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Resumen

El trabajo de investigacion realizado en esta tesis doctoral estd enmarcado
en el drea de tecnologia farmacéutica. El mismo comprende la preparacién y la
posterior evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas de las
nanoparticulas de albumina sérica humana (en adelante NP-ASH). Dichos
sistemas se desarrollaron para la vehiculizacién de farmacos para el tratamiento
de patologias oculares. Para tal fin, los foirmacos seleccionados fueron: maleato de
timolol (fairmaco betabloqueante adrenérgico no selectivo, utilizado para el
tratamiento del glaucoma), y bevacizumab (anticuerpo monoclonal especifico
para inhibir el factor de crecimiento endotelial vascular, indicado para el
tratamiento de la neovascularizacion).

Mediante la técnica de coacervacion se obtuvieron las NP- ASH en
dispersion acuosa. Un paso fundamental para la obtencidon de estos sistemas fue
el agregado de un agente entrecruzante (AE) para lograr la estabilidad coloidal de
las NP-ASH formadas. En este contexto, se utilizaron cuatro nuevos AE y el
glutaraldehido, el cual fue utilizado como AE de referencia para este tipo de
proceso. Se realizaron estudios comparativos entre los AE con el objetivo de
analizar nuevas alternativas, a los fines de eliminar o disminuir los efectos
adversos caracteristicos del glutaraldehido.

Los sistemas obtenidos fueron monodispersos con tamano de particula
entre 200 — 300 nm y con un potencial zeta negativo. Las NP-ASH no causaron
irritacion ni dafo en la superficie ocular tras la administracion toépica oftalmica
en animales de experimentacion. Adicionalmente, las NP-ASH modularon la
liberacion de los farmacos en el tiempo y mostraron ser promotores de la
permeacion.

Una de las principales ventajas de las NP-ASH fue el prolongado tiempo de
permanencia en la superficie ocular luego de la administracion tépica. Esto
favorecié el efecto farmacoldgico de maleato de timolol (disminucion de la
presion intraocular) en conejos normotensos respecto a la formulacion comercial,
aun en una dosis menor de farmaco instilado.

Por otro lado, en el caso de las NP- ASH con bevacizumab, se observé una
disminucion del drea afectada por neovasos en un modelo de neovascularizacion
corneal en ratas. Dicho efecto terapéutico fue superior en las corneas tratadas con
NP-ASH respecto a las cérneas tratadas con una solucion de Bevacizumab
comercial, tras una semana de tratamiento y en una dosis diaria menor de BVZ
administrado en las NP-ASH.






Abreviaturas y Simbolos

ABREVIATURA O SIGNIFICADO

ACRONIMO

AE Agente entrecruzante

ASH Albumina sérica humana

AUC Area bajo la curva

BVZ Bevacizumab

CC Capacidad de carga

°C Grados centigrados

Cmax Concentracion maxima

CNV Neovascularizacién corneal
normalizado

DLS Dispersion dindmica de la luz

DRX Difractometria de rayos x

EDU Eudragit

F Farmaco

FC Formulacion comercial

G Gramos

GAAP Glaucoma de angulo abierto

Glut Glutaraldehido

HCl Acido clorhidrico

HPLC Cromatografia liquida de alta
resolucion

HPMCF Ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa

IA Area invasiva
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IP Indice de Polidispersidad

IR Espectroscopia Infrarroja

Kg Kilogramos

MEB Microscopia electronica de
barrido

Mg Miligramos

mL Mililitros

mmHg Milimetros de mercurio

T™MP Tamafo medio de particula

NaCl Cloruro de sodio
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p/v Peso en volumen

Papp Permeabilidad aparente

PBS Solucion amortiguadora fosfato
salino

PEG Polietilenglicol

PIO Presion intraocular

PZ Potencial zeta

r.p.m. Revoluciones por minuto

RE Rendimiento de encapsulacion

RP Rendimiento del proceso

SLF Sistema de liberacion de
farmacos

SLM Sistema de liberacion
modificada

STM Solucién de maleato de timolol
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1. INTRODUCCION

Durante muchos afios la investigacion farmacéutica se focalizé en dos
grandes aspectos: por un lado, en la busqueda de nuevas moléculas activas para
enfermedades cuyo tratamiento es desconocido o poco eficiente y, por otro lado,
en el estudio de modificaciones en la estructura quimica de farmacos (en
adelante F) ya conocidos; esto ultimo con la finalidad de lograr acciones
terapéuticas mas selectivas, duraderas o con menos efectos adversos.

Sin embargo, con el correr de los afios se comenzo a observar que muchos
de los problemas relacionados con la baja efectividad terapéutica de algunos F
son causados principalmente por el sistema portador (en adelante SPF) o forma
farmacéutica (FF) en las cuales el F es vehiculizado. Por tal motivo, la
investigacion en el drea de la tecnologia, de forma simultanea con la investigacion
de nuevas moléculas de activas, puso su atencion en la busqueda de soluciones a
problemas inherentes a la liberacion, dosis administrada y sitio de accién del F.

A través del desarrollo galénico se llevan a cabo trabajos dirigidos a la
busqueda y desarrollo de novedosas formas de administracion que, como
resultado final, buscan un beneficio para el paciente. A partir de esto surge el
concepto de formas farmacéuticas o sistemas de liberacion modificada (en
adelante SLM). La farmacopea de Estados Unidos (USP33-NF26 segun sus siglas
en inglés) utiliza el término “liberacion modificada” (en inglés, modified release)
para referirse a formas farmacéuticas en las cuales las caracteristicas de
disolucion son moduladas en el tiempo y/o en el espacio, a los fines de cumplir
los objetivos terapéuticos que no pueden alcanzarse con formas farmacéuticas
convencionales.

De este modo las principales ventajas de los SLM en cuanto a la actividad
terapéutica son:

+ Prolongar el efecto terapéutico mediante la liberacion sostenida del F.
+ Liberar el F en un sitio especifico para protegerlo, mejorar su absorcién o

lograr un efecto en un tejido, 6rgano o sitio de accidn.
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+ Mejorar la pauta posoldgica buscando una via de administracion mads
comoda y la reduccion de la dosis diaria (en el intento de conseguir una
dosis Unica).

+ Disminuir o eliminar el riesgo de efectos no deseados (secundarios y

toxicos) de los medicamentos.

Al momento de desarrollar nuevos sistemas portadores de farmacos se
deben tener en cuenta numerosos factores relacionados a las caracteristicas
fisicoquimicas y bioldgicas del F y de los excipientes utilizados, asi como también
la via de administracion seleccionada. El objetivo fundamental en el disefio de un
medicamento es que el mismo vehiculice el o los fiarmacos, en una forma
adecuada hasta el sitio de absorcion o de accion y lo libere especificamente
(control espacio-temporal) para lograr la &ptima eficiencia, con madxima
seguridad y confiabilidad. Este criterio moderno de calidad farmacéutica da
origen a lo que se conoce como “MEDICAMENTO OPTIMIZADO” (fig. 1.1)

(Banker, 2002).

OPTIMA
EFICACIA

Diseno de
medicamentos

SEGURIDAD - " CONFIABILIDAD

Figura 1.1. Concepto de medicamento optimizado.
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En resumen, los atributos deseables para el desarrollo de SLM son:

+ Posibilidad de modificar la velocidad de liberacion de farmaco para poder
adecuar el sistema a una farmacocinética especifica (flexibilidad).

+ Posibilidad de mantener el control preciso de la velocidad de liberacion
que (precision).

+ Disminuir la sensibilidad del sistema ante las variables fisiologicas (alta

robustez).

Asegurar una adecuada estabilidad fisico quimica de la FF.

Aumento o mantenimiento de la estabilidad del F.

Obtencion de un SLM aplicable a una amplia variedad de farmacos.

Costo de desarrollo razonable.

- + & ¥+ &

Proceso de desarrollo facil de realizar a gran escala.

En la actualidad la nanotecnologia se ha convertido en una de las
tecnologias centrales del siglo XXI y sus numerosas aplicaciones, incluidas en el
drea galénica, llevaron al desarrollo de SISTEMAS NANOMETRICOS O
NANOSISTEMAS para la vehiculizacion de F.

1.1. NANOTECNOLOGIA Y NANOMEDICINA

La Nanotecnologia fue definida por la Iniciativa Nacional de
Nanotecnologia de los Estados Unidos (NNI segun sus siglas en inglés) como “el
desarrollo de la investigaciéon y tecnologia a nivel atomico, molecular o
macromolecular en la escala nanométrica (nm) para la creacion y uso de
estructuras, aparatos y sistemas con nuevas propiedades y funciones debidas a su
tamano, asi como la capacidad de controlar o manipular material a escala
atémica” (Initiative y Society, 2008). Cuando esta tecnologia se aplicada al area
biomédica es denominada NANOMEDICINA.

La nanomedicina es una de las disciplinas mas prometedoras pare el
desarrollo de una terapia efectiva basada en el direccionamiento de F (Webster,
2006; Irache y cols., 2011;). Es un campo multidisciplinario donde convergen areas

como la ingenieria, la quimica, la biologia, la medicina y la ciencia de materiales.
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Esta disciplina ha presentado un gran desarrollo durante las ultimas décadas
dado que el numero de reportes cientificos, patentes y recursos econdmicos
relacionados con ella han experimentado un crecimiento exponencial.

Las prioridades de la nanotecnologia para la administracién de farmacos
son:
Proteger al F de la degradacion.
Mejorar la absorcién del F facilitando la difusion a través del epitelio.

Modificar el perfil farmacocinético y de distribucion del F en el organismo.

- & + ¥

Mejorar la penetracion y la distribucion intracelular (Couvreur 2006;
Couvreur 2013).

+ Permitir la vectorizacion o localizacion selectiva del F que trasportan a
nivel de un érgano, de un tejido o de un tipo especifico de células, con la
finalidad de aumentar su eficiencia y disminuir los efectos secundarios

derivados de su distribucion sistémica (Villafuerte-Robles, 2009).

Dentro de los sistemas nanométricos desarrollados y estudiados se pueden
mencionar liposomas, nanoparticulas poliméricas o lipidicas, micelas poliméricas,
sistemas micelares, dendrimeros, conjugados poliméricos y conjugados con
anticuerpos, nanotubos de carbono y nanocristales (Elzoghby y cols., 2012).

En la tabla 111 se especifican algunos de los sistemas nanométricos
aprobados para su comercializacion por la Administracién de Alimentos y
Medicamentos de Estados Unidos (FDA segun sus siglas en inglés) (Irache y cols.,

2011; Reimondez-Troitifio y cols., 2015).

24



Tesis Doctoral-Farm. Carolina Boiero

Tabla 1.1.1. Sistemas nanométricos comercializados para la administracion de
farmacos (adaptada de Irache y cols., 20m1).

NOMBRE

FARMACO

SISTEMA
PORTADOR

PATOLOGIA

COMERCIAL

Nauseas asociadas

Emend® Aprepitant Nanocristales . .
con la quimioterapia
TriCor® Fenofibrate Nanocristales Hipercolesterolemia
Rapamune® Rapamicina Nanocristales Inmunosupresor
Megace® ES Megestrol Nanocristales Cancer de cerebro
Estrasorb® 17-B-estradiol ~ Micelas poliméricas Terapia hormonal
Oncaspar® L-asparginasa Conjugado de PEG Leucemia
PEG-Asys® Interferén a-2a  Conjugado de PEG Hepatitis B/C.
Melanoma
PEG-Intron® Interferéon a-2b  Conjugado de PEG Hepatitis C
Melanoma
Xyotax® Paclitaxel Cory ugado de Cancer de ovario
poliglutamato
Neolasta® Pegfilgrastim Conjugado de PEG Cancer
Ambisome® Amfotericina B Liposomas Infecciones flingicas
Daunoxame® Daunorrubicina Liposomas Leucemia
Neuroblastomas
Doxil®,
Caelix®, Doxorubicina  Liposomas pegilados Cancer de ovario
Miocet®
. . . Leucemia
®
Depocyt Citarabina Liposomas Linfornas
Inflexal® Yacuna Virosomas Vacgna contra la
virosomal influenza
g’evarylllpogle Econazol Liposomas Infecciones topicas
Alovectin-7° Microglobulina Liposomas Melanoma
Visudyne® Verteporfin Liposomas Degeneracion
macular
Abraxane® Paclitaxel Nanopartlc.u las de Cancer de mama
Albumina
Como se aprecia en la tabla la mayoria de los nanosistemas

comercializados son utilizados en la terapia anticancerigena pero, debido al

impacto en el desarrollo y las numerosas ventajas que presentaron estos SPM, el

estudio se extendid al tratamiento de nuevas patologias. En este altimo punto la

farmacoterapia ocular se presenta como una via de administracion potencial
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para la aplicacion de sistemas nanotecnologicos debido a la baja
biodisponibilidad asociada a la misma (Couvreur, 2013).
A continuacién, se detallan las caracteristicas de la via oftdlmica que

condicionan la biodisponibilidad de la farmacoterapia ocular.

1.2. VIA DE ADMINISTRACION OFTALMICA

El disefio de FF oftdlmicas es uno de los desafios mds interesantes al que se
enfrenta la ciencia farmacéutica, debido al entorno critico y a la farmacocinética
especifica que presenta este 6rgano. La anatomia, fisiologia y bioquimica del ojo
hacen que éste sea un drgano poco accesible a las sustancias extrafias (Nagarwal y
cols., 2009).

Para que la farmacoterapia ocular sea eficaz, el fairmaco debe alcanzar el
sitio diana o sitio de accidn en una concentracion terapéutica tal que debe ser
capaz de mantenerse el tiempo necesario en dicho sitio. Ambos factores
(concentracion y tiempo) dependeran tanto de la absorcion como de la
eliminaciéon de dicho farmaco luego de ser administrado. En la figura 1.2.1 se

representa  un esquema de un corte  histolégico del ojo.

=
CONJUNTIVA j/ z ' ESCLEROTIDA
IRIS Y 4 COROIDES
RETINA

CRISTALINO

CORNEA

HUMOR VITREO

~

\-éaf";

Figura 1.2.1. Corte esquematico del ojo humano (extraido de Innovar Ocualar,

n.d)
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Para el tratamiento de patologias oculares, la via de administracién puede
ser local o sistémica. Dentro de la via local, puede ser por aplicacion topica (sobre
la superficie ocular) o por inyeccién intraocular (intracameral e intravitrea) o
periocular. Segiin la zona a ser tratada es la eleccion de la forma de
administracion, siendo la administracion topica la utilizada para el tratamiento
de patologias del area pre ocular, la cornea y el segmento anterior del ojo,
mientras que para patologias del segmento posterior se utiliza la via sistémica o la
administracion intraocular o periocular (Magalldn, 2014).

La via de topica para la administracion F sobre la superficie ocular
presenta numerosas ventajas ya que:

+ Es una via de facil aplicacion y acceso, simple, no dolorosa; hecho que
favorece la adherencia del paciente al tratamiento.

+ El efecto farmacoldgico es localizado y es baja la concentracion de farmaco
que pueden ingresar a circulacidn sistémica, lo cual disminuye la aparicion
de efectos adversos.

+ Se evita el efecto de primer paso hepatico.

Actualmente, el 9o % de las FF comercializadas para la administracion
topica ocular se utilizan para el tratamiento de afecciones exteriores del 6rgano
(como conjuntivitis, blefaritis, queratitis seca, etc.) y para el tratamiento
intraocular (glaucoma, uveitis, endoftalmitis, entre otras) donde es necesaria la
permeacion de los principios activos a través de la cornea u otra membrana
(Bourlais y cols., 1998).

En este trabajo de tesis doctoral se estudiaron nuevas estrategias
tecnoldgicas para mejorar la terapia topica ocular de farmacos. Por lo tanto, a
continuacion, se explican los diferentes mecanismos que afecta la

biodisponibilidad del farmaco tras la administracion tépica.
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Aspectos fisioldgicos y farmacoterapia oftalmolégica

Tras la administracién en la superficie ocular, los farmacos necesitan
superar diferentes barreras anatomicas y fisiologicas para lograr alcanzar las
estructuras oculares involucradas. En primer lugar, las moléculas de farmaco se
deben diluir en la pelicula lagrimal pre corneal, la cual tiene un espesor total
aproximado de 10 pm. Dicha pelicula lagrimal se compone de tres capas: I) una
capa lipidica externa; II) una capa acuosa intermedia (representa el 9o % del
espesor de la pelicula) que contiene sales, mucinas secretadas, proteinas y
enzimas metabolicas; y III) una capa interna formada principalmente por
lisozimas y mucinas de la superficie celular (Bourlais y cols., 1998; Andres-
Guerrero, 2008). La capa externa tiene una velocidad de renovacion rapida (1-3 pL
/ min) que, junto con el reflejo del parpadeo, limita severamente el tiempo de
residencia de los farmacos en el espacio pre corneal (entre 1-2 minutos) y, por lo
tanto, la biodisponibilidad de los farmacos instilados (Patel y cols., 2015).
Adicionalmente, el fondo del saco conjuntival del ojo humano puede acomodar
un volumen maximo de 30 pL (en ausencia de parpadeo) mientras que en las FF
oculares convencionales el volumen instilado en la gota es de aproximadamente
50 pL. Por lo tanto, el resto del volumen es eliminado por el conducto
nasolagirmal (la principal via de eliminacion de los farmacos oculares a
circulacion sistémica) o se pierde en el exterior del globo ocular. Es importante
tener en cuenta la presencia en el film lagrimal de proteinas que pueden unirse al
F modificando su transporte o enzimas que pueden metabolizarlo. En la figura
1.2.2 se esquematiza lo que sucede tras la administraciéon tépica ocular en el area

pre corneal.

De la fraccion del F disponible en la superficie ocular, la permeacion al
interior del organo se produce principalmente a través de la cdrnea y sélo

pequenas porciones difunden a través de la zona limbica y la esclerotica.
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Figura 1.2.2. Factores que contribuyen a la baja biodisponibilidad ocular.

Permeacion Corneal

Se estima que menos del 5 % de la dosis inicial llega al tejido intraocular,
lo cual se debe, por un lado, a las barreras que presenta la zona pre corneal y, por
el otro, a que la cornea presenta una superficie pequefia de contacto y es
relativamente impermeable a sustancias externas (Del Amo y Urtti, 2008; Lee,
1979).

La cérnea es considerada la ruta principal de penetracion de farmacos por
via topica oftdlmica (Doane y cols. 1978). Es una membrana de unos 0,5 mm de
espesor que, junto a la esclerética, se encarga de proteger los tejidos internos del
globo ocular. Se trata de un tejido avascular que se compone de cinco capas que
son, de mas externa a mads interna: el epitelio, la membrana de Bowman, el
estroma, la membrana de Descemet y el endotelio. De las cinco capas solo el
sistema de multicapas formado por células epiteliales, estroma (tejido conectivo)
y el endotelio son relevantes para la penetracion de los farmacos a través de la

misma. El epitelio y el endotelio (ricos en lipidos y células) son generalmente
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permeables a sustancias lipofilicas, mientras que el estroma (caracterizado por su
carencia en células y su alto contenido de agua) es principalmente permeable a
las sustancias hidrofilicas.

El paso del farmaco a través de las células endoteliales puede ser por
difusion (ruta transcelular) o por ruta paracelular (en los espacios entre las
células). Por ejemplo, las sustancias activas hidrofébicas de pequefio tamafio
pasan a través de las células epiteliales por difusion mientras que, en el caso de
las sustancias hidrofilicas, el paso es entre los espacios de las células (Prausnitz y

Noonan, 1998).

Permeacion conjuntival

Durante mucho tiempo, la conjuntiva se consideré tinicamente como una
via de eliminacion del farmaco administrado. Pero actualmente se sabe que hay
ciertas sustancias capaces de atravesar esta barrera, llegando incluso a alcanzar,
en ciertas ocasiones, el segmento posterior del ojo (Urtti, 2006).

Al igual que en la cdrnea, el paso a través de la conjuntiva se puede llevar a
cabo por via transcelular o paracelular (Hosoya y cols., 2005). El tamafo de los
espacios intercelulares de la conjuntiva y la densidad de poro son mayores que los
de la cérnea, siendo mas permeable al paso de moléculas hidrofilicas que la
cornea (Mari y cols.,2015).

En la figura 1.2.3 se esquematizan los eventos involucrados en el proceso

de permeacion.
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Farmaco disuelto en el fluido lagrimal

Absorcién ocular <:> Absorcién sistémica
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Figura 1.2.3. Esquema representativo de la absorcion tras corneal.

1.3. Disefio de nuevos sistemas portadores de farmacos para

la administracion ocular

Durante décadas la administracion ocular de farmacos sido un desafio
importante para la industria farmacéutica, ya que las formulaciones
convencionales presentan numerosos inconvenientes lo cual motiva la necesidad
del desarrollo de nuevas estrategias superadoras con la finalidad de lograr
sistemas portadores novedosos, seguros y compatibles con el paciente. En los
ultimos anos el desarrollo de nuevos farmaco o nuevas FF no ha sido suficiente

para lograr un progreso importante en la efectividad de la farmacoterapia ocular.

Los objetivos farmacotécnicos que se plantean actualmente son: I) El
mejoramiento del efecto terapéutico in vivo de las formulaciones convencionales;

y II) La aplicaciéon de nuevas tecnologias, como la nanotecnoldgicas, en el

desarrollo de SLM.

Desde principios de la década del 8o comenzaron a realizarse estudios

direccionados a la obtencion de sistemas nanoparticulados para la aplicacion
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oftdlmica. De este modo, Wood y cols. (1985) estudiaron la capacidad de los
sistemas nanomeétricos de adherirse a la superficie ocular e interaccionar con el
epitelio corneal. Ademads, estos sistemas pueden mejorar la vehiculizacion de
farmacos poco solubles en agua, reducir significativamente la toxicidad del F en
comparacion con el F libre y favorecer el direccionamiento del F al érgano diana
(Diebold y Calonge, 2010; Irache y cols., 20m).

Por otro lado, son sistemas versdtiles ya que pueden obtenerse de
diferentes tamafos, diferente carga superficial y se pueden realizar
modificaciones en su superficie, lo cual permitiria cambiar las caracteristicas
fisicoquimicas y la capacidad para transportar farmacos (Reimondez-Troitifio y
cols., 2015).

En la ultima década el estudio de nanosistemas para la administracion de
farmacos oculares ha crecido sustancialmente, dando lugar a una amplia variedad

de nanoestructuras, las cuales se esquematizan en la figura 1.3.1.

SISTEMAS
MICELARES

NIOSOMAS

. N 2

LIPOSOMAS ‘SISTEMAS PORTADORES
NANOMETRICOS ’

¢ &

NANOPARTICULA

NANOEMULSION NANOESFERA

)
NANOPARTICULA
LIPIDICA SOLIDA

Figura 1.3.1. Sistemas portadores nanométricos estudiados para la administracion
oftalmica de farmaco (Extraido de Sah y Suresh, 2017).

El desarrollo de nanosistemas para la administracién tépica ocular fue
ampliamente estudiado para el tratamiento de la inflamacién, infecciones,
sindrome del ojo seco y el glaucoma, pero sélo unos pocos sistemas han sido

aplicados clinicamente (Reimondez-Troitifio y cols., 2015; Sah y Suresh, 2017).
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En el presente trabajo de investigacion se desarrollaron sistemas
nanométricos para la administracion topica ocular. Dicho trabajo consto de dos
areas de estudio paralelas y complementarias. El drea I implicé el disefio,
desarrollo y evaluacion in vitro de los nanosistemas y el drea II contempld la
evaluacion biomédica y biofarmacéutica de los sistemas desarrollados. El

siguiente esquema resume lo antes expuesto:

Investigacion y Desarrollo

Plataformas de Liberacion de
Farmacos (PLFs)

—

Nuevos materiales

\
3=
Py Estudios in vitro / ex vivo

I { [ Estudios in biomedicos - biofarmaceuticos in vivo —|

) ) '

@\\ Niveles de farmacos H Ensayos toxicologicos

> en fluidos biologicos  Eficacia en medelos  (toxicidad / irritacion)
animales

Publicaciones

Procesamiento y analisis de resultados
—

Patentes

Toma de decisiones -
Ensayos clinicos

Figura 1.3.4. Esquema de trabajo para el desarrollo de nuevos sistemas
portadores nanométricos.
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2. OBJETIVOS GENERALES

Disefiar y formular nuevos SPF nanoparticulados sobre la base de proteinas
(albumina sérica humana) utilizando nuevos entecruzante de superficie con
potencial aplicacion en terapéutica oftalmoldgica abordando la problematica de
un modo integral y ponderando la eficacia, sequridad y confiabilidad de los

mismos.

Hipétesis del Trabajo

Las ventajas en la eleccion de la albumina sérica humana (ASH) para el
desarrollo de SPF radica en que es un polimero biodegradable, no toxico y que
posee numerosos grupos funcionales (-NHz2,-COOH y-SH) (Wang y Uludag,
2008). Estos grupos funcionales ofrecen la posibilidad de interacciones covalentes
y no covalentes que pueden ser utilizadas con numerosos fines tales como
interaccion con farmacos, aumento de su vida media bioldgica y aumento de su
estabilidad coloidal. Ademas, son sistemas de facil preparacién (Weber y cols.,
2000; Kouchakzadeh y cols., 2015).

Un punto importante en el desarrollo de estos sistemas es asegurar la
estabilidad coloidal de las nanoparticulas (en adelante NP) formadas, la cual se
logra por el agregado de un agente quimico entrecruzante, tal como el
glutaraldehido. En la actualidad es un desafio el estudio de alternativas al muy
estudiado glutaraldehido ya que es un compuesto toxico para las mucosas, lo cual
supone un riego en sistemas de administraciéon oftalmicos (Gaihre y cols., 2009).
Por dicha razon el estudio de nuevos agentes entrecruzantes (en adelante AE)
que reemplacen al glutaraldehido es un importante desafio.

La administracién oftalmica de sistemas nanométricos presenta la gran
ventaja que las NP pueden desarrollar interacciones bioadhesivas con
componentes de la mucosa. Dichas interacciones van a depender de parametros
fisicoquimicos tales como tamafio de particula, carga superficial o la presencia de
ciertos recubrimientos o ligandos. Estos fenomenos conducen a: (I) incremento

del tiempo de residencia de la forma farmacéutica en contacto intimo con la
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superficie de la mucosa, o (II) localizacién especifica del vehiculo en una
determinada zona (Nahar y cols., 2006)

En este trabajo de tesis, el desarrollo de los nuevos nanosistemas fue
destinado al mejoramiento de la farmacoterapia del glaucoma y la
neovascularizacion. Dichas patologias afectan a un alto porcentaje de la

poblacidén y a continuacidn se realiza una breve descripcion de ellas:

+ Glaucoma es una patologia especifica del ojo que puede estar asociada o ser
consecuencia de otras patologias oculares. Es la segunda causa principal de
pérdida de vision en el mundo (Sena y Lindsley, 2013). Cabe sefalar que
debido a la progresion silenciosa de la enfermedad (por lo menos en sus
primeras etapas) hasta un 50 % de las personas afectadas en los paises
desarrollados no son conscientes de tener glaucoma y se estima que este
hecho puede aumentar a un 9o % en paises subdesarrollados (Sommer A. y
cols., 1991).

No hay cura para el glaucoma aun, y la pérdida de vision es irreversible. Sin
embargo, la medicacién o la cirugia (tradicional o laser) apuntan siempre a
disminuir la presion intraocular (PIO) con la finalidad de detener o reducir la

evolucion natural de la enfermedad.

+ Neovascularizacion corneal (NVC) es una de las patologias que ha
despertado gran interés en la ultima década para los especialistas ya que
afecta al 4 % de la poblacion, llegando a causar aproximadamente 1,4 millones
casos de ceguera en el mundo por ano (Gonzalez y cols., 2013; Bachmann y
cols., 2008).

Durante la ultima década se han utilizado diversas estrategias para el
tratamiento de esta condicion patoldgica (corticoides, AINES, fototerapia y
fotocoagulacion). Sin embargo, la eficacia de estas terapias esta lejos de ser

optima (Ob y cols., 2015).
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En este marco el presente trabajo de tesis doctoral se ha organizado de la
siguiente manera:
+ Capitulo 2: Obtencion de NP-ASH.
+ Capitulo 3: Nanoparticulas de ASH para la vehiculizacién de maleato de
timolol.
+ Capitulo 4: Nanoparticulas de ASH para la vehiculizacién de
bevacizumab.
+ Conclusiones generales
+ Referencias bibliograficas
+ Anexos: Difractogramas.
Cada capitulo fue organizado con su correspondiente introduccion especifica,
material y metodologia utilizados, resultados obtenidos, discusion y conclusion

parcial.



Capitulo 2

OBTENCION Y CARACTERIZACION
DE NP-ASH
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1. INTRODUCCION

Las nanoparticulas poliméricas (NP) se definen como particulas de tamarfio
inferior a 1 pm (generalmente entre 10 y 500 nm) elaboradas a partir de materiales
poliméricos de diferente naturaleza, tanto sintéticos como naturales (Gémez-

gaete, 2014; Fukumori y Ichikawa, 2006).

De acuerdo con su estructura, las nanoparticulas se subdividen en
nanoesferas y nanocapsulas (figura 1.1). Por un lado, las nanoesferas son de tipo
matricial y el farmaco puede ser adsorbido en la superficie de la esfera o
encapsulado dentro de la particula. Por otro lado, las nanocapsulas son sistemas
vesiculares en los que el farmaco es vehiculizado en la cavidad interior; el sistema
consiste en un nacleo liquido rodeado por una membrana polimérica (Irache y
cols., 2011; Kumari y cols., 2010). Alternativamente, algunos farmacos u otros
agentes de interés pueden estar adsorbidos, acomplejados o conjugados a la

superficie de los nanosistemas.

NANOESFERAS NANOCAPCULAS
“ ([
o o o |. o
v o

-

Figura 1.1. Imagen que representa en forma esquematica las nanoesfereas y
nanocapsulas (modificado de Kumari y cols., 2010)

Las proteinas ofrecen numerosas ventajas como material de partida para la
formacion de NP en relacion a los polimeros sintéticos, ya que son
biocompatibles, biodegradables, se descomponen en subproductos no tdxicos y
presentan numerosos grupos funcionales en su estructura (-NH2, -COOH y -SH)
que permiten posteriores modificaciones covalentes y no covalentes en la
superficie de los nanosistemas. Pero, al ser polimeros naturales, presentan la
desventaja que es dificil conocer con exactitud la composicion y pureza del

polimero (Elzoghby y cols., 2012).
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Con el correr de los afos, son numerosos los polimeros estudiados para la
obtencion de NP, como por ejemplo gelatina, coldgeno, caseina, albumina
(ovoalbumina, albumina sérica bovina y humana), zeina, gliadina y proteinas de
suero (Pathak y Thassu, 2009). A fin de tener una idea mas amplia del impacto en
el desarrollo de estos sistemas nanoparticulados poliméricos se realizé una
btsqueda bibliogrdfica en una fuente primaria de informacién (“scopus”)
combinando las palabras claves "nanoparticulas proteinicas” y "sistemas
transportadores de farmacos" en la opcion de busqueda avanzada desde 1990 a
2015. A partir de dicha busqueda se obtuvo la figura 1.2 en lo cual se observa
claramente que el numero de articulos publicados ha aumentado
significativamente a través de los afios, hecho que revela un interés creciente en

el estudio de estos sistemas portadores de farmacos.
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Figura 1.2. Numero de publicaciones de NP poliméricas en funcién de los afios
obtenidos combinando las palabras claves "nanoparticulas proteinicas” y
"sistemas transportadores de farmacos" en el buscador scopus desde 1990 a 2015
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La utilizacién de albumina sérica humana (ASH) para la elaboracion de
nuevos sistemas portadores de firmacos nanométricos presenta numerosas
ventajas debido a que es una proteina enddgena y, por lo tanto, a las ventajas de
los polimeros naturales se suma la falta de actividad antigénica (Migneault y
cols., 2004). Existen numerosos procedimientos para la obtencion de
nanoparticulas de albumina sérica humana (NP-ASH), siendo el proceso de
desolvatacidon uno de los mas simples, robustos y reproducibles mediante el cual
las NP se forman por el agregado de un agente de desolvatacion (etanol o
acetona) a una solucion de ASH (Paik y cols., 2013; 2012; Wacker y cols., 20m).
Posteriormente, es clave el agregado de un agente entrecruzante (AE) a las NP
formadas para asegurar la estabilidad coloidal del nanosistema en el tiempo ya
que, de lo contrario, la ASH tiende a volver a su estructura termodinamicamente
mas estable llevando a la desaparicion de las NP. Son muchos los reportes que
muestran al glutaraldehido como el agente quimico utilizado para dicho fin y el
entrecruzamiento se logra por la reaccién entre los grupos aminos de la ASH
nanoparticulada expuestos en la superficie y los grupos aldehidos (Weber y cols.,

2000; Rohiwal y Pawar, 2014). En la figura 1.3 se esquematizo dicho proceso.

0 0

Figura 1.3. Esquema representativo de la reaccion entre los grupos reactivos del
glutaraldehido y los grupos amino libres de la NP-ASH (extraido y modificado de
Bae y cols, 2012).
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Como fue reportados por Van Miller y cols. (2002) el uso de glutaraldehido
presenta la desventaja de que se trata de un compuesto toxico para las mucosas.
Por consiguiente, si estos sistemas son para la administracion crénica pueden

llegar a presentar numerosos problemas para la salud.

En este contexto, uno de los principales objetivos del presente trabajo fue
el estudio de nuevos agentes AE para la formacién de NP de ASH. El reemplazo
del glutaraldehido supone un gran desafio dado que existen muy pocos
antecedentes del uso de AE alternativos con propiedades adecuadas (Jahanban-
Esfahlan y cols., 2014; Lin y cols., 2004). La seleccién de los AE se baso en la
existencia de grupos funcionales en la estructura quimica del AE capaces de
interaccionar con la NP-ASH vy, adicionalmente, deben ser compuestos no tdxicos

y, en lo posible, aprobados como excipientes para formulaciones farmacéuticas.

MATERIALES Y METODOS

2. MATERIALES
EXCIPIENTES

2.1. Albaumina sérica humana (ASH)

La albumina de suero humano (ASH, figura 2.1.1) es la proteina mas
abundante del plasma (35 a 50 mg/ ml), con una vida media de 19 dias. Esta
proteina enddgena es sintetizada en el higado, participa en el mantenimiento de
la presion osmotica y en procesos relacionados a la unién y el transporte de

nutrientes hacia las células (Kratz, 2008).

La ASH tiene un peso molecular de aproximadamente 66 kDa. Su
estructura quimica consiste en una cadena polipeptidica de 585 aminoacidos con
numerosos residuos de aminodcidos (1 residuo triptofano, 6 residuos de
metionina, 17 residuos de cisteina, 36 residuos de acido aspartico, 61 residuos de

acido glutamico, 59 residuos de lisina y 23 residuos de arginina) y 7 puentes di-
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sulfuros, los cuales contribuyen a las propiedades quimicas de la proteina y a su
conformacioén espacial. En lo que respecta a la estructura secundaria, si bien no se
conoce con exactitud, se reportd que aproximadamente es el 55 % o-hélice

(Trache y cols., 2012; Langer y cols., 2008).

Las numerosas ventajas de esta proteina (biodegradable, biocompatible y
no-toxica) junto a la alta solubilidad (hasta 40 % p/v) a pH 7,4 hacen de la ASH
un portador de interés terapéutico, capaz de transportar una amplia variedad de

farmacos.

Con respecto a las propiedades fisicoquimicas, esta proteina tiene un
potencial zeta de -17 mV (a pH fisioldgico), es estable en el rango de pHde 4a 9y
se puede calentar a 60°C hasta 10 horas sin efectos deletéreos (Pathak y Thassu,

2009).

En el presente trabajo de tesis doctoral se utilizé6 ASH con una pureza del

99 % adquirida en Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina).

Figura 2.1.1. Esquema de la estructura de la albumina sérica humana (Extraido de
Kratz, 2008).
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2.2. Glutaraldehido (GLUT)

El glutaraldehido (figura 2.2.1.) es un liquido di-aldehido alifatico, de bajo
peso molecular e incoloro ampliamente utilizado para aplicaciones industriales,
cientificas y biomédicas. Es un compuesto soluble en agua y en solventes
organicos como el etanol, benceno y éter. Este reactivo es ligeramente 4cido en

solucion acuosa (pH 3-4).

La exposicion al glutaraldehido presenta numeros efectos adversos como
irritacion ocular, dermatitis (por alergia o por efecto irritante directo) e irritacion

del tracto respiratorio (Van Miller y cols., 2002).

La solucién de glutaraldehido al 25 % utilizada fue adquirida en Sigma,
Buenos Aires. Debido a su alta reactividad resulta ser el entrecruzante mads

utilizado y estudiado para la obtencion de NP de ASH.

0 0

H H

Figura 2.2.1. Estructura quimica del Glutaraldehido.

2.3. Gantrez ES-425 (Gantrez)
Los productos Gantrez® (figura 2.3.1) son una familia de copolimeros
sintéticos provenientes del metilvinileter y el anhidrido maleico que reacciona

facilmente con grupos amino (Gomez y cols., 2006).

Los mencionados copolimeros de Gantrez® son ampliamente utilizados en
aplicaciones farmacéuticas por sus excelentes propiedades bioadhesivas en el drea
de la odontologia. También son usados como viscosizantes, agentes
acomplejantes, coloides hidrofilos, en parches transdérmicos y en comprimidos

bucales (Fraga y cols., 2009).

En el presente trabajo de tesis se selecciond el Gantrez ES-425 donado por

Ashland (Buenos Aires, Argentina)
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Figura 2.3.1. Estructura quimica del Gantrez ES-425.

2.4. Eudragit® S100 (EUDS100)

Es un copolimero lineal constituido por grupos dimetil-amino-
metacrilatos y esteres de metacrilato. Es utilizado mayoritariamente para el
recubrimiento de capsulas y comprimidos destinados a la via oral. Dependiendo

del tipo de polimero usado los recubrimientos presentan diferentes propiedades.

El EUD-Sioo (figura 2.4.1, Evonik, Espafia) seleccionado como
entrecruzante de las NP es un copolimero anionico en base de acido metacrilico y
metacrilato de metilo. Es un polvo fino de color blanco, insoluble en agua y
soluble en alcohol y acetona. Este excipiente puede ser utilizado en formulaciones

topicas ya que se lo considera un material no toxico y no irritante.

CH, CH,
- —(H—C—CH,—C— -

C=0 C=0

OH OCH,4

Figura 2.4.1. Estructura quimica del EUD-S100.
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2.5. Hidroxipropilmetilcelulosa-Ftalato (HPMCF)

Es un compuesto derivado de la glucosa, insoluble en agua, pero soluble

en solventes organicos como metanol, etanol y acetonitrilo (Rowe y cols., 2006).

El HPMCF (figura 1.5.1) fue desarrollado y utilizado originalmente como
un agente de revestimiento entérico, pero gracias a sus propiedades favorables, se
ha extendido su uso a nuevos campos de aplicaciones, incluyendo preparaciones

de liberacidon sostenida y bases de microcapsulas.

La HPMCF fue provista por Acros Organic, Espafa.

OR
0
OR (OR R
//
00 OoRrO
OR
/]
RO OR
- CHy~ N
H or
R = H, CHg or CH;I\Q’)X
00 00
/ OH or HO OYCHQ
CHs

Figura 2.5.1. Estructura quimica del ftalato de HPMC.

2.6. Polietilenglicol 35000 (PEG)

Los PEG (figura 1.6.1) son un grupo de polimeros formados por la reaccién
entre 6xido de etileno y agua. Existen varios grados segtin su peso molecular (de

200 hasta 35000)

Son compuestos muy utilizados en la industria farmacéutica en productos
oftdlmicos, parenterales, formulaciones topicas, orales, rectales, etc. Son

esencialmente no toxicos y no irritantes.
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Poseen una alta reactividad quimica, conferida por sus dos grupos -OH
terminales lo que los hace incompatibles con ciertos antibioticos (penicilina,

bacitracina), conservantes (parabenos), colorantes, etc.

Se selecciond como excipiente el PEG 35000 adquirido en Sigma (Madrid,

Espafia) para estabilizar las NP.

O _H
H O

n
Figura 2.6.1. Estructura quimica del PEG 35000.

2.7. Animales

La manipulacién de los conejos albinos se realizé conforme a la ARVO
(Asociacion para la Investigacion en Vision y Oftalmologia), a European
Communities Council Directive (86/609/CEE) resolucion sobre el uso de
animales en la investigacion, y el Comité de ética de protocolos experimentales
en el uso de animales en proyectos cientificos, Facultad de Ciencias Quimicas,
Universidad Nacional de Cérdoba. Se utilizaron concejos albinos New Zeland de
aprox 2,5 kg (n: 6), los cuales se encontraron albergados en estrictas condiciones

de animalario.

Respecto a los ratones, se utilizaron hembras Balb/c de 8 semanas de edad
con un peso medio de 20+1 g que fueron cuidados y alimentados bajo condiciones
estandar con libre acceso a comida y bebida. Los ratones se trasladaron a jaulas
metabolicas 12h antes de empezar el estudio para prevenir la coprofagia (la cual
alteraria el estudio) pero permitiéndoles libre acceso al agua. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo siguiendo un protocolo previamente aprobado
(nro. de protocolo: 172-14) por el Comité Etico de la Universidad de Navarra en

linea con la legislacidon europea de animales de experimentacién (86/609/EU).
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3. METODOLOGIA

3.1. Obtencion de nanoparticulas de albumina sérica humana
La obtencién de nanoparticulas de albumina sérica humana (NP-ASH) se
realizo mediante el proceso de desolvatacion basado en la metodologia descripta

por Merodio y cols. (2002).
El proceso de obtencién fue dividido en los siguientes pasos:

Paso uno: 15 mL de etanol fueron afadidos a 7,5 mL de una solucion de ASH al 2
% (p/v). Se estudiaron diferentes pH de la solucién inicial de ASH en el rango de
4 a 8, ajustados con HCl y NaOH respectivamente. Las nanoparticulas formadas

(NP-ASH) se dejaron con agitacidn mecdnica constante por 10 minutos.

Paso dos: se agregd el AE a las NP. En la tabla 3.1.1 se muestran los diferentes AE
seleccionados, la proporcion utilizada y los diferentes tiempos de incubacion
estudiados para la obtencion de NP. El glutaraldehido fue utilizado como AE de
referencia.

Tabla 3.1.1. proporciones de AE estudiadas y los diferentes tiempos de incubacion
evaluados para cada proporcion de AE.

AE Relacion AE/HSA Tiempo de incubacion(min)

Glutaraldehido 5X1073 15
Gantrez 0,1-0,5 0-15
Eudragit® S1i00 0,1-0,75 0-60
HPMCF 0,1-0,5 0-60
PEG 35000 0,2-0,75 0-45

Paso tres: Se elimind el etanol de la solucion de NP mediante evaporacién a
presion reducida (rotavopar Phonenix RH-1000, Shanghai, China) y luego se
realizo la purificacion de las NP mediante dos ciclos de ultracentrifugacion a
20.000 rpm durante 20 min. a 4°C (HERMLE Z 36 HK, Labortechnik, Alemania).
En cada ciclo fue separado el sobrenadante (ASH libre) del precipitado (NP

purificada). En el ultimo ciclo, el precipitado fue redispersado en 5 mL de una
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solucién acuosa de sacarosa al 5 % y las NP fueron congeladas a -8°C para luego

ser liofilizadas (Genesis 12EL, Virtis, USA)

Se utilizo 150mg de sacarosa como agente crioprotector para prevenir la

aglomeracion de las NP durante el proceso de liofilizaciéon (Anhorn y cols., 2008).

En la figura 3.1.1 se encuentra esquematizado el proceso de obtencion completo.

METODOLOGIA DE DESOLVATACION

] ENTRECRUZANTE
B ] Etanol 21 §
cli : . l p
[ Q
;';> r—— — Il D — \
| «‘v _—
LT T T ;
Sol. ASH 2% NP-ASH NP-ASH Purificaciéon 5
3
Tercer paso

S d + Purificacion :
egundo paso l ’l‘

AE + Liofilizacion
Primer paso 2%
+ Concentracién
+ pH sol. ASH + Tiempo d(‘ Solido de NP-ASH
« ASH al 2% incubacion

+ 25°C

Figura 3.1.1. Esquema de los pasos a seguir para la obtencion de NP-ASH.

3.2. Tamano de particula e indice de Polidispersidad y
potencial zeta

Los valores de coeficiente de difusién (CD), didmetro hidrodindmico (dH)
o tamano medio de particula (TMP) y el indice de polidispersidad (IP) fueron
determinados mediante espectroscopia de correlacion fotonica (ECF) también
llamada dispersion dindmica de la luz (DLS) utilizando un equip6 Delsa-Nano-C

(Beckman Coulter, Osaka, Japon) seleccionando un dngulo de deteccién de 165°.

El potencial electrocinético o potencial zeta (PZ) de las NP se determino
por la técnica de electroforesis dindmica de la luz (EDL) utilizando un equipo
Delsa-Nano-C (Beckman Coulter, Osaka, Japdn) provisto de un laser de diodo de

658nm y un angulo de deteccion de 165°.
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El didmetro de las nanoparticulas e IP se obtuvieron de la funcion de auto
correlacion provista por el software de equipo (Delsa-Nano 2.2 software,
Beckman-Couter, Osaka, Japon) utilizando el método de Cumulants, que infiere
el didmetro a partir de la ecuacion de Stokes-Einstein (ecuacién 1) considerando

los valores de viscosidad del solvente informados en la bibliografia.

ec.1 KT
Ry= ———

6myCD
Donde Ry es el radio hidrodindmico, K es la constante de Boltzmann, T es
la Temperatura, CD es el coeficiente de difusion y 1 es la viscosidad del liquido a

25°C. Los potenciales zeta (PZ) se obtuvieron a partir del andlisis de software del

equipo que utiliza la ecuacion de Smoluchowski.

Todas las mediciones se realizaron por triplicado a 25°C a partir de
diluciones de las NP en agua purificada tanto de las NP sin liofilizar como de los
sistemas liofilizados. Se comprobd previamente que las mediciones no

presentaran modificaciones significativas en funcion de las diluciones.

3.3. Microscopia electronica de barrido
El microscopio electronico de barrido (MEB) es un instrumento que
permite la observacion y caracterizacion superficial de los sistemas. Las imagenes
y contrastes se construyen a partir de la emisién de electrones de una muestra
cuando sobre ella incide un delgado haz de electrones enfocados de alta energia

(superior a 40 keV, generalmente)

Una muestra para poder ser analizada por MEB por un lado debe estar
completamente seca, ya que las moléculas de agua que permanezcan en la
muestra ocasionaria dafios en el microscopio y, por otro lado, debe ser
conductoras de electrones, motivo por el cual suelen ser metalizadas con una

delgada lamina de paladio-platino.

Para el estudio morfolédgico se pesaron 10 mg de la NP liofilizada que se re
dispersaron en 1 mL de agua purificada. Luego, 50 pL de la muestra fue colocada

sobre una placa metdlica y dicho sistema fue secado al vacio. Posteriormente, se
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recubri6 con una capa de paladio-platino empleando un dispositivo de
recubrimiento por pulverizacién catédica (PELCO Model 3). Las fotografias MEB
se obtuvieron mediante la utilizacion de un microscopio digital (Oberkochen,
Alemania). La magnificacion seleccionada permitié observar en detalle la

morfologia de las muestras.

3.4. Osmolaridad y pH
Los valores de pH de las formulaciones se midieron utilizando un
pHmetro Hanna (Hanna HI n2, Argentina) y las mediciones de la osmolaridad
con un Osmoémetro (Osmomat 030-D crioscopico, Gonotec®, Espafa), utilizando
una solucién de cloruro de sodio como referencia (303 osmoles / kg). Ambos

valores se midieron por triplicado en todas las formulaciones.

3.5. Rendimiento del proceso
El rendimiento del proceso (RP) se realiz6 por gravimetria. Para tal fin, se
prepararon NP-ASH, con los diferentes AE y se liofilizaron sin crioprotector. Una
vez obtenido el polvo fue pesado y el rendimiento se calcul6 segun la siguiente

ecuacion:
ec.1 RE (%) = [Piiof. / (Pasu+Pag)] x 100

Donde Piiof, es el peso del polvo obtenido luego del proceso de liofilizacion,
PasH es el peso inicial de ASH para la formulacién de las NP y Pag es el peso del

AE agregado.

3.6. Rendimiento de encapsulacion
Este calculo es la determinacion de la cantidad de ASH que forma NP en
relacion a la cantidad inicial de ASH. La cuantificacion de ASH puede ser
realizada en forma directa (por desnaturalizacion de las NP obtenidas con NaOH)
o en forma indirecta (utilizando los sobrenadantes obtenidos del proceso de
purificacion). En el presente capitulo se selecciondé la forma directa de

cuantificacion redispersando 1omg de NP solida en una solucion de NaOH al
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0,005 mM. Luego, mediante la técnica Bradford (descripta continuacion) se

determind la concentracion de ASH en las NP.

La concentracion de ASH en las NP se calculd6 mediante las siguientes

ecuaciones:
ec.1 ASH (%) = [(Cnp / (Cing)] x 100

Donde Cnp es la concentracion de ASH en las NP, Cinc es la concentracion

de ASH usado inicialmente.

3.6.1. Técnica Bradford para la cuantificacion de ASH

Es una reaccion colorimétrica que permite determinar proteinas totales
mediante la reaccion de un colorante especifico (Coomassie Azul brillante G-250,
Bio-Rad, Argentina) en solucion dcida con la proteina. La union del colorante a la
proteina provoca un cambio en el maximo de absorcidn del colorante de 365 a la
595 nm (Bradford, 1976) y este cambio es indicativo de la presencia de proteinas

en la muestra.

Este método es sensible, simple, rapido, barato y pocas sustancias

interfieren en su determinacién (Carlsson y cols., 2011).

El procedimiento para la cuantificacion de ASH consistié en mezclar igual
volumen de solucion de reactivo Bradford con la dispersion NP (previamente
desnaturalizadas con NaOH) dejando incubar la mezcla durante 15min.
Posteriormente las muestras fueron medidas por espectroscopia U.V-Visible
utilizando un espectrofotometro Thermo®-Evolution 300 a un maximo de
absorcion de 595nm. Mediante una curva de calibrada realizada previamente con
contracciones conocidas de ASH fue determinada la concentracion de ASH en la

muestra.
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3.6.2. Anadlisis por espectroscopia ultra violeta visible

Las longitudes de onda de las radiaciones que una molécula puede
absorber y la eficiencia con la que se absorben dependen de la estructura de las
moléculas y de las condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza idnica,
constante dieléctrica), por lo que la longitud de onda es caracteristica de cada

molécula en el medio en el cual se encuentra.

Por lo tanto, es de gran utilidad esta técnica para caracterizar las
soluciones en la region ultravioleta-visible del espectro y se rige la ley de Beer-

Lambert que responde a la ecuacion 1:
ec.1 A=E.CIl

Donde A es la Absorbancia, E es el Coeficiente de extincion (caracteristico

de cada sustancia), 1 es el espesor de la cubeta (cm) y C es la Concentracién

(moles/1).

Una vez seleccionada la longitud de onda maxima a la que absorbe el
analito se realiza la curva de calibrado partiendo de una solucion madre de

concentracion conocida. Se realizaron tres determinaciones de cada punto.

3.7. Estabilidad del sistema coloidal

En este ensayo se determind el tiempo durante el cual los sistemas

coloidales no modifican TMP e IP.

Para dicho ensayo las NP liofilizadas se re dispersaron en una solucion
amortiguadora fosfato salino (PBS 7,4) y fueron conservadas a 4°C. A tiempos
determinados, durante un mes, se realizaron por triplicado las medidas de

TMP e IP.

3.8. Caracterizacion fisicoquimica del solido

Para estudiar los cambios que se producen en la ASH durante el proceso
de desolvatacién y posterior agregado del agente entrecruzante, se llevaron a

cabo estudios de espectroscopia infrarroja (IR) y difractometria de Rayo X (XRD).
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3.8.1. Espectroscopia IR

A través de esta técnica es posible relacionar las frecuencias de ciertas
bandas de absorcion en el IR con la presencia de determinados enlaces o grupos
funcionales en la molécula (Valls y del Castillo, 1998; Conley, 1979).

La espectroscopia IR se utilizo para determinar posibles cambios en la
estructura de la ASH tras la formacion de NP. Los espectros infrarrojos se
obtuvieron mediante la colocacion de una muestra sélida en el espectrémetro
NICOLET FTIR (Thermo® Fisher Scientific, E.E.U.U). Las muestras fueron
escaneadas de 4000 a 400 cm™ .. Los datos se analizaron utilizando el software
OMNIC (Thermo® Fisher Scientific, EE.UU.).

Se realizaron IRFT de cada analito por separado (ASH y AE), la mezcla
fisica (preparada a partir de la mezcla de iguales cantidades de ASH y AE que en

las NP) y las NP.

3.8.2. Difractometria de rayos x de polvos (DRX)

Esta técnica fue utilizada para identificar fases cristalinas y examinar
cualitativamente cambios en la cristalinidad. Para este fin, las muestras se
colocaron en forma de polvo sobre una placa metdlica en un difractémetro
(Bruker Axs D8 Advance, Alemania) y se realizaron medidas a mas de 360°C a
temperatura ambiente. Los difractogramas se analizaron utilizando el programa

Diffrac.Suite.

3.9. Ensayo in vivo de irritacion ocular
Para evaluar la potencial irritacion y dafio ocular causado por los
nanosistemas bajo estudio se emple¢ el test de Draize modificado por Tartara y
cols. (2012) (ver tabla 3.9.1). La principal modificacién con respecto al método
original fue la utilizacion de un oftalmoscopio binocular indirecto (Neitz®,
Japén) y una lupa de aumento de 20 dioptrias (Nikon®, Japon), que permitieron
evaluar microlesiones corneales y conjuntivales con la previa aplicacion de

fluoresceina (solucion de Gran, Laboratorio Alcon®).

En este ensayo se utilizaron grupos de 3 conejos New Zealand para cada

formulacion, con un peso promedio entre 2,0-2,5 kg. Para el ensayo, se
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instilaron 50 pl de la formulacion en estudio (NP) en el saco conjuntival del ojo
derecho del conejo y el ojo izquierdo se utiliz6 como control mediante la
instilacién de una formulacion comercial de hialuronato de sodio (Laboratorio

Poen®)

Las observaciones del tejido ocular fueron realizadas a los 0,5- 1- 2-3-y 24
h pos administracion. Luego, se calculd el puntaje del dafio causado tras la
aplicacion de la formulacion (tabla 3.9.1) y a partir del puntaje obtenido se

determind la gravedad de la lesién (tabla 3.9.2).
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Tabla 3.9.1. Puntajes segtin dafio causado tras la aplicacién de la formulacion

(Tartara y cols., 2012).
CLASIFICACION POR AREA

OPACIDAD DE LA CORNEA

SCORE(puntaje) |

Sin opacidad ni queratitis

Opacidad o queratitis difusa, detalles
del iris claramente visibles

Areas translucidas ficilmente
discernibles, detalles del iris
ligeramente obscurecidos

Areas opalescente, no hay detalles
visibles del iris, tamafio de la pupila
apenas discernible

Cdrnea opaca, iris no discernible a
través de la opacidad

4

AREA DE LA CORNEA INVOLUCRADA

1
Un cuarto (o0 menos) pero no cero 2
3
4
IRIS
Normal 0
Turbidez del humor acuoso 4
Profundizacion de las criptas y/o
congestion y edema del iris con 6
inyeccion periqueratica
Hemorragia, destruccidn del iris, pupila 3
o pupila no reactiva a la luz
ENROJECIMIENTO CONJUNTIVAL
Vasos sanguineos normales 0
Algunos vasos sanguineos hiperémicos
(inyeccion conjuntival) !
Enrojecimiento difuso, vasos sanguineos
no facilmente discernibles 2
Ojo Rojo 3
Quemosis 4
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Tabla 3.9.2. Gravedad de la lesidon segtin puntaje obtenido de la tabla 3.9.1

GRAVEDAD DE LA LESION

Puntaje Grado de Irritacion
oaz NO HAY IRRITACION
3a7y LEVE
8a1 MODERADO

3.10. Estudios de biodistribucion
El ensayo de biodistribucion permite determinar la presencia de la
formulacion en los tejidos (6rgano diana y no diana) asi como el mecanismo y el

tiempo de eliminacion de la formulacion del 6rgano diana y del resto del cuerpo

(Mallol, 2008).

Con la finalidad de realizar estudios de biodistribucién in vivo se
emplearon técnicas basadas en el uso de trazadores radioisotopicos. El 99™Tc fue
el isotopo de eleccion para el radiomarcaje de las nanoparticulas debido a las
adecuadas propiedades fisicas de este elemento (t,/.= 6,02 h, emisor gamma puro
de 140 keV) y a su gran disponibilidad mediante un generador de 9°Mo99™Tc. El
marcaje con este isotopo permitio ver la localizacion de las NP en los diferentes
organos del animal tras la administracion oftdlmica (Sanchez-Martinez y cols.,

2013).

El radiomarcaje de las nanoparticulas se llevd a cabo en el grupo de

Quimica Nuclear del Hospital de la Universidad de Navarra (Espafia).

Para el ensayo se establecieron 3 grupos de 6 ratones cada uno y a cada
grupo de animales se les administraron 8 pL de las respectivas formulaciones en
estudio (99™Tc-NP-GANTREZ, 99™Tc-NP-PEG y 99TcO4 - libre en colirios de
hidroxipropilmetilcelulosa). Luego, a tiempos determinados se tomaron
imigenes de los animales mediante cdmara gamma (previa anestesia con
isofluorano al 2 %). Es importante aclarar que los animales estuvieron

anestesiados unicamente durante la toma de las imagenes.
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4. RESULTADOS

4.1.Estudios de pre-formulacion y formulaciéon de NP-ASH

Mediante el proceso de desolvatacion, se logro obtener nanosistemas de
ASH en forma sencilla y los resultados fueron reproducibles.

La determinacion del pH de la solucién inicial de ASH fue un factor
importante en el control de la precipitacion de la proteina durante el proceso de
desolvatacion (Jun y cols., 20ou1). Cuando el pH es cercano al PI (5,5), las
interacciones proteina-proteina son mayores lo cual favoreceria a la precipitacion
de las moléculas de ASH y como resultado podrian formarse particulas mas
grandes. Por otro lado, a pH alejados de PI las interacciones proteina-disolvente
(agua) favorecen la formacién de particulas mas pequeiias de ASH (Paik y cols.,
2013). Lo resultados del presente trabajo mostraron que el pH optimo para la
formacion de NP-ASH fue de 4,4, ya que se formo una dispersion turbia a la vista
tras el agregado de etanol (figura 4.1.1). A pH menores de 4,4 no hubo formaciéon
de NP (ausencia de turbidez) y a pH mayores se formaron precipitados de la

proteina.

Figura 4.1.1. Obtencidon de NP-ASH con estabilidad coloidal.

Posteriormente se estudidé la concentracion optima de los nuevos AE
seleccionados utilizando tiempos de incubacidn iniciales de 30 min. Los ensayos
mostraron que cuando la concentracion de AE fue baja no hubo formacion de
NP, mientras que a concentracion altas las NP precipitaron. Posteriormente, al
encontrar la concentracidén que logré mantener la estabilidad coloidal del sistema

se fueron disminuyendo los tiempos de incubacion(TT).
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En la tabla 4.1.1 se esquematizan las diferentes proporciones de ASH, de AE

utilizados y el TI para la obtencion de NP con estabilidad coloidal.

Tabla 4.1.1. Proporciones de los agentes entrecruzantes(AE) estudiados, de la
ASH y los TI seleccionados para la obtencion de sistemas coloidales estables.

Nanosistemas ASH(mg) AE(mg) TI(min)
NP-GLUT 100 5 10

NP-GANTREZ 100 25 5

NP-EUD S 100 100 50 15

NP-HPMCF 100 25 10

NP-PEG 100 10 5

De este modo, como se observa en la tabla 4.1.2 los nanosistemas con los
nuevos AE tuvieron TMP mayor y polidispersidad similar a las NP-GLUT
(sistemas de referencia) y, a su vez, dichos resultados fueron coincidentes con los
reportados previamente en bibliografia (Rohiwal y Pawar, 2014; Merodio y cols.,
2000). Las diferencias en los TMP de las NP entrecruzadas con los nuevos AE
respecto las NP-GLUT fue debido a que los nuevos AE tienen un mayor tamafio
molecular y se utilizaron en concentraciones mayores respecto al glutaraldehido
(el cual es una molécula pequeiia, con dos grupos acido muy reactivos y con bajas
concentraciones logro estabilizar las NP) (Lin y cols., 1999; Lin y cols., 1994). En

la figura 4.1.1-5 se muestran microfotografias de los nanosistemas obtenidos.

Tabla 4.1.2. Tamafio medio de particula(TMI) e indice de polidispersidad (IP) de
los nanosistemas formulados con los diferentes AE.

Muestras

NP- GLUT 0,17 + 0,01
NP -GANTREZ 231+ 2 0,14 + 0,02
NP-EUD Si100 269 + 2 0,13 + 0,02
NP-HPMCF 376 +1 0,17 + 0,01
NP-PEG 207 +1 0,10 + 0,01
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Figura 4.1.5. Microfotografia obtenida por MEB de: A) NP-GLUT; B) NP-
GANTREZ; C) NP-EDUS100; D) NP-HPMCF; E) NP-PEG.

60



Tesis Doctoral-Farm. Carolina Boiero

En las fotografias MEB se observo una aglomeracién de las NP causada por
una alta concentracion de los nanosistemas en la muestra inicial. Por tal motivo
son las diferencias entre los TMP determinados por DLS respecto los calculados
por imagenes MEB, ya que la técnica de DLS calcula el TMP utilizando un modelo
matematico, el cual considera a cada particula como una esfera (Gaumet y cols.,
2008) y la presencia de unos pocos agregados pudo aumentar significativamente

el TMP.

Por ultimo, se determind el PZ de los diferentes nanosistemas. Como fue
reportado anteriormente por Gomez-Gaete (2014) este parametro da informacion
de la estabilidad coloidal del sistema en medio acuoso. Fue reportado que valores
absolutos de potencial zeta alejados del cero son los ideales para que el sistema
coloidal sea estable (Das y cols., 2005). En la figura 4.1.1 se observa que los PZ de
las NP-ASH con los diferentes AE fueron electronegativos y alejados del cero,
mientras que cuando las NP no son entrecruzadas (NP-ASH) el PZ es cercano al

cero, ya que son sistemas que presentaron baja estabilidad coloidal.

()

Formulacion

.

Potencial zeta(mV)

Figura 4.1.1. Potencial zeta (PZ) de los diferentes nanosistemas con AE y de los
NP sin agregado de AE.
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Otro punto interesante que se desprendi6 de los resultados obtenidos de
PZ fue que la diferencia de dichos valores entre las NP-AE respecto las NP sin AE
indicé una modificacién en la superficie de las NP por el agregado del AE (Lin y

cols., 1994; Kurman y Jain, 2006)

4.2. Estabilidad del sistema coloidal

El andlisis basado en la determinacion del TMP es una de las formas
habituales de evaluacion de la vida til de las formulaciones farmacéuticas (Das y
cols., 2012). En las tablas 4.2.1 y 4.2.2 se detallan los valores TMP e IP de los
nanosistemas en medio acuso almacenados a 4°C no mostraron modificaciones
estadisticamente significativas dentro de los 21 dias pos dispersion del polvo,
exceptos las NP que fueron estabilizadas con PEG. Las NP-PEG aumentaron la
polidispersidad en el tiempo con una disminucion del TMP y dicha inestabilidad
fue atribuida a las caracteristicas hidrofilicas del AE, el cual, al estar un tiempo
prolongado en medio acuoso favorecid la solubilizacion de las cadenas del

polimero (Blanco-Prieto y cols., 2006).

Tabla 4.1.1. TMP de los diferentes nanosistemas en medio acuoso durante 21.

F lacid TMP(nm)

ormuiacion Dia1 Dia 7 Dia 14 Dia 21
NP-GLUT 163 £ 2 150 £ 2 161 + 4 171 + 12
NP-GANTREZ 246 £1 251+ 9 225+ 3 221+ 3
NP-EDU S100 241+ 2 246 £ 5 243 13 238 +1
NP-HPMCF 250+ 6 244 £ 15 242 * 26 237 +18
NP-PEG 173 + 2 154 + 15 122+ 7 95*9
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Tabla 4.1.2. IP de los diferentes nanosistemas en medio acuoso durante 21 dias

., IP
Formulacién Dia1 Dia7y Dia 14 Dia 21
NP-GLUT 0,17 £+ 0,01 0,13+ 0,01 0,14 + 0,02 0,12 = 0,01
NP-GANTREZ 0,21£0,01 0,14+0,01 0,16+0,01 0,10 * 0,01
NP-EDU S100 0,20£0,01  544+0,00 0,11+0,03 0,10+ 0,01
NP-HPMCF 0,24+0,01  (351+0,00 0,20+0,01 0,20 % 0,01
NP-PEG

0,09 + 0,01 0,26+ 0,04 0,44+ 0,03 0,45 0,04

4.3. Rendimiento del proceso y rendimiento de

encapsulacion
Los RP fueron mayores al 60 % en todos los sistemas, siendo similares a los
resultados reportados en bibliografia (Arnedo y cols., 2002; Honary y cols., 2010;
Wacker y cols. 2011). Por otro lado, los rendimientos de encapsulacion, indicativo

de la cantidad de proteina en los sistemas, dependio del AE utilizado.

Tabla 4.3.1. Porcentaje del rendimiento del proceso de obtencion de las NP (RP)
y del rendimiento de encapsulacion (RE).

Formulaciones RE (% HSA)

NP- GLUT

NP -GANTREZ
NP-EUD S100
NP-HPMCF
NP-PEG
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4-4. Estudios fisicoquimicos del s6lido

Los patrones de DRX de los sistemas mostraron que las NP obtenidas
fueron sistemas amorfos. En el Anexo 1 se muestran los espectros

correspondientes para cada sistema.

Posteriormente, la espectroscopia IR se utilizé para estudiar los posibles
cambios conformacionales en la estructura secundaria de HSA como

consecuencia de la adicién de los diferentes AE.

En las figuras 4.5.1 se pueden observar los espectros infrarrojos de: NP,
ASH, AE y la mezcla fisica (obtenida a partir de la mezcla de la ASH y AE en

iguales proporciones que en la NP).

A partir del andlisis del espectro de ASH podemos observar que exhibio
sefiales correspondientes a enlaces amida, los cuales representan diferentes
vibraciones de los restos peptidicos. Tales sefales corresponden a la banda de
amida I que varia de 1600 a 1700 cm™ (correspondiente al estiramiento C = O) y la
banda amida II a 1550 cm™ (estiramiento C-N unido al N-H). Estas bandas se han
utilizado como evidencia para determinar los posibles cambios en la estructura
de la ASH al formarse las NP debido a que estan directamente relacionados con la
estructura secundaria de la proteina. Asi mismo, la banda de amida I es mas
sensible al cambio de estructura secundaria de la proteina que la amida II

(Jahanshahi y cols., 2008).

Al analizar comparativamente los diferentes espectros, no se observo
desplazamiento en la frecuencia de la banda amida I asi como tampoco de amida
IT del espectro de las NP respecto al de la proteina sola, pero se logro determinar
un cambio en la intensidad de dichas bandas. Estos cambios de intensidad
indicaron algun tipo de interaccién entre el AE y la ASH responsable del
reordenamiento de la red polipeptidica. Esto fue previamente reportado por
Rohiwal y cols. (2014) quienes determinaron que las diferencias entre los
espectros de las NP respecto al de la ASH indicaron cambios en la estructura de la
ASH al formar NP, pero por la técnica IR no pudo ser posible la determinacion

exacta de dichas modificaciones.
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Para determinar de forma cuantitativa los cambios de intensidad de las
bandas amidas, se calculé el cambio en la intensidad relativa de la banda amida I
respecto a la banda amida II en cada una de los espectros (ASH puro, mezcla
fisica y NP) realizando una linea base manual de los diferentes espectros en cada

andlisis. Dichos valores son detallados en la tabla 4.5.1.

N’\' "'\ Glutaraldehido

\/\/N/v ASH

S
=
é ASH + Glutaraldehido
B —
@
g
= i NP-Glutaraldehido
2000 1000
N°de onda(cm™?)
/\N'\,\/j\,v GANTREZ
§ ASH
K]
i
=
8
8 ASH + GANTREZ
g
©
T
= r\J/\// NP-GANTREZ
2000 1000

N° de onda(cm™)
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Transmitancia(%)

Transmitancia(%)

EUD-S100
ASH
ASH + EUDS100
/\J\\\/f\/\r NP-EUDS100
2000 1000
N°de onda(cm™)

ASH + HPMCF

NP-HPMCF

’J\U\'\/\/V HPMCF
ASH

2000 1000
N°de onda(cm™)
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™ PEG

S

8 ASH

=

= ASH + PEG
=

2]

5

= 3

NP-PEG
2000 1000
N°de onda(cm™)

Figura 4.5.1. Espectros IR de los sistemas nanométricos, ASH, AE y mezcla fisica
(ASHy AE).

Tabla 4.4.1. Porcentaje de los cambios en las intensidades relativas de los picos
amida I respecto amida II de los espectros IRFT de ASH, NP y mezcla fisica.

Intensidad Relativa(’)

ASH 57
Mezcla fisica: ASH-GLUT 50
NP-GLUT 40
Mezcla fisica: ASH+ GANTREZ 61
NP-GANTREZ 50
ASH+EUDS100 58
NP-EUDS100 45
Mezcla fisica: ASH+HPMCF 50
NP-HPMCF 54
Mezcla fisica: ASH+PEG 57
NP-PEG 45
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4.5. Ensayos in vivo de irritacion ocular

Las formulaciones de aplicacion ocular deben cumplir con una serie de
requisitos entre los cuales se incluyen isotonicidad y pH compatibles con el fluido
lagrimal. Estos valores corresponden a un valor de osmolaridad de 2gomOsm/kg
y un rango de pH entre 6,6 y 7,8, pero el fluido lagrimal tiene una cierta

capacidad amortiguadora (Burstein, 1997; Guerrero y cols., n.d).

Por lo tanto, segtn lo establecido por la USP 32 - NF 26 (2008) el pH de las
formulaciones oftalmicas debe estar en el rango de 6,5 a 8,5, mientras que los
valores de osmolaridad deberian estar comprendidos entre 205-684 mOsm/l.
Cuando dichos valores se encuentran por fuera del rango especificado, las
formulaciones pueden producir irritacion ocular e incluso dafios en los tejidos
oculares del segmento anterior del ojo. A continuacién, en la tabla 4.5.1 se
detallan los valores de dichos pardametros correspondientes a los sistemas
nanométricos. Estos datos mostraron que las NP no requieren el agregado de

excipientes para regular pH u osmolaridad.

Tabla 4.5.1. Osmolaridad y pH de los nanosistemas formulados.

Formulacion Osmolaridad
(mosm/1)
NP -GLUT 453 + 21 6,11 + 0,02

NP-GANTREZ 344 12 7,00 = 0,13

NP-EUDS100 447 £ 25 6,05 * 0,08

NP-HPMCF 611 + 22 7,23 = 0,02

NP-PEG 474 £ 21 6,00 * 0,02

Posteriormente a la determinacidn de los valores de pH y osmolaridad de
las nanoparticulas, se llevaron a cabo estudios in vivo con la finalidad de asegurar
la inocuidad de las NP en el tejido ocular. Tras la administracion de las NP no se

observaron molestias o enrojecimiento en el tejido ocular de los animales
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respecto el ojo control. Adicionalmente, en la cornea y en la conjuntiva no hubo

evidencias de hinchazon o signos de edema o hemorragia.

La figura 4.5.1 se muestran los resultados de los estudios de tolerancia

ocular. utilizado como control una solucién comercial de acido hialurdnico.

3,000 NO IRRITANTE
2,000

L

8

=

D? - u l.l_'
0,000 l_

0 0,5 1,5 2,5 24
Tiempo(h)

mAH ENP-GLUT B NP-GANTREZ ENP-EUDS100 m NP-HPMCF ENP-PEG

Figura 4.5.1. Puntaje de Irritacion ocular determinada a través de test de Draize
modificado para los diferentes sistemas nanométricos formulados.

4.6. Ensayo in vivo de biodistribucion

Este ensayo permite observar de forma preliminar el comportamiento de
los sistemas nanoparticulados en relacion al tiempo de permanencia en el lugar
de aplicacién vy, paralelamente, el destino biologico luego de su distribucion en
los distintos tejidos circundantes al entorno ocular. Para el ensayo se
seleccionaron dos sistemas nanométricos: NP-GANTREZ y NP-PEG. Las NP-
GANTREZ fueron elegidas en base a los resultados de rendimientos y de
estabilidad coloidal, mientras que las NP-PEG se seleccionaron debido a que el
PEG es un polimero ampliamente utilizado y estudiado en la industria

farmacéutica (Irache y cols., 20m).

La figura 4.6.1 muestra las fotografias de los animales luego de la
instilacion de la formulacién y de la solucion control. Si bien las imagenes fueron
tomadas a partir de los 15 minutos aqui se mostraron a partir de las 5 h. A

tiempos menores no se observd migracion de las formulaciones fuera del entorno
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ocular infiriendo dicho resultado a una muy baja eliminacién de las NP desde el

sitio de aplicacidon durante dicho periodo de tiempo.

Las imdgenes mostraron que la formulaciéon permanece en el sitio de
aplicacion por lo menos 17 h pos instilaciéon, lo cual es indicativo de la buena
bioadhesion de los sistemas en el tejido ocular. Por otro lado, se visualizé la
migracion de la formulacidon desde el sitio de aplicacion al tracto gastrointestinal

y su posterior eliminacion.

De este modo, los sistemas mostraron ser muy eficientes en cuanto al

tiempo de permanencia en el sitio de aplicacion.
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99Tc-ASH 99Tc-NP-GANTREZ

9Tc-NP-PEG

Sh 7h 9h30m 12h 14 h 30 17h30m

Figura 4.7.1. Biodistribucion y permanencia en el tejido ocular de las NP-
Gantrez, NP-PEG y formulacion control en el tiempo tras la
administracion tdpica oftdlmica.
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5. DISCUSION

La albumina es una proteina con propiedades farmacéuticas beneficiosas
ya que presenta alta solubilidad en agua, es estable frente a cambios de pH y
disolventes organicos, es biodegradabilidad / biocompatibilidad, sin toxicidad e
inmunogenicidad y versatil para modificaciones en su estructura (Kratz, 2008).
Como fue reportados por Naveenraj y Anandan (2013), las nanoparticulas
obtenidas de albumina son seguras para la administracion de farmaco y capaces
del direccionamiento de fairmacos anticancerigenos al tejido tumoral. Ademas, a
diferencia de las nanoparticulas obtenidas a partir de polimeros sintéticos, las
NP- HSA mostraron ser bien toleradas in vivo y no presentaron efectos
secundarios significativos (Irache y cols., 2011; Dreis y cols, 2007) lo cual fue
confirmado mediante los resultados arrojados de los estudios clinicos del
Abraxame © que fue el primer sistema nanométrico de ASH (conjugado

polimérico) comercializado (Ibrahim y cols., 2002; Feinstein y cols., 1990).

El método de desolvatacion ideado por Weber y cols. (2000), permiti6 la
obtencion de NP tras el agregado de un agente de desolvatacion a una solucion
de ASH. En el presente trabajo, fue necesario la implementaciéon de
modificaciones en la metodologia de obtencion reportada previamente (Ghosh y
cols., 2016; Rhaese y cols., 2003; Merodio y cols., 2002; Weber y cols., 2000) con la
finalidad de simplificar el proceso y utilizar nuevos AE en reemplazo al
glutaraldehido. La reaccion de entrecruzamiento entre las NP de ASH vy
glutaraldehido fue estudiado anteriormente por otros autores (Rohiwal y cols.,
2014; Migneault, 2004) y dicho proceso se origina por una reaccion covalente
entre los grupos aldehidos del glutaraldehido y los amino libres correspondientes
a los residuos lisina de la ASH que quedan expuestos en la superficie de la NP.
Por otro lado, si bien no hay reportes sobre la interaccién entre la NP-ASH vy los
nuevos AE, por las estructuras quimicas de los diferentes AE se postuld que el
entrecruzamiento fue por reacciones del tipo puente de hidrogeno o
hidrofobicas. Esta teoria pudo confirmarse a partir de las investigaciones

anteriores (Wu y cols.,2013; Kumar y cols., 2009) que indicaron que la interaccion
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entre el PEG y las proteinas fue a través de interacciones hidrofébicas o puente de
hidrogeno.

Posteriormente, el andlisis de IR, como fue estudiado previamente por
Bronze-Uhle y cols. (2017), permito determinar una modificaciéon en las
intensidades de las bandas amida I y II (caracteristicas de la ASH nativa), lo cual
significo una modificacién en la estructura secundaria de la ASH al formar NP.

La estabilidad coloidal de los sistemas dependio del AE. Los nuevos AE
mostraron mantener la estabilidad coloidal por 21 dias en medio acuoso, excepto
el PEG. Dicha inestabilidad de las NP- PEG fue a causa de la exposicion del
nanosistema en solucion acuosa durante tiempos prolongados, hecho que
favorecio la solubilizacion de las cadenas del polimero (Simoén-Yarza y cols.,
2013). Una alternativa para mejorar la estabilidad coloidal de las NP-PEG fue la
liofilizacion de las NP luego de la obtencion. Este proceso permitio conservar la
estabilidad tanto quimica como fisica de la formulacion durante periodos de
tiempo prolongados (Carpenter y cols., 1997). Paralelamente, dicho proceso se
aplico en los demds sistemas nanométricos obtenidos, ya que aumento
considerablemente la vida util de la formulacion. Este aumento en la estabilidad
de los nanosistemas fue estudiado previamente en el trabajo de investigacion
realizado por Ahton y cols. (2008). Adicionalmente el proceso de secado presenta
la ventaja del ficil transporte y almacenamiento de las muestras (Lu y Pikal,

2004).

Las formulaciones oculares no deberian causar irritacion ni dafio ocular, lo
cual se logré determinar facilmente mediante la utilizacion del test de Draize
modificado por Tartara y cols. (2009). Mediante este test se determin6 que las
NP-ASH con los diferentes AE no causaron irritacion ni dafio ocular superficial lo
cual también fue reportado por otros autores que desarrollaron sistemas
poliméricos para administracion oftalmica (Yadav y cols, 2014; Pignatello y cols.

2002).

Al considerar seguros los sistemas para la administracién oftdlmica de
farmacos, fue importante determinar la capacidad de las NP-ASH de permanecer

en el sitio de administracion, ya que poco se conoce acerca del comportamiento y
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biodistribucion in vivo ocular de estos sistemas. Para tal fin, se realizo el marcaje
radiactivo de los sistemas nanométricos, lo cual permitio determinar la
radioactividad de las NP-Gantrez y NP-PEG en la superficie ocular por 17h pos
administracion. Este fendmeno de mucoadhesion se logro explicar mediante lo
reportado por Sosnik y cols. (2014). Dichos autores publicaron que el proceso de
bioadhesion se encuentra favorecido en los sistemas nanométricos y que dicha
union perdura tiempos mas prolongados en comparacion con estructuras de
mayor tamafo. Este comportamiento fue atribuido a la mayor superficie de
contacto de las NP. En la figura 5.1 se esquematiz6 lo sucedido luego de la
administracion ocular de NP en la superficie ocular, observando que las NP que
atraviesan la capa de moco quedan atrapadas o enredadas las cadenas de la
mucina, generando un mayor tiempo de permanencia de la formulacion en la

zona pre corneal (cirulos verdes).

El fenémeno de bioadhesion de las NP evaluadas fue favorecido también
por las propiedades bioadhesivas de las AE, las cuales fueron previamente
estudiadas por diferentes autores (Aglieros y cols., 2009; Krassimira y cols., 2005;

Yoncheva y cols., 2005; Patel y cols., 2010; Peppas y cols., 1995).

NP no bioadhesivas <—|_° o o Zona pre ocular
—_—

NP-bioadhesivas

—» Capade Mucina

Figura 5.1. Esquema del proceso de bioadhesion de los NP con la capa de mucina
(Extraido de Sosnik y cols, 2014).

Durante afios la busqueda de nuevos sistemas portadores de farmacos para
el tratamiento de enfermedades oculares ha intentado aumentar el tiempo de
permanencia de la formulacion en la superficie ocular con la finalidad de
aumentar la permeacién de F a través de la cérnea y disminuir la pérdida del F a

circulacion sistémica (Jarvinen y cols., 1995). Por lo tanto, las nanoparticulas
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mostraron ser sistemas con gran capacidad de adhesidn a la mucosa ocular lo que
genero un aumento del tiempo de residencia de la formulacion en el ojo. Esta
caracteristica de las NP permitiria una mayor biodisponibilidad ocular de los F

respecto a los colirios.

6. CONCLUSIONES PARCIALES

Se obtuvieron nuevos sistemas nanométricos de ASH con potencialidad
para la aplicacion oftalmica. El proceso de coacervacion permitio la obtencién de
las NP de forma facil, reproducible y con baja polidispersidad.

Los sistemas presentaron valores de osmolaridad y pH en el rango
adecuado para las formulaciones oftalmicas y, en los ensayos in vivo, las NP no
causaron irritantes ni dafio ocular superficial. Adicionalmente, los sistemas
mostraron una alta permanencia en el sitio de aplicacion.

En conclusion, las NP-ASH fueron sistemas con caracteristicas

prometedoras para la liberacion prolongada de farmacos a nivel ocular.
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1 INTRODUCCION

El glaucoma es una neuropatia optica, cronica, propesiva que conduce a la
ceguera. De hecho, es la principal causa de ceguera irreversible en el mundo
(Lora y Andr, 2005) y, segin la organizacion mundial de la salud (OMS), el

numero de personas con glaucoma es de 5,7 millones.

Esta patologia comprende una serie de enfermedades oculares, de
diferentes causas pero que tienen como comun denominador el aumento de la
presion intraocular (en adelante PIO) (Tartara y cols., 2008). La PIO elevada
puede provocar un deterioro funcional progresivo e irrecuperable de las fibras
nerviosas de la retina y por ende del nervio dptico, causando una constriccion

caracteristica del campo visual.

La PIO esta determinada por la relacion entre la velocidad de produccion
del humor acuoso (en adelante HA) en el epitelio del cuerpo ciliar y la
eliminaciéon del mismo. Su principal via de eliminacién es a través de la via
trabecular, también Illamada via convencional, por la cual se evacua
aproximadamente el 8o % del HA. La otra via de drenaje, menos conocida, es la

uveoescleral (Schmidl y cols., 2015).

En la figura 1.1 se puede observar un esquema de un corte anatémico del
segmento anterior del ojo, donde se muestra la circulacion normal del humor
acuoso (amarillo), secretado por los procesos ciliares y su eliminacion por el seno

camerular (rojo).

La presion ocular tiene un valor promedio en la poblacién de 16 mmHg
con una desviacién estandar de 2,5 mmHg, por lo que valores sobre 21 mmHg se

consideran probablemente patoloégicos.
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Angulo esclero
corneal y trabeculado

Circulaciéon de HA

Iris

Procesos

ciliareas

Figura 1.1. Esquema de un corte anatémico del segmento anterior del ojo, donde
se observa la circulacién normal del humor acuoso (amarillo), secretado por los
procesos ciliares y su eliminacion por el dngulo esclero-corneal (rojo) (Extraido

de Tartara, 2013).

La etiopatogenia varia segtn las diferentes formas de glaucoma (Maul y
Puente, 20m). El denominado glaucoma de angulo abierto primario (GAAP) o
glaucoma cronico simple es la forma mas frecuente de glaucoma, llegando a
representar el 60 % de los glaucomas, y es totalmente asintomatico. Los pacientes
pueden pasar afos sin saber que tienen glaucoma a menos que se les realicen un
examen para detectar la enfermedad. Por este motivo muchos enfermos se dan
cuenta que algo afecta su vision cuando ya el campo visual se encuentra
seriamente comprometido. Si bien es una enfermedad bilateral puede ocurrir que
su evolucién sea asimétrica. Los tratamientos farmacoldgicos estdn orientados a
la disminucion y el control de la PIO (Pifiero y cols., 2005; Anhchuong y cols.,

2003)

El objetivo del tratamiento del glaucoma consiste en la disminucién de la
PIO a valores normales para disminuir el riego de progresion del dafio en el
nervio optico. El tratamiento topico por instilacion de farmacos hipotensores es
la primera linea de eleccion y, de no ser efectivo el tratamiento farmacoldgico, es

necesaria la utilizacion de terapia laser o quirurgica.
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Los farmacos utilizados cotidianamente en la clinica son: betabloqueantes
topicos (selectivos y no selectivos), inhibidores de la anhidrasa carbdnica,
agonistas alfa-2 y analogos de las prostaglandinas (Lavik y cols., 2011). La eficacia
de estos sistemas depende de la farmacodinamia del medicamento hipotensor y
la capacidad del farmaco de permear la cérnea y llegar a su sitio de accion en
tiempo y forma (farmacocinética). Es importante resaltar que, por los
mecanismos normales del ojo (descriptos en la introduccion general), es bajo el
porcentaje de fairmaco que permea a través de cérnea y en menor medida por

esclera.

El maleato de timolol (TM) es un betabloqueante adrenérgico no selectivo
de los receptores adrenérgicos Bly B2. Este agente antiglaucomatoso produce
disminucion de la presion intraocular mediante una reduccion de la produccion
de humor acuoso en el epitelio ciliar. Desde su aprobacién en 1979 es utilizado en
la clinica como primera linea para el tratamiento del glaucoma (Mohamed y cols.,

2014).

Si bien el TM es de aplicacion topica ocular, debido a la pérdida de
formulacion por la via nasolagrimal, son numerosos los efectos adversos a nivel
sistémico que se pueden presentar tras su administracion (Ofri y Narfstrom,
2007). Entre los efectos secundarios se puede citar la disminucién en la presion
sanguinea, disminucién de pulso, fatiga y depresidn, entre otros (Schmidl y cols.,
2015). Es importante destacar que es un medicamento de administracion crénica
en la clinica, por lo tanto, es sumamente importante la disminucion de dichos
efectos secundarios. Por este motivo resulta interesante el desarrollo de nuevos

sistemas portadores que presenten ventajas respecto la terapia actual disponible.

Uno de los desafios del presente trabajo de tesis doctoral fue la obtencion
de nuevos sistemas portadores de TM vehiculizados en nanoparticulas de
albumina sérica humana. El objetivo fue aumentar el tiempo de permanencia de
la formulacién en el tejido ocular buscando: aumento de la permeacion del
farmaco en el tiempo, disminucion del porcentaje de farmaco que se elimina por
conducto nasolagrimal y reducciéon de la dosis administrada. Todos los factores

detallados anteriormente conllevan a una reduccidon de los efectos adversos de los
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farmacos a nivel sistémica y una menor frecuencia de administracion
(favoreciendo la adherencia al tratamiento). En la figura 1.2 se esquematizo los

principales objetivos para los nuevos sistemas portados.

Disminucién
I\/l de la dosis
v ' . by - Disminucion
ayor tiempo ayor/oi efecto adversos
de farmaco
permanencia permeado -Aumento de

adherencia al
tratamiento

Menor
frecuencia de
administra-
cion

Figura 1.2. Objetivos planteados en el desarrollo de SPF.

Si bien el 9o % de las formulaciones oftdlmicas de TM disponibles en el
mercado son soluciones o suspensiones oculares (colirios) existen numerosas
investigaciones relacionadas a nuevos SPF, incluyendo nanosuspensiones,
liposomas, niosomas, dendrimeros, nanoparticulas, insertos oculares, implantes,
hidrogeles y profairmacos. Los nuevos sistemas de administracion de farmacos
presentan numerosos beneficios respecto a las formulaciones convencionales,
tales como: mejor biodisponibilidad, baja o nula toxicidad sistémica, perfil
terapéutico superior y mayor adherencia al tratamiento por parte del paciente

(Sah y Suresh, 2017; Wadhwa y cols., 2010,; Lavik y cols., 2011).

En el presente capitulo se obtuvieron NP de ASH con TM. Para tal fin se
realizé la caracterizacion fisicoquimica y los estudios in vitro, ex vivo e in vivo de

las NP obtenidas.
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MATERIALES Y METODOLOGIA

2. MATERIALES

Para el disefio y elaboracion de las NP-ASH se utilizo la ASH y las AE
(glutaraldehido, Gantrez ES-425, Eudragit Sioo, ftalato de HPMC y PEG 35000)

descriptos en los materiales del capitulo 2.

2.2. Farmacos: MALEATO DE TIMOLOL
El maletao de timolol ((S)-(-)-1-[tert-butylamino]-3- [(4-morpholino-1,2,5 -
thiadiazol- 3 -yl)oxy]-2 -pro - panol, figura 2.2.1) utilizado en este trabajo fue

adquirido en Parafarm® (Argentina).

(9

N
CH,
\

N/ O/\/\N)\\CH3
OH H

Figura 2.2.1. Estructura quimica del maleato de timolol

2.3. Animales: Modelo en conejos para el tratamiento del glaucoma

Se utilizaron conejos albinos tipo New Zealand de 1,8 a 3,0 kg (n=10). Se le
proporciond alimentos y agua a voluntad en un recinto con temperatura
controlada. Los animales fueron expuestos a ciclos de 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad. El procedimiento de manejo animal fue efectuado conforme a la
ARVO (Asociacion para la Investigacion en Visidon y Oftalmologia), a European
Communities Council Directive (86/609/CEE) resolucion sobre el uso de
animales en la investigacion, y el Comité de ética de protocolos experimentales
en el uso de animales en proyectos cientificos, Facultad de Ciencias Quimicas,

Universidad Nacional de Cordoba.
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3. METODOLOGIA

3.1. Obtencion de nanoparticulas de albumina sérica humana

Se utilizo el procedimiento descripto en metodologia 3.1 del capitulo 2. La
variante incorporada en este ensayo fue la incorporacion de 5 mg de TM afiadido
a la solucidn inicial de ASH al 2 % p/v. Luego el procedimiento fue realizado tal
como se ha descripto en el capitulo para la obtencién de NP-ASH utilizando los

nuevos AE y el glutaraldehido como AE de referencia.

3.2. Tamafno de particula e indice de polidispersidad y

potencial zeta

Dicha metodologia fue detallada en el capitulo 2 (metodologia 3.2).

3.3. Rendimiento del proceso y rendimiento de

encapsulacion

Ambos parametros fueron determinados segtn la metodologia 3.5y 3.6 del

capitulo 2.

3.4. Capacidad de carga
La capacidad de carga(CC) es el porcentaje de TM vehiculizado en la NP y
la determinacion fue realizada por dos metodologias diferentes: 1) analisis por

espectroscopia ultra violeta visible y II) cromatografia liquida de alta resoluciéon

La espectroscopia UV-Visible se utilizd para la cuantificacion de TM
mediante la técnica directa por desnaturalizacion de las NP con una solucion de
NaOH 0,005 M. Las muestras desnaturalizadas fueron filtradas a través de tubos
AMICON?® con filtro 10 kDa. El filtro retuvo la ASH mientras que el fairmaco fue

filtrado, permitiendo la cuantificacién de TM sin la interferencia de la ASH.

La técnica HPLC (explicada a continuacién) fue validada para la

determinacion conjunta de TM y ASH. Esta técnica se utilizé como control para



Tesis Doctoral-Farm. Carolina Boiero

la determinacién de ASH y TM en el sobrenadante obtenido luego del proceso de

purificacion de las NP-ASH.

Mediante la ec. 1 se calculé del porcentaje de TM en las NP y la ec. 2

permite la cuantificacion de TM en el sobrenadante.
ec.1 %CC= (Cfinal/Cinicial) x 100
ec. 2 %CC= [(Cﬁnal'cinicial) X 100]/ Cinicial

Donde la Cfinal, es la concentracién de TM cuantificada en las NP, las

Cinicial es la cantidad de TM pesado inicialmente y CC es capacidad de carga.

3.4.1. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

El equipo utilizado fue HPLC WATERS con bomba binaria (Waters 1525
pump) con inyector automdtico (Waters 717 plus autosampler), horno
termostatizador para columnas (Waters 1500 series columna heater) y detector
UV con arreglo de diodos Waters 2996 (PDA) (Waters Corp., Milford, USA). La

longitud de onda seleccionada fue 276 nm para la deteccion de los analitos.
Los datos fueron recopilados y analizados a través del Empower Software®.

La columna utilizada fue una columna de fase reversa Luna C18 (250 x 4,60
mm, Phenomenex) de 10 pm de tamafio de poro con una pre-columna de

seguridad.

Para el desarrollo de la técnica de HPLC la fase mdvil utilizada fue una
mezcla de acetonitrilo: acido trifluoroacetico 0,05 % en agua en una proporcion
60:40. El flyjo isocratico de la corrida fue de 1 mL/min y el volumen de inyeccién
de 20 microlitros, a una temperatura de 25 °C. La fase mdvil fue filtrada a través
de filtros 0,45 pm Millipore Durapore® filtro y desgasificadas mediante una

bomba de vacio.
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Desarrollo y validacion de la técnica de determinacion de albumina sérica

humana y maleato de timolol por HPLC

Para la determinacién de ASH y TM (en forma conjunta o por separado),
se desarrollé y validé una nueva técnica de HPLC, la cual no estaba descripta

anteriormente en bibliografia (Boiero y cols., 2015).

La validacion fue realizada segun los lineamientos de la International
Conference On Harmonisation Of Techical Requirements For Registration Of
Pharmaceuticals For Human Use (ICH segin sus siglas en inglés) y de
Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA segtn sus

siglas en inglés).

Preparacioén de las soluciones madres y estdndares de calibracion

Las soluciones madres de ASH y TM fueron preparadas pesando 100 mg de
ASH y 50 mg de TM, los cuales se disolvieron en 50 mL de agua. A partir de estas
soluciones se realizaron las curvas de calibrado a partir de diluciones seriadas de
la solucién madre usando agua purificadas. Las concentraciones utilizadas para
las curvas de calibrado fueron de 0,2- 1- 2,5-10- 15- 20 mg/mL de ASH y 0,01- 0,05-

0,1- 0,3- 0,6 y 1 mg/mL de TM.

Pardmetros de Validacidén

Curva de Calibrado

La curva de calibrado se realizo por triplicado utilizando 6
concentraciones diferentes de ASH y de TM, preparadas a partir de la solucion
madre de cada analito. Cada curva de calibrado fue obtenida por triplicado,
realizdndose curvas inter e intra dia. Las curvas se obtuvieron por analisis de
regresion lineal de las dreas de los picos de los analitos en funcion de la
concentracién. A partir de cada curva se calcul6 el coeficiente de correlacion (r?)
y la desviacién estandar relativa (RSD %) del factor de respuesta para cada
estandar. La linealidad de las curvas se determino graficando las concentraciones

interpoladas en funcién de las concentraciones reales de las muestras.
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Limite de cuantificacion inferior

Es la menor concentracion del analito que puede ser cuantificada con una
desviacion de la concentracion real menor a un 20 %. Este pardmetro se

determino a partir de la curva de calibrado.
Precision y exactitud

La determinacién de ambos parametros fue por andlisis repetido de las
soluciones de concentraciones conocidas de cada analito. Los ensayos se
realizaron intra dia e inter dia a distintos niveles de concentracion (alto, medio y
bajo) de cada curva de calibrado. Las tres concentraciones seleccionadas fueron:
0,2- 10 Y 20 mg/mL y 0,01- 0,3 y 1 mg/mL para ASH y TM respectivamente, las

cuales se prepararon a partir de una solucion madre.
Selectividad

Se determiné le selectividad del método para identificar y cuantificar de

forma inequivoca de cada analito en una muestra ASH y TM.

En las tablas 3.4.1.1. y 3.4.1.2 se detalla los valores obtenidos de estos

parametros.

Tabla 3.4.1.1. Resultados del analisis de regresion linear de las curvas obtenidas
por HPLC de ASH y TM.

y=bx+a C1* C2* C3* Media + SD
Ordenada al origen (a) -16461 -21229 -35161 (-24 £ 9)103
Pendiente (b) 681906 690466 674677 (68 + 9)10%

Coeficiente de

correlacion (r?) 09994  0,9974 09,9999 0,999 * 0,001

MALEATO DE TIMOLOL
y=bx+a Cr* C2* C3* Media + SD
Ordenada al origen (a) -3108 -8796 -4455 (35 + 8)10%
Pendiente (b) 12100000 12600000 12600000 (12 +1) 10°

Coeficiente de
correlacion (1?)
*Réplicas de la curva de calibrado. SD: desviacion estandar

0,0999  0,9999 0,0996  0,9998 + 0,0002
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Tabla 3.4.1.2. Precision y Exactitud de la metodologia HPLC para determinacién de TM

y ASH.
Concent.racllon Concentracion calculada Precision | Exactitud | N
?Iglgr;l;i) (mg/mL) (%) (%)
Dia1
ASH
0,2 0,196 + 0,002 1,27 98,00 3
10 10,0 + 0,4 3,72 100,30 3
20 20,2+ 0,2 1,09 101,02 3
ASH + (TM o,497mg/mL)
0,2 0,198 + 0,002 1,01 99,00 3
10 10,12 + 0,09 0,86 101,20 3
20 20,10 * 0,30 1,34 100,75 3
™
0,01 0,0102 * 0,0002 1,02 102,00 3
0,3 0,29 * 0,01 0,67 99,33 3
1 0,99 + 0,01 1,50 99,30 3
TM (HSA 10 mg/mL)
0,01 0,0101 + 0,0003 2,90 101,00
0,3 0,30 * 0,01 0,66 100,70
1 1,05 * 0,01 1,9 100,50
Dia 2
ASH
0,2 0,199 + 0,006 3,00 99,50 3
10 9,9 + 0,2 1,70 98,80 3
20 19,9 £ 0,4 2,20 99,45 3
™
0,01 0,0102 * 0,0001 0,68 102,00 3
0,3 0,29 £ 0,01 0,33 99,33 3
1 1,01 = 0,01 1,20 100,70 3

n: namero de réplicas.

3.5. Ensayos de liberacion in vitro de maleato de timolol
Los ensayos de liberacién in vitro se realizaron la por técnica de didlisis
utilizando membranas de 12 kDa de celulosa (Sigma Spectral/pro membrana,

Sigma, Argentina).
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Para el ensayo se redispersaron 150 mg de nanoparticulas en 1 mL de
solucién amortiguadora de fosfato salino (PBS, pH: 7,4) y se colocaron dentro de
la membrana de dialisis (medio donor) la cual fue atada en forma de saco con
ambos extremos cerrados herméticamente (figura 3.5.1). La membrana se coloco
en un medio receptor conteniendo una PBS en un bafo termostatizado a 37 °C
con agitacién constante (100 rpm). A intervalos de tiempo apropiados durante 2 h
se tomaron alicuotas de 1 mL del medio receptor y se reemplazaron con 1 mL de

medio fresco. La cuantificacion de TM se realiz6 por espectroscopia U.V- Visible.

Los ensayos de liberacion fueron realizados en los diferentes sistemas
nanométricos, la formulacién comercial de TM (Zopirol 0,5 %®, laboratorio Elea)
y una solucién de TM al 0,1 % (STM o,1 %, misma concentracion de TM que en las

NP).

Cada ensayo fue realizado por triplicado manteniendo las condiciones de
sumidero (sink, siglas en inglés) es decir asegurando que la concentracion final
del farmaco en el medio receptor sea inferior al 10 % de la concentraciéon de
saturacion del mismo o, lo que es equivalente, inferior al 10 % de su solubilidad

durante todo el periodo analizado (USP31-NF26, 2008).

NP-AE-TM ﬁ

k\\x: J

Figura 3.5.1. Sistemas de didlisis utilizado para el ensayo de liberacion in vitro de
las NP-ASH con TM.

Posteriormente, los datos de liberacion fueron analizados acorde con el
modelo matematico semiempirico desarrollado por Korsmeyer cols. (1983), a
partir del cual la velocidad de liberacion de un firmaco desde sistemas

poliméricos puede calcularse por la siguiente ecuacidn:
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ec.1 Ft / Foo = k] . t"

Donde Ft y Foo representan la fraccién de farmaco liberado en un
determinado tiempo t y la cantidad total contenida en el sistema,
respectivamente, k] es la constante de liberacion aparente y n el exponente de

difusion.

A partir del célculo del coeficiente n (Lee, 1985; Korsmeyer y cols., 1983) se
realizé una aproximacion de los mecanismos de liberacion que operan durante el

proceso. Este modelo (desarrollado para matrices poliméricas) propone:

(a) que si n=1 la velocidad de liberacion es constante en el tiempo, por lo
tanto, la cinética de liberacion es de orden cero y el paso limitante para la

liberacion seria la relajacidon de las cadenas del polimero;

(b) si el valor de n=0,5 (o se halla entre 0,45 y 0,55), la velocidad de
liberacion se aproxima o es proporcional a la raiz cuadrada del tiempo siguiendo
una cinética fickiana, donde la liberacion estaria controlada por la difusion de

farmaco a través de la matriz vy,

(c) si n: 0,55<n<1 la velocidad de liberacion va depender de los procesos de
difusién y relajacion, conociéndose como liberacién no fickiana o anémala (Costa

y Sousa Lobo, 2001).

El andlisis de los perfiles de liberacion del farmaco se realizé utilizando el
software cientifico 2.0 (Micromath, EE.UU.). La seleccidon del modelo se baso en
el mejor coeficiente de correlacién y los mejores criterios de seleccion, ambos

proporcionados por el software.

3.6. Ensayo ex vivo de permeacion trascorneal
Para la cuantificacion de la cantidad de farmaco permeado a través de la
cérnea se utilizaron celdas bicompartimentales (Palma y cols., 2009) (figura
3.6.1). La misma consiste en un compartimento con el medio donor con la
formulacion a estudiar y otro con el medio receptor (4 mL de una solucion de

NaCl 0,9 %). El ensayo se realizé a temperatura controlada (35,0+0,5) °C, con
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constante oxigenacion y burbujeo (mezcla de 95 % Oz 'y 5 % de COz2), a fin de

mantener la viabilidad de la cérnea.

Para la extraccion de la cérnea los animales fueron sedados con una
mezcla de ketamina 0,8 ml/kg (Ketafine® de laboratorio Brouwer) y xilacina 2 %
0,1 mL/kg (Kensol® de laboratorio Konig) previo a la eutanasia. Luego se
colocaron los conejos en una campana de acrilico herméticamente cerrada con 9o
% CO2 y 10 % Oz, Una vez muerto el animal, se extrajeron las cérneas con un
remanente escleral de 2 mm y se colocaron en las celdas con el epitelio corneal

hacia el medio donor.

A tiempos establecidos se extrajo 1 mL de muestra del medio receptor y se
lo reemplazé por la misma cantidad de NaCl fresco. Los ensayos fueron realizados

por triplicado y se mantuvieron las condiciones de sink. La cuantificacion de TM

se realizo utilizando la técnica HPLC mencionada en el item 3.4.1.

16/11/2007 17:37

Figura 3.6.1. Fotografias de una celda bicompartimental. A la izquierda se puede
observar la celda desmontada con sus dos compartimentos, y a la derecha la celda
ensamblada.

Luego de la cuantificacion se realizé un analisis de regresion lineal de los
datos de difusion obtenidos. Los parametros calculados fueron:
4+ Flujo(]): AQ/ At. Donde Q es la cantidad de TM difundido a través de la
cérnea en el tiempo (t).

4+ Coeficiente de permeabilidad aparente: (Papp): ] / Ci. Donde Ci es la
concentracion inicial del farmaco en el medio donor.
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+ Tiempo de latencia para la permeacién del farmaco. Es el tiempo
necesario para que el fairmaco puede saturar la cornea y alcanzar el
compartimento receptor. Corresponde al primer valor de TM cuantificado

durante el ensayo.

3.7. Estudios in vivo de farmacocinética
El objetivo de este ensayo fue estudiar la presencia de TM en humor
acuoso luego de la administracion de la formulacion. Para tal finalidad, se

realizaron deferentes pasos los cuales seran detallados a continuacion.
+ Extraccion de humor acuoso

Para el ensayo se utilizaron conejos albinos New Zealand (2,5 kg) y el
volumen de extraccion de humor acuoso (HA) fue de 150 pL utilizando jeringas
de 1 mL de capacidad (sin volumen muerto). Antes de realizar la extraccion, se
colocd un blefarostato infantil (para mantener los parpados abiertos durante el
ensayo) y se administro, en cada ojo, 50 pL de una solucion al o,5 % de HCI
proparacaina (anestésico topico, POEN-CAINA®, laboratorio POEN). Una vez
finalizada la extraccion, a modo profilactico, se colocaron 50 pL de antibiético en

el ojo afectado (Moosa y cols., 2014).

El esquema de extraccion de HA fue el siguiente: o- 0,5-1- 2-3- 4- 6 y 8 h
pos administracion de las diferentes formulaciones de NP, de la formulacion

comercial y de una solucion de TM al 0,1 % (STM 0,1 %).

El ensayo fue realizado por triplicado para cada formulacién estudiada y

las muestras de HA fueron conservadas a -5°C hasta su cuantificacién por HPLC.

+ Desproteinizacion del humor acuoso y cuantificacion de TM en HA

La cuantificacion de TM en humor acuoso fue realizada mediante técnica
de HPLC correspondiente y las muestran a inyectar fueron previamente
desproteinizadas. Para le desproteinizacion se afiadio 100 pL de metanol a 150 pL

de HA, la mezcla fue agitada y centrifugada a 8ooo rpm durante 10 min. Luego se
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separ6 el sobrenadante del precipitado (proteinas) y el sobrenadante fue
analizado utilizando la técnica de HPLC modificada a partir de la técnica
descripta en el punto 3.4.1. Se modificé la fase movil, con el fin aumentar el
tiempo de retencion del analito en la columna y la temperatura del horno fue de
45 °C. La fase movil utilizada fue una mezcla de trietilamina al o,1 % pH: 2,72 y
acetonitrilo (80:20) con un fluyjo de 1 mL/min. Las demds condiciones se
mantuvieron constantes. El tiempo de retencidon del analito con las condiciones

de estudio fue de 6,4 minutos (Nasir y cols., 2011).
+ Analisis farmacocinético

Las curvas de concentracion en funcion del tiempo obtenidas, asi como los
parametros farmacocinéticos fueron determinados empleado el modelo no
compartimental. Los picos de concentracion maxima (Cmax) de cada muestra
fueron leidos directamente de la curva. El drea bajo la curva (AUC) desde cero
hasta el altimo tiempo de muestreo con una concentracion medible fue calculado
segin la regla del trapezoide (Gibaldi y Perrier, 1982). Los parametros
farmacocinéticos promedios de TM obtenidos luego de la administracion tdpica
de la forma comercial, STM 0,1 % o vehiculizado en NP fueron comparados
estadisticamente usando el test de t-student. Se empledé una transformacion
logaritmica donde se encontraron diferencias significativas entre las desviaciones

estandares. Un valor de p <o0,05 fue considerado significativo.

3.8. Ensayos de farmacodinamia: MEDICION DE LA PRESION
INTRAOCULAR

En conejos adultos el valor medio de PIO es de 16 mmHg y puede medirse
facilmente con el uso de un tondometro veterinario. Para el ensayo se utilizd un

Tonometro Tonovet ICARE®.

Dias previos al tratamiento se inicid la ambientacién de los animales

mediante manipulacidon de los mismos en el animalario.

Cada ensayo fue realizado en grupos de seis animales (12 ojos), a los cuales

se les administraron 50 pL de las formulaciones en estudio en cada ojo. Las
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mediciones tonométricas se realizaron en los tiempos o- 0,5- 1-2- 4- 6- 8 h y el
valor de PIO a tiempos cero se establecié 15 min. antes del tratamiento. Todas
las mediciones se realizaron en el mismo momento del dia, por triplicado,

tomandose la media como dato final.

Los resultados de cada formulacién fueron comparados con: I) una
formulacion comercial de TM (POENTIMOL o,5 %, laboratorio POEN), II) una
solucion al 0,1 % de TM (STM o,1 %), IIT) NP vacias(NP-ASH) y 1V) la PIO basal

(obtenida tras la administracién de solucidn salina).

Los datos estadisticos de los perfiles de disminucion de PIO fueron
evaluados mediante una prueba t-student con inferencia en dos variables. Los

resultados se tomaron como significativamente diferentes en p < 0,05.

Por otro lado, la determinacion del porcentaje de descenso maximo de PIO
de cada muestra fueron leidos directamente de la curva y la PIO minima
correspondié al minimo valor de PIO obtenido de las mediciones. El 4rea bajo la
curva (AUC) desde cero hasta el ultimo tiempo de muestreo fue calculado segtin
la regla del trapezoide (Gibaldi y Perrier, 1982). Todos los pardmetros promedios
obtenidos fueron comparados estadisticamente usando el test de t-student. Un

valor de p <o,05 fue considerado significativo.

4 RESULTADOS

41.Tamano de particula, indice de polidispersidad vy

potencial zeta

A partir del proceso de desolvatacion se obtuvieron NP-ASH para la
vehiculizarian de TM con los diferentes agentes entrecruzantes (AE). Como se
mostr6 en la tabla 4.1.2 todos los nanosistemas fueron nanométricos,
monodispersos con PZ negativos. Dichos valores fueron similares a los valores de

los NP sin farmaco, lo cual confirma que el TM no interfiere en el proceso de
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entrecruzamiento (ya que no posee grupos reactivos) y se encontré encapsulado

en las NP (Arnedo y cols., 2002).

Tabla 4.1.1. TMI, IP y PZ de los nanosistemas con TM y de los nanosistemas sin
farmaco formulados con los diferentes AE.

Formulacion gﬂg; IP PZ
NP-TM -10
NP- GLUT 163 * 2 0,17 + 0,01 -26 £1
NP- GLUT -TM 179+ 9 0,18 + 0,02 28 £1
NP —-GANTREZ 231+ 2 0,14 + 0,02 -21% 2
NP-GANTREZ- TM 255 + 3 0,13 + 0,01 -27+9
NP-EUD S100 269 + 2 0,13 + 0,02 -21+1
NP -EUDS100-TM 270 * 4 0,14 + 0,09 -26 *1
NP-PEG 207 +1 0,11 + 0,01 -26+1
NP -PEG-TM 190 + 1 0,19 *+ 0,01 -23+3
NP-HPMCF 376 £1 0,17 £ 0,01 -17 1
NP -HPMCF-TM 285 +1 0,19 + 0,02 26 +1
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Por ultimo, las fotografias realizadas por MEB fueron similares a las
fotografias de los sistemas sin farmaco, con presencia de pequefios agregados y
las imagenes también son similares a las reportados en otros trabajos de NP-ASH
con glutaraldehido como AE (Sebak y cols., 2010) donde se reporté que los

sistemas son esféricos.
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Figura 4.1.5. Microfotografia obtenida por MEB de: A) NP-GLUT-TM; B) NP-
GANTREZ-TM; C)1 ¢ JDS100-TM; D) NP-HPMCF-TM; D) NP-PEG-TM.

% Hm
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4.2. Rendimiento del proceso, rendimiento de encapsulacion

y capacidad de carga

Analizando la tabla 4.2.1 se observo que los rendimientos son relativamente altos,
tanto del proceso como el de encapsulacion, y similares a los encontrados
previamente en bibliografia (Costa y cols., 2017).

Respecto la CC como reporto Merodio y cols. (2001) el agregado del
farmaco en la solucion inicial de ASH es la metodologia que mejores resultados
de CC arroja para farmacos solubles, razon por la cual se eligio dicho
procedimiento. A partir de los valores de CC se observé una relaciond entre el
porcentaje de TM encapsulado y el RE, ya que los sistemas con mayor RE fueron
los que mayor porcentaje de TM encapsularon, siendo el maximo porcentaje

encapsulado de TM del 40 % en los NP-GANTREZ.

Tabla 4.2.1. Rendimiento del proceso (RP)total de obtencion de NP, rendimiento
de encapsulacién (RP) proteinico y carga del fairmaco o capacidad de carga (CC).

Formulacion RP (%) RE (%) CcC
NP-GLUT-TM 87+4 74 13 24%5
NP-GANTREZ-TM o1+2 935 40 +7
NP-EUD-TM 89 +2 82+14 38+ 4
NP-HPMCF-TM 78 £1 71+5 17 + 4
NP-PEG-TM 65 + 2 70 £ 11 15+3

4.3. Ensayos de liberacion in vitro de maleato de timolol
En la literatura se han descriptos patrones de liberaciones bifasico para los
sistemas de NP-ASH entrecruzadas con glutaraldehido (Maghsoudi y cols. 2008;
Jain y cols., 2008; Das y cols, 2005; Merodio y cols.,2001). Dicho comportamiento
consiste en una liberacién del farmaco rapido en las primeras horas de ensayo y
luego se mantiene el porcentaje liberado en el tiempo, hecho que le confiere al

sistema una capacidad de regular la liberacion de los F.
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El ensayo de liberacion de las NP-ASH con TM se realizé durante dos
horas, mostrando una modulacion en la liberacion de TM en todos los sistemas
nanométricos con los nuevos AE, excepto las NP con PEG como AE. En la figura
4.3.1 se pueden observar los diferentes perfiles de liberacion de TM desde los
sistemas nanoparticulados (a: NP-GLUT -TM vs. FC y STM o,1 %; b: NP-
GANTREZ-TM vs. FC y STM 0,1 %; c:NP-EUDS100-TM vs. FC y STM 0,1 %; d: NP-
HPMCF- TM vs. FC y STM 0,1 %; e: NP-PEG -TM vs. FC y STM 0,1 %). En las
figuras se graficd el promedio de las tres mediciones de la contraccion de TM

indicando la desviacion estandar en funcién del tiempo.
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Figura 4.3.1. Porcentajes de TM liberado en funcion del tiempo desde las
nanosistemas, la FC y la STM 0,1 %(min.).
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A partir de los perfiles de liberacion se observo que el TM se libero en su
totalidad desde la FC y la STM 0,1 % durante el ensayo y dicho comportamiento
fue similar en las NP-PEG-TM. Por el contrario, las NP-GLUT-TM, NP-
GANTREZ-TM, NP-EDU-TM y NP-HPMCF-TM el farmaco liberado fue de aprox.
el 70 % durante las 2h de ensayo. La diferencia en los perfiles de liberacion de las
NP-PEG-TM respecto los otros nanosistemas fue por causa de la baja estabilidad

coloidal de las NP-PEG en medio acuoso (Simon-Yarza y cols., 2013).

Posteriormente se realizo el andlisis de los datos mediante el modelo
matemadtico de Korsmeyer y cols. (1983) el cual permitiéo realizar una
aproximacion de los mecanismos por los cuales fue liberado el TM desde los
sistemas nanométricos. En la Tabla 4.3.2 se mostraron los datos obtenidos del

analisis matematico:

Tabla 4.3.1: Datos de la cinética de liberacion segin el modelo matematico de

Kosmeyer y Peppas.

K N R>
NP-GLUT-TM 9,1+ 0,6 0,41 + 0,02 0,99
NP-GANTREZ-TM 3,5 £ 0,4 0,42 + 0,06 0,99
NP-EUDS100-TM 5,5 + 0,9 0,54 + 0,04 0,98
NP-HPMCF-TM 8+4 0,54 + 0,02 0,93
NP-PEG-TM 1,4 + 0,9 1,1+ 0,1 0,98

Segiin los valores de la tabla, en los sistemas NP-GLUT-TM, NP-
GANTREZ-TM, NP-HPMCF-TM y NP- EDUS100-TM la liberacién del TM fue
por difusion a través de la red polimérica. Este comportamiento fue observado
por otros autores para la liberacion de farmacos desde diferentes sistemas
poliméricos (Thakkar y cols., 2005, Ramaiah y cols., 2016), considerandose la
difusion través de la matriz el paso limitante para la liberacion del farmaco. Por
otro lado, las NP-PEG presentaron una cinética de orden cero donde la liberacién

se daria por la relajacion y erosion parcial de las cadenas poliméricas.
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4-4. Ensayos ex vivo de permeacion tras corneal

La cdérnea es la principal barrera para la absorciéon del farmaco en la
superficie corneal (Quinteros y cols., 2016), por lo tanto, el ensayo tras corneal
permitié comprobar si los sistemas nanométricos favorecen o no la permeacion a

través de dicha barrera respecto a la FC y la STM o,1 %.

En la tabla 4.4.1 se presentaron los datos obtenidos de las permeaciones
realizadas con los diferentes sistemas, expresando el promedio de cada parametro
con la desviacion estandar de cada valor.

Tabla 4.4.1. Datos de permeaciones tras corneal de los sistemas nanométricos, FC
y la STM 0,1 %.

Tiempo de
latencia

FORMULACION

FC 1,64 + 0,25 0,38 £ 0,06

STM 0,1 % 15+ 2 0,20 * 0,05 0,19 + 0,17 15
NP-GLUT-TM 4,2+0,1 0,020 £ 0,007 0,050 * 0,002 15
NP-GANTREZ-TM 10 +1 0,14 + 0,01 0,59+-0,06 15
NP-EUDS100-TM 4,6 £ 0,7 0,11 + 0,024 0,37 + 0,08 15
NP-HPMCF-TM 10,9 + 0,1 0,10 + 0,01 0,84 + 0,02 15

NP-PEG-TM 6+1 0,17 + 0,04 0,21 = 0,02 5

La FC fue el sistema que mostro mayor permeacién de TM a través de la
cornea y mayor flujo de permeacion, hecho que se relaciono con la concentracion
inicial de TM en dichos sistemas, la cual fue 5 veces mayor respecto a las NP. En
relacidn al coeficiente de Paap, dicha valor fue similar, incluso mayor para algunos
sistemas nanométricos respecto al FC y la STM o,1 %, lo cual indicé que los

nanosistemas fueron promotores de la absorcion (excepto las NP-Glut-TM).

Las NP-Glut-TM fueron descartadas para los ensayos in vivo de
farmacocinética, ya que no mostraron ser sistemas promotores de la absorcién

del TM.
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4.5. Ensayo de farmacocinética

La biodisponibilidad de un farmaco indica la velocidad y cantidad de la
forma inalterada del mismo que es absorbida, alcanza el 6rgano diana y, por lo
tanto, se encuentra disponible para producir una acciéon farmacoloégica
determinada (Toutain y Bousquet-Mélou, 2004). La comprensién de este proceso
es critica para determinar la dosis y la frecuencia de administracién de un

farmaco e influye en su eficacia y seguridad.

Las figuras 4.5.1 - 4.5.2 se muestra el perfil de concentracion de TM en HA
en funcién del tiempo. Como puede observarse la fracciéon de TM que atraveso la
superficie ocular resulto ser significativamente menor a la dosis inicial
administrada y los perfiles de los nanosistemas fueron diferentes al de la FC,
debido a las diferentes concentraciones de TM en las formulaciones. En figura
4.5.2 se excluye el perfil farmacocinético correspondiente a la FC, a los fines de
observar comparativamente con mds detalle los perfiles de las NP.
Posteriormente en la tabla 4.51. se detallan los diferentes parametros

farmacocinéticos mas relevante.
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Figura 4. 5.1. Perfiles comparativos de concetraciones de TM en HA en funcion
del tiempo.
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Figura 4.4.1. Perfiles comparativos de concetraciones de TM en HA en funcion
del tiempo.

Tabla 4.5.1. Parametros farmacocinéticos para TM obtenidos luego de la
administracion topica de los nanosistemas, la FC y la STM o,1 %.

Formulaciones

(pg-min/mL)
STM 0,1 % 0,30+0,02 60 39+4
FC 3,7+ 0,6 30 400 * 12
NP-GAN-TM 1,0 £ 0,1 30 79 £ 11
NP-EUDS100-TM 0,9 + 0,2 30 82 +17
NP-HPMCF-TM 0,51 £ 0,02 30 56 +1
NP-PEG-TM 0,49 * 0,05 30 50 + 1

AUC (0-180)
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El drea baja la curva(AUC) de la FC fue 5 veces mayor respecto las NP-
GANTREZ y NP-EUDS100 y, aproximadamente, 8 veces mayor que las NP-PEG y
NP- HPMCF. Lo mismo sucedié con los valores de Cmax. La diferencia en ambos
parametros fue atribuida a la mayor concentracion de TM en la FC (5 veces mayor
que en las NP). Por otro lado, todos los sistemas nanometricos muestran mayor
Cmax Yy AUC que la STM 0,1 %, asi como una mayor velocidad de absorcion(Tmax).

Dichas diferencias fueron estadisticamente significativas (p<o,05).

4.6. Ensayo in vivo de PIO

Los resultados de los ensayos de disminucién de la PIO se muestran en las
figuras 4.6.1 (a-e) donde se muestran los perfiles de PIO de cada sistema portador
obtenido comparado con la PIO de la FC, PIO STM o,1 % y la PIO basal. Dichos
valores se expresaron como el promedio del porcentaje de PIO, siendo el 100 % el

valor de PIO correspondiente al valor obtenido a los 15 min antes de comenzar el

ensayo.
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Graficos 4.6.1. Perfiles de % PIO vs Tiempo: a) NP-GANTREZ; b) NP-EUDS100;
¢) NP-HPMCF; d) NP-PEG. Comparadas con PIO basal, FC de TM y STM o,1 %.

A partir de los datos, se observo que todos los sistemas nanométricos
mostraron una disminucion de la PIO estadisticamente diferente a la STM 0,1 % y
la PIO basal en todos los tiempos. Paralelamente, en las figuras se represent6 con
asterisco (p<0,05) los puntos en los cuales el valor de PIO fue estadisticamente
diferente entre la FC y los sistemas nanométricos. Dichos resultados mostraron
que el efecto farmacologico de las nanoparticulas con TM fue superior a la FC en
la primera hora de ensayo, asi como también a las 6 h y 8 h de muestreo. Estos
resultados fueron obtenidos utilizando una concentracion de TM administrada 5

veces menor en las NP respecto a la FC.

En la tabla 4.6.1 se expresaron diferentes parametros obtenidos del ensayo
de farmacodinamia. A partir de los datos se observd una diferencia significativa
en las AUC de todos los sistemas nanométricos respecto a la FC y la STM 0,1 % y
los tiempos de descenso maximo de la PIO fueron entre 1 y 2 h pos
administracion de la formulacion en todos los sistemas, lo cual coincide con la

reportados por Tan y cols. (2017). A su vez, la disminucién en el porcentaje de
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PIO fue mayor en los conejos tratados con NP (con un descenso mayor al 20 %)

en comparacion con la FC (18 %).

Tabla 4.6.1. Parametros determinamos a partir de los perfiles de farmacodinamia
de los diferentes nanosistemas, la FC y la STM 0,1 %.

DESCENSO PIO mi TIEMPO MAX.
MAX min-— B ESCENSO

(%)

AUC(0-8 h)

FORMULACION (APTO-h) (mmHg)

(min.)
STM 0,1 %

COMERCIAL

NP-GANTEZ-TM

NP-EUDS100-TM

NP-HPMCF-TM

NP-PEG-TM 122 + 12

5. DISCUSION

A lo largo de los afios fue de interés el estudio de sistemas nanométricos
para la encapsulacion de TM, los cuales tuvieron como objetivo comun el
aumento de la biodisponibilidad de fairmaco (Lavik y cols., 2011). Dentro de los
nanosistemas desarrollados estdn las NP a base lipidicas como los liposomas (Gan
y cols., 2013) o NP poliméricas de chitosano (Sunil y cols., 2013), pero hasta el
momento no hay reportes de NP-ASH para la encapsulaciéon de dicho farmaco.

Los nuevos nanosistemas obtenidos con los nuevos AE fueron de tamafos
nanométricos con adecuada polispersidad. Como ejemplos de resultados
similares se puede citar los obtenidos por Ghosh y cols. (2016) quienes
desarrollaron NP de ASH encapsulando fisetina con un TMP de aprox. 20omn o
los datos reportados por Bae y cols. (2012) y Dries y cols. (2007), quienes
desarrollaron NP-ASH con doxorubicina. Ambos trabajos mostraron un potencial

zeta negativo (mayor -3omV) de las NP-ASH obtenidas utilizando glutaraldehido
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como AE, resultado similares a las NP-ASH con TM estudiadas en este trabajo de

tesis.

Los rendimientos del proceso fueron mayores al 70 % en todos los
sistemas y las NP-Gantrez fueron los sistemas que encapsularon un porcentaje
mayor de TM (aprox.40 %), valor similar a lo reportado anteriormente por otros
autores. Por ejemplo, Kumar y Jain (2007) obtuvieron una encapsulacion del 40 %
para la cefalosporina mientras que la encapsulacion del acido acetil salicilico fue

de aprox. 50 % a pH:9 segun Costas y cols. (2017).

La liberacion de TM desde las NP-ASH fue condicionada por los AE
utilizados, ya que el perfil de liberacion las NP-PEG fue diferente respectos los
otros nanosistemas formulados, hecho atribuido a la inestabilidad coloidales de
las NP-PEG en medio acuoso (resultado detallado en los ensayos de estabilidad
coloidal de NP-PEG). Adicionalmente, para los sistemas que modularon la
liberacion del TM, el modelo matematico de Korsmeyer-Peppas mostro que la
difusion del TM a través de la matriz polimérica de ASH regula la liberacion;
dichos resultados fueron previamente observados también por Ramaiah y cols.

(2016).

Por otro lado, los ensayos ex vivo mostraron que los nuevos nanosistemas
fueron promotores de la permeacion, lo cual fue reportado por otros autores para
sistemas liposomales y de liposomas con quitosano (también llamado chitosdn)
cargados con TM o en nanosistemas poliméricos de Eudragit RSi00 y Etilcelulosa
con acetazolamida (Guoxin y cols., 2017, Quinteros y cols., 2016). Posteriormente,
debido a que los ensayos de permeacion tras corneal son realizados solo en
cornea y esta situacion es diferente al comportamiento in vivo, se llevaron a cabo
ensayos de farmacocinética en conejos. Dichos ensayos permitieron evaluar en
forma mas detallada la permeacion a través de la cérnea del TM desde los
diferentes nanosistema. Huang y cols. (2017) determinaron (por medio del ensayo
farmacocinéticos en animales) que la Tmax de TM tras la administracion topica de
cubosomas fue a los 30 min pos administracion, valor que coincidié con los
obtenidos en la presente tesis doctoral para las NP-ASH. A partir de este ensayo

también se confirmo6 que las NP fueron sistemas promotores de la absorcion ya
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que tuvieron un Tmax de 30 min en comparacion al Tmax de 60 correspondiente a
la STM o,1 %(sin excipientes). Los pardmetros farmacocinéticas (Cmax y AUC)
fueron dificiles de analizar en forma comparativa con los datos obtenidos de
bibliografia debido a las diferentes concentraciones de TM, pero si fue posible la
comparacion de la Cmax y el AUC entre las NP y la STM o,1 %, cuyos valores
fueron estadisticamente mayores en las formulaciones nanométricos. Los valores
de Cmax de los sistemas fueron menores al 1 % respecto a la dosis inicial instilada,
valor que confirmé la baja biodisponibilidad ocular reportada por otros autores

(Reimondez-Troitifio y cols.,2015; Patel y cols., 2015; Urtti, 2006).

Para el posterior andlisis de los resultados de farmacodinamia, se tuvo en
consideracion lo publicado por La Sociedad Europea de Glaucoma quien reporto
que la maxima reduccion de la PIO producida por los antagonistas de los
receptores beta es entre el 20 % y el 25 % respecto a los valores iniciales de PIO.
Dicha disminucién de PIO fue la observada en los conejos albinos normotensos
bajo tratamiento con las NP de ASH con TM entrecruzadas con los nuevos AE.
Resultados similares fueron encontrados por Wadhwa y cols. (2010) quienes
realizaron NP de quitosano con 4cido hialurénico y la disminucion de la PIO fue
superior a la FC. Los autores atribuyen la mayor disminucién de la PIO a las
excelentes propiedades mucoadhesivas del sistema portador, hecho que favorecio

la permanencia de las NP en el sitio de aplicacion.

A partir de lo anterior, se postuld que el efecto farmacologico superior de
las NP-ASH obtenidas en comparacién a la FC de TM son atribuidas a las
propiedades bioadhesivas, cuyos resultados se mostraron anteriormente para

algunos de los sistemas nanométricos.

La menor concentracion de TM en los nanosistemas portadores se
relaciona directamente con una disminucion de los efectos adversos a nivel
sistémico causados por la pérdida del TM luego de la administracion tépica. Este
farmaco, al ser una beta-bloqueante, esta contraindicado en pacientes que sufren
de asma bronquial, insuficiencia cardiaca cronica descompensada, bradicardia
sintomatica o bloqueo cardiaco y antecedentes de sincope sin diagndstico (Lama,

2002.). Por lo tanto, la administracion oftdlmica de las NP-ASH con una
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concentracion de TM 5 veces menor a la FC supone menores efectos adversos
sistémicos con una disminucion de la PIO superior respecto a la FC. Esto se logro
corroborar a partir de los resultados reportados por Uusitalo y cols. (2006)
quienes cuantificaron el TM en plasma humano para evaluar la seguridad
sistémica de hidrogeles de TM al 0,1 % (administrado 1 vez al dia) en relacién a
una FC de TM al o,5 % (administrada dos veces al dia). Los resultados mostraron
una disminucion en el porcentaje de TM cuantificado en plasma luego del
tratamiento en los pacientes tratados con el hidrogel y el efecto terapéutico fue
similar para ambos grupos de estudio. Los autores atribuyen dichos resultados a
un aumento en el tiempo de permanencia de la formulacion en el sitio de
aplicacion (lo cual también sucedio con las NP-ASH obtenidas en el presente

trabajo de tesis doctoral).

Por lo tanto, los nuevos sistemas nanométricos podrian ser sistemas
capaces de lograr un efecto terapéutico optimo con una disminucion de los
efectos adversos tras la administracion oftalmica de NP cargadas con TM en

pacientes con glaucoma.

6. CONCLUSIONES PARCIALES

Se obtuvieron nanosistemas para la vehiculizacion de TM utilizando
nuevos AE con baja polidispersidad y PZ negativo. La mayoria de los

nanosistemas modularon la liberacion de TM en los ensayos in vitro.

Dichos sistemas nanométricos fueron promotores de la permeacion y la
cuantificaciéon maxima de TM en HA fue a los 30 min pos administracidn. Los
nuevos nanosistemas tuvieron un efecto farmacoldgico superior a la FC en una
dosis 5 veces menor de TM, lo cual llevaria a una disminucién de los efectos
adversos a nivel sistémico y a un aumento en la adherencia al tratamiento de los

pacientes con glaucoma.
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1. INTRODUCCION

En la dltima década la neovascularizacién corneal (NVC) ha despertado
gran interés para los oftalmdlogos ya que afecta a mas del 4 % de los pacientes
que se presenta en los servicios de cuidado visual y dicho valor representa
aproximadamente 1.4 millones de personas por afio (Bachmann y cols., 2008;
Gonzalez y cols., 2013):

En condiciones normales el tejido corneal se encuentra libre tanto de
vasos sanguineos como de vasos linfdticos y la conservacion de esta situacion es
fundamental para el mantenimiento de la trasparencia de la cornea (necesaria
para una buena agudeza visual). La neovascularizacion se caracteriza por la
formacion de nuevas estructuras vasculares en areas que previamente eran
avasculares como, por ejemplo, la cornea. Esta condicion patologica puede estar
producida por procesos inflamatorios e infecciosos, hipoxia o como consecuencia
de cirugias de la superficie ocular (Schlereth y cols., 2014).

La principal causa de la NVC identificada es el incremento del factor de
crecimiento endotelial vascular (FCEV o VEGF segun sus siglas en inglés), tanto
en modelos animales como en humanos (Papathanassiou y cols., 2008). Este
factor puede ser excretado por: I) corneas inflamadas y vascularizadas; II) células
endoteliales y epiteliales corneales; III) células endoteliales de los vasos limbicos
y IV) en menor medida, por algunos queratositos, fibroblastos y macrofagos
(Feijoo Lera y Duran de la Colina, 2009).

En la figura 1.1 se muestra el tejido ocular afectado por esta patologia.

Figura 1.1. Tejido ocular con neovascularizacion corneal.
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Los vasos anormales formados bloquean la luz causando cicatrices
corneales que comprometen la agudeza visual, pudiendo provocar inflamacién y
edema, derivando generalmente en una pérdida importante de la vision (Chang y
cols., 2012).

Para el tratamiento de esta patologia, se han propuesto diferentes
estrategias, incluyendo la administracion de corticoides y antiinflamatorios no
esteroideos en forma de gotas oculares (Monnier y cols.,, 2005), terapia
fotodindmica y fotocoagulacion (Baer y Foster, 1992). Otra estrategia que en la
actualidad es muy estudiada (debido al rol central del VEGF en la patogénesis)
consiste en la utilizacion de inhibidores del factor de crecimiento vascular
endotelial los cuales son administrados como gotas oculares o mediante
inyeccion subconjuntival (Zuo y cols., 2010).

En la actualidad existen varios farmacos inhibidores del VEGF aprobados
por las autoridades sanitarias para la inyeccion intravitrea: a) Pegaptanib sédico
(Macugen®), b) Ranibizumab (Lucentis®) y c) Aflibercept (Eylea®). Ademas, existe
un cuarto farmaco de este tipo que es el bevacizumab (BVZ), el cual es un
anticuerpo que no se encuentra aprobado para su uso intravitreo aunque su uso
extra oficial (off label) se ha extendido en la practica clinica oftalmoldgica.

El bevacizumab (BVZ, figura 1.2) es un anticuerpo monoclonal Anti-VEGF
humanizado completo isotipo IgG1 (con un peso molecular de 149 kD). EI mismo
fue disefiado para perfusion intravenosa y es producido por el sistema de
expresion de células de ovario del hamster chino. Al unirse al VEGF-A humano
inhibe la actividad biologica de todas sus isoformas impidiendo la formacién de
nuevos vasos anomalos y disminuyendo la permeabilidad vascular (Steinbrook,
2006). Este anticuerpo fue desarrollado por Genentech Inc/Roche® y aprobado el
26 de febrero de 2004 por la Food and Drug Administration (FDA, segun sus
siglas en inglés) para el tratamiento de primera linea del cancer colorrectal
metastasico, asociado al 5-fluorouracilo y al acido félico. Luego, se ha aprobado
para el tratamiento de otros tipos de cancer, como el cancer de pulmoén o cancer
de mama metastasico (Perren y cols., 2011; Keating y Jacobs 2011) Recientemente,

el BVZ ha comenzado a ser utilizado para el tratamiento de enfermedades
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oftdlmicas, incluyendo la neovascularizacion corneal y retinal, retinopatia
diabética y la degeneracion macular relacionada con la edad (Keating y Jacobs
2011; Bakri y cols., 2007; Bock y cols.,2007). Como se menciond anteriormente,
debido al uso “off-label” del BVZ las aplicaciones oculares se realizan con
consentimiento informado previamente firmado por el paciente.

El BVZ es comercializado bajo el nombre de Avastin® y presenta una

estabilidad de 24 meses a (-20 * 5) °C o de 45 dias a (5% 3) °C (Ferrara, 2004).

Figura 1.2: Estructura quimica del bevacizumab (extraido de DrugBank)

La vida media del bevacizumab en los tejidos oculares no se conoce con
exactitud, pero se estima que es de aproximadamente entre 7 a 10 dias; por tanto,
no se conoce con precision la posologia, pero si se conocen las concentraciones
que pueden ser toxicas para el endotelio corneal. Con el fin de determinar la
toxicidad sobre las células corneales, Yoeruek y cols., (2007) analizaron la
exposicion a diferentes concentraciones de bevacizumab (0,25 a 5 mg/mL) en
cultivos celulares de queratositos, fibroblastos corneales y células endoteliales
corneales. Tras 24h de exposicion no se encontraron signos de citotoxicidad.

Los estudios de eficacia del BVZ para el tratamiento de NVC inducida se
realizaron en conejos albinos mostrando una disminuciéon en la formacién de
neovasos de hasta el 32 % (Hosseini y Nejabat, 2007).

El tratamiento actual en el servicio de oftalmologia recomienda la

administracion subconjuntival debido a la mayor superficie de absorcion que
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ofrece esta via y, generalmente, se requieren varias inyecciones para obtener
resultados adecuados debido a la corta vida media el anticuerpo.

La eficacia de las terapias esta lejos de ser optima. Los inconvenientes
asociados a los efectos secundarios tras la aplicacion de este anticuerpo, asi como
el bajo cumplimiento por parte del paciente (en el caso de inyecciones), subraya
la necesidad de nuevos sistemas de liberacion capaces de superar las barreras
fisiolégicas del ojo, permitiendo la administracion topica y una posible
disminucion en la posologia.

La encapsulacion de anticuerpos en nanotransportadores se presenta
como una alternativa para reducir la dosis administrada de anticuerpos (lo cual
llevaria a una disminucién general de la toxicidad), aumento de la vida media del
anticuerpo y una reduccion en el costo del tratamiento (Yadav y cols., 201;
Grainger 2004). Ademds, las nanoparticulas pueden proteger al anticuerpo
transportado evitando su degradacion (Pérez-Martinez y cols., 2010) y producir
una localizacidn sitio especifica del mismo.

Hay que poner especial atencion en los procesos seleccionados para la
encapsulacion de los anticuerpos ya que al estar expuestos a condiciones
extremas de pH y/o temperatura o en contacto con determinados solventes
pueden desnaturalizarse perdiendo efectividad. Por lo tanto, es necesario evaluar
la metodologia de obtencion de los nanosistemas (Frokjaer y Otzen, 2005).

En la actualidad hay pocos estudios sobre la nanoencapsulacion de BVZ y

en la tabla 1.1 se presentan algunos ejemplos de los mismos (Sousa y cols., 2017).
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Tabla 1.1: Sistemas nanométricos estudiados para la vehiculizacién de BVZ

Nanotranportadores Especificaciones

NP de Chitosan Estudiadas para la rinopatia diabética. Las NP
mostraron una disminucion en la expresion del VGEF
por tiempos mas prolongados que la solucion de BVZ
(Luy cols., 2014)

NP PLGA* Las NP formuladas proporcionaron una liberacion
sostenida del BVZ durante aprox. 2 meses y una
concentracion vitrea del farmaco que se mantuvo por
encima de la concentracién minima que bloquea la
angiogénesis por 8 semanas (Varshochian y cols., 2015).

NP PLGA Las NP de PLGA revestidas con quitosano (CS)
mostraron una liberacidn sostenida y eficaz de BVZ a
los tejidos oculares posteriores (Journal y cols., 2016).

Liposomas Los resultados mostraron que los liposomas
prolongaron el tiempo de residencia del BVZ en el
vitreo(Abrishami y cols., n.d.).

SLNs** Se observdo un aumento en la actividad del BVZ en
ensayos in vitro en células y un aumento en la
permeacion de BVZ (Battaglia y cols., 2015)

*PLGA: poli-acido lactico-co-glicélico. **SLNs: NP Lipidicas solidas

Si bien no hay reportes de NP-ASH para el transporte de BVZ, estos
sistemas mostraron ser prometedores para la administracion oftdlmica, y en
muchos trabajos la ASH fue utilizada para proteger al BVZ frente a las
condiciones desfavorables de la pre formulacion que lo inactivaban (Varshochian
y cols., 2013). En este contexto, el objetivo de este trabajo fue desarrollar y
optimizar nanosistemas de albumina sérica humana (ASH) para la liberacion
topica de BVZ.

Si bien la administracién tdpica es el método preferido de administracion
ocular, dicha via de administracion para los anticuerpos como el BVZ (peso
molecular de 149 kD) se considera tipicamente ineficaz debido a que son
moléculas grandes para penetrar en el epitelio corneal intacto. Sin embargo,
sobre el area neovascularizada el epitelio puede ser defectuoso y como resultado

la funcion barrera del epitelio es deficiente (Dastjerdi y cols., 2010).
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En el presente capitulo se evaluo la encapsulacion de BVZ en las NP-ASH
para la administracién tdpica en corneas de ratas neovascularizadas. Los sistemas
fueron evaluados (in vitro e in vivo) para determinar su efectividad en la

reduccion de los vasos corneales.

MATERIALES Y METODOLOGIA

2. MATERIALES

Para el disefio y elaboraciéon de las NP-ASH se utilizé la ASH y las AE
(glutaraldehido, Gantrez ES-425, Eudragit Sio00, ftalato de HPMC y PEG 35000)

descriptos en los materiales del capitulo 2.

2.1. Farmaco: BEVACIZUMAB

Se utilizé una solucién comercial de bevacizumab (AVASTIN®, laboratorio
ROCHE, Espafia) que contiene 100 mg de bevacizumab (25 mg/ml) y los
siguientes excipientes: 240 mg de dihidrato de trealosa, 4,8 mg de fosfato
disodico, 23,2 mg de fosfato monosddico monohidratado, 1,6 mg de polisorbato

20 y agua para inyectables c.s.p. (cantidad suficiente para) 4 ml.

2.3. Animales de experimentacion

Se desarrollo un modelo de neovascularizacién corneal utilizando 30 Ratas
Wistar machos de aproximadamente 200 g los cuales se alojaron en estrictas
condiciones de animalario en la sala de manipulaciéon de animales de la
Universidad de Navarra.

Los estudios fueron aprobados por el Comité Etico de Experimentacién
Animal de la Universidad de Navarra (numero de protocolo 172-14) de
conformidad con la legislacion europea sobre los experimentos con animales.

Los animales dispusieron de libre acceso a la comida y al agua durante
todo el periodo de investigacion. En ninguin caso se procedié a un tratamiento

simultaneo de los dos ojos que pudiera provocar la ceguera del animal.
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3. METODOLOGIA

3.1. Ensayos de pre formulacion para la obtencion de

nanoparticulas de ASH cargadas con BVZ

Las NP fueron obtenidas mediante el proceso de coacervacion descripto en
la metodologia 3.1 del capitulo 2 y el BVZ fue afnadido a la solucién inicial de ASH
al 2 %. Se estudiaron diferentes concentraciones de BVZ crecientes (1-5-7,5 y 15
mg) con la finalidad de determinar la concentracién optima de carga de BVZ en
las NP.

El proceso de purificacion de las NP fue modificado respecto al descripto
para las NP sin farmaco. La obtencion de NP purificadas fue mediante
centrifugacion de las NP en tubos tipo falcon de 5 mL con filtros de 30 kDa
(Amicon®, Espafia) los cuales se sometieron a dos ciclos de centrifugacion de
4000 rpm durante 10 minutos. Lo retenido en el filtro fue re dispersado en una
solucién acuosa con 150 mg de sacarosa para la posterior liofilizacion de las NP.

Las condiciones de pH de la solucién inicial, tiempo de incubacion,

volumen de agente de desolvatacion agregada se mantuvieron sin modificar.

3.2.Tamano de particula, indice de polidispersidad vy
potencial zeta

Los parametros fueron determinados de acuerdo a los ensayos descriptos en el

capitulo 2: Metodologia:3.2.

3.3. Rendimiento del proceso de obtencion, rendimiento de

encapsulacion y capacidad de carga
La metodologia para la determinacién del rendimiento del proceso de
obtencion se describe en el capitulo 2: Metodologia 3.5y 3.6
En el caso de la determinacion del RE, no se realizé por la técnica Bradford,
debido a que el BVZ interfiere en la cuantificacién de la ASH. De este modo, la
determinacion de ASH (en el sobrenadante) se realizd utilizando la técnica de

HPLC explicada en el capitulo 3 item 3.4.1.
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El porcentaje del RE se calculé segtin la ecuacion 1:

ecl1. RE= [ (ASHinicial'ASHﬁnal) /ASHincial] X 100

Donde ASHinicial es el peso inicial de ASH y ASHfna el peso de ASH
cuantificado en el sobrenadante.

La cuantificacion de BVZ (CC) se determin¢ utilizando un Kit de Elisa
especifico para BVZ (Q-Beva test procedure, Shikari Q-Beva, MatriksBiotek).
Las NP fueron desnaturalizadas con NaOH y luego las muestras se colocaron en
una microplaca de 96 pocillos cubierta con el factor de crecimiento vascular
endotelial humano. Luego se afiadieron diferentes reactivos segun el protocolo
del ELISA especifico para BVZ. La lectura de la placa fue mediante espectroscopia
U.V a 496nm.

Previa cuantificacion de las muestras, se realizo una curva de calibrado en
el rango entre 0,1 y 100 pg/mL (r*>> 0.993). Los limites de deteccién y
cuantificacion establecidos fueron de 3y 8o pg/mL, respectivamente.

La CC se calcul6 segtn la ecuacion 2:

ec. 2 CC = (Cencp,)/ Ctotal) X100

Donde Cencap. €s la cantidad encapsulada y Cioral €s la cantidad total de
farmaco.

Para descartar la posible desnaturalizaciéon del BVZ con la solucién de
NaOH se realizé una mezcla de ambos compuestos (en concentraciones similares

a las utilizadas en el ensayo) y se cuantifico el BVZ mediante kit especifico.

3.4. Liberacion in vitro del BVZ
Los ensayos de liberacion del BVZ desde las NP fueron realizados en
condiciones sink a (37 + 12) C, bajo agitacion constante (60 rpm) en una
incubadora (VorTemp 56 Shaking Incubator, Labnetlncubator Inc.). Para el
ensayo se pesaron 10 mg de las formulaciones seleccionadas (NP-GANTREZ-BVZ,

NP-PEG-BVZ y NP-BVZ) en tubos eppendorf y se redispersaron en 1 mL de PBS

121



Tesis Doctoral-Farm. Carolina Boiero

(pH: 7,4, medio receptor). A intervalos de tiempos seleccionados, se tomaron los
tubos eppendorf y se centrifugaron a 21.000 rpm durante 10 min (Rotor 3336,
BiofugeHeraeus, Hanau, Alemania). Del centrifugado se extrajo el sobrenadante y
se cuantifico el BVZ mediante un test ELISA especifico descripto anteriormente.
Cada ensayo se realizdé por triplicado y los perfiles de liberacion se
expresaron como el promedio del porcentaje de BVZ liberado de los nanosistemas

en funcion del tiempo.

3.5. Integridad del BVZ en las nanoparticulas

Se realizd un estudio de la integridad del anticuerpo (BVZ) encapsulado en
las diferentes nanoparticulas seleccionadas mediante la técnica de electroforesis
microfluidica. El objetivo de este ensayo fue evaluar la influencia de la
metodologia de obtencién en la integridad del anticuerpo. Para ello se utilizd el
sistema de electroforesis ExperionSystem Pro 260 (Bio-Rad Lab., EEUU), que
utiliza chips microfluidicos para la separacion y el andlisis de proteinas. Esta
técnica analitica es permite la separacion e identificacion de proteinas de manera
rapida, precisa, con alta resolucion mediante la aplicacion de un campo eléctrico
sobre la muestra.

Para el ensayo se tomaron muestras de las diferentes nanoparticulas
redispersadas en agua (NP-BVZ, NP-PEG, NP-GANTREZ, NP-PEG-BVZ, NP-BVZ-
GANTREZ) y de los compuestos puros (ASH y BVZ). Las diferentes muestras se
inyectaron en un chip microfluidico (segun especificaciones del protocolo del
sistema) el cual se introdujo en la estacién de electroforesis Experion y se
obtuvieron los resultados mediante un software determinado (software Experion
System). El mismo procedimiento fue llevado a cabo para las muestras
desnaturalizadas, con la diferencia que fueron sometidas a un proceso de

desnaturalizacion especifico previo al sembrado.
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3.6. Caracterizacion fisicoquimica del solido

Se realizaron estudios de espectroscopia infrarroja y difraccion de rayos X
para estudiar los cambios que se producen en la estructura de la ASH por la
formacion de las NP con BVZ. Los estudios se realizaron segun lo descripto en la

metodologia 3.8 del capitulo 2.

3.7. Pruebas in-vivo: MODELO DE NEOVASCULARIZACION
CORNEAL(NVC)

3.7.1. Modelo de neovascularizacion corneal

El modelo de neovascularizacion corneal fue realizado por la Farmacéutica
Ines Luis de Redin del grupo de Tecnologia Farmacéutica de la Universidad de
Navarra en colaboracion con el Dr. Sergio Recalde, del Dpto. de Oftalmologia del
Hospital de la Universidad de Navarra (Espafia) segun el modelo ya desarrollo
por (Figueroa-ortiz et al. 2016) donde la NVC afecté principalmente el tercio
externo del estroma proximo al epitelio corneal.

Para el desarrollo del modelo las ratas se mantuvieron anestesiados
mediante la administracion intraperitoneal de 100 pL de una solucion Xylacina (5
mg /kg, Xilagesic, Laboratorio Calier®) y 200 pL de una solucion de ketamina
(Imalgene, Merial®). Luego se les instiléd una gota de un Tropicamida (Coliricusi
Tropicamida, laboratorio Alcon®) y, 5 minutos después, las cérneas de ratas
fueron agredidas mediante la aplicacion de una barra de nitrato de plata
(Argepenal, Braun®) en la superficie de los ojos durante 5 segundos. Por ultimo,
los ojos fueron lavados con una solucion estéril de NaCl 0,9 % p / v.

La aparicién de los neovasos se dio a las 12 horas luego de realizar la
quemadura y a las 24h pos-quemadura se comenzo con el esquema de

tratamiento.

3.7.2. Tratamiento de la NVC y obtencién de datos

Para llevar a cabo el tratamiento los animales fueron divididos en
diferentes grupos y anestesiados con isofluorano (Isovet, Espaiia). En la tabla 3.7.2

se detalla el esquema de tratamiento.
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Tabla 3.7.1. Esquema del tratamiento wutilizado para el modelo de
neovascularizacion corneal.

PBS ll:g)G' AVASTIN g‘l,)z' NP'P];?Z'
DOSIS (mg/mL) + o+ 4 4 4
POSOLOGIA(h) 12 24 12 24 24
DURACION(dias) - - - 5 7

+ significa que se afiadieron 8 pL de una solucidn de PBS y de una redispersion de
NP-PEG.

Los datos fueron procesados mediante el software Image] (dominio
publico, http://rsb.info.nih.gov/ij/) utilizando las imagenes digitales de las
corneas. Las imdagenes se analizaron en modo binario, convirtiéndolas a un
formato en blanco y negro. A partir de estas imdagenes, se determino el area total
de la cornea, superficie de la cornea ocupada por el dafio con nitrato de plata
(lesién) y la zona afectada por la generacion de nuevos vasos (neovascularizacion
de la cornea). Estos parametros fueron calculados mediante el recuento de
pixeles. A partir de dichos valores fue calculada el area invasiva (IA, ec. 1) y la

neovascularizacién corneal normalizado por la superficie de la lesion (NVC, ec.2).

ec.1

Al= Area afectada por la genesis de nuevos vasos X 100

Area de lacérnea total

ec.2

Al

Superficie del ojo afectada por la quemadura

NVC=

Se graficd el promedio del valor de NVC con sus respectivas desviaciones
estandar y el tratamiento estadistico de los datos fue mediante la prueba ANOVA

de un solo factor para un nivel de significacion de p <o,05.
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4. RESULTADOS

41. Ensayos de pre formulacion para obtencion

nanoparticulas de ASH cargas con BVZ

A partir de los datos detallados en la tabla 4.1.1 se observd que con el
agregado de BVZ y sin el agregado de AE se formaron nanosistemas
monodispersos con estabilidad coloidal en el tiempo. El BVZ es una molécula con
numerosos grupos funcionales los cuales, por algin mecanismo no conocido (el
cual puede ser puente de hidrogeno) interaccionaron con la ASH actuando como
AE. En la tabla también se muestran los valores de TMP, IP y PZ de las NP-BVZ
utilizando los diferentes AE para evaluar la influencia de los entrecruzantes en las

NP-BVZ.

En la tabla 4.1.1 se especificaron los resultados del TMP, IP y PZ obtenidos

de las NP con BVZ re dispersadas en agua y de las NP sin anticuerpo.
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Tabla 4.1.1. TMP, IP y PZ de los nanosistemas con BVZ y las NP sin BVZ.

Formulaciones ;l"nl\I/[nP) IP (Il;ZV)
NP-BVZ 310 £3 0,14 * 0,02 -14 1
NP- GLUT 163 £ 2 0,17 + 0,01 26 +1
NP- GLUT -BVZ 180 + 3 0,11 + 0,01 -36 £1
NP -GANTREZ 231+ 2 0,14 + 0,02 21+ 2
NP-GANTREZ-BVZ 282 + 4 0,12 + 0,08 -29 +1
NP-EUD S100 269 + 2 0,13 + 0,02 -21+1
NPS -EUDS100-BVZ 270 * 21 0,14 + 0,09 -26 +1
NP-HPMCF 376 £1 0,17 = 0,01 -16 1
NP- HPMCF -BVZ 360 +1 0,15 + 0,01 -13+1
NPS-PEG 207 1 0,10 *+ 0,01 26 +1
NP- PEG-BVZ 301+2 0,13 = 0,03 -17+1

Los TMP de los diferentes nanosistemas con el agregado de los AE fueron
similares a los valores reportados para las NP-ASH sin anticuerpo, excepto las

NP-PEG-BVZ cuyo TMP fue levemente mayor.

En relacion al PZ,
glutaraldehido, Gantrez y EDU si00 mostraron un PZ mayor a las NP sin BVZ
mientras que el PZ fue menor en los nanosistemas con HPMCF y PEG. Las
diferencias en los PZ indicaron una modificacion de la superficie de las NP por el

agregado del BVZ debido a la presencia de una porcion del BVZ anadido en la

superficie del sistema (Win y cols., 1994).
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Las fotografias MEB de los diferentes sistemas mostraron que las NP
fueron esféricas. A modo ilustrativo, a continuacidn, solo se muestra una figura

MEB de los sistemas NP-BVZ.

Figura 4.1.1. Microfotografia obtenida por MEB de NP-BVZ.

En la tabla 4.2.1 se detallan las diferentes concentraciones de BVZ con la
finalidad de determinar la concentracion optima para obtener alto rendimiento
del proceso, siendo la relaciéon o,15 BVZ/ASH la elegida para los ensayos. A
concentraciones mayores de BVZ se observé la precipitacion del sistema.

Tabla 4.1.2. Estudio de la concentracion de BVZ 6ptima para la obtencion de NP
con estabilidad coloidal

sevamsa W PL T
0,01 240 =3 0,27+0,01 -18,9+*0,9 75+5
0,03 326 7 0,21+ 0,03 -14,1+0,3 78+3
0,05 353+ 6 0,26 + 0,01 -11,7 + 0,2 78+2
0,08 304+ 4 0,16 £ 0,03 -15,5* 0,3 8ot
0,15 306 + 4 0,22+ 0,01 -16,1+0,3 85+3
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4.2. Rendimiento del proceso de obtencion, de encapsulacion

y capacidad de carga
En la tabla 4.2.1 se muestran RP, RE y CC. Se estudiaron las NP-BVZ sin AE
y con AE, para evaluar si la utilizacién de AE de las NP interfieren o no en dichos
paramentos. Tanto el RP como el RE son mayores al 60 % en todos los

nanosistemas.

A partir de los datos de CC se observo que la utilizacion de Gantrez como
AE aumento significativamente la CC de BVZ en las NP respecto NP-BVZ,

mientras que para los otros sistemas formulados dicho valor fue menor.

Tabla 4.2.1. Porcentaje del RP, RE y CC de los nanosistemas.

Formulaciones RP RE CCBVZ
(%) (%) (% BVZ)
NPS-BVZ 85+3 75 + 4 66 +1
NPS-BVZ-GANTREZ 70 + 2 66 +1 90+ 4
NPS- BVZ-EUDS100 86 +3 8o+3 48+8
NPS-BVZ- HPMCF 76 + 4 70 + 4 52+1
NPS-BVZ- PEG 63+7 60 + 2 61+5

A partir de los datos expresados en la tabla, se seleccionaron para los
posteriores ensayos las NP-BVZ, NP-GANTREZ-BVZ y NP-PEG-BVZ, ya que

fueron las formulaciones con mayor CC.

4.3. Integridad del anticuerpo

La electroforesis en base gel permitié identificar la integridad del
anticuerpo en las formulaciones y, de este modo, asegurar que el proceso de

desolvatacion no afecto la integridad del anticuerpo en las NP.
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En la figura 4.4.1 se observé que las bandas correspondientes a la ASH y al
BVZ aparecieron a los 66 kDa y 149 kDa, respectivamente y dichas bandas
aparecen en las NP con BVZ, lo cual significo que el BVZ se encontré sin
desnaturalizar. Para corroborar dichos resultados se realizo una electroforesis

microfluidica sometiendo las muestras a una seria de reacciones para asegurar la

desnaturalizacion del anticuerpo y de la proteina (figura 4.4.2).

150kDa

66 kDa

Figura 4.4.1. Electroforesis microfluidica de los sistemas nanométricos, la
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Figura 4.4.2. Electroforesis microfluidica de los sistemas nanométricos, la
ASH y el BVZ desnaturalizados.

4.5. Estudio fisicoquimico del polvo

Los resultados de los XRD (anexo 1) mostraron que los sistemas estabilizados
con BVZ fueron amorfos, no mostraron cristalinidad, al igual que los resultados
obtenidos en el capitulo 2 para las NP sin anticuerpo. Del mismo modo los
espectros infrarrojos (figura 4.5.1) arrojaron resultados similares a lo estudiado en
el capitulo 2 con una disminucion en las intensidades de las bandas amida I y II

en las NP- BVZ respecto al espectro de la ASH.
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Figura 4.5.1: Espectro IRFT de NP-BVZ, mezcla fisica, BVZ y ASH sola.

4.3. Ensayos de liberacion in vitro de BVZ
A partir de los datos graficados (figura 4.3.1) los sistemas mostraron una
liberacion inicial rapida del anticuerpo en las primeras horas del ensayo y dicha
liberacion se mantuvo en el tiempo. Esto es lo que otros autores denominan
efecto “burst” o liberacién bifasica y fue ampliamente reportado para las NP-ASH
(Das et al. 2005; Kumar y Jain 2007). Dichos autores postularon que la liberacién
inicial rapida se debe al foirmaco presente en la superficie de las NP y la fase lenta

al farmaco encapsulado.

Al comparar los diferentes perfiles, se determind que los sistemas
modificados en la superficie con PEG mostraron una liberacion mas rapida del
anticuerpo debido a que el PEG favorece la difusion del BVZ mediante la
formacion de canales en la matriz polimérica, los cuales facilitaron la salida del
BVZ desde el interior de las NP (Quinteros y cols.,2016). Por el contrario, los
sistemas estabilizados con Gantrez mostraron una liberacién lenta el BVZ, cuyo
porcentaje fue del 10 %. Mientras que la liberacién fue aproximadamente del 40

% del BVZ en los sistemas sin el agregado de AE.
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Figura 4.3.1. Porcentaje de BVZ liberado en funcién del tiempo desde las NP-
BVZ, NP-PEG-BVZ y NP-Gantrez-BVZ.

4.6. Ensayos in vivo de eficiencia terapéutica en un modelo de
NVC

Para evaluar la efectividad terapéutica de las NP con BVZ respecto a la
solucion de bevacizumab comercial se realizaron ensayos in vivo en una modelo
de neovascularizacion corneal en ratas. La dosis elegida estuvo por debajo de la
dosis tdxica reportada para el BVZ (Yoeruek y cols., 2007). Para los ensayos in vivo
se seleccionaron las NP-BVZ y la NP-BVZ-PEG. Los sistemas NP-BVZ-GANTREZ

fueron descartados debido a los resultados de los ensayos in vitro.

En la figura 4.6.1 se detallan los resultados obtenidos luego del tratamiento de los
neovasos formados por aplicaciéon toépica de las diferentes formulaciones
(solucién salina: CONTROL NEGATIVO, NP-BVZ-PEG, AVASTIN®, NP-BVZ vy
NP-BVZ-PEG). Hubo una marcada disminucién en el drea afectada por la lesion
(CNV) en las corneas tratadas con NP-BVZ y NP-BVZ- PEG respecto al control
negativo y las NP-PEG sin anticuerpo. Ademas, ambos sistemas nanométricos con
BVZ mostraron mejores resultados respecto a las corneas tratadas con AVASTIN®.

Pero, a su vez, la solucion de AVASTIN® mostro diferencia respecto a las corneas
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controles (CON NEG y NP-PEG). Asimismo, las corneas tratadas con NP-BVZ

fueron las que mostraron mayor disminucién del 4rea afectada por los neovasos.

3,5

2,5
*
1,5
*
1
* %
0,5

CON NEG NP-PEG  AVASTIN® NP-BVZ NP-BVZ-PEG

(oS}

AREA NEOVASCULARIZADA
[

Figura 4.6.1. Area afectada por la neovascularizacion corneal (NVC) en funcion
del tratamiento utilizado.

El mayor efecto terapéutico de las NP con BVZ fue a una dosis diaria
menor respecto la solucion de AVASTIN®.

En la figura 4.6.1 se presentaron las fotografias de las corneas luego de los
respectivos tratamientos: CON-NEG (A), AVASTIN (B), NP-BVZ (C) y NP-BVZ-
PEG(D).

En dichas imagenes se pudo observar la disminucion en los neovasos en las
corneas tratadas con las diferentes formulaciones de BVZ, respecto el control

negativo.
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A: Sol. Salina B; AVASTIN C: NP-BVZ D: NP-PEG-BVZ

Figura 4.9.1: fotografias del tejido ocular luego del tratamiento con las diferentes
formulaciones.

Luego de una semana de tratamiento, al ser suspendido, hubo una

regeneracion de la angiogénesis.

5. DISCUSION

La mayoria de los métodos reportados para la encapsulacion de
anticuerpos en sistemas poliméricos nanoparticulados o microparticulados
impone considerables efectos sobre la integridad y la funcién de las proteinas o
de los anticuerpos (Bilai y cols., 2005; Tamber y cols., 2005). Por ejemplo, en el
trabajo de investigacion de Varshochian y cols. (2015) tuvieron que afadir un
agente protector para prevenir la desnaturalizacidon del BVZ al utilizar el proceso
de emulsificacion para lo obtencién de NP poliméricas de PLGA. Por tal motivo,
el proceso de coacervacion para el desarrollo de NP de ASH fue novedoso ya que
no afectd la estabilidad de BVZ. Esto fue corroborado mediante la técnica de
electroforesis microfluidica que confirmé la integridad del BVZ en los
nanosistemas de ASH por la aparicidon de la banda correspondiente al anticuerpo
a los 149 kDa (Yandrapu y cols. 2013).

EL BVZ es una molécula con numerosos grupos funcionales los cuales
interacciones con la ASH vy, sin el agregado de AE, las NP mantuvieron su
estabilidad coloidal en el tiempo lo cual confirmd un entrecruzamiento.

Posteriormente, se desarrollaron NP-BVZ con los AE para determinar posibles
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cambios respecto a las NP-BVZ. En los todos los nanosistemas formulados se
observo que el BVZ se encontro parte encapsulado y otro porcentaje en la
superficie de las NP, lo cual fue confirmado por los cambios en el PZ vy,
posteriormente por los ensayos de liberacion. Del mismo modo que lo reportado
por Merodio y cols. (2002) los perfiles de liberacion del BVZ de los NP-ASH fue
bifasica, lo cual fue atribuido a una liberacion inicial del BVZ adsorbido en la
superficie de la NP, mientras que la liberacion lenta corresponde al anticuerpo
encapsulado. Esto también fue reportado para NP-ASH cargadas con
doxorubicina (Das y cols.,, 2005) o azitromicina (Ramaiah y cols., 2016).
Adicionalmente las NP-BVZ-PEG mostraron una liberacion del BVZ mayor que
los otros sistemas estudiados, lo cual fue explicado por la formacidn de canales en
la red polimérica que favorecen la liberacién (Quinteros y cols., 2016)

Numerosos estudios reportaron que la administracién tdépica de BVZ
mostro ser efectiva para la terapia de la NVC (Cheng y cols., 2012; Uy y cols.,
2008; Yoeruek y cols., 2008; Kim y cols., 2008; DeStafeno y Kim, 2007; Manzano y
cols., 2007), lo cual presenta una gran ventaja ya que es potencialmente mas
segura que la inyeccion subconjuntival (Gadkari, 2007). Este fenomeno puede
explicarse, segun lo investigado por Dastjerdi y cols. (2010) a que el epitelio sobre
el drea neovascularizada puede ser defectuoso y, por lo tanto, el BVZ puede
penetrar la cornea vascularizadas favoreciendo la accion farmacolégica. De caso
contrario, debido al tamafio del anticuerpo seria imposible que atraviese la
cornea. A lo largo de los ultimos afos, fueron estudiados numerosos sistemas
nanométricos para la encapsulacion de BVZ y los resultados respecto al efecto
terapéutico fueron, en su mayoria, favorables ya que mostraron una disminucion
de la angiogénesis superior a la solucion comercial (AVASTIN®). Por ejemplo, Lu
y cols. (2014) observaron que el bevacizumab y las nanoparticulas de quitosano
con bevacizumab inhibieron eficazmente la expresion del VEGF, siendo la
duracion de la accion mas prolongada en las NP. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos para las NP-ASH con BVZ ya que se observd una
disminucion de los neovasos superior en las corneas tratadas con NP-BVZ
respecto las cdrneas tratadas con la solucion de BVZ. Ademas, dicha disminucion

fue a una dosis diaria de BVZ menor en las NP respecto a la solucion de BVZ.
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El efecto terapéutico superior de las NP fue atribuido a la capacidad de las
NP en permanecer por tiempos prolongados en la superficie ocular, lo cual
coincide los resultados obtenidos en la presente tesis para las NP con maleato de

timolol.

6. CONCLUSIONES

Los nanosistemas de ASH con BVZ mostraron resultados prometedores para el
tratamiento de la NVC.

El proceso de desolvatacién no afecta la integridad del BVZ y las NP-BVZ
sin el agregado de AE mantuvieron su estabilidad coloidal en el tiempo. Las
modificaciones con los AE se realizaron para evaluar la diferencia entre las NP
con AE y las NP-BVZ solas.

Los ensayos de liberacion mostraron que el BVZ se liberd lentamente de
las NP-GANTREZ en comparacién a las NP-PEG y NP-BVZ. Por otro lado, los
ensayos in vivo (en un modelo de NVC de corneal en ratéon) han mostrado una
disminucion de los neovasos superior en las cérneas tratadas con NP cargadas

con BVZ respecto la formulacion de BVZ comercial.
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La albumina sérica humana mostro excelentes propiedades para la
formulacion de nanoparticulas poliméricas, lo cual se suma a las ventajas de ser
un polimero no toxico, biodegradable, sin actividad antigénica y con numerosos

grupos funcionales

El proceso de coacervacion utilizado para la obtencion de las NP fue
sencillo, rapido, reproducible (Weber, Coester, et al. 2000) y la estabilidad
coloidal de las NP obtenidas se logré al anadir un AE. En este trabajo de tesis se
evaluaron cuatro AE nuevos para sustituir al glutaraldehido y la estabilidad
coloidal se logré por algun tipo de interaccion entre AE y la ASH. Mediante
ensayos FTIR se corroboro una modificacién en las bandas amida [ y II
(caracteristicas de la ASH) en el espectro de las NP respecto al espectro de la
proteina, lo cual confirma un cambio en la estructura secundaria de la ASH al

formar NP.

A forma de resumen en la siguiente figura se esquematizo la metodologia

de trabajo realizado.

Ensayos pre formulacién
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v
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w7 2
g
(@]
ENSAYOS in-vitro & -

v/
ENSAYOS ex-vivo v&

ENSAYOS in-vivo V¢
C Efecto
terapéutico

& Dosis Administrada 4 Efectos Adversos



Tesis Doctoral-Farm. Carolina Boiero

Esquema del trabajo realizado para el desarrollo de NP de ASH
De las NP-ASH obtenidas podemos concluir que:

+ Las NP sin F obtenidas fueron sistemas con TMP aprox. a de 200onm,
monodispersos, esféricas, con una superficie homogénea y un rendimiento del
proceso alto. Mediante el proceso de liofilizacion se obtuvieron NP solidas,
hecho que favorecié la estabilidad fisicoquimica a largo plazo del sistema. Al
ser redispersado el polvo en medio acuoso, los NP mostraron una estabilidad
coloidal de 20 dias, excepto el caso de los sistemas estabilizados con PEG

(hecho atribuido a las caracteristicas hidrosolubles del PEG como AE).

A su vez, las NP-ASH mostraron una osmolaridad y pH en el rango adecuado
para no causar molestia tras la administracion ocular, hecho confirmado
mediante los ensayos in vivo en conejos que mostraron ausencia de irritacion

o dafio en la superficie ocular tras la administracion de las formulaciones.

Mediante los ensayos in vivo en ratas de los sistemas estudiados mostraron
excelentes propiedades bioadhesivas ya que permanecieron en el tejido ocular
al menos 17 h pos administracion, y no hay acumulacion de la formulacion en

otros organos del cuerpo por tiempo prolongados.

Las NP-ASH para la vehiculizacién de TM fueron sistemas monodispersos de

un tamafio medio de aprox. de 20oonm.

En los ensayos in vitro las NP modularon la liberacion del TM a excepcion de
los sistemas NP-PEG-TM (ya que fueron sistemas inestables en medio

acuoso).

Por otro lado, las NP con TM entrecruzadas con los nuevos AE estudiados
mostraron ser promotores de la permeacion en los ensayos ex vivo de
permeacion tras corneal. Este resultado fue confirmado mediante los ensayos
in vivo de farmacocinética, los cuales mostraron que el TM permear hacia el
interior del ojo dentro de los 30 min pos instilacién en comparacion a la

solucion de TM, cuyo valor fue a los 60 min. Posteriormente, mediante los
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ensayos de farmacodinamia se observd que el TM permeado disminuye
considerablemente la PIO (con una maxima de disminucion entre el 20-25 %)
y dicha disminucién fue comparativamente mas prolongada en el tiempo

respecto a la FC (5 veces mas concentrada).

%+ Respecto las NP con BVZ, al ser el BVZ un anticuerpo con numerosos grupos
funcionales, sin el agregado de AE se obtuvieron NP-BVZ con adecuada
estabilidad coloidal cuyo TMP fue de aproximadamente 3oonm.
Paralelamente, se formularon nanosistemas de BVZ con los AE, cuyos sistemas
mostraron un TMP menor a las NP sin AE. A su vez, el proceso de
coacervacién no afecto la integridad del BVZ lo cual fue confirmado por

electroforesis microfluidica.

El perfil de liberacion del BVZ desde los sistemas nanométricos fue bifasico,
cuya liberacién inicial correspondié al BVZ en la superficie de la NP y la

liberacion lenta al anticuerpo encapsulado.

Por ultimo, en los ensayos in vivo en un modelo de NVC las NP-PEG-BVZ y
NP-BVZ mostraron una disminucién mas pronunciada del drea afectada por lo
neovasos en comparacion con la FC tras una semana de tratamiento y en una

menor concentracion diaria.

Por lo tanto, los sistemas nanométricos formulados mostraron un
efecto farmacoldgico y un efecto terapéutico superior a las respectivas FC
en menores concentraciones, lo cual llevaria a una disminucion de los

efectos adversos y una mayor adherencia al tratamiento.
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