIF exhibieron un efecto
bactericida en las cepas S. aureus ATCC 29.213 y S. aureus MR 9.455, demostrando una
mayor potencia antimicrobiana de RIF cuando este antibidtico se vehiculizé en el sistema

nanoparticulado desarrollado.

Tabla 3.4. Valores de porcentaje de muerte bacteriana determinados en el ensayo de
CBM (ug/mL). Bactericida (color violeta m), bacteriostdtico (color naranja =). N.D. = no
determinado (formacion de césped).

RIF NPs RIF
Cepa bacteriana

4xCIM | 2xCIM | CIM | 4xCIM |2xCIM | CIM

S. aureus ATCC 29.213

S. aureus MS 9.463

S. aureus MR 9.455

E. faecalis 28.212
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Figura 3.7. Fotografias de las placas de Petri correspondientes al ensayo de CBM:
A- S. aureus MR 9455, 1: NPs RIF 3,125 ug/ml, 2: RIF 3,125 ug/ml y B- E. faecalis
28212, 1: NPs RIF 0,8 ug/mL, 2: RIF 0,8 ug/mL.

En este ensayo, se observé a nivel macroscépico, una tendencia de reduccidn del tamafio
y la cantidad de UFC en todas las cepas ensayadas, y a todas las concentraciones de las NPs
RIF estudiadas, en comparacién con RIF libre. En la Figura 3.7. se muestran algunas
fotografias de las placas correspondientes al ensayo de CBM. Estas diferencias observadas
permitirian inferir que RIF al vehiculizarse en las NPs es capaz de producir cambios en la
apariencia de las colonias bacterianas, que podrian indicar signos de un dafio mayor que el

generado con RIF libre.

3.3.5. Ensayo de potencial de membrana

Los resultados obtenidos del ensayo de potencial de membrana se muestran en la Figura
3.8. donde se observd que RIF y las NPs vacias no generaron cambios en la intensidad de
fluorescencia, en las concentraciones y tiempos estudiados, con respecto al control, en
ninguna de las cepas bacterianas ensayadas. Sin embargo, las NPs RIF mostraron un cambio
significativo en la intensidad de fluorescencia en todas las cepas estudiadas, siendo este

efecto mas pronunciado en la cepa S. aureus MR 9.455. Esta modificacion en la intensidad de
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fluorescencia fue detectada a partir de la primera hora del ensayo y se mantuvo hasta las 24

h del tratamiento.

Se observo por otro lado, un aumento proporcional de la intensidad de fluorescencia con
respecto a la concentracion de antibidtico encapsulado en las NPs, principalmente en la cepa
S. aureus MR 9.455. Este cambio de intensidad de fluorescencia con respecto al control
podria deberse a modificaciones en el potencial electrocinético de la membrana bacteriana,
lo cual podria interpretarse como modificaciones en la membrana celular frente a la

sustancia con la cual se la esta estimulando®”.

Estos resultados permiten concluir que las NPs RIF provocan alteraciones en la membrana
celular de las cepas bacterias E. faecalis 28.212, S. aureus ATCC 29.213, S. aureus MS 9.463 y
S. aureus MR 9.455, lo cual podria indicar un dano en la integridad de la membrana externa
de las células bacterianas o la capacidad de permeabilizacién de la membrana externa
inducida por el efecto combinado de las NPs y RIF, ya que ANS no pudo penetrar la
membrana bacteriana cuando las bacterias fueron tratadas con RIF libre o las NP vacias. Los
resultados indican que la membrana bacteriana es un sitio de anclaje especifico de las NPs

RIF que mejora la accion antimicrobiana de RIF.
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8. Ensayo de potencial de membrana correspondiente a: A- E. faecalis
S. aureus ATCC 29.213; C- S. aureus MS 9.463 y D- S. aureus MR 9.455.

Intensidad de fluorescencia vs. tiempo (h) a diferentes concentraciones.
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3.3.6. Ensayo de curva de muerte

Las curvas de la cinética de muerte de la cepa S. aureus ATCC 29.213 frente a RIF libre,
NPs RIF y NPs vacias se muestran en la Figura 3.9. Los resultados de este ensayo
demostraron que las NPs RIF tuvieron un efecto bactericida (determinado a partir de un
descenso en 3 logaritmos) contra la cepa estudiada a partir de 4 h de incubacién, mientras
gue, para RIF el efecto bactericida se alcanzo a partir de 6 h de incubacién. Por otro lado, las
NPs vacias no mostraron inhibiciéon del crecimiento bacteriano, estos resultados son
consistentes con los obtenidos en los ensayos realizados previamente (seccion 3.3.2. a

3.3.5).
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Figura 3.9. Ensayo de curva de muerte contra la cepa S. aureus ATCC
29.213. Log;9 UFC/mL * DE vs. tiempo (h). n=2.

Finalizado el ensayo de curva de muerte, las placas se observaron con un microscopio
Optico y se tomaron fotografias a los diferentes tiempos del ensayo. En las fotografias del
tratamiento correspondiente al control y a las NPs vacias (Figura 3.10.1. y 3.10.2.,
respectivamente), las colonias presentaron un aspecto similar, preservando la morfologia
esférica caracteristica de esta cepa y los bordes bien definidos. Por otro lado, las bacterias
tratadas con RIF (Figura 3.10.3.) presentaron una ligera disminucion en el tamafo de las
colonias comparadas con el control, mientras que su morfologia se mantuvo esférica, con
bordes bien definidos, lisos y de similar densidad en comparacién con el control. Por ultimo,

en las imagenes correspondientes al tratamiento con las NPs RIF (Figura 3.10.4.) se observo
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una reduccidn significativa en el tamafo de las colonias, asi como, cambios en su morfologia,
siendo estas irregulares, los bordes no se encontraron claramente definidos y las colonias

presentaron una menor densidad con respecto al control.

Estos resultados podrian ser un aporte importante para contribuir en la mejora del
tratamiento de las infecciones bacterianas con RIF al vehiculizar la misma en las NPs. Al
lograrse un efecto bactericida en un tiempo y concentracién menores, se podria lograr una

reduccion en la duracién del tratamiento y una posible disminucién de los efectos adversos.

Figura 3.10. Fotografias obtenidas con microscopio dptico de las placas
luego de 6 h de incubacion con el ensayo de la curva de muerte. S. aureus
ATCC 29.213. 1-Control (bacterias), 2- Tratamiento con NPs vacias, 3-
Tratamiento con RIF, 4- Tratamiento con NPs RIF. Magnificacion: (A) 4x, (B)
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3.3.7. Microscopia electrdnica de barrido

Se realizaron estudios microscépicos para lograr una mayor comprension de los
mecanismos subyacentes implicados en el comportamiento antibacteriano de las NPs RIF.
Estos estudios se realizaron en la cepa S. aureus ATCC 29.213 como un modelo

representativo de S. aureus.

Las imagenes obtenidas por SEM pertenecientes a las bacterias de la cepa S. aureus ATCC
29.213 sin tratamiento (muestra control) se exhiben en la Figura 3.11. Estas micrografias
demostraron que las bacterias presentaron morfologia esférica, una superficie lisa, un rango
de tamafio homogéneo variando entre 550-750 nm, aproximadamente, y se encontraban
distribuidas independientemente. Por otro lado, en la Figura 3.12. se exhiben las imagenes
de las bacterias tratadas con las NPs vacias, en las cuales se observé como las NPs vacias
interaccionaron con la superficie de las bacterias, ubicidndose alrededor de las mismas,
demostrando tener una alta afinidad sin provocar dafos en las células bacterianas. Debido a
esta interaccidn superficial, las NPs vacias promovieron que las bacterias se agrupen entre si.
En el caso de la muestra tratada con RIF (Figura 3.13.) se observé una menor cantidad de
bacterias en el preparado, esto puede deberse al efecto del antibidtico sobre las bacterias,
provocando muerte de alguna de ellas. Sin embargo, las bacterias que se lograron observar
tuvieron un aspecto morfolégico y un tamafio similar a las del control. Por ultimo, en la
muestra de bacterias tratadas con las NPs RIF la cantidad de células bacterianas encontradas
fue muy baja, sin embargo, se lograron tomar micrografias de las escasas bacterias
presentes, las cuales se muestran en la Figura 3.14. En las imagenes se distinguié que las
bacterias presentaron un tamafio mucho mas pequefio con respecto al control, no se
observaron turgentes y su morfologia no se encontré bien definida como en el caso del

control y las muestras tratadas con RIF y las NPs vacias.
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Figura 3.11. Fotografias obtenidas con
el microscopio electrénico de barrido.
Control: S. aureus ATCC 29.213.
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Figura 3.12. Fotografias microscopio electrénico de barrido. S. aureus ATCC 29.213

tratamiento con NPs vacias.

Figura 3.13. Fotografias obtenidas con el microscopio electrdnico de

barrido. S. aureus ATCC 29.213 tratadas con RIF.
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Figura 3.14. Fotografias obtenidas

con el microscopio electrénico de
barrido. S. aureus ATCC 29.213 tratadas
con las NPs RIF.

Las evidencias de interaccion entre las superficies de las NPs y las bacterias son relevantes
para el tratamiento de infecciones bacterianas con las NPs RIF debido a que el acercamiento
de las NPs con las bacterias incrementa la superficie de contacto, promoviendo un aumento
de la concentracién local del antibiético. Al haber mayor concentracion de antibiético en la
superficie de las bacterias, se podria suponer que ingresaria una mayor cantidad del IFA al
interior de las células bacterianas, lo cual conduciria a un aumento en la muerte celular,
debido a que RIF interacciona con el ARN mensajero, es decir, ejerce su accién a nivel

intracelular>.

3.3.8. Microscopia de transmision electronica

En las imagenes obtenidas por TEM exhibidas en la Figura 3.15. se pudo observar que las
bacterias control (sin tratamiento) presentaron su forma esférica caracteristica, el contenido
intracelular fue homogéneo, y ademas, la pared y la membrana celular se encontraron bien
definidas. Al mismo tiempo, se observaron bacterias en division celular, sin dafios visibles.

En la muestra de las bacterias tratadas con las NPs vacias (Figura 3.16) no se observaron
diferencias evidentes con respecto al control, estos resultados son acordes con lo observado
en los estudios realizados previamente, confirmando que las NPs vacias son inocuas para las
cepas bacterianas estudiadas.

La muestra de las bacterias tratadas con RIF (Figura 3.17) mostré el contenido intracelular
menos homogéneo que el de la muestra control las divisiones celulares fueron aberrantes en

algunos casos y se observd ensanchamiento de la pared celular. Estas diferencias con
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respecto al control son signos de dafio debido a que el antibidtico, como se demostrd en la
seccién 3.3.6. Ensayo de curva de muerte, tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
bacteriano a partir de la primera hora de incubacion.

Finalmente, al observar las muestras de las bacterias tratadas con las NPs RIF (Figura
3.18.) se evidenciaron sefiales de dafio mayores que aquellas observadas con el tratamiento
con RIF sin vehiculizar. Se pudo observar una mayor cantidad de restos celulares, cambios
morfoldgicos notables, ausencia de la pared celular y una mayor cantidad de divisiones
aberrantes. Ademas, en el interior de las bacterias se observaron estructuras que podrian
deberse a la condensacién del material genético o la desestabilizacion de las membranas, asi
como, la presencia de un gran niumero de vacuolas y mesosomas. Se cree que estas Ultimas

estructuras estan formadas por invaginaciones de la membrana celular, debido a dafios en la

36,37

misma y lesiones o defectos en el ADN

Figura 3.15. Fotografias obtenidas con el microscopio de transmision

electronica. Control: S. aureus ATCC 29.213. Escala: 200nm.
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Figura 3.16. Fotografias obtenidas con el microscopio de transmision

electronica. S. aureus ATCC 29.213 tratadas con las NPs vacias.

Escala: 200 nm.
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Figura 3.17. Fotografias obtenidas con el microscopio de transmision

electronica. S. aureus ATCC 29.213 tratadas con la RIF. Escala: 200 nm.
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Figura 3.18. Fotografias obtenidas con el microscopio de transmision

electronica. S. aureus ATCC 29.213 tratadas con las NPs RIF. Escala: 200 nm.

Este ensayo permitié demostrar, a nivel estructural, que la actividad antimicrobiana de
RIF incremento al encapsularse dentro de las NPs, debido al aumento de los signos de dafio y

muerte celular, lo cual se correlaciona con los resultados obtenidos previamente.

3.3.9. Microscopia de fluorescencia

En la Figura 3.19. se observan las micrografias de las bacterias-DHR sin tratamiento,
mientras que en las Figuras 3.20., 3.21. y 3.22. se presentan las imagenes de las muestras de
las bacterias-DHR tratadas con las NPs-FITC obtenidas mediante microscopia de
fluorescencia. Se pudo apreciar en el control que las bacterias se distribuyeron

uniformemente, conservandose dispersas entre si. Sin embargo, cuando las bacterias fueron
119



Capitulo 3: Estudios de actividad antimicrobiana in vitro de nanoparticulas poliméricas de
rifampicina

incubadas con las NPs-FITC, se pudo observar que las NPs se encontraban adheridas a la
superficie de las bacterias, generando una aglomeracion de las mismas. Estos resultados
podrian ser consecuencia de una interaccidon entre la superficie de las NPs y de las bacterias,
probablemente debido a una atraccién electrostdtica entre los dominios cargados
positivamente de QUIT, que se encuentra recubriendo las NPs, y los grupos cargados
negativamente en la superficie de las bacterias®. Estos resultados son consistentes con los
obtenidos mediante SEM, confirmando la adherencia de las NPs a las bacterias, lo que
contribuiria a un aumento de la concentracidn local del antibidtico en la superficie
bacteriana, razén por la cual se evidencia un aumento de la potencia antimicrobiana de RIF

cuando es vehiculizada en las NPs sintetizadas>°.

Figura 3.19. Fotografias obtenidas con el microscopio confocal de fluorescencia

de S. aureus ATCC 29.213 marcadas con DHR, control. Imdgenes de los canales

verde, rojo y la combinacion de ambos, 60x. Verde: - ; Rojo: Bacterias-DHR.
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Figura 3.20. Fotografias obtenidas con el microscopio confocal de

fluorescencia de S. aureus ATCC 29.213 marcadas con DHR tratadas con las
NPs marcadas con FITC. A- Imdgenes de los canales verde, rojo y la
combinacion de ambos, 60x, B— Imagen ampliada de la combinacion de los

canales verde y rojo. Verde: NPs-FITC; Rojo: Bacterias-DHR.
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Figura 3.21. Fotografias obtenidas con el microscopio confocal de

fluorescencia de S. aureus ATCC 29.213 marcadas con DHR tratadas con las
NPs marcadas con FITC. A- Imdgenes de los canales verde, rojo y la
combinacion de ambos, 60x, B— Imagen ampliada de la combinacion de los

canales verde y rojo. Verde: NPs-FITC; Rojo: Bacterias-DHR.
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Campo claro Verde Combinacién

Figura 3.22. Fotografias obtenidas con el microscopio confocal de
fluorescencia de S. aureus ATCC 29.213 tratadas con las NPs marcadas con
FITC. A- Imdgenes de los canales campo claro, verde y la combinacion de
ambos, 60x, B— Imdgenes ampliadas de la combinacion de los canales de

campo claro y verde. Campo claro: Bacterias; Verde: NPs-FITC.

A pesar que el mecanismo de accién exacto del nanotransportador conteniendo RIF
desarrollado en este trabajo de Tesis todavia no se ha podido esclarecer completamente, se
puede inferir que los procesos involucrados en la accidon bactericida de las NPs RIF fueron

determinados a partir de los estudios realizados.
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Los estudios microscépicos sugirieron la modificacion de la membrana bacteriana
producida por las NPs después de adherirse a su superficie. Esta alteracién generdé cambios
en la permeabilidad de la membrana celular, facilitando la penetracion del antibiético o la
capacidad de la misma para su adecuada osmorregulacidn, lo cual condujo a un aumento de
la muerte celular. Por otra parte, los hallazgos obtenidos con los ensayos de potencial de
membrana (seccion 3.3.5.) apoyan al mecanismo bactericida propuesto para las NPs RIF, ya
que la sonda ANS solo puede penetrar en las bacterias cuando éstas han perdido la
integridad de su membrana. Ademas, los resultados obtenidos con los estudios de la curva
de muerte de las bacterias tratadas con las NPs RIF también respaldan el mecanismo de
accién propuesto para estas NPs. Las NPs RIF fueron capaces de generar danos en las
bacterias, con una mejor eficiencia de muerte celular que RIF libre, la cual simplemente
inhibe el crecimiento bacteriano, demostrando solo un efecto bacteriostatico a menores

tiempos de incubacién.

El analisis estructural de las NPs RIF, como se describié en el Capitulo 2, revelé que QUIT y
T80 parecen conferir propiedades especificas a la superficie activa de las NPs obtenidas.
Teniendo en cuenta la composicion de la superficie de estas NPs, especulamos que, en un
primer paso, las moléculas cargadas negativamente en la superficie bacteriana externa
podrian atraer los restos de grupos aminos cargados positivamente de QUIT, presentes en la
superficie de las NPs, promoviendo su adhesion a las bacterias, lo cual posibilitaria el
reconocimiento especifico de los carbohidratos pendientes en la superficie del NPs por los
receptores de la superficie bacteriana (lectinas), produciendo el llamado "efecto
glicocluster" %0 _El término lectina hace referencia a proteinas o glicoproteinas de origen no
inmune que reconocen especificamente carbohidratos de la superficie celular o en
suspensidon y desempenan un rol fundamental en los procesos biolégicos, incluidos la
sefializacion celular, la comunicacion célula-célula y el reconocimiento de patégeno-
huésped. Estas proteinas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido
identificadas en diferentes organismos como virus, bacterias, hongos, plantas o animales®.
Segln reportes previos, algunas lectinas bacterianas presentan especificidad por ciertos
monosacaridos, tales como N-acetil-D-glucosamina, el cual se encuentra presente en la
superficie de las NPs obtenidas debido a que es una unidad monomérica de QUIT*?. Por otra
parte, la molécula de T80 podria insertarse en la membrana celular, a través de sus

porciones hidrofobicas e hidréfilicas, las cuales le confieren la capacidad de incrustarse en
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las membranas bacterianas e interactuar con las proteinas y los lipidos de las mismas, y de

este modo, aumentar la permeabilizacion de la membrana celular®.

3.3.10. Prueba de sensibilidad en Mycobacterium tuberculosis

Los resultados de este ensayo son presentados en la Tabla 3.5. Como se puede observar
en la Tabla 3.5. las NPs vacias no presentaron inhibicion del crecimiento bacteriano en
ninguno de los 9 aislamientos estudiados ni en la cepa utilizada como control (H37Rv), a
ninguna de las concentraciones ensayadas, en donde la mdaxima concentracién de NPs
estudiadas fue de 5 pg/mL. Por otro lado, las NPs RIF presentaron actividad antimicrobiana
frente a los aislamientos estudiados, siendo sus valores de CIM menores que los de RIF sin
vehiculizar, tanto para los 9 aislamientos clinicos como para la cepa control. Este resultado
evidencia una mayor potencia de la actividad antimicrobiana in vitro cuando RIF es
vehiculizada dentro de las NPs. Un mecanismo posible para explicar dicho efecto podria ser
que las NPs RIF tienen la capacidad de aumentar la concentracién de RIF en el interior de las
bacterias a partir de la adhesién especifica y de la modificacién de la permeacién del IFA a

través de la membrana por parte de T80.
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Tabla 3.5. Valores de CIM (ug/mL) encontrados para los distintos

tratamientos para aislamientos de Mtb. N.I. = no demostrd inhibicion.

H37Rv (Control) N.I. <0,039 0,078

Estos resultados son promisorios para plantear una farmacoterapia local dirigida a

mejorar el tratamiento de la TB.
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3.4. Conclusiones parciales

Como conclusiones parciales de este Capitulo se pueden mencionar:

e Las NPs RIF demostraron mayor actividad antimicrobiana in vitro en comparacién con
el farmaco libre contra diferentes cepas bacterianas: S. aureus ATCC 29.213 y S. aureus MR

9.455 y los aislamientos clinicos del Mtb.

e Las NPs RIF demostraron un efecto bactericida contra las cepas S. aureus ATCC 29.213
y S. aureus MR 9.455, a diferencia de RIF sola, que solo produjo un efecto bacteriostatico a
tiempos de incubacién inferiores a las 6 horas. Por otra parte, se observaron cambios
morfoldgicos a nivel macro y microscépico en las colonias de todas las cepas estudiadas (S.
aureus MS 9.463, E. faecalis 28.212 y las mencionadas anteriormente) cuando las mismas
fueron tratadas con las NPs RIF, con respecto al control y a los demds tratamientos (RIF libre y

NPs vacias).

* Se evidencié que las NPs RIF poseen un efecto bactericida a partir de las 4 horas, a
diferencia de RIF que posee este efecto a partir de las 6 horas para la cepa S. aureus ATCC
29.213 con lo cual se concluye que el tratamiento con NPs RIF tiene un efecto antibacteriano
mas rapido que el farmaco libre, lo cual es positivo como una herramienta para prevenir el

desarrollo de resistencia bacteriana.

* Las NPs RIF produjeron notables cambios morfolédgicos y ultraestructurales en las
bacterias de la cepa S. aureus 29.213, utilizada como cepa de referencia, en comparacion

con lo observado para RIF libre.

* Los estudios con microscopia de fluorescencia demostraron que las NPs se adhieren a
la superficie de las células bacterianas, lo que conduciria a un aumento de la concentracidn

local de RIF en la superficie bacteriana, aumentando la eficacia del antibiético.

* Los resultados indicaron que la superficie de las NPs RIF desempefaria un papel
crucial en los procesos de adhesion de estos sistemas a la superficie bacteriana, las
alteraciones en la integridad de la membrana celular y la captacidn celular del antibiético en
las bacterias. Se propuso como mecanismo de accidon una unidn selectiva de las NPs con las
bacterias promovida por una interaccidn entre los carbohidratos del polisacarido QUIT de las

NPs y las lectinas de las bacterias. Por otro lado, contribuye a este mecanismo el tensioactivo
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T80, modificando la permeacion de la membrana celular facilitando el ingreso de RIF a la

célula bacteriana donde la misma ejerce su accién por inhibicién de ARN mensajero.
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CAPITULO 4: ADMINISTRACION PULMONAR DE
NANOPARTICULAS DE RIFAMPICINA: ESTUDIOS PREMILINARES

IN VITRO

4.1. Introduccion

En la ultima década ha habido un notable crecimiento en la investigacion vy
aplicacion de la nanotecnologia que ha resultado en un interés por esclarecer su
comportamiento en el organismo, tanto desde el punto de vista beneficioso, asi como

una preocupacion generalizada sobre la potencial toxicidad de las NPs'.

La via pulmonar es una ruta deseable para la administracién de sistemas
nanoparticulados para tratar infecciones locales, tal como la TB, ya que permite un
mayor tiempo de residencia de los sistemas de administracion de farmacos en el
pulmoén, favoreciendo la liberacién controlada local de los IFAs, asi como, un
transporte dirigido a sitios especificos como los MAs u otros. Sin embargo, los
mecanismos por los cuales las NPs se distribuyen a través del epitelio pulmonar son
poco conocidos®. Al pensar en una farmacoterapia por via de administracion pulmonar
hay que tener en cuenta las caracteristicas anatomo-fisioldgicas del sitio de accién, las

cuales fueron descriptas en la seccién 1.1.3.1. de este trabajo de Tesis.

4.1.1. Mucoadhesion

La mucoadhesidn es la capacidad de uno o mas compuestos de adherirse a la capa
de gel de “mucus” que recubre las mucosas del organismo®. El “mucus” se encuentra
revistiendo en forma de capa protectora principalmente los tractos gastrointestinal,

respiratorio, vaginal y ocular®.

La capa de “mucus” que recubre el tracto respiratorio tiene una velocidad de
recambio cada 10 a 20 minutos. Generalmente, las NPs que exhiben propiedades
mucoadhesivas no pueden llegar a la profundidad del epitelio y se eliminan con la

»5

renovacion del “mucus”’. Middleton y colaboradores realizaron importantes aportes
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relacionados con la interaccién de Mtb con la mucosa respiratoria. Estos autores
realizaron un disefio experimental de cultivos de érganos construidos con tejido de
cornete nasal humano, que fueron infectados con Mtb, y posteriormente fueron
examinados mediante SEM. A partir de estos estudios, se descubrié que las

micobacterias se adhieren principalmente a la matriz extracelular en areas mucosales

Ill |ll

dafiadas y al “mucus”®. Estos antecedentes resaltan la importancia del “mucus” como
mecanismo protector frente al Mtb, permitiendo su eliminacién con el aclaramiento
mucociliar. Este escenario plantea la necesidad de que las NPs administradas por via

Ill

pulmonar no afecten las propiedades reolégicas o de expansion del “mucus”, para

conservar su rol en la inmunidad innata frente a esta infeccién.

Diversos trabajos de investigacion demuestran que las NPs cargadas positivamente
pueden entrecruzarse con las fibras de MUC, formando asi complejos de NPs-MUC en
estado de gel, lo cual puede inducir la formacidon de mucosidad altamente viscosa y

III

obstaculizar la hidratacién y la dispersién del “mucus”, dando lugar a un transporte
mucociliar alterado en diversas mucosas epiteliales. El resultado de la acumulacién de
“mucus” viscoso que recubre el epitelio pulmonar podria exacerbar los sintomas de los
individuos que presenten enfermedades infecciosas pulmonares y elevar las
posibilidades de morbilidad en los sistemas pulmonares sanos >’. En este sentido, se

investigaron las propiedades mucoadhesivas de los nuevos sistemas obtenidos en este

trabajo de Tesis.

4.1.2. Reologia

La reologia es la ciencia que estudia la relacién entre la deformacion y el flujo de los
materiales cuando son sometidos a un estrés. En tanto que, la reometria describe los
métodos de medida e instrumentos que permiten obtener los datos reolégicos de un

material.
En esta area se deben definir algunos parametros fundamentales:

* Velocidad de deformacion o cizallamiento (Y): es el gradiente de velocidad
establecido en un fluido como resultado de un esfuerzo cortante aplicado. Se expresa

en unidad s™.
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*  Esfuerzo de corte (7): es el componente de la tensién que, fijado un plano, actua

tangencialmente al mismo. Es igual al vector de fuerza aplicada dividido por el area

sobre la cual actua la fuerza y se expresa en unidades de fuerza por unidad de area, Pa.

Area

Fuerza
| e
Esfuerzo B F
de corte A

Figura 1.2. Representacion grdfica del concepto de

esfuerzo cortante.

e Viscosidad dindmica (n): Es la resistencia a fluir de un material. Se expresa en

unidades de Pa.s 6 mPa.s = cP.

Estos estudios permiten caracterizar las NPs en funcion de su estabilidad con
respecto a la tendencia a aglomerarse, por otro lado, es una técnica util para estudiar
el comportamiento de las NPs en presencia de diferentes fases continuas, resultando

una técnica complementaria a los estudios de bioadhesion®’.

4.1.3. Surfactante pulmonar

El Surfactante Pulmonar (SP) es un complejo de fosfolipidos, lipidos neutros y
cuatro proteinas especificas (SP-A, SP-B, SP-C y SP-D) sintetizadas y secretadas por las
células alveolares tipo-ll, que tapizan la interfase aire-liquido del alveolo en los
pulmones, disminuyendo su tensién superficial. El SP cumple un rol vital en la fisiologia

pulmonar. Sus funciones principales son:

* Biofisicas: Evita el colapso alveolar y la obstrucciéon bronquial durante la
respiracion normal o forzada.
* Inmunoldgicas: Protege a los pulmones contra injurias e infecciones causadas

por la inhalacién de particulas y microorganismos.
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4.1.4. Estudios de liberacion in vitro de farmacos

La liberacidn de farmacos desde una formulaciéon se refiere al proceso en el que los
solutos de farmaco migran desde la posicion inicial en el sistema polimérico a la
superficie externa del polimero y luego al medio de liberacién, generalmente

soluciones tamponadas que simulan valores de pH de interés fisioldgico.

Los estudios de liberacion de farmacos in vitro consisten en dilucidar los
mecanismos y la cinética por los cuales el farmaco es liberado desde los nuevos
sistemas. Existen diferentes modelos matemadaticos que permiten asociar los
mecanismos de liberacién, asi como la cinética para las nuevas formulaciones™.
Idealmente, un método de liberacién in vitro deberia simular condiciones in vivo para
permitir formular hipdtesis sobre los mecanismos de liberacién de los IFAs desde sus
formulaciones in vivo. Existen varios factores que pueden afectar directamente la
cinética de liberacion de farmacos desde la matriz en la cual se encuentra disperso. En

la Figura 4.1. se resumen los principales**2,

Medio de liberacion

e Composiciéon e pH e Solubilidad

e Estructura e Temperatura e Estabilidad

e Hinchamiento e Fuerza idnica ® |onizacién

¢ Degradacion ® Enzimas e Interaccidn con la
matriz

Figura 4.1. Factores que repercuten en la cinética de liberacion de farmacos.

4.1.5. Nanocitotoxicidad in vitro

Debido a las propiedades Unicas que presentan los materiales nanoparticulados,
principalmente su gran area superficial, fue necesario establecer una nueva disciplina
para estudiar sus efectos en la salud y el ambiente, la nanotoxicologia®®. Este concepto

se introdujo por primera vez en el afio 2004, por Donalson y colaboradores, hace
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referencia a una nueva rama de la toxicologia que estudia los posibles efectos
adversos causados por los nanomateriales, en busca de una contribucién en el

desarrollo nanotecnolégico de manera sostenible y segura™.

Existen diversas técnicas para evaluar la citotoxicidad in vitro de diferentes
formulaciones™. Para este trabajo de Tesis se selecciond un ensayo colorimétrico. El
colorante bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) es un
compuesto hidrofilico de color amarillo que se reduce a un compuesto hidrofébico
azul, formazan. La reduccién metabdlica de MTT es causada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa, de esta manera se puede determinar la funcionalidad
mitocondrial de las células tratadas, siendo la cantidad de células vivas proporcional a

la cantidad de formazan producido®.

4.1.6. Cromatografia liquida de alta eficacia

Para la cuantificacidn de RIF en el interior celular se precisé de un método sensible y
confiable que permitiera determinar IFAs en concentraciones muy bajas. La
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés High Performance

Liquid Chromatography) es una técnica ampliamente utilizada para tal fin.

Existen directrices, tales como Food and Drug Administration (FDA)17 e International
Council for Harmonisation (ICH)'®, que establecen pardmetros para desarrollar y
validar métodos bioanaliticos para cuantificar farmacos por HPLC. A continuacién se

describiran los principales.

La especificidad o selectividad es la capacidad de un método de evaluar
inequivocamente un analito en presencia de otros componentes. Por ejemplo:

impurezas, productos de degradaciéon, matriz biolégica, etc.

La linealidad de un método analitico es su capacidad de producir resultados
directamente proporcionales a la concentraciéon de analito dentro de un intervalo
determinado. La linealidad debe establecerse a lo largo del intervalo del
procedimiento analitico por medio de un método estadistico apropiado (por ejemplo,
calculo de regresidn por cuadrados minimos). Los datos obtenidos a partir de la mejor

recta, pueden ser utiles para estimar matematicamente el grado de linealidad. Deben
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informarse el coeficiente de determinacién, la pendiente y el intercepto de la recta de

regresion:

o El coeficiente de determinacién, r?, se calcula para evaluar el ajuste al modelo
lineal propuesto y su valor debe tender a 1 para cumplir con la linealidad.

* Lapendiente, a, es un parametro indicativo de la sensibilidad del método.

* La ordenada al origen, b, se determina para evaluar la proporcionalidad de la
funcién analitica, es decir, que la recta pase por el origen y que cualquier desviacién
pueda adjudicarse a un error aleatorio™.

La sensibilidad del método se describe teniendo en cuenta los pardmetros Limite de

deteccion (LD) y Limite de cuantificacién (LC).

e El LD de un procedimiento analitico individual, es la cantidad mas baja de
analito que puede detectarse en una muestra, pero no necesariamente cuantificarse,
bajo las condiciones experimentales establecidas.

* El LC de un procedimiento analitico individual, es la cantidad mas baja de
analito en una muestra que se puede determinar cuantitativamente con precisién y
exactitud adecuadas.

Ambos pardmetros pueden determinarse por el andlisis de muestras con
concentraciones conocidas del analito y estableciendo el minimo nivel al cual dicho

analito puede ser detectado o cuantificado en forma confiable, segin corresponda.

La exactitud, también conocida como error sistematico, hace referencia a la
proximidad entre un valor medido en relacion al valor real. Se calcula como el
porcentaje de recuperacién obtenido a partir de la valoracion de una cantidad
agregada conocida del analito en la muestra, para tres niveles de concentraciones

(baja, mediay alta) (Ecuacion 4.1)

.. Concentracién observada
Recuperacion (%) = %X 100

Concentraciéon esperada

Ecuacion 4.1.
La precisidn de un procedimiento analitico expresa el grado de concordancia (grado
de dispersion) entre una serie de mediciones obtenidas a partir de un muestreo

multiple de la misma muestra homogénea en las condiciones descriptas. La precision
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puede considerarse en tres niveles: repetibilidad, precision intermedia vy

reproducibilidad.

* La repetibilidad expresa la precision bajo las mismas condiciones de operacién
durante un corto intervalo de tiempo. La repetibilidad también se denomina precisién
intra-dia.

* La precision intermedia expresa las variaciones dentro del laboratorio:
diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipos, etc.

* La reproducibilidad expresa la precision entre los laboratorios (estudios
colaborativos, generalmente aplicados a la estandarizacidn de la metodologia).

La precision de un procedimiento analitico generalmente se expresa como el
coeficiente de variacién de una serie de mediciones (Ecuacion 4.2).

CV (%) = DE x 100
(%) = Promedio

Ecuacion 4.2.

La estabilidad del farmaco es funcién de las condiciones de almacenamiento, las
propiedades quimicas del IFA, la matriz bioldgica o medio de disolucidn y el recipiente
donde se guarda la muestra. Se debe evaluar la estabilidad del analito durante la
recoleccién y manipulacion de las muestras, después del almacenamiento a largo plazo
(congelamiento y temperatura de almacenamiento prevista) y corto plazo
(temperatura ambiente). Las condiciones utilizadas en los experimentos de estabilidad
deben reflejar las situaciones que puedan ocurrir durante la manipulacién y el analisis

de las muestras.

4.1.7. Inmunofluorescencia

La microscopia de fluorescencia fue ampliamente descripta en la seccién 3.1.8. de
este trabajo de Tesis. Es relevante destacar que este tipo de microscopia ha sido un
gran aporte para el estudio del trafico intracelular de nuevos sistemas

, L, . . . 2
transportadores, a través de la técnica de inmunofluorescencia®.

La inmunofluorescencia es una técnica en la cual se utilizan anticuerpos unidos

quimicamente a una sustancia fluorescente y permite marcar inequivocamente
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diferentes compartimentos o estructuras de una célula, por ejemplo, faloidina (Fd). Fd
es una micotoxina, perteneciente al grupo de las falotoxinas producida por el hongo
Amanita phalloides y posee la capacidad de unirse especificamente a las fibras de
actina. Si Fd se conjuga con un marcador fluorescente, tal como la rodamina (Rd), se
obtiene un anticuerpo primario: rodamina-faloidina (Rd-Fd), y esto permitira visualizar
por microscopia de fluorescencia el citoesqueleto de las células®’. Mediante la
inmunofluorescencia también se pueden tefiir otros compartimentos de las células,
por ejemplo, se puede utilizar Rd-Fd en combinacién con 4',6-diamino-2-fenilindol
(DAPI). Este compuesto (anticuerpo secundario) es un marcador fluorescente que se
une fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina en secuencias de ADN,

por lo tanto, permite observar con una fuerte coloracién azul el nucleo de las células®.

4.2. Materiales y métodos

Para indagar sobre el comportamiento de las NPs desarrolladas en este trabajo de
Tesis, como sistemas de transporte para administrarse a través de la via pulmonar, se
realizaron diferentes ensayos in vitro en lineas celulares de pulmén. Los estudios in
vitro con lineas celulares son ampliamente utilizados para investigar acerca de posibles
interacciones, mecanismos, efectos citotdxicos, entre otros, de nuevos materiales y las
células. Para el crecimiento celular adecuado se deben simular las condiciones
fisioldgicas, para esto se debe seleccionar un medio de cultivo adecuado, que aporte
los nutrientes necesarios. Para este trabajo de Tesis se utilizé como medio de cultivo
“Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)”. DMEM es un medio de cultivo muy
versatil, que permite el crecimiento de un amplio espectro de células eucariotas. Por
otro lado, es necesaria la adicion de factores de crecimiento y hormonas. El suero fetal
bovino (SFB) es un complemento que se utiliza frecuentemente con dicho fin. Ademas,
se deben agregar inhibidores del crecimiento de microorganismos para evitar la
contaminacién de los cultivos ya que esto puede interferir en los resultados

obtenidos?.

Materiales utilizados:
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e Para los estudios de mucoadhesion se utiliz6 MUC tipo lll, obtenida de
estdmago de cerdo (Sigma-Aldrich®, EE.UU.), fue adquirida en Merck, Buenos Aires,
Argentina.

* Para el estudio de la interaccion de las NPs con SP se utilizd el producto
“extracto de lavado bronquio-alveolar bovino en solucién cloroférmica”, PROSURF-B®.
Donado por Nialtec S.A., Buenos Aires, Argentina.

* La rifamicina empleada fue de la marca Parafarm®, adquirida en Todo Droga,
Cérdoba, Argentina

* Todos los experimentos de cuantificacion mediante HPLC se realizaron con
metanol grado HPLC marca Sintorgan®, adquirido por Proveeduria Cientifica, Rio
Tercero, Cérdoba, Argentina.

* Los reactivos quimicos fueron de grado analitico o superior y se utilizaron sin
una purificacion adicional.

* El agua utilizada en todos los estudios fue producida con un sistema de
purificacion Milli-Q (Millipore®, Bedford, MA).

Equipos utilizados:

e Evaporador rotatorio BUCHI Rotavapor R-114, México.

* Incubador Sanyo CO, incubator MCO-18-AIC(UV), Japdn. Condiciones de
trabajo: 37 °C, atmésfera 5 % CO, y 95 % humedad.

*  Microcentrifuga Giumelli® Z-127-D, Buenos Aires, Argentina.

e Cromatografo Jasco®, equipado con una bomba cuaternaria y un detector de

longitud de onda multiple Jasco® UV-2077 Plus.

4.2.1. Estudio de las propiedades mucoadhesivas de las nanoparticulas

Las propiedades mucoadhesivas de estos nuevos sistemas nanotransportadores
fueron evaluadas mediante diferentes técnicas in vitro, las cuales se describen a

continuacion.

4.2.1.1. Método de la particula de mucina

Para realizar este ensayo se prepard una solucion de MUC 0,04 % p/v en PBS a pH

6,8, la cual se dejé toda la noche bajo agitacién constante y a temperatura ambiente
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para facilitar una adecuada homogenizacidon. Por otra parte, se obtuvo el polvo
liofilizado de las NPs vacias y NPs cargadas con RIF. Se resuspendiéo 1 mg de polvo
liofilizado de NPs vacias y 1 mg de polvo liofilizado de NPs cargadas con RIF en 1 mL de
solucion de MUC. Por otro lado, se prepard una suspension conteniendo 1 mg de NPs
vacias y otra 1 mg de NPs cargadas con el IFA, en 1 mL de PBS pH 6,8. También, se
preparé una muestra conteniendo 1 mL de la solucién de MUC, la cual se utilizé como
control. Las suspensiones obtenidas se colocaron en un agitador orbital a 180 rpm
durante 30 min a 37 °C. Finalmente, se realizaron mediciones de {, diametro

hidrodindmico e IPD mediante DLS de todas las muestras preparadas.

4.2.1.2. Reometria

Las propiedades reoldgicas de las soluciones acuosas de ALG 0,06 % p/v, QUIT 0,05
% p/v y las suspensiones acuosas de las NPs vacias y de las NPs cargadas con RIF al 0,06
% p/v, MUC a las concentraciones de 1y 3 % p/v y las mezclas obtenidas por la
combinacidn de las NPs con MUC, se estudiaron con un Redmetro Rheoplus MCR 301.
Los estudios se realizaron utilizando una geometria cono plato (CP50-1) con un
didmetro de 49,956 mm, un angulo de cono de 1,006 ° y un truncamiento de 50 pum.
Las mediciones en el estado estacionario se llevaron a cabo en el rango de velocidad

de corte de 0,001 -10.000 s

Las muestras de las mezclas entre NPs y MUC se prepararon combinando
cantidades iguales de las NPs vacias o cargadas con RIF con MUC al 1y 3 % p/v, las
cuales se estabilizaron en un agitador orbital a 180 rom durante 30 min y se evaluaron

las siguientes temperaturas: 25, 34 y 37 °C.

4.2.1.3. Microscopia electronica de barrido

Para realizar este ensayo se prepard una suspension de MUC en una concentracion
de 0,04 % p/v en PBS a pH 6,8, la cual se dejé toda la noche con agitacion constantey a
temperatura ambiente para facilitar una adecuada homogenizacion. Por otra parte, se

prepararon las NPs cargadas con RIF y se obtuvo el polvo liofilizado de las mismas.

Se resuspendié 1 mg del polvo liofilizado de las NPs RIF en 1 mL de PBS y luego, se

combinaron cantidades iguales de la suspensiéon de MUC y las NPs RIF (NPs RIF + MUC),
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se dejdé equilibrar esta mezcla por 24 h, en un agitador orbital a 180 rpm y a una
temperatura de 37 °C. Las muestras de la suspensién de MUC, utilizada como control,
y de la suspension de NPs RIF + MUC se estudiaron por SEM, siguiendo el

procedimiento descripto en la seccién 3.2.7.

4.2.1.4. Espectrofotometria infrarroja con transformada de Fourier

Para evaluar si existen grupos involucrados en las interacciones entre MUC vy las
NPs, se obtuvieron los espectros de FTIR de MUC, NPs vacias, NPs RIF sin y con MUC
(liofilizadas) y las respectivas MFs, siguiendo la metodologia descripta en la seccidn

2.2.2.3. de este trabajo de Tesis.

4.2.2. Estudio de las interacciones entre las nanoparticulas y el surfactante

pulmonar

Para obtener el SP en estado sdlido, se evapord el cloroformo de la solucién de
PROSURF-B® en evaporador rotatorio a 25 °C. El residuo evaporado se dispersé en una
solucion de NaCl 0,85 % p/v bajo agitacidon durante 3 h y a una temperatura de 50 °C.
Por otra parte, se prepararon, por triplicado, muestras de SP combinado con las NPs
vacias y con las NPs RIF. Se utilizd la dispersion de SP en NaCl como control. Las
muestras obtenidas se dejaron en un bafio termostatizado a 37 °C con agitacion
constante, durante diferentes periodos de incubacién, 5 y 24 h. Posteriormente, las
muestras fueron analizadas por su tamario, IPD y { mediante DLS y a nivel microscépico

por SEM.

Para obtener las muestras para su posterior analisis por SEM en primer lugar se
combinaron cantidades iguales de una dispersion de SP en NaCl 0,85 % p/v con NPs
vacias y NPs RIF preparadas en NaCl 0,85 % p/v. Se incubaron las muestras en un bafio
termostatizado a 37 °C, con agitacion constante, durante 24 h. Finalmente, las

muestras se acondicionaron siguiendo el procedimiento descripto en 3.2.7.

4.2.3. Estudios de liberacion in vitro de rifampicina

Para este estudio se prepararon muestras solidas de RIF y NPs RIF, conteniendo una

cantidad equivalente de RIF, las cuales se resuspendieron en 2 mL de soluciones
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tamponadas preparadas a diferentes valores de pH (acetato de sodio 50 mM pH 5,5y
fosfato de sodio monobdsico 50 mM a valores de pH de 6,8 y 7,4) y se colocaron en los
compartimientos donor de una celda de difusién horizontal de Franz (Figura 4.2.) en
condiciones de sumidero (10% de saturacion). Los compartimientos receptores de las
celdas contenian las soluciones tamponadas sin RIF ni NPs RIF. Se colocd una
membrana de dialisis (Sigma-Aldrich®, EE. UU.) compuesta por celulosa regenerada
(MWCO 12-14 kDa) entre los compartimientos de la celda de difusion de Franz. A
diferentes tiempos predeterminados, se tomaron alicuotas de 1 mL del

compartimiento receptor y el mismo volumen extraido se reemplazé con la solucién

Compartimento
donor

Toma de ) ? K
muestra
Membrana
: ->

de celulosa

Circulacié)

de agua 37 °C

—)

Compartimento
receptor

Barra de agitacion

Figura 4.2. Esquema de celda de Franz vertical.

tamponada correspondiente para mantener constante el volumen del compartimiento
receptor de la celda de difusién. Las muestras se analizaron usando un
espectrofotémetro UV-vis a A= 334 nm (Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis®) y luego
se graficod el promedio del porcentaje acumulado de farmaco liberado en funcién del

tiempo. El ensayo se realizo por triplicado.

4.2.4, Estudio de estabilidad en medio de cultivo

Previo a la realizacién de los ensayos en cultivos celulares in vitro se procedié a
determinar la estabilidad de las NPs en el medio de cultivo a utilizar: DMEM (Sigma-
Aldrich®, EE. UU.), suplementado con SFB (Gibco®, EE.UU), para lo cual se siguié el

siguiente procedimiento experimental.
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Se resuspendieron 5 mg de polvo liofilizado de NPs RIF y NPs vacias en 5 mL de
DMEM suplementado con dos concentraciones de SFB: 1 y 10 % v/v. Las NPs se
incubaron a 37 °C durante 24 h. Pasado el tiempo de incubacién, se procedié a realizar
una inspeccién visual (para comprobar la ausencia o presencia de agregados) y luego

mediante DLS se determind el {, tamafio e IPD de las suspensiones resultantes.

4.2.5. Ensayo de citotoxicidad in vitro

La toxicidad celular in vitro de las NPs se evalué mediante el ensayo MTT en 3 lineas
celulares: células epiteliales de rifién de mono verde (VERO), fibroblastos humanos de
pulmén (MRC5) y células humanas de epitelio basal alveolar de carcinoma de pulmén
(A549). Las células se cultivaron en DMEM, suplementado con 10 % v/v de SFB, 4 mM
de L-glutamina (Gibco®, EE. UU.), 4 mM de piruvato sddico (Sigma-Aldrich®, EE. UU.) y
10.000 Ul/mL de penicilina/estreptomicina con una densidad celular por pocillo de
10.000 (~ 80% de confluencia), a 37 °C y atmédsfera de CO, al 5%, con un 95% de

humedad. Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos.

Se prepard una solucion de RIF y dispersiones de las NPs RIF y las NPs vacias en
DMEM con SFB al 10 % v/v. Se extrajo el medio de cultivo y se afadieron 100
uL/pocillo de cada tratamiento a las células, los cuales tuvieron concentraciones finales
que variaban de 5 a 400 pug/mL de RIF y se incubaron durante 5y 24 h (Figura 4.3).
Luego, las células se lavaron dos veces con 100 plL de soluciéon tamponada pH 7,4
precalentada a 37 °C. A continuacién, se afiadid6 MTT preparado en solucidn
tamponada con una concentracion de 250 pg/mL y se incubd durante 30 minutos a 37
°C. La sal violeta de formazan se solubilizé en 200 pL/pocillo de isopropanol y
finalmente, se midié la absorbancia a una A de 560 nm en un lector
espectrofotométrico de placas. Los datos se expresaron como porcentaje de viabilidad

celular con respecto al control.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Blanco
Control
NPs vacias 1. 5ug/mlL
2. 50 pg/mL
NPs RIF 3. 100 pg/mL
4. 200 pg/mL
RIF 5. 400 pg/mlL
Blanco: células sin tratamiento sin MTT.
Control: células sin tratamiento con MTT.

Figura 4.3. Esquema de tratamientos en placa multiwell de 96 pocillos para ensayo MTT
en lineas celulares: VERO, MRC5 y A549.

Estos ensayos se realizaron en colaboracion con:

Dra. Mariela Sanchez-Borzone, Instituto de Investigaciones Bioldgicas vy
Tecnolégicas (IIByT), CONICET, Catedra de Quimica Biolégica, Departamento de
Quimica, Facultad de Ciencias de Exactas, Fisicas y Naturales, UNC. Con la Dra.
Sanchez-Borzone se trabajé con la linea celular VERO y en este caso se utilizd como
solucion tamponada pH 7,4: HEPES, la marca del medio de cultivo utilizado fue: Sigma-
Aldrich®, EE. UU., SFB: PAA, Austria, lector espectofotométrico de placas: Thermo
Scientific, EE. UU.

Dra. Melina Musri,. Instituto de Investigacion Médica Mercedes y Martin Ferreyra
(INIMEC), CONICET. Con la Dra. Musri se trabajoé con las lineas celulares MRC5 y A549 y
en este caso se utilizé como solucién tamponada pH 7,4: PBS, la marca del medio de
cultivo utilizado fue: Gibco®, EE. UU., SFB Gibco®, EE.UU., y el lector

espectofotométrico de microplacas: BioTek® EL800, EE. UU.

Todos los pasos de los ensayos fueron realizados en condiciones de esterilidad bajo
campana de flujo laminar, en sala de cultivo celular y con el material de trabajo
previamente esterilizado por autoclave o comercializado estéril, como en el caso de
material descartable como las placas o pipetas seroldgicas. El ultimo paso del
procedimiento (adicién de isopropanol y lectura de las absorbancias), se realiz6 fuera

de la sala de cultivo celular ya que no se requirié esterilidad.
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4.2.6. Ensayo de internalizacién celular de rifampicina

4.2.6.1. Validacion del método por cromatografia liquida de alta resolucion

Para validar el método analitico de HPLC para cuantificar RIF en el ensayo de
internalizacion celular se determinaron las variables recomendadas por las guias ICH y

FDA mencionadas en la seccion 4.1.6. de este Capitulo.

La cuantificacidén de RIF se realizé en un cromatdgrafo liquido de alta eficacia Jasco,
utilizando una columna C18 de fase reversa Restek de 15 cm x 4,5 mm x 5 um, con una
precolumna C18 Phenomenex y aplicando las condiciones cromatograficas que se
describen a continuacion. La fase mavil utilizada fue metanol:buffer fosfato 15 mM pH
7, en una proporcién 60:40. El flujo fue de 0,8 mL/min, el volumen de inyeccién de 15
pL y la columna se mantuvo termostatizada a 30 °C. Se utiliz6 como estandar interno
(El) rifamicina (RIM), en una concentracion constante de 17,05 pg/mL. El tiempo de
adquisicion fue de 5 minutos y la longitud de onda a la cual se realizé la cuantificacién
del analito y el ElI fue de 334 nm. Se adiciond un estabilizante para prevenir la
oxidacién de RIF y RIM, en este caso, una solucién de ASC en PBS a una concentracién

50 pg/mL*.

En primer lugar, se evaluo la selectividad del método analitico propuesto. Para este
fin se prepararon por triplicado 5 muestras individuales: una contenia Unicamente
DMEM, otra RIM en PBS, otra RIF en PBS, otra ASC en PBS y finalmente se prepard una
muestra conteniendo los cuatro componentes juntos. También se realizé lo mismo con
el buffer de lisis celular en reemplazo de DMEM (ver composicidn en seccion 4.2.6.2.).
Todas las muestras fueron inyectadas, 5 veces cada una, y se corrobord que el método
sea selectivo para cada uno de los componentes presentes en la muestra (medio de

cultivo DMEM o buffer de lisis, RIM, RIF y ASC).

La curva de calibrado se realizd en buffer de lisis ya que en el ensayo de
internalizacion los “pellets” de las muestras obtenidos serdn resuspendidos en el
mismo, se utilizaron 14 datos, por triplicado, en un rango de concentraciones entre
0,27 y 272,3 pug/mL de RIF, y una concentracién constante de 17,05 pug/mL de RIM,

afadiendo a todas las muestras 20 L de la solucién de estabilizante.
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Para evaluar la linealidad se realizé la regresion lineal de la curva de calibrado de

. . Area analito .. Concentracién analito mL
los datos obtenida graficando ——————— en funcién de — (ug/ml)
Area EI Concentracién EI (ug/mL)

Ademas, se determind la sensibilidad del método mediante la dilucion de muestras de

concentracion conocida hasta obtener el LC y LD.

Con el fin de determinar la precisidn y la exactitud del método analitico propuesto,
se seleccionaron tres concentraciones de RIF: baja: 1,36 ug/mL, media: 109,09 pug/mLy
alta: 272,73 ug/mL, y se mantuvo constante la concentracién de El, RIM en 17,05
pug/mL. Las muestras se prepararon Yy acondicionaron como se menciond
anteriormente, en buffer de lisis y afiadiendo la solucién de ASC. Se realizaron 5

inyecciones consecutivas de cada una de ellas.

En primer lugar, se calculé el promedio de los valores correspondientes a las
relaciones de areas RIF/RIM y sus respectivas DEs, con estos datos se calculd el
coeficiente de variacion (CV), utilizando la Ecuacion 4.2. Como se menciond
anteriormente en la seccidn 4.1.6., el CV nos permite determinar si el método cumple

con la precision inter e intra dia.

Para calcular la exactitud la concentracién de RIF se determind a partir de las areas
obtenidas a los 3 niveles de concentracién (alto, medio y bajo) y la concentracién

esperada. Para obtener el valor de exactitud en porcentaje se aplicd la Ecuacion 4.1.

Debido a que las muestras se sometieron a un ciclo de congelaciéon vy
descongelacién, se procedidé a evaluar la estabilidad de las mismas en las condiciones
del ensayo de internalizacion. Se prepararon 3 muestras, a los 3 niveles de
concentracion mencionados anteriormente y se procedié a realizar su cuantificacién
por HPLC con el método validado a fin de obtener la concentracién inicial. Luego las
muestras se almacenaron en tubos “Eppendorf” de 1,5 mL a - 4 °C resguardadas de la
luz, se sometieron a 3 ciclos de congelado/descongelado y se cuantificé la cantidad de
RIF y RIM en cada uno de los ciclos. Con los datos obtenidos se procedid a calcular el
porcentaje de recuperacién segln la Ecuacion 4.1. a fin de determinar si las muestras

cumplen con lo establecido por las guias FDA, ICH"*8,
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4.2.6.2. Cuantificacion del contenido de rifampicina intracelular

Se cuantificéd el contenido intracelular de RIF en las lineas celulares A549 y MRCS5,
para esto sembraron 40.000 células por pocillo suspendidas en DMEM suplementado
con 10 % v/v de SFB en placas de 24 pocillos. Se incub6 24 h en un incubador (Sanyo
CO, incubator) para que las células se adhieran a la placa y alcancen aproximadamente
un 80 % de confluencia. Pasado este tiempo, se extrajo el medio de cultivo y se
colocaron 500 pL por pocillo de cada tratamiento, 5 y 50 pg/mL segun el esquema
presentado en la Figura 4.4. Las placas se colocaron en el incubador durante 24 h.
Luego, se extrajo cada tratamiento y se lavé dos veces con 500 uL de PBS estéril.
Paralelamente a esto, se conservaron las muestras de los tratamientos incubados con
las células y el control para ser luego medidos mediante DLS. Se adicionaron 200 uL de
tripsina (TPS) 1X a las células adheridas y luego de incubar aproximadamente 5 min a
37 °C, se controlé que las células se hayan despegado de la placa y se procedié a
inactivar TPS con DMEM. De este modo se obtuvieron las células en suspension, las
cuales se centrifugaron a 2.000 rpm, 5 min y luego se realizé el recuento de las células
viables con azul de tripan en cdmara de Neubauer. Se realizaron dos ciclos de
centrifugacién a 2.000 rpm durante 5 min, realizando lavados con PBS para eliminar el
medio de cultivo. Los “pellets” del segundo ciclo de lavado se resuspendieron en
buffer de lisis, compuesto por: Tris HCl 25 mM pH 7,4, tritén 1 % v/v, NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM pH 8 y glicerol 5 % v/v y se centrifugaron a 8.000 rpom durante 5 min.
Luego se filtraron los sobrenadantes con jeringas de tuberculina y portafiltros
conteniendo una membrana de 0,45 um. Para la preparacién de las muestras se
colocaron 150 pL de sobrenadante previamente filtrado, 50 pL de solucién de RIM con
una concentracion constante de 17,05 pug/mL y 20 pL de solucién de ASC 50 pg/mL en
insertos de vidrio Agilent® dentro de viales Agilent® color dmbar y luego fueron

cuantificadas por HPLC con el método previamente validado.
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Se calculd la cantidad de RIF intracelular utilizando la ecuacidn de la regresion lineal
del método analitico previamente validado, normalizada por el nimero de células

viables y la misma se expres6 como la cantidad de RIF en pg/ 1x10° células.

Figura 4.4. Esquema de plaqueo del ensayo de cuantificacion de

RIF intracelular en células MRC5 y A549.

4.2.6.3. Estudio cualitativo de la estabilidad quimica de rifampicina

A partir del ensayo realizado en la seccidén anterior, se determind cualitativamente
la estabilidad quimica de RIF con el fin de investigar si las NPs ejercen un efecto
protector de la degradacién del IFA cuando el mismo se expone, durante 24 h, al
entorno celular. Para evaluar este efecto se expusieron muestras de una concentracién
conocida de RIF durante 24 h a 25 °C y resguardadas de la luz (excepto para las
muestras destinadas al estudio de la fotosensibilidad de RIF), a diferentes factores
agresivos (fotosensibilidad, oxidacion e hidrolisis catalizada por acidos y/o bases) para
dilucidar si el método de HPLC validado en la seccién 4.2.6.1. permitiria detectar

productos de degradacion.
Las muestras se prepararon de la siguiente manera:

* Fotosensibilidad: se prepard una muestra de RIF en buffer PBS pH 7 y la misma
se expuso durante 24 h a luz visible.
e Oxidacion: se preparé una solucién de RIF en H,0, 30 % v/v, pH 7.

e Hidrolisis acida: se prepard una solucién de RIF en HCI 0,1 M, pH 2.
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e Hidrolisis basica: se preparé una solucién de RIF en NaOH 0,1 M, pH 12.

e Control: se prepard una solucién de RIF en PBS pH 7, con adicién de ASC.

Las muestras se colocaron en viales color ambar conteniendo insertos de 250 pL y a
cada una se le agregaron 20 pL de una solucién acuosa de ASC 50 pug/mL y se procedio
a analizar las mismas mediante HPLC por el método descripto en la seccion 4.2.6.1.
Luego se analizaron cualitativamente los cromatogramas obtenidos por HPLC, para
detectar la presencia o ausencia de productos de degradacién en las muestras
analizadas. Finalmente, se compararon los cromatogramas obtenidos en el ensayo
4.2.6.2, tanto para RIF como para las NPs RIF, a fin de determinar la existencia o
ausencia de productos de degradacién al encontrarse en contacto con las células (A549

y MRC5). Todos los estudios se realizaron por triplicado.

4.2.7. Estudios in vitro de internalizacion celular de las nanoparticulas obtenidas

mediante microscopia confocal de fluorescencia

Para preparar las muestras para microscopia en primer lugar las células fueron
sembradas en cubreobjetos redondos de 12 mm en placas de 24 pocillos. El
procedimiento se realizd en drea estéril bajo campana de flujo laminar, los
cubreobjetos se manipularon usando pinzas metalicas rociadas con etanol 70 °. Luego
se embebieron en alcohol 70 ° y se flamearon utilizando un mechero, se dejaron
enfriar un segundo y posteriormente se colocé un cubreobjeto por pocillo en la placa.
Se colocaron 200 pL/pocillo de una solucién de gelatina en PBS 0,2 % p/v, se realiz6
presidon suavemente con la punta de un tip en cada vidrio para favorecer su fijacion a la
placa, se dejo reposar 15 min y luego la solucién de gelatina fue reemplazada por una
suspension de células MRC5 y A549 en DMEM suplementado con 10 % v/v de SFB, con

una densidad de 40.000 células por pocillo y se incubd durante 24 h.

Una vez fijadas las células a los cubreobjetos, se realizaron los diferentes
tratamientos, los cuales son representados en la Figura 4.5, utilizando como controles

las lineas celulares (A549 y MRC5) sin NPs-FITC y las NPs-FITC sin células. Se incubd la
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placa durante 24 h. Las muestras de NPs-FITC fueron preparadas segln el protocolo

descripto en el Capitulo 3 seccion 3.2.9.

1 2 3 4 5 8
A
B . NPs-FITC 200 pg/mL
A: MRC5

B85 ...

B: A549

Figura 4.5. Esquema de plaqueo del ensayo de internalizacion de NPs RIF

en células MRC5 y A549.

Finalizado el tiempo de incubacién, se procedid a realizar la técnica de
inmunofluorescencia para poder observar las muestras de células y NPs en el
microscopio de fluorescencia. El procedimiento consistié en una serie de pasos, los
cuales se describen a continuaciéon: en primer lugar se realizé la fijacidn de las células,
para esto se removié el medio de cultivo y se lavd dos veces con PBS. Luego, se
adicion6 paraformaldehido (PFD) en solucién tamponada (PBS) en una concentracién
de 3,7% v/v y se dejo actuar por 10 min a 4 °C. Pasado este tiempo, se procedié al
siguiente paso que consistid en la permeabilizacion. Para esto se extrajo el PFD, se
lavd dos veces con PBS, y se adicionaron 150 pL de la soluciéon permeabilizante (0,2 %
v/v tritdn x100 y 3 % v/v de albumina de suero bovino (BSA, segun sus siglas en inglés
bovine serum albumin) en PBS durante 10 minutos. Se extrajo la solucién
permeabilizante y se lavd dos veces con 150 plL de la solucion de lavado (0,1 % tween
20 y 0,2 % de BSA en PBS). Posteriormente, se adiciond la soluciéon del anticuerpo
primario (Rd-Fd) preparada en la misma solucion de lavado y se incubé durante 1 h
protegiendo las muestras de la luz. Se lavd 5 veces con 150 L de la solucion de lavado.
A continuacién se adiciond el anticuerpo secundario (DAPI) y se incubd durante 15

minutos en oscuridad. Se lavd 5 veces con 150 L de la solucion de lavado. Finalmente,
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se depositaron 10 pL de medio de montaje anhidro (DPX, Fluka'™, Alemania) en el

portaobjeto y se colocé rdpidamente el cubreobjeto con las células hacia abajo.

Los preparados fueron preservados en oscuridad, y se almacenaron a 4 °C durante
24 h. Posteriormente, fueron observados en el microscopio confocal de fluorescencia
FV 300, con un objetivo de inmersidn en aceite de 60x. Se utilizd un laser de A de 405
nm, 488 nm y 543 nm para excitar las muestras y un filtro de barrera de A establecidas

a470 nm, 530 nm y 578 nm para detectar DAPI, Rd-Fd y FITC, respectivamente.

4.2.8. Analisis estadistico de los datos

Para este trabajo de Tesis se emplearon dos métodos para realizar el andlisis

estadistico de los datos.

Uno de los analisis estadisticos realizados fue el test-t de Student. En este test, se
rechaza la hipdtesis nula (Ho) cuando el valor de probabilidad (p-valor) es menor al
nivel de significancia elegido. Es decir, si se trabaja con un 95% de confianza, p-valor es
igual a 0,05. Hy plantea que no hay diferencia entre las muestras comparadas. Por lo
tanto, se considera que una diferencia es estadisticamente significativa cuando se

cumple que el p-valor es menor a 0,05.

También se realizo ANOVA de un factor. El ANOVA sirve para comparar varios
grupos en una variable cuantitativa. Se trata, por lo tanto, de una generalizacién de
una prueba t para dos muestras independientes en el caso de disefios con mas de dos
muestras. La hipdtesis que se pone a prueba en el ANOVA es que las medias
poblacionales son iguales. La estrategia para poner a prueba la hipdtesis de igualdad
de medias consiste en obtener un estadistico, llamado F, que refleja el grado de
parecido existente entre las medias que se estdn comparando. El valor de la
distribucién F es conocido y esta tabulado; si este estadistico de contraste supera
cierto valor critico (F critico), las diferencias entre las medias muestrales son

estadisticamente significativas
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4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Estudio de las propiedades mucoadhesivas de las nanoparticulas

4.3.1.1. Método de la particula de mucina

En la Figura 4.6. se exhiben los resultados de tamafo, IPD y T de las NPs, vacias y
cargadas con RIF, en presencia de MUC. No se observaron modificaciones en el { ni en
el tamafio de las particulas de MUC al ponerse en contacto con las NPs, tanto vacias
como cargadas con RIF (Figura 4.6.A.) en comparacién con las particulas de MUC sola,
indicando que estos componentes no interaccionan entre si. Esto podria deberse a que
las NPs poseen una carga neta total negativa, lo cual no favorece que se produzcan

interacciones electrostdticas entre las NPs y los grupos ionizados de MUC.

Estos resultados indican que las NPs no interaccionan electrostaticamente con la
MUC. Sin embargo, la mucoadhesion pueden deberse a otro tipo de interacciones, no
solo electrostaticas, tales como enlaces puente hidrégeno o covalentes. Por lo tanto,
se procedié a complementar los estudios de las propiedades mucoadhesivas con otras

técnicas complementarias.
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Figura 4.6. A- Potencial z (mV) y B- Didmetro hidrodindmico (nm) e indice
de polidispersidad de las particulas de MUC, las NPs vacias y cargadas y

las combinaciones entre la MUC con ambas NPs.

4.3.1.2. Comportamiento reoldgico de las NPs

Para evaluar los efectos de las NPs obtenidas en el comportamiento reoldgico de la
MUC, se determiné el cambio en la viscosidad de la MUC luego de la incubacion de la

misma con las NPs utilizando un redmetro.

En primer lugar se estudié el comportamiento reoldgico de las NPs solas, es decir,
en ausencia de MUC. La Figura 4.7. muestra las curvas de la n de los polimeros ALG y

QUIT y las NPs vacias y cargadas con RIF en funcién de y a 25 °C, 34 °Cy 37 °C. Las
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soluciones de los polimeros solos revelaron un comportamiento newtoniano a un
rango bajo de v, entre 250 y 1.500 st es decir, el valor de 1 fue casi constante, lo que
podria atribuirse a que las cadenas de los polimeros se encontrarian relajadas a bajos
valores de y. Sin embargo, se observd un comportamiento de espesamiento
ligeramente cizallante a valores de y mas altos, debido a que la 1 comenzd a aumentar
gradualmente a medida que aumentaban las y. Este fendmeno podria explicarse por la
formacion de agregados hidrosolubles denominados “hydroclusters”, inducidos por la
accion de un esfuerzo cortante (Figura 4.8). Cuando no se aplica tensidn, las fuerzas de
repulsién entre las particulas son suficientes para permitir que fluyan
homogéneamente a través del liquido, sin embargo, cuando se aplica un esfuerzo,
estas fuerzas interparticulas resultarian reducidas, generando un agrupamiento de las
particulas (“hydroclusters”). Los “hydroclusters” hacen que sea mas dificil para las

particulas fluir una alrededor de la otra, lo que genera un aumento de la nzs.

Las suspensiones de NPs, tanto vacias como cargadas con RIF, mostraron un
comportamiento reoldgico similar al observado con las soluciones conteniendo los
polimeros solos (Figura 4.7). Sin embargo, el comportamiento de espesamiento por
cizallamiento de las NPs fue menos pronunciado que el encontrado con las soluciones
poliméricas. Las suspensiones de NPs mostraron valores ligeramente menores de m
sobre todas las y investigadas, pero este efecto fue mas significativo a valores de y mas
bajos. Las diferencias en la 1 pueden explicarse debido a las diferentes propiedades
interfaciales de las NPs en comparacién con las soluciones poliméricas. El menor
tamafio, la forma y las cargas superficiales de las NPs podrian favorecer el movimiento
browniano de las mismas y evitar su aglomeracion y la formacién de “hydroclusters”.
Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en las mediciones del 8¢ [H,0] en
la seccién 2.3.2.2. de este trabajo de Tesis, donde se observdé que las NPs son
altamente hidrofilicas, lo cual puede relacionarse con su resistencia a la aglomeracién

en medios acuosos.

Los resultados evidencian que las NPs son altamente estables, esto puede deberse a
su carga superficial neta, la cual favorece que predominen fuerzas repulsivas entre las
particulas evitando asi la floculacidn o la aglomeracidn entre las mismas. La superficie

de las NPs probablemente se encuentre estabilizada estéricamente por la disposicién
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de las cadenas poliméricas y del surfactante. Se ha reportado que cuando las particulas
se comportan como esferas rigidas y no predominan fuerzas atractivas, las particulas

permaneceran estabilizadas por su movimiento browniano?®.

Por otra parte, se observé en todas las muestras ensayadas que, a medida que
aumenta la temperatura la viscosidad disminuye, este efecto estd ampliamente
reportado en bibliografia y es debido a un aumento en la energia cinética de las

particulas y, por tanto, las fuerzas de cohesién disminuyen en magnitud?®”%.
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Figura 4.7. Perfiles de viscosidad (mPa.s) en funcién de la velocidad de cizalla (s™) de
ALG, QUIT y NPs vacias y cargada;/ con RIF a diferentes temperaturas: A- 24 °C; B- 34
°Cy C- 37 °C. (promedio + DE, n=3) Cambio en la escala del eje y de 500 a 5000 s™.
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Figura 4.8. Representacion grdfica de la formacion de “hydroclusters”
(verde) constituidos por las particulas (fucsia) bajo la accién de un

esfuerzo cortante.

La Figura 4.9. muestra los perfiles de viscosidad de las NPs solas, tanto vacias como
cargadas, de MUC y la combinacidon de ambos componentes. Si bien se evidencid una
leve tendencia de aumento en la viscosidad o espesamiento de las muestras de MUC

en contacto con las NPs, las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Se ha demostrado que las NPs cargadas negativamente tienen un menor impacto

"’ lo cual es coincidente con los resultados

en las propiedades reoldgicas del “mucus
obtenidos. Esto brinda un escenario alentador para considerar a las NPs RIF como
posibles candidatos en el tratamiento de la TB pulmonar, debido a que el “mucus”
debe preservar su comportamiento viscoelastico para cumplir su funcién como

mecanismo de defensa frente a agentes extrafios y permitir su remocion mediante el

aclaramiento mucociliar.
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Figura 4.9. Perfiles de viscosidad (mPa.s) en funcién de velocidad de cizalla (s*) de
MUC 1y 3 % p/v, NPsvaciasy cargadas con RIF y la mezcla de ambas NPs con MUC a
diferentes temperaturas: A- 24 °C; B- 34 °Cy C- 37 °C. (promedio * DE, n=3).

159



Capitulo 4: Administracion pulmonar de nanopariculas de rifampicina: estudios
preliminares in vitro.

4.3.1.3. Microscopia electrénica de barrido

Se observod en las imagenes de SEM de las NPs incubadas con MUC (Figura 4.10.4-B)
gue algunas NPs se encuentran adheridas en la superficie de las fibras de MUC, sin
embargo, no se observaron modificaciones en la estructura de MUC, es decir, esto
sugiere la existencia de interacciones entre las NPs y las fibras MUC, las cuales
permiten que las NPs se adhieran a la superficie de MUC y probablemente puedan
penetrar a través de los poros de la misma hasta llegar al sitio diana. Las NPs no
modificaron la arquitectura de la glicoproteina (Figura 4.10.1-B), la cual se observé en
su estado hidratado, al igual que ocurrié con MUC control, sin las NPs (Figura 4.10.1-
A), indicando que no ocurrié un proceso evidente de deshidratacién. Por otro lado, las
NPs en contacto con MUC (Figura 4.10.4-B) permanecieron intactas, preservando

tanto su morfologia esférica como su tamafio.

En base a lo expuesto anteriormente, se podria postular que las NPs conseguirian
penetrar los poros generados en la malla de MUC, los cuales tienen un tamafio
comprendido en el rango de 20 a 800 nm de diametro, sin quedar irreversiblemente
retenidas en la matriz de la glicoproteina, lo que les permitiria alcanzar el epitelio
pulmonar sin afectar la capa de “mucus” que lo recubre®. MUC tiene un rol importante
en la defensa innata del organismo frente a las infecciones y la eliminacion de las
particulas extrafias, por lo tanto, es muy importante que los nuevos nanosistemas no
alteren el movimiento mucociliar ya que esto podria empeorar el cuadro infeccioso

que presente el paciente®.
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Figura 4.10. Imdgenes obtenidas mediante SEM de: A- MUC; B- NPs RIF en

presencia de MUC. Magnificacion: 1- 10 um; 2- 3 um; 3- 1 umy 4- 500 nm.
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4.3.1.4. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

En la Figura 4.11. se exhiben los espectros de FTIR de MUC, NPs vacias y cargadas
con RIF y las combinaciones entre MUC y las NPs, asi como sus correspondientes MFs.
El espectro FTIR de MUC presentd las siguientes sefales caracteristicas de la
glicoproteina: una banda intensa a 3.395 cm™, asignada a las vibraciones de
estiramiento del solapamiento de los grupos hidroxilos (OH) con las aminas (NH)
primaria y secundaria; a una frecuencia de 2.918 cm™, una banda correspondiente a
las vibraciones de estiramientos simétricos y asimétricos de los enlaces de C-H*%*.
Otra banda a 1.653 cm™ se asigné al carbonilo correspondiente al grupo amida
primaria, mientras que a 1.552 cm™ una banda que corresponde a las deformaciones
N-H del grupo amina y la banda de tensién C-N de amida y aminas. A frecuencias

menores a 1.400 cm™ (en la zona de la huella dactilar) se observaron las vibraciones

correspondientes a los enlaces de los anillos carbohidrato de MUC.

En el espectro FTIR de MUC incubada con las NPs vacias se observd el
ensanchamiento de la banda ubicada en la regién 3.000-3.500 cm?, correspondiente a
los grupos funcionales OH y NH presentes tanto en MUC como en las NPs, con un
desplazamiento de la banda ubicada a 3.395 cm™ de MUC a una frecuencia inferior
(3.371 cm™), mientras que en la MF correspondiente a los componentes individuales
de las NPs vacias y MUC se observd un ensanchamiento y corrimiento a una frecuencia
mayor de esta banda, debido a la superposicion de las bandas individuales de los
componentes que forman la MF. Por otro lado, se observé una variacién de la banda
de las NPs en presencia de la MUC, en comparacién con la MUC sola, de 1.653 cmta
1.644 cm™ que podria indicar la participacion del C=0 (amida 1) en la interaccién de las
NPs y MUC. También se observé la desaparicion de la banda 1.604 cm™ de las NPs
vacias correspondiente a las banda asignada a los estiramientos de los grupos
carboxilatos (COO’) de ALG, lo cual podria indicar la participacion de estos grupos

funcionales en enlaces puente hidrégeno con MUC.

En el espectro FTIR de las NPs vacias en contacto con MUC en relacién al espectro
de NPs vacias solas, se observé un corrimiento de 1.528 cm™ a 1.556 cm™, que podria
indicar una interaccién electrostdstica de los grupos NH*" de las NPs y los COO™ de

MUC. Ademas, a partir de las diferencias en la zona de la huella dactilar de las MPs y la
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mezcla de las NPs y MUC se evidencié la formacién de uniones entre la glicoproteina y

los nanovehiculos.

En el espectro de la MF de los componentes pertenecientes a las NPs vacias y MUC,
se observd un ensanchamiento de todas las bandas de absorcion analizadas,
demostrando una superposicion de las bandas individuales correspondientes a las NPs

vacias y MUC.

En cuanto al espectro FTIR de las NPs RIF combinadas con MUC se observaron
cambios similares a aquellos obtenidos con las NPs vacias en contacto con la MUC, que
indicarian interacciones entre las NPs y la glicoproteina. Por otro lado, se observé en el
FTIR de las NPs RIF en combinacién con MUC, la sefial correspondiente al anillo

furanona de RIF (1.731 cm™), lo que evidenciaria la presencia de este IFA en el sistema.

En la MF de los componentes individuales correspondientes a las NPs RIF y MUC se
observd un ensanchamiento de todas las bandas de absorcion analizadas,
demostrando que el espectro obtenido correspondié a la superposicion de las
sefiales correspondientes a los componentes de las NPs RIF y aquellos provenientes de

la MUC.
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Figura 4.11. Espectros FTIR de la MUC, las NPs vacias y cargadas con RIF, la

combinacidon de ambos componentes y sus correspondientes MFs.
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4.3.2. Estudio de la interaccion de las nanoparticulas con el surfactante pulmonar

En las Figuras 4.12. y 4.13. se observa como varia el tamafio, el IPD y el { cuando las

NPs vacias y cargadas con RIF, respectivamente, toman contacto con el SP.

Como se puede apreciar en las Figuras 4.12. y 4.13. el T del SP no se modificod en
presencia de las NPs, tanto vacias como cargadas con RIF. Por otro lado, con respecto
al tamafio no se observd una variacién en el mismo con respecto al valor del SP sin
NPs, esto podria sugerir que no se forman agregados de mayor tamafo o en mayor
cantidad al mantenerse en contacto la suspension de surfactante con las NPs, lo cual
sugiere que ambos se mantienen dispersos, estables, sin alterarse su comportamiento
coloidal. Los valores de IPD son muy elevados, cercanos a 1, tanto para el SP solo
como en combinacién con las NPs, esto se debe a que los componentes del SP son
macromoléculas, es decir que poseen un alto PM vy al encontrarse dispersos en la
solucién fisiolégica forman grandes agregados, como se puede apreciar en las
micrografias de la Figura 4.14, sin embargo, se puede destacar que los IPDs no variaron
significativamente al encontrarse el SP en presencia de las NPs, con lo cual se puede

concluir que las NPs no alteran el estado de agregacién del SP.
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indice de polidispersidad, C- 5 h y D- 24 h de NPs vacias, SP y NPs vacias + SP

(promedio * DE, n=3).
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Figura 4.14. Imdgenes obtenidas por microscopio dptico de: A- SP; B- SP

con NPs vacias y C- SP con NPs RIF. Magnificacion: 60x.

En la Figura 4.15. se exhiben las imagenes obtenidas mediante SEM de las muestras
de SP solo y combinado con las NPs, tanto vacias como cargadas con RIF (Figura 4.15.
4. A, B y C, respectivamente) a diferentes niveles de magnificaciéon. Las muestras
presentaron apariencia similar, homogénea, sin presencia de aglomerados de gran
tamafio. Se puede apreciar en la Figura 4.15. 1. A, By C que las muestras exhibieron
una superficie similar, levemente rugosa, sin embargo, para una mayor magnificacién
de la imagen con una escala de 200 nm se observé la presencia de NPs tanto vacias
como cargadas (4.15. 5. By C, respectivamente) en la superficie del surfactante. Esto
demuestra, por un lado, que las NPs permanecieron estables al encontrarse en
contacto con el SP, ya que las mismas no se desintegraron y no se evidenciaron
alteraciones en su morfologia ni tamafio. Por otra parte, se observd que la estructura y

el comportamiento de agregacidn del SP no fue alterado por la presencia de las NPs.

De los resultados obtenidos mediante este ensayo podria extrapolarse la conclusion
de que no se modifican las propiedades biofisicas del SP, por lo tanto las NPs podrian
ser un posible vehiculo para la administracién de medicamentos por via inhalatoria
para favorecer el tratamiento de enfermedades que comprometen el sistema

respiratorio.
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Figura 4.15. Imdgenes obtenidas por SEM de: A- SP; B- SP con NPs vacias y C- SP con
NPs RIF. Escala: 1- 100 um; 2- 10 um; 3y 4- 2 um y 5- 200 nm.
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4.3.3. Estudios de liberacion in vitro de rifampicina

El comportamiento in vitro de liberacion de RIF, tanto desde las NPs asi como de RIF
sin vehiculizar, se investigd a los valores de pH 5,5, 6,8 y 7,4 a 37 °C. Los perfiles de
liberacion del farmaco desde las diferentes formulaciones se muestran en la Figura

4.16.

Se observoé que la difusién de RIF libre a través de la membrana fue mas del 95 % en
casi 5 h a todos los valores de pH ensayados, mientras que, en el caso de RIF contenida
en las NPs, no se observd liberacion del farmaco a ninguno de los valores de pH

estudiados en un periodo de 24 h.

Estos resultados sugieren que las NPs mantienen el IFA encapsulado a estos valores
de pH, es decir, se podria postular que las NPs permanecerian estables hasta alcanzar
su sitio de accidn, donde posiblemente RIF se pueda liberar por algiin mecanismo mds
complejo que involucre la degradacion de los polisacaridos que forman las NPs o

interacciones con enzimas u otras proteinas del organismo32.
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Figura 4.16. Porcentaje acumulado de rifampicina liberada desde las

NPs a diferentes valores de pH en funcion del tiempo.

Ill

Estos resultados, al igual que los obtenidos con la interaccién con el “mucus” y el SP
son alentadores, ya que el objetivo es que este nuevo sistema nanotransportador se
mantenga intacto hasta alcanzar las regiones mas profundas del pulmén, donde se

encuentran los MAs, ya que alli es donde se aloja y reproduce el Mtb.
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4.3.4. Estudio de estabilidad de las nanoparticulas poliméricas en medio de cultivo

Las NPs, tanto vacias como cargadas con RIF, se dispersaron completamente en el
medio de cultivo DMEM suplementado con SFB, sin observarse agregados presentes.
Luego del periodo de incubacion, se aprecié6 que a medida que aumenta la
concentracion de SFB disminuye la estabilidad de las NPs, esto es coherente ya que
con el aumento de la fuerza idnica, las NPs tienden a presentar menor estabilidad por
la alta concentracién de electrolitos en el medio que determina la neutralizacién de las
cargas en la superficie de las NPs. En la Figura 4.17. A, se observa como disminuye el
valor del T a medida que aumenta la concentracidn de SFB. Sin embargo, los valores de
{ para las NPs resuspendidas en DMEM con 10 % v/v de SFB se mantuvieron alejados
de 0, cercanos a -20 mV, con lo cual las NPs presentaron una estabilidad aceptable. En
la Figura 4.17. B, se observa que las NPs, tanto vacias como cargadas con RIF,
tendieron a aumentar su tamano e IPD, de igual manera, se encontraron dentro del
rango nanométrico (<1 um). Esta diferencia de tamano e IPD puede corresponder a la

aglomeracion causada por el aumento de fuerza idnica del medio.

En funcién de los resultados obtenidos se decidid realizar los ensayos in vitro con el
medio de cultivo DMEM vy la concentracién de SFB necesaria, frecuentemente se

requiere un 10 % v/v de SFB.
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Figura 4.17. A- Potencial z (mV) y B- Diametro hidrodindmico e
indice de polidispersidad de las NPs vacias y NPs RIF en PBS y
medio de cultivo DMEM y SFB.

4.3.5. Ensayo de citotoxicidad in vitro

La citotoxicidad in vitro de RIF, NPs vacias y NPs RIF se evalud frente a las lineas
celulares VERO, MRC5 y A549 mediante el ensayo MTT y los resultados se muestran en

la Figura 4.18.

En el caso de las células VERO, los resultados mostraron que la viabilidad celular de

las NPs vacias o cargadas con RIF fue cercana al 100 % después de 5 y 24 h de
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incubacién (Figura 4.18. A.i. y ii., respectivamente), para todas las concentraciones
investigadas, en comparacién con el control que consistié en células incubadas solo
con el medio de cultivo; mientras que RIF libre mostré un porcentaje de viabilidad
celular inferior al 90 % a partir de una concentracién de 100 pug/mL, cuando se incubd
con estas células durante 5 y 24 horas. Ademads, después de un periodo de incubacién
de 24 h, RIF libre, a una concentracion de 400 pg/mL, proporciond una viabilidad
celular inferior al 70 %, porcentaje considerado como el limite por debajo del cual

debe considerarse un efecto citotéxico™.

Al evaluar los datos obtenidos para la linea celular MRC5 (Figura 4.18. B.) se
demostrd que al cabo de 5 h de incubacion no se manifiestan efectos citotdxicos para
ninguno de los tratamientos realizados, es decir, NPs vacias, NPs RIF y RIF libre. Por
otro lado, luego de 24 h de incubacidn RIF libre comienza a exhibir una reduccién de la
viabilidad celular a partir de los 50 pg/mL, siendo la misma cercana a un 80 % con
respecto al control. A una concentracion elevada de RIF, 400 pg/mL, la viabilidad
celular disminuyd considerablemente, alcanzando un valor cercano a 30 % con
respecto al control. Mientras que RIF al ser vehiculizada en las NPs disminuyé
considerablemente su efecto citotéxico, mostrando una viabilidad celular de
aproximadamente un 70 % a una concentracién de 400 pg/mL. Por su parte, las NPs

vacias no mostraron efectos citotdxicos a ninguna de las concentraciones ensayadas.

Por ultimo, al analizar los datos obtenidos para la linea celular A549, se observé que
a las 5 h de incubacién (Figura 4.18. C.i.), tanto NPs vacias como cargadas con RIF,
mostraron una viabilidad celular cercana al 100 % con respecto al control para todas
las concentraciones investigadas. Por su parte, a partir de una concentracién de 200
ug/mL, RIF libre presentd una viabilidad celular cercana al 70 % con respecto al
control. Luego de un periodo de incubacidn de 24 h (Figura 4.18. C.ii.) se observod una
disminucion de la viabilidad celular de RIF a partir de 100 pug/mL, con valores cercanos
al 60 %, mientras que a una concentracion elevada, 400 pg/mL, la viabilidad celular fue
cercana al 40 % con respecto a las células sin tratar. Por otro lado, las NPs RIF no
mostraron una reduccién estadisticamente significativa de la viabilidad celular con
respecto al control a ninguna de las concentraciones ensayadas, excepto a la

concentracion mas alta, 400 pg/mL, donde se observd una viabilidad celular de
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aproximadamente un 75 % con respecto al control, sin embargo, este porcentaje es
considerado por encima del nivel minimo a partir del cual el efecto citotéxico es
significativo™. Las células tratadas con las NPs vacias tuvieron una viabilidad celular
cercana al 100 % para todas las concentraciones utilizadas luego de un periodo de 24 h

de incubacion.
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Figura 4.18. Grdfico de barras % viabilidad celular + DE vs. Concentracion de RIF

(ug/mL) en las lineas celulares: A- VERO; B- MRC5 y C- A549. Tiempo incubacion: i. 5 h;
ii. 24 h. n=6. *; ** y *** diferencias estadisticamente significativas, p-valor < 0,05;

<0,01 y <0,001, respectivamente.

El ensayo de MTT se realizd para evaluar la actividad metabdlica de las células
después de exponerlas a las diferentes formulaciones, ya que una reduccién de la

actividad metabdlica celular es un indicador del dafio celular®>,
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No se observaron pruebas de citotoxicidad aguda para las NPs vacias en ninguna de
las lineas celulares utilizadas, ni a ningun valor de concentracidon ensayado. Ademas,
las NPs cargadas pudieron disminuir la citotoxicidad de RIF en todas las lineas celulares
evaluadas, en comparacién con RIF libre, incluso a dosis elevadas y en un periodo de

exposicion prolongado (24 h).

4.3.6. Ensayo de internalizacién celular de rifampicina

4.3.6.1. Validacion del método por cromatografia liquida de alta eficacia

Para validar el método analitico para cuantificar RIF mediante HPLC se evalud en
primer lugar la selectividad. Se demostré que el método propuesto fue selectivo, ya
gue no se observaron interferencias entre el analito, el El, ASC y el medio de cultivo o
el buffer de lisis. En la Figura 4.19. se observa la resolucion de los picos de cada
compuesto analizado. El tiempo de retencion para el El fue de 2,3 y 2,5 min, en DMEM
y en buffer de lisis, respectivamente. Para RIF se encontré un tiempo de retencién de
3,9y 4,1 min en DMEM y en buffer de lisis, respectivamente. El DMEM tuvo un tiempo
de retencién de 1,6 min, y tanto el buffer de lisis como ASC no presentaron absorcién a
la longitud de onda utilizada, por lo cual, no interfirieron en la corrida cromatografica.

Los resultados se exhiben en |la Tabla 4.1. y 4.2.
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Tabla 4.1. Tiempos de
retencion de DMEM con 10
% v/v SFB, RIF y RIM.

> Tiempo de
H Analito
= retencion (min)
DMEM 1,6
RIM 2,3
00 05 1,0 15 20 25 30 35 40 45 50 RIF 3,9
Retention Time [min]

Tabla 4.2. Tiempos de
retencion de RIF y RIM en
buffer de lisis.

Tiempo de

Intensity

Analito
retencion (min)

RIM 2,5

RIF 4,1

00 05 1,0 1,5 2,0 25 3,0 B
Retention Time [min]

4,0 45 50

Figura 4.19. Cromatogramas obtenidos
mediante HPLC de A- RIF y RIM en DMEM
con 10 % v/v SFB; B- RIF y RIM en buffer de

lisis.

En la Figura 4.20. se presenta la curva de calibrado con la ecuacién de ajuste de la
regresion lineal. Estos resultados indicaron que se cumplié con la linealidad en todo el
rango de trabajo, ya que r’es cercano a 1. Ademds, se hallé que el LD de RIF fue (0,05 +

0,01) pg/mLy el LC de RIF correspondio a una concentracion de (0,27 £ 0,04) pug/mL.
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Figura 4.20. Curva de calibrado de RIF en buffer de lisis, promedio drea

RIF/drea RIM * DE vs. [RIF] ug/mL/[RIM] ug/mL, n=3.

El CV calculado para la precisidn inter e intra dia, fue menor al 10 %. Cuando se
trabaja con cultivos celulares, se considera la complejidad de la matriz, resultando el
criterio de aceptacién un CV entre el 5 — 10 %'°. Por otra parte, los valores de
recuperacion (%) para la determinacion de la exactitud estuvieron entre el 100 y 110 %
del valor esperado. Por lo tanto, el método propuesto cumple con las exigencias de

17,18

precision y exactitud determinadas por las directrices FDA e ICH™"™". Los resultados se

presentan en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Valores correspondientes al cdlculo de precision y exactitud con

sus respectivas DEs para el método analitico propuesto.

Precision + DE (%) Exactitud + DE
[RIF] (ng/mL) , ,
Intra dia Inter dia (%)
1,36 5,220 £ 0,001 | 5,067 + 0,001 105+1
109,09 2,37 +0,01 1,335 + 0,006 101+1
272,73 0,259 + 0,004 | 0,352 + 0,005 1012
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Por otro lado, las muestras resultaron ser estables luego de ser congeladas y
descongeladas en 3 ciclos a una temperatura de - 4 °C, obteniéndose un %

recuperacién entre 95-110 % (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Estabilidad congelacion de muestras.

% Recuperacion + DE
[RIF] (ng/mL)
RIF RIM
1,36 98 +2 104 +2
109,09 107 £2 101,8+0,6
272,73 106 +1 108,2+0,3

A través de los resultados obtenidos de los parametros analizados para validar el
método analitico, se puede concluir que el mismo cumple con las normas de calidad
establecidas para cuantificaciéon de farmacos mediante procedimientos analiticos, por
lo tanto se utilizd este método para realizar el ensayo descripto en la siguiente seccion

(4.3.6.2.).

4.3.6.2. Cuantificacion del contenido intracelular de rifampicina

Para poner a punto el ensayo de cuantificacién del contenido intracelular de RIF se
trabajo con la linea celular MRC5 y se utilizé una concentracion de 200 ug/mL de RIF
libre y una cantidad equivalente de RIF vehiculizada en las NPs. En este ensayo se
emplearon las células en estado quiescente y con un 90 % de confluencia para

determinar si existen diferencias entre estos dos estados.

Como puede observarse en la Figura 4.21. A, RIF ingresa en menor concentracion a
las células cuando las mismas se encuentran en estado quiescente, es decir
sobrecrecidas, y no se observan diferencias estadisticamente significativas en estas
células en el ingreso intracelular de RIF, cuando se administra en forma libre o
encapsulada en las NPs. Esto puede deberse a que al encontrarse sobrecrecidas las
células, se altera su division celular, asi como los mecanismos de transporte, lo que

podria ser una posible explicacién de que la internalizacion de moléculas de farmaco o
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de NPs se vea reducida con respecto al estado confluente. Por otra parte, en las células
con un 90 % de confluencia, se observé una mayor internalizacion de RIF cuando la
misma estaba vehiculizada en las NPs, en comparacién con RIF libre. Sin embargo,
debido a que la concentracion de RIF fue elevada, muchas células murieron cuando se
pusieron en contacto con RIF libre. Por este motivo, se decidié continuar los ensayos
con concentraciones mds bajas de RIF probadas anteriormente en el ensayo de

citotoxicidad (seccidn 4.3.5.) para evitar estos inconvenientes.

Se trabajé a dos concentraciones de RIF, tanto libre como su cantidad equivalente
cargada en las NPs: 5y 50 ug/mL, en dos lineas celulares, MRC5 y A549. Los resultados
se presentan en la Figura 4.21. B. y C. para MRC5 y A549, respectivamente.

Con respecto a la concentracion mas baja de RIF (5 pg/mL), no se observaron
diferencias significativas entre RIF libre y vehiculizada en las NPs, para ninguna de las

lineas celulares utilizadas y a ninguno de los tiempos de incubacion.

Por otro lado, para la concentracion de 50 pg/mL de RIF con un tiempo de
incubacién de 5 h, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
cantidad internalizada de RIF, entre RIF libre y vehiculizada en las NPs, para la linea
celular MRC5, contrariamente a lo observado para la linea celular A549, donde a partir
de 5 h ya se observa un aumento significativo en la cantidad de RIF internalizada
cuando este farmaco se administré vehiculizado en las NPs. En el caso de esta
concentracion a un tiempo de incubaciéon mayor, 24 h, se observd que en ambas lineas
celulares se internalizé una mayor cantidad de RIF cuando este IFA se vehiculizé en las

NPs, en comparacidn con RIF libre.

Estos resultados evidenciaron que la internalizacion de RIF es dependiente del
tiempo de contacto entre la formulacion y las células cuando se encuentra vehiculizada
en las NPs, en comparacién con RIF libre, donde no se observaron diferencias
significativas a las 5 y 24 h. Ademas, la internalizacién de RIF fue dependiente de la
concentracion, para ambas lineas celulares, ya que se observd que a mayor
concentracion de RIF, la cantidad internalizada fue superior, tanto para RIF libre como

encapsulada.
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Al comparar los datos obtenidos de las NPs cargadas con una concentracién de RIF
equivalente a 50 pug/mL, incubadas con las lineas celulares MRC5 y A549, durante 5y
24 h, se observd que la cantidad de RIF intracelular fue mayor para la linea celular
A549 en comparaciéon con MRC5, esto podria deberse a varios factores, uno de ellos
puede ser la forma y tamafio de las células, con lo cual estard o no favorecido el

ingreso de las NPs al interior celular®.

Otra posible explicacion puede atribuirse a que las NPs, posiblemente, atenien la
activacion de gp-P*. Como se describié en el Capitulo 1, seccién 1.1.2.3., RIF es
sustrato de gp-P, esta proteina de membrana es responsable de la eliminacion del
farmaco hacia el exterior de la célula, evitando su acumulacién y su accién en el
interior de la misma, lo que conlleva a una disminucidn de la eficacia del tratamiento, y
a un desarrollo de resistencia. En la linea celular A549 existe una sobreexpresion de
gp-P, debido a que son células tumorales®®. En este trabajo de Tesis se encontré que
las NPs, debido a su pequefio tamafio, pueden transportar al fdrmaco evitando que el
mismo sea expulsado hacia el exterior celular por gp-P. Por su parte, al encontrarse RIF
encapsulada dentro del nanovehiculo, posiblemente no pueda ser reconocida por gp-P
y de este modo se podria explicar la mayor acumulacién de este IFA en el interior

celular®.

En el caso de pacientes infectados con el Mtb, y especialmente quienes cursan esta
infeccion concomitantemente con el SIDA, existe una sobreexpresion de gp-P en
células monociticas infectadas del pulmén37. Por lo tanto, el tratamiento de la TB con
RIF podria ser mas eficaz si la misma se administra por via pulmonar vehiculizada en las
NPs, ya que podria aumentar su concentracion intracelular, aumentando asi la

concentracion local del farmaco.
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Por otro lado, se midieron mediante DLS los sobrenadantes de las muestras de
células incubadas con NPs RIF, RIF libre y el control (células sin tratamiento) para
evaluar si las NPs sufrian alguna alteracién en presencia de las células. Se corroboré
que algunas de las NPs RIF estaban presentes en el espacio extracelular y conservaban

su tamafio (250 nm) y su { cercano a — 20 mV.

Para confirmar si las NPs ingresan a las células o si solo se ubican e interaccionan en
el espacio extracelular, se realizé un ensayo de microscopia confocal de fluorescencia,

cuyos resultados son presentados en la seccién 4.3.7.

4.3.6.3. Estudio cualitativo de la estabilidad quimica de rifampicina

En la Figura 4.22. se observan los cromatogramas obtenidos para las diferentes
condiciones a las cuales fue expuesta una solucidon de RIF de concentracion conocida.
Se puede apreciar que se detectaron productos de degradacién para las condiciones
agresivas a las cuales fue expuesta RIF durante 24 h, tanto para la degradacién
oxidativa, la hidrolisis acida y basica, mientras que no se observaron productos de

degradacion cuando fue expuesta a la luz visible.

Al comparar los cromatogramas obtenidos con los productos de degradacidon con
los obtenidos en la cuantificacién de RIF intracelular (tanto para la linea celular MRC5
como A549) en el ensayo 3.6.2., se determind que RIF sin vehiculizar sufre un proceso
de hidrdlisis acida al estar expuesta al entorno de las células. Esta conclusién se obtuvo
al superponer los cromatogramas obtenidos para las soluciones de RIF expuestas a
factores agresivos con las muestras procesadas para el ensayo de internalizacion
celular, sin el agregado de El, demostrando la coincidencia de un producto con un
tiempo de retencién de 3,8 min, perteneciente a la hidrdlisis acida de RIF (Figura 4.22.
E). Sin embargo, no se observé ninguin producto de degradaciéon cuando RIF fue

vehiculizada en las NPs (Figura 4.22. F).
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Figura 4.22. Cromatogramas de soluciones de: A- RIF en buffer pH 7; B-
RIF expuesta a la luz visible, pH 7; C- RIF en H,0, 30 % v/v pH 7; D- RIF
en NaOH 0,1 M pH 12; E- RIF en HCI 0,1 M pH 2 y F- RIF (rosa) y NPs RIF

(azul) muestras de ensayo de internalizacion en MRC5 y A549.

Se demostrd mediante el analisis cualitativo de los cromatrogramas de HPLC que se
mejoré la estabilidad de RIF cuando la misma es vehiculizada en las NPs, ya que en
ninguna de las muestras cuantificadas de las NPs RIF se observd el producto de
degradacion correspondiente a la hidrolisis acida, el cual que puede deberse a
formacién de acidos débiles, como acido lactico, generados a partir del metabolismo

celular.

Para profundizar sobre los posibles efectos protectores de las NPs a fenédmenos de
degradacion a los cuales es susceptible el farmaco, deberian realizarse estudios de
estabilidad mas exhaustivos, lo cual escapa al alcance de los objetivos planteados en

esta Tesis.

184



Tesis Doctoral Farm. lvana Romina Scolari

4.3.7. Ensayo de internalizacion celular de las nanoparticulas mediante

microscopia confocal de fluorescencia

Cuando las NPs entran en contacto con la membrana celular pueden interactuar
con los componentes de la misma o con la matriz extracelular e ingresar a la célula,
principalmente a través de endocitosis>®. Seglin reportes previos, las NPs compuestas
de ALG y QUIT pueden ingresar a diferentes células por endocitosis mediada por

receptores, tales como clatrina o caveolina®***°.

En las imagenes obtenidas por microscopia confocal de fluorescencia (Figura 4.23)
se puede apreciar como las NPs se intercalan con las fibras de actina, y también, como

se localizan rodeando al nucleo dentro de las células.

En el caso de las células epiteliales alveolares (A549), la distribucién de NPs es mas
homogénea que en los fibroblastos (MRC5). Esto puede deberse a las diferencias en la
morfologia y el tamafo de las células. Las NPs conservaron su tamaio y morfologia en
presencia de las células, las cuales se mantuvieron preferentemente como particulas
dispersas y no se observaron aglomerados. No se detectd autofluorescencia de las
células o del material polimérico de las NPs, lo cual descartd la interpretacidon errénea
de los resultados. La micrografia adquirida sobre el plano axial xz (Figura 4.23. B-2)
permite diferenciar claramente entre el espacio extracelular y las NPs internalizadas,
las cuales se encuentran intercaladas entre las fibras de actina. Estos resultados
respaldan la hipdtesis formulada en el ensayo anterior (4.3.6.2), donde el aumento de
la concentracion de RIF en el interior de las células esta directamente relacionado con
la internalizacion de las NPs a la regién intracelular. Por otro lado, recientes estudios

1,42
442 1o cual es

han hallado que ALG puede incrementar el mecanismo de fagocitosis
relevante para promover la captacién de las NPs por parte de células fagociticas tales
como los MAs. En este sentido, resultaria interesante continuar los estudios de

internalizacidn celular de las NPs en MAs.
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Verde Rojo Azul Combinacién

Verde Rojo Azul Combinacién

Figura 4.23. Imdgenes obtenidas mediante microscopia confocal de fluorescencia. A-
MRC5 B- A549, 2- Seccion dptica (xz) linea punteada representa el plano del corte axial.

Verde: NPs; Rojo: fibras de actina y Azul: nucleo.
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4.4. Conclusiones parciales

Como conclusiones parciales de este Capitulo se pueden mencionar:

e Se evaluaron las caracteristicas mucoadhesivas de las NPs donde se pudo
determinar que las mismas tienen afinidad por MUC pero no modifican la arquitectura
de esta glicoproteina ni sus caracteristicas reolégicas, lo cual es fundamental para que
se preserven los mecanismos de defensa normales de MUC en el sistema respiratorio.

e Se estudio la interaccién de las NPs con los componentes del SP mediante lo
cual se demostré que las NPs no provocan cambios evidentes en el SP. Estos hallazgos
son relevantes debido a que las alteraciones en el SP pueden comprometer la
funcionalidad del pulmodn, favoreciendo que el mismo colapse.

* Se determind que las NPs permanecen inalteradas y son estables en diferentes
entornos fisioldgicos a los valores de pH 5,5, 6,8y 7,4 a 37 °C.

* Se demostré que las NPs vacias obtenidas no presentaron un efecto de
toxicidad celular in vitro en las diferentes lineas celulares estudiadas: VERO, MRC5 y
A549.

* Se evidencié que las NPs disminuyeron el efecto citotéxico de RIF libre, lo cual
es un aspecto importante para evitar el dafio celular.

* Se determind que las NPs ingresaron a las células, lo que condujo a que
aumente la concentracidén intracelular de RIF.

e Las NPs previnieron la degradacidon de RIF en el entorno celular de las lineas

celulares MRC5 y A549.

Mediantes los estudios in vitro realizados, los nuevos sistemas nanoparticulados
desarrollados demostraron altas probabilidades como posibles candidatos a ser
utilizados en la farmacoterapia por via de administracion pulmonar, para tratar
patologias en las cuales se necesita una accién en el interior celular, como es el caso de

la TB pulmonar, donde la bacteria se aloja en los MAs.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

5.1. Conclusiones finales

Los resultados obtenidos en el desarrollo del presente trabajo de Tesis, permitieron

cumplir con los objetivos planteados.

1) Desarrollo y caracterizacion de sistemas de liberacion de farmacos nanoparticulados,

combinando quitosano y alginato.

Para abordar este objetivo se utilizé una técnica de gelacidn idnica mediante la cual se
obtuvieron NPs poliméricas, de ALG y QUIT, encapsulando un antibidtico, RIF, por un
método sencillo, rapido y reproducible. Se incorporé un surfactante no iénico a estos nuevos
sistemas, T80, y se alcanzaron las caracteristicas dptimas con respecto al tamafio, el IPD, el T
y la EE. Por otro lado, el agregado de T80 logré aumentar la estabilidad de las NPs, evitando

su aglomeracion a diferentes valores de pH.

Se obtuvo un polvo liofilizado de las NPs como producto final con la adicién de sucrosa
como crioprotector. Las NPs fueron altamente hidrofilicas, lo que permitié su rapida
redispersion luego de someterse a un proceso de liofilizacidn. Estas NPs liofilizadas, ademas,
demostraron ser estables durante un periodo de tiempo de al menos 6 meses, lo cual
permitiria su conservacion por periodos de tiempo prolongados y a su vez, resultaron ser
estables a diferentes valores de pH de interés fisiolégico, 5,5; 6,8 y 7,4 lo cual es muy
importante ya que las NPs se verdn expuestas a diferentes entornos en el organismo que
implican multiples valores de pH a los cuales las NPs deberdn permanecer estables para

proteger el farmaco encapsulado hasta alcanzar su sitio de accidn.

Se caracterizaron las NPs obtenidas utilizando diversas técnicas. Se confirmé mediante
SEM el tamafio nanométrico de las NPs obtenidas, su morfologia esférica, asi como su
monodispersidad. Se evidenciaron los grupos funcionales involucrados en la formacién de
las NPs mediante FTIR, los cuales fueron principalmente los iones carboxilato de ALG y los
grupos amino de QUIT. Por otro lado, se comprobd la formaciéon de una nueva estructura
cristalina mediante DRX y se realizaron estudios del comportamiento térmico de las NPs que

permitieron sumar evidencias a las interacciones propuestas entre los polisacaridos.
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2) Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los sistemas obtenidos.

Para llevar a cabo este objetivo se realizaron diversas técnicas in vitro evaluando la
actividad antimicrobiana de las NPs RIF en comparacién con RIF y con las NPs vacias. Las NPs
RIF demostraron mayor actividad antimicrobiana in vitro en comparacién con el farmaco
libre en diferentes cepas bacterianas Gram positivas de S. aureus, E. faecalis y aislamientos

clinicos de Mtb.

Las NPs RIF manifestaron un efecto bactericida contra las cepas S. aureus ATCC 29213 y S.
aureus MR 9455, a diferencia de la RIF sola, que solo produjo un efecto bacteriostatico a
tiempos de incubacién inferiores a las 6 h. Por otra parte, se observaron cambios
morfoldgicos a nivel macro y microscépico en las colonias de todas las cepas estudiadas (S.
aureus MS 9463, E. faecalis 28212 y las mencionadas anteriormente) cuando las mismas
fueron tratadas con las NPs RIF, con respecto al control y a los demas tratamientos (RIF libre

y NPs vacias).

Se evidencié que las NPs RIF poseen un efecto bactericida a partir de las 4 horas, a
diferencia de la RIF que posee un efecto bactericida a partir de las 6 horas para la cepa S.
aureus ATCC 29213, con lo cual se concluye que el tratamiento con las NPs RIF tiene un
efecto antibacteriano mdas rapido que el farmaco libre, lo cual es positivo como una

herramienta para prevenir el desarrollo de resistencia bacteriana.

Las NPs RIF produjeron notables cambios morfoldgicos y ultraestructurales en las
bacterias de la cepa S. aureus ATCC 29213, utilizada como cepa de referencia, en

comparacion con RIF libre.

Los estudios con microscopia de fluorescencia demostraron que las NPs se adhieren a la
superficie de las células bacterianas, lo que conduciria a un aumento de la concentracién
local de RIF en la superficie bacteriana, aumentando la eficacia del antibidtico. Los
resultados indicaron que la superficie de las NPs RIF desempefiarian un papel crucial en los
procesos de adhesidon de estos sistemas a la superficie bacteriana, alteraciones en la
integridad de la membrana celular y captacion celular del antibiético por parte de las

bacterias.
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3) Estudio de las propiedades mucoadhesivas de los nuevos sistemas.

Se evaluaron las caracteristicas mucoadhesivas de las NPs mediante diferentes
metodologias in vitro. Se determiné que las NPs tienen afinidad por MUC, pero no
modifican la arquitectura de esta glicoproteina ni sus caracteristicas reoldgicas, lo cual es
fundamental para que se preserven los mecanismos de defensa en el pulmédn, ya que el

“mucus” forma parte del sistema inmunoldgico innato.

Ademas de las propiedades mucoadhesivas de las NPs, debido a las caracteristicas
anatomo-fisioldgicas del pulmdn, se estudio la interaccidén de las NPs con los componentes
del SP. Se observé un comportamiento similar al observado con MUC, es decir, las NPs no
provocan cambios evidentes en el SP. Estos hallazgos son relevantes debido a que las
alteraciones en el SP pueden comprometer la funcionalidad del pulmdn, produciendo su

colapso.

4) Caracterizacion de los perfiles de liberacion de los farmacos en los sistemas obtenidos.

Mediante un estudio de liberacién in vitro se corroboré que RIF se mantiene encapsulada
en las NPs a diferentes valores de pH fisioldgicos: 5,5; 6,8 y 7,4 a 37 °C durante 24 h, lo cual

es relevante para que el IFA se transporte correctamente hasta alcanzar el sitio de accién.

5) Estudio de la eficacia de los sistemas en el pasaje de los farmacos a través de las

membranas bioldgicas de interés y sus potenciales efectos toxicos.

Se demostré que las NPs vacias obtenidas no presentaron un efecto de toxicidad celular
in vitro en las lineas celulares estudiadas, VERO, MRC5 y A549. Por otro lado, se evidencié
gue las NPs RIF disminuyeron el efecto citotdxico de la RIF libre, lo cual permitiria evitar el
dano celular.

Ademas, se determind que las NPs ingresaron a las células, lo que condujo a que aumente
la concentracion intracelular de RIF. Ademas, las NPs permitieron la prevencién de la
degradacion de RIF en el entorno celular.

Los nuevos sistemas nanoparticulados desarrollados demostraron altas probabilidades
como posibles candidatos a ser utilizados en farmacoterapia por via de administracion

pulmonar para tratar patologias en las cuales se necesita una accién en el interior celular,
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como es el caso de la TB pulmonar, lo que permitiria aumentar la concentracién local del
farmaco en el tejido pulmonar, donde ocurre la infeccién primaria. Ademds permitirian una
reduccion del riesgo de toxicidad sistémica y contribuirian a la mejora del cumplimiento por

parte del paciente.
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5.2. Proyecciones

Como proyecciones de este trabajo de Tesis se proponen las siguientes:

e Estudiar en profundidad el mecanismo de accidn a través del cual las NPs RIF ejercen

su accion bactericida.

e Realizar estudios en lineas celulares humanas de MAs para evaluar la citotoxicidad in

vitro de las NPs, su internalizacidn e investigar los mecanismos involucrados en este proceso.

e Evaluar los posibles efectos téxicos, la biodistribucion, la farmacocinética, entre otros
aspectos de relevancia biofarmacéutica para profundizar en los conocimientos sobre el

comportamiento in vivo de las NPs.

» Disefar y desarrollar inhaladores de polvo seco para la administraciéon pulmonar de

las NPs.
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ANEXO |

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Tamafio (nm); a = 0,05)

Término 2,57

BB Factor Nombre
A RM QUIT/ALG (mg/mg)
BC B RIF (mg)
C Velocidad de agitacién (rpm)

0 5 10 15 20
Efecto estandarizado

Figura 1.1. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para la respuesta tamafio

en funcion de los factores RM QUIT/ALG, RIF y velocidad de agitacion.

RM QUIT/ALG (mg/mg) RIF (mg) Velocidad de agitacién (rpm)

460
440
420
400
380,

360

Media de Tamaiio {(nm)

340
R
320/ \

300
000 005 010 0 10 20 400 600 800

Figura 1.2. Grdfica de efectos principales para la respuesta tamafio en

funcion de los factores RM QUIT/ALG, RIF y velocidad de agitacion.
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A
Valores fijos
340 RM QUIT/ALG (mg/mg) 0,067
Tﬂmimv[:-[nm}csm:I _
320 800
00
0 10 400  Velocidad de agitacidn {rpm)
RIF [mg)
B
Valores fijos
450 !

Velocddad de agitacién (rpm) 600

Tamafio (nm) 400

350 |
20
300 10  RIF (mg)
0,00
! 0,15
RM QUIT/ALG (mg/mg)
C
Valores fijos
450 RIF (mg) 12,5
Tamafo (nm) 300
350 400
0,00 200 Velocidad de agitacion (rpm)

0,05 410

0,15
RM QUIT/ALG [mg/mg)

Figura 1.3. Grdficas de superficie para la respuesta tamafo en funcion de los factores A-

velocidad de agitacion y RIF, B- RIF y RM QUIT/ALG y C- velocidad de agitacion y RM QUIT/ALG.
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A 900
Tamario
T 800 (nm)
E. < 320
< B 320 — 325
$§ 700 325 - 330
8 330 - 335
® 600 B 335 - 340
g | > 340
o
S 500 Valores fijos
8 RM QUIT/ALG (mg/mg) 0,067
2 400

300

5 10 15 20
RIF (mg)
25
B Tamaiio
(nm)
20 < 330
B 330 - 360
— 15 360 - 390
‘é‘“ 390 - 420
= B 420 - 450
Z 10 H > 450
Valores fijos
> Velocidad de agitacion (rpm) 600
0
() Q © D O I
F FF NS
RM QUIT/ALG (mg/mg)
900
C Tamaiio
—_ (nm)
E 800 W <330
£ I 330 - 360
:5 700 360 - 390
E 390 - 420
B B 420 - 450
© 600 W > 450
]
=]
£ 500 Valores fijos
g RIF (mg) 12,5
g

400

300
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
RM QUIT/ALG (mg/mg)

Figura 1.4. Grdficas de contorno para la respuesta tamafio en funcion de los factores A-

velocidad de agitacion y RIF, B- RIFy RM QUIT/ALG y C- velocidad de agitacion y RM QUIT/ALG.
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Media de IPD

Término

AA

A
AB
BB
CcC

Figura Il.1. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para la respuesta IPD
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ANEXO Il

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es IPD; a = 0,05)

2,57

Factor
A
B
C

Nombre

RM QUIT/ALG (mg/mg)

RIF (mg)

Velocidad de agitacidn (rpm)

6

8 10 12
Efecto estandarizado

en funcion de los factores RM QUIT/ALG, RIF y velocidad de agitacion.

RM QUIT/ALG (mg/mg)

RIF (mg)

Velocidad de agitacion (rpm)

0,29
0,28
0,27
0,26
0,25
0,24
0,231
0,22

0,211

0,00

0,05 0,10

10

20 400 600

800

Figura I1.2. Grdfica de efectos principales para la respuesta IPD en

funcidn de los factores RM QUIT/ALG, RIF y velocidad de agitacion.
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A
Valores fijos
0,2175 | RM QUIT/ALG (mg/mg) 0,067
IPD 0,2150 |
0,2125 | '_;00
02100 |~ < 600
0 10 T— .‘/400 Velocidad de agitacion (rpm)
20—
RIF (mg)
B
0.28 Valores fijos
U Velodidad de agitacién (rpm) 600
0,26
IPD |
0,24 |
0,22 | - 20
v <10 RF(m
0,00 (meg)
0,05 010 -~ 0
! 0,15
RM QUIT/ALG (mg/mg)
o
0,28 | Valores fijos
RIF (mg) 12,5
0,26 |
024 |
0,22 | - 800
— Velocidad de agitacion (rpm)

010
RM QUIT/ALG (mg/mg)

0,15

Figura 11.3. Grdficas de superficie para la respuesta IPD en funcidn de los factores A- velocidad

de agitacion y RIF, B- RIF y RM QUIT/ALG y C- velocidad de agitacion y RM QUIT/ALG.
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A
900
IPD
E 800 . < 0,212
g B 0,212 - 0,214
"‘E' 0,214 - 0,216
5 700 I 0,216 — 0,218
b = > 0,218
® 600
K Valores fijos
E 500 RM QUIT/ALG (mg/mg) 0,067
'
S
g 400
300
B 25
IPD
20 [ | < 0,22
I 0.22 - 0,23
0,23 - 0,24
'E 15 0,24 - 0,25
= 0,25 — 0,26
Z 10 B 0,26 - 0,27
Bm 0.27 - 0,28
. > 0,28
5
Valores fijos
Velocidad de agitaciéon (rpm) 600
(1]
v © Qo) O
o of oF & o P P
RM QUIT/ALG (mg/mg)
C 900
IPD
[ < 0,22
800 B 022 - 0,23
B 0,23 - 0,24
700 0,24 — 0,25
0,25 — 0,26

B 0,26 — 0,27

600 B 027 - 0,28

Valores fijos
RIF (mg) 12,5

500

400

Velocidad de agitacion (rpm)

300
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
RM QUIT/ALG (mg/mg)
Figura I1.4. Grdficas de contorno para la respuesta IPD en funcion de los factores A- velocidad

de agitacion y RIF, B- RIFy RM QUIT/ALG y C- velocidad de agitacion y RM QUIT/ALG.
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Término
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ANEXO Il

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Potencial Z (mV); a = 0,05)

2,57

A
AA
AB
BB
CcC

C
BC
AC

B

Factor Nombre

A RM QUIT/ALG (mg/mg)
B RIF (mg)
C Velocidad de agitacion (rpm)

0 5 10

20 25 30

Efecto estandarizado

35

Figura lll.1. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para la respuesta potencial z

Media de Potencial Z (mV)

en funcion de los factores RM QUIT/ALG, RIF y velocidad de agitacion.

RM QUIT/ALG (mg[mg) RIF (mg) Velocidad de agitacion (rpm)
/
/
,,,,//
0,00 0,05 0,10 10 20 400 600 800

Figura lll.2. Grdfica de efectos principales para la respuesta potencial z en funcion

de los factores RM QUIT/ALG, RIF y velocidad de agitacion.
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Valores fijos

29,5 RM QUIT/ALG (mg/mg) 0,067

Potencial Z (mv) -30,0

-30,5
800
31,0 600
o 400 Velocidad de agitacion (rpm)
RIF (mg)
B
20 Valores fijos
Velocidad de agitacion (rpm) 600
Potencial Z (mV) 5
30
20
35 10  RIF (mg)
0,00 me
0,05 0.10 i
' 0,15
RM QUIT/ALG (mg/mg)
C
—20 Valores fijos

RIF (mg) 12,5

) -25
Potencial Z (mV)

800

&00

0,00 400 Velocidad de agitacion (rpm)
0,10

RM QUIT/ALG [mg/mg)

0,15

Figura lll.3. Grdficas de superficie para la respuesta potencial z en funcion de los factores A-

velocidad de agitacion y RIF, B- RIF y RM QUIT/ALG y C- velocidad de agitacion y RM QUIT/ALG.
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900
A Potencial Z
—_ (mvV)
800
£ = <-31,0
= -31,0 - -30,5
c - ’ ’
)8 700 -30,5 - -30,0
S B -30,0 — -29,5
& 600 [ | >-29,5
3 | f
Valores fijos
% 500 RM QUIT/ALG (mg/mg) 0,067
S
2 400
300
B 25
Potencial
Z (mV)
20
[ ] < -34
W 34 - -32
= 15 - -32 - -30
& 30 — -28
o -28 - -26
x 10 B 26 - -24
m 24 - -22
5 [ ] > -22
Valores fijos
0 Velocidad de agitacion (rpm) 600
V © D
o oF oF o o P P
RM QUIT/ALG (mg/mg)
900
C Potencial
€ 800 Z(mv)
g. || < -34
< W 34 - -32
© 700 M 32 - -30
g -30 - -28
® 600 28 - -26
g m -
= 24 — -
._rgu 500 [ > -22
(]
o
E 400 Valores fijos
RIF (mg) 12,5

300
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
RM QUIT/ALG (mg/mg)

Figura lll.4. Grdficas de contorno para la respuesta potencial z en funcion de los factores A-

velocidad de agitacion y RIF, B- RIFy RM QUIT/ALG y C- velocidad de agitacion y RM QUIT/ALG.
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ANEXO IV

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es %EE; a = 0,05)

Término 2,57

B
BB

A
AA
AC
AB

C Factor Nombre
BC ,; ::\:ﬁ;ﬂALG (mg/mg)
cc C Velocidad de agitacion (rpm)

0 3 a 6 8 10 12 14

Efecto estandarizado

Figura IV.1. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para la respuesta eficiencia

de encapsulacion en funcién de los factores RM QUIT/ALG, RIF y velocidad de agitacion.

RM QUIT/ALG (mg/mg) RIF (mg) Velocidad de agitacion (rpm)

30/

20 1 _— T /,/ -

Media de %EE

10/

0,
0,00 005 0,10 0 10 20 400 600 800

Figura IV.2. Grdfica de efectos principales para la respuesta eficiencia de

encapsulacion en funcion de los factores RM QUIT/ALG, RIF y velocidad de agitacion.
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A T

30 Valores fijos
RM QUIT/ALG (mg/mg) 0,067
20 _
%EE
10 |
800

U 600

0 400 Velocidad de agitacion {rpm)

10 20

RIF (mg)

B
30 Valores fijos
Velocidad de agitacién (rpm) 600
20
“oEE
10
0 20
10 RIF
0,00 oo (mg)
' 0,10 0

0,15

RM QUIT/ALG (mg/mg)

R

Valores fijos
RIF (mg) 12,5

18
%EE

15

8OO
12

]

&00
0,00 400 Velocidad de agitacién {rpm)

0,05 0,10

RM QUIT/ALG (mg/mg)

0,15

Figura IV.3. Grdficas de superficie para la respuesta eficiencia de encapsulacion en funcion de
los factores A- velocidad de agitacion y RIF, B- RIF y RM QUIT/ALG y C- velocidad de agitacion y
RM QUIT/ALG.
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A
900
%EE
E 800 m <5
E W 5-10
c 10 - 15
‘% 700 15 - 20
'E’ 600 = 20 ; ;:
3
2 500 Valores fijos
S RM QUIT/ALG (mg/mg) 0,067
(8]
=]
§ 400
300
0
B
%EE
[ < 0
W o- 5
5-10
. 10 - 15
& 15 - 20
= B 20 - 25
o4 [ ] > 25
Valores fijos
5 Velocidad de agitaciéon (rpm) 600
0
.z © & O
F oF o PP
C RM QUIT/ALG (mg/mg)
900,
%EE
_ || < 12
g 800 W12 - 14
g 14 - 16
§ 700 16 — 18
'E 18 - 20
® 600 m >2
1]
< Valores fijos
£ 500 RIF (mg) 12,5
8
2 ao00

300
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
RM QUIT/ALG (mg/mg)

Figura IV.4. Grdficas de contorno para la respuesta eficiencia de encapsulacion en funcion de
los factores A- velocidad de agitacion y RIF, B- RIF y RM QUIT/ALG y C- velocidad de agitacion y
RM QUIT/ALG.
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ANEXO V

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Tamario (nm); a = 0,05)

Término 3 57

Factor Nombre
B A RIF (mg)
B T80 (% p/v)
BB C Tiempo (min)

BC

A
AC
AA
CC
AB

C

0 5 10 15 20 25 30 35
Efecto estandarizado

Figura V.1. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para la respuesta tamafio

en funcion de los factores RIF, T80 y tiempo de agitacion.

RIF (mg) T80 (% p/v) Tiempo (min)

1100

=
(=]
=]
o

900;
800;
700
600 ;
500
400

300 ————

Media de Tamaiio (nm)

200

10 20 0,0 0,2 04 O 100 200

(=T

Figura V.2. Grdfica de efectos principales para la respuesta tamafo en

funcion de los factores RIF, T80 y Tiempo.
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A
Valores fijos
1000 RIF (mg) 12,5
Tamafio (nm) 800
600
400 150
1001_. .
0.00 50 iempo (min)
' 0,15 0,30 0
! 0,45
T80 (% p/v)
B
Valores fijos
T80(% p/v) 0,25
340
Tamafio (nm)
330
320 150
00_. )
0 I 50 Tiempo (min)
0
RIF (mg) 20
C
Valores fijos
1000 | Tiempo (min) 97,5
Tamaiio (nm) 800
600 |
400 | 0,45
- 0,30
0 0,15 T80 (% p/v)
10 0,00

20

RIF (mg)
Figura V.3. Grdficas de superficie para la respuesta tamarfio en funcion de los factores A- tiempo

y T80, B- Tiempo y RIF y C- T80 y RIF
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180
160
140
120
100

80

Tiempo (min)

60
40
20

0,0

B 180
160
140
120
100

80

Tiempo (min)

60
40
20

T80 (% p/v)

Figura V.4. Grdficas de contorno para la respuesta tamario en funcion de los factores
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0,1 0,2 03
T80 (% p/v)

5 10 15
RIF (mg)

04

20

Tamaiio
(nm)
< 400
I 400 - 600
600 — 800
I 800 — 1000
[ | > 1000

Valores fijos
RIF (mg) 12,5

Tamanio
(nm)
[ ] < 320
Il 320 - 325
325 - 330
330 - 335
I 335 - 340
I 340 - 345
[ ] > 345

Valores fijos
T80 (% p/v) 0,25

Tamaiio
(nm)

[ | < 400

| 400 - 600

600 — 800

[ 800 — 1000

[ | > 1000

Valores fijos
Tiempo (min) 97,5

A- Tiempo y T80, B- Tiempo y RIFy C- T80 y RIF
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Media de IPD

Término

BB

B
BC
CcC
AC
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2,57

ANEXO VI

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es IPD; a = 0,05)

Factor Nombre

A RIF (mg)

B T80 (% p/v)
C Tiempo (min)

4

6

8 10 12
Efecto estandarizado

14

16

Figura VI.1. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para la respuesta IPD

en funcidn de los factores RIF, T80 y tiempo de agitacion.

RIF (mg)

T80 (% p/v)

Tiempo (min)

0,38
0,36
0,34
0,32
0,30
0,28
0,26
0,24
0,22
0,20

100 200

Figura VI.2. Grdfica de efectos principales para la respuesta IPD en

funcion de los factores RIF, T80 y Tiempo.
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A
Valores fijos
0,40 RIF (mg) 12,5
0,35
IPD
0,30
0,25 150
100T. (min)
4 lempo (min
0,00 ;¢ 50 P
’ 0,30 0
’ 0,45
T80 (% p/v)
B
0,25 Valores fijos
0,24 T80 (% p/v) 0,25
IPD
0,23
0,22 150
100 _ )
0 o 50 Tiempo (min)
20 0
RIF (mg)
c Valores fijos
0,35 Tiempo (min) 97,5
IPD 0,30
0,25 0,45
0,20 0,30

0,15 T80 (% p/v)

0,00
RIF (mg)

Figura VI.3. Grdficas de superficie para la respuesta IPD en funcidn de los

factores A- tiempo y T80, B- Tiempo y RIF y C- T80 y RIF
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A 180
IPD
160 | <024
W 024 -027
140 0,27 — 0,30
0,30 - 0,33
t 120 m 033 -036
£ | 0.36 — 0,39
S 100 m >0
j= 9 B —
E 80 4 Valores fijos
2 RIF (mg) 12,5
60
40 4
20
0,0 01 0,2 0,3 0,4 05
T80 (% p/v)
B IPD
< 0,220
0,220 — 0,225
0,225 — 0,230
0,230 — 0,235
= B 0,235 - 0,240
£ I 0,240 - 0,245
< — > 0,245
Q.
g Valores fijos
= T80 (% p/v) 0,25
RIF (mg)
IPD
C [ < 0,24
0,4 I 0,24 - 0,27
0,27 - 0,30
0,30 - 0,33
= M 0,33 - 0,36
s 0,3 | > 0,36
R
Py Valores fijos
@ 0,2 Tiempo (min) 97,5
0,1
0,0
0 5 10 15 20 25
RIF (mg)

Figura VI.4. Grdficas de contorno para la respuesta IPD en funcion de los

factores A- Tiempo y T80, B- Tiempo y RIFy C- T80 y RIF
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Media de Potencial Z (mV)

Término

A
AC
AA
AB
CcC

C
BC
BB

B
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ANEXO VII

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Potencial Z (mV); a = 0,05)

2,571
: Factor Nombre
: A RIF (mg)
' B T8O (% p/v)
1 C Tiempo (min)
i
i
i
i
i
i
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Efecto estandarizado

Figura Vil.1. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para la respuesta

potencial z en funcion de los factores RIF, T80 y tiempo de agitacion.

T80 (% p/v)

Tiempo (min)

-27,0
-27,5;
-28,0
-28,5;
-29,0
-29,5;

-30,0

-30,51

10

20

0,0 0,2 0,4

0

100

200

Figura VII.2. Grdfica de efectos principales para la respuesta potencial z

en funcion de los factores RIF, T80y Tiempo.
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Valores fijos

28,0 RIF (mg) 12,5
Potencial Z(mV) 28,5
-29,0
150
29,5 |
Tiempo (min
0 o 50 po (min)
0,30 0,45 0
T80 (% p/v)
B
Valores fijos

27,0 T80 (% p/v) 0,25

Potencial Z (mV) 28,5

-30,0
0,45
0,30

0,15 T80 (% p/v)
20 0,00

-31,5

RIF (mg)

C
-26 .
Valores fijos
-28 Tiempo (min) 97,5
Potencial Z(mV)
-30
32 150
100 _ ]
o 50 Tiempo (min)
10
20 0
RIF (mg)

Figura VIl.3. Grdficas de superficie para la respuesta potencial z en funcion de los

factores A- tiempo y T80, B- Tiempo y RIF y C- T80 y RIF
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180 Potencial Z
160 ™) s
B -29,50 - -29,25
140 W -29,25 - -29,00
E = = TL0,
— -28,50 — -28,25
g 100 m -2825 - -28,00
.S 30 ] > -28,00
= Valores fijos
60 RIF (mg) 12,5
40
200
0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5
T80 (% p/v)
180 Potencial
Zimi,
-33 —-32
140 |
m-32-31
—_ B -31 - 30
£ 120 30 - -29
g . -
5 00 =32
e . -
S 30 [ | >-27
= Valores fijos
60 T80(% p/v) 0,25
40
201"
Potencial
Z(mv)
[ | <-31
W -31--3
W -30 --29
. -29 - -28
2 W28 -2
° [ ] >-27
=
]
-

Valores fijos
Tiempo (min) 97,5

10 15 20 25
RIF (mg)

0 5

Figura VIl.4. Grdficas de contorno para la respuesta potencial z en funcion de los

factores A- Tiempo y T80, B- Tiempo y RIFy C- T80 y RIF
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Media de %EE

Término

ANEXO VIII
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es %EE; a = 0,05)

2,571

Nombre

RIF (mg)

T80 (% p/v)
Tiempo (min)

2 3
Efecto estandarizado

Figura VIIl.1. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para la respuesta

eficiencia de encapsulacion en funcion de los factores RIF, T80 y tiempo de

agitacion.

RIF (mg) T80 (% p/v) Tiempo (min)

40/ e _

/ AN
30. / /

///
20 '
10
0 10 20 0,0 0,2 04 0 100 200

Figura Viil.2. Grdfica de efectos principales para la respuesta eficiencia

de encapsulacion en funcion de los factores RIF, T80 y Tiempo.
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A
Valores fijos
40 RIF (mg) 12,5
%EE 5,
150
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Figura VIII.3. Grdficas de superficie para la respuesta eficiencia de encapsulacion

en funcidn de los factores A- tiempo y T80, B- Tiempo y RIF y C- T80 y RIF.
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Figura VIIl.4. Grdficas de contorno para la respuesta eficiencia de encapsulacion en

funcion de los factores A- Tiempo y T80, B- Tiempo y RIF y C- T80 y RIF.
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