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RESUMEN.

En el presente trabajo se cuantificé el efecto ansiolitico del clonazepam
encapsulado en NP’s lipidicas a dosis terapéutica y dosis media terapéutica,
NP’s sin clonazepam (placebo), lipido disperso en agua macerado y dispersion
de clonazepam a pH 7 en ratones albinos machos en el modelo Plus-Maze.
Ademas se utiliz6 el Modelo de Traccion para verificar si los animales no
presentaban relajacion muscular, el cual refleja un efecto de sedaciéon y no el
efecto ansiolitico. Los resultados obtenidos, muestran que el clonazepam
encapsulado en NP’s a dosis terapéutica y dosis media terapéutica tiene un
efecto ansiolitico ya que aumentaron considerablemente el porcentaje de
entradas y el tiempo de permanencia en los brazos abiertos en el modelo Plus-

Maze en comparacion dispersion de clonazepam a pH 7.



|. INTRODUCCION

Los usos clinicos de benzodiazepinas como ansioliticos son limitados por sus
efectos secundarios. Por este motivo es importante incursionar en una nueva
tecnologia de preparacion de medicamentos como es la “nanotecnologia” en
donde las dimensiones de las caracteristicas de investigacion son menores que
1/1000 del didmetro de un cabello humano [1]. Las NP’s muestran una gran
ventaja sobre los transportadores de farmacos convencionales, como: una
excelente tolerabilidad, buena estabilidad fisica, proteccion de farmacos labiles,

alta carga de farmaco y control de liberacion de farmaco. [2]

En este estudio experimental se pretende evaluar el efecto ansiolitico del
clonazepam el cual se encuentra en un transportador coloidal con una
estructura lipidica matricial con un didmetro promedio en el rango nanométrico.
El fundamento principal que sustenta el desarrollo de la presente investigacion
es que basicamente los lipidos tienen una amplia aplicacion porque son bien
tolerados por el cuerpo (como glicéridos, compuestos de &cidos grasos que se
encuentran presentes en las emulsiones para nutricion parenteral) y ademas la
BHE muestra un menor impedimento al paso de sustancias lipofilicas (ademas
de tomar en cuenta también el tamafio de particula y la carga eléctrica de la
superficie) por lo que el transporte de clonazepam (benzodiazepina) en
nanoparticulas puede ser facilitado por la composicion lipidica del acarreador,
lo que representaria una alternativa real para la administracion del farmaco con
sitio de accion en el cerebro durante enfermedades cronicas, también la
composicion lipidica de las NP’s mejora el transporte de farmacos lipofilicos a
su sitio de accion (aumento de biodisponibilidad, menor dosis y costo), los
componentes utilizados son muy bien tolerados por el organismo, enmascara
las propiedades del farmaco hasta que las NP’s son degradadas y el farmaco
es liberado, disminuyendo de ésta manera los efectos adversos en GOrganos
periféricos; en general constituyen un sistema de vectorizacion viable vy

prometedor aun en desarrollo. [2,3,4 ,5]

Para evaluar el efecto ansiolitico del clonazepam se usaron dos modelos
farmacoldgicos, uno para medir el efecto ansiolitico llamado Plus-Maze y el otro
para verificar que no se ha sobrepasado el efecto a relajacion muscular

mediante un modelo llamado Prueba de Traccion.



Il. MARCO TEORICO

[I.1 Sistema Nervioso Central

El sistema nervioso. Es el que pone en relacion al individuo con los procesos
del mundo exterior e interior y es el principal coordinador de las funciones del
organismo [6]

[I.L1.1 Estructura y funcion.

Comprende dos partes fundamentales, como se expresa a continuacion:

1.- El sistema nervioso somatico, cuya funcion principal es el ajuste del
organismo con el medio exterior. Se divide a su vez en dos secciones:

a) el sistema nervioso central, que comprende los centros nerviosos.
b) el sistema nervioso periférico, que corresponde a los nervios.

2.- El sistema nervioso auténomo, que se refiere a la inervacion visceral y
cuya funcion es el ajuste del organismo con el medio interno [6].
Desde un punto de vista anatdmico, es necesario identificar cuatro
componentes principales: el sistema nervioso central, el sistema nervioso
periférico, que incluye los pares craneales, el sistema autonomo y el sistema

neuroenddcrino [7].

11.1.1.1 El sistema nervioso central

El sistema nervioso central esta formado por el cerebro y la médula espinal. El
cerebro se encuentra en la cavidad craneal y esta protegido por las meninges.
Se divide en tres componentes principales que son, en orden ascendente, es
decir, desde la parte caudal (cola) a la cervical (cabeza) del sistema nervioso,
el cerebro posterior (también llamado rombencénfalo), el cerebro medio (el

mesencéfalo) y el cerebro anterior (el prosencéfalo) [7].
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El sistema nervioso periférico

El sistema nervioso periférico estd formado por las neuronas situadas fuera del
sistema nervioso central. El adjetivo periférico describe la distribucion
anatdbmica de este sistema, pero funcionalmente es artificial. Los cuerpos
celulares de las fibras motoras periféricas, por ejemplo, estan situados en el

sistema nervioso central [7].

El sistema nervioso autbnomo

El sistema nervioso autbnomo es la parte del sistema nervioso que controla la
actividad de los componentes viscerales del cuerpo humano. Se denomina
“autdbnomo” porque realiza sus funciones de forma automatica, lo que significa
gue su funcionamiento no puede controlarse facilmente a voluntad. Desde un
punto de vista anatomico, el sistema autonomo tiene dos componentes
principales: el sistema nervioso simpatico y el parasimpético. Los nervios
simpaticos que controlan la actividad visceral proceden de las porciones
toracica y lumbar de la médula espinal; los nervios parasimpaticos proceden
del tronco encefalico y de la porcion sacra de la médula espinal [7].

Desde un punto de vista fisiol6gico, no puede hacerse una generalizacion Unica
gue se apligue a la forma en que los sistemas nerviosos simpatico y
parasimpatico controlan diferentes 6rganos corporales. En la mayor parte de
los casos, los érganos viscerales estan inervados por ambos sistemas, y cada
uno de ellos tiene un efecto opuesto en un sistema de controles y equilibrios. El
corazén, por ejemplo, estd inervado por nervios simpaticos cuya excitacion
produce una aceleracion del ritmo cardiaco, y también por nervios
parasimpaticos cuya excitacion produce un retardo del mismo. Cada sistema
puede estimular o inhibir los 6rganos que inerva. En otros casos, los 6rganos
son controlados de forma predominante o exclusiva por uno de los dos
sistemas. Una funcién vital del sistema nervioso autonomo es el mantenimiento
de la homeostasia (estado estable de equilibrio) y la adaptacién del organismo
animal a su medio ambiente externo. La homeostasia es el estado de equilibrio
de las funciones corporales conseguido por un proceso activo; el control de la
temperatura corporal, del agua y de los electrélitos son ejemplos de procesos

homeostaticos [7].
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Desde el punto de vista farmacolégico, no hay un neurotransmisor Unico
asociado a funciones simpéticas o parasimpaticas, como se creyd en otros
tiempos. La antigua creencia de que la acetilcolina era el transmisor
predominante del sistema auténomo tuvo que abandonarse cuando se
encontraron nuevas clases de neurotransmisores y neuromoduladores (p. €j.,
dopamina, serotonina, purinas y diversos neuropéptidos). Recientemente, los
cientificos han resucitado el enfoque conductual del sistema nervioso
autonomo. El sistema nervioso autbnomo participa en la reaccion instintiva de
lucha o huida. [7]

[1.1.1.2 La Neurona

La unidad estructural y fisiologica del sistema nervioso es la neurona y en el
hombre existen unos 10000 millones de neuronas. Dicha unidad celular
comprende; a) el cuerpo celular o soma, que constituye la parte fundamental y
la nutriciébn de las prolongaciones depende de su conexién con aquel; b) las
dendritas constituyen el sistema receptivo de la neurona, correspondiente
algunas veces a la fibra aferente a la célula; b) & axon forma el sistema de

descarga y constituye la fibra nerviosa eferente (Fig. 1) [6].

11.1.1.3 Fibras Nerviosas

Las fibras nerviosas recién citadas ademas del axon poseen por lo general una
vaina de mielina de naturaleza esencialmente, que es producida por las células
de Schwann que se encuentran a lo largo de la fibra y cuya membrana exterior
se denomina neurilema. No todas las fibras poseen mielina, de manera que
existen fibras mielinicas y amielinicas, en estas Utimas las células de Schwann
no forman mielina. Lo descrito corresponde al sistema nervioso periférico, en el
sistema nervioso central no existen células de Schwann y la mielina es formada

por las células de la glia denominadas oligodendrocitos [6].
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11.1.1.4 Sinapsis

Se denomina sinapsis a la conexion entre dos neuronas, en ella la conduccion
se efectta siempre en un solo sentido, pasando el impulso nervioso desde las
terminaciones del axon de una neurona a las dendritas de la otra. En dicha
sinapsis las membranas de ambas neuronas “membrana presinaptica y
postsinaptica” estan separadas por una hendidura sinaptica, mientras que las
terminaciones presinapticas poseen las llamadas vesiculas sinapticas visibles

al microscopio electrénico [6].

4 Sinapsis neuronal

Dendritas

Sl s

| ) /!

e MNucleo [/
Botén ) e P J
terminal A AN £, !
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Ny G ", Axon  celular f o
o ' '\ i /

-
/-'Ch. . .,/ -
VY / o
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Fig. 1 Composicion estructural de una neurona. [8]

11.1.1.5 Excitacion e Inhibicién Central

El sistema nervioso central funciona produciendo aumento o disminucion de la
funcion de las células, lo que se denomina respectivamente excitacion e

inhibicién y esos fendmenos se producen esencialmente a nivel de la sinapsis

[6].

A) Excitacién central: se acepta actualmente que al llegar el impulso
nervioso a las terminaciones presinapticas de una fibra excitadora libera
un transmisor quimico excitador, sustancia que atraviesa la hendidura

sinaptica y provoca la despolarizacién de la membrana postsinaptica. El
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potencial de reposo de transmembrana medido con microelectrodo, que
es alrededor de -70milivoltios, al aumentar la permeabilidad al i6n sodio
gue penetra a través de la membrana, da lugar al potencial postsinaptico
excitador (EPSP) que al alcanzar el nivel critico de -60milivoltios origina
un potencial de accion que estimula la neurona y se propaga al axon,

descargando asi un impulso nervioso [6].

B) Inhibicion central: en este caso, al llegar el impulso a las terminaciones
presinapticas de una fibra inhibidora libera también un transmisor
quimico inhibidor que atraviesa la hendidura sinaptica y provoca la
hiperpolarizacion de la membrana postsinaptica. Se produce un aumento
de la permeabilidad al i6n potasio que aumenta su salida y en esta
forma da lugar al potencial postsinaptico inhibidor (IPSP). De manera
gue el reposo pasa de -70 a -80milivoltios, medido con microelectrodo.
Esta hiperpolarizacién es capaz de reducir el EPSP por debajo del nivel
critico de descarga, lo que bloquea el proceso de despolarizacion

produciéndose por lo tanto la inhibicion [6].

Debe considerarse que las mismas células nerviosas pueden recibir impulsos
excitadores e inhibidores de otras partes del sistema nervioso y asi mismo un
sistema neuronal puede ejercer influencias de ambos tipos sobre distintas
células. Asi algunas porciones de la formacion reticular son excitadoras
mientras que otras son inhibidoras sobre las células motoras espinales. Los
procesos de inhibicion son de extraordinaria importancia, constituyendo
mecanismos reguladores. Es asi que los centros superiores en muchas
ocasiones inhiben a los centros inferiores o bien los farmacos que por
disminucion de la inhibicion pueden provocar un aumento de la actividad
funcional de centros inferiores tratindose de fenomenos Illamados de

liberacion. [9].
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11.1.1.6 Ansiedad

La ansiedad puede ser una emocidon normal y un trastorno psiquiatrico,
dependiendo de su intensidad y de su repercusion sobre la actividad de la
persona. En condiciones normales constituye uno de los impulsos vitales que
motiva al individuo a realizar sus funciones y a enfrentarse a situaciones
nuevas. La ansiedad se convierte en patolégica auando en lugar de favorecer
el comportamiento, interfiere en él y cuando alcanza tal protagonismo que el

individuo desplaza hacia ella toda su atencion. [9]

En términos patologicos, la ansiedad puede describirse como la vivencia de un
sentimiento de amenaza, de expectacion tensa ante el futuro y de alteracion del
equilibrio psicosomatico en ausencia de un peligro real o, por lo menos,

desproporcionada en relacién con el estimulo desencadenante [10].

Se considera que en los trastornos de ansiedad interviene cierta predisposicion
biol6gica o vulnerabilidad, que puede tener una base genética o haber sido
adquirida en las experiencias de los primeros afos de vida. La manera en que
los acontecimientos y el medio ambiente impacten en un cerebro bien o mal

configurado podria conducir a la aparicion de la ansiedad patologica. [10]

También pueden cursar con ansiedad enfermedades de caracter propiamente
psicético, como los estados esquizofrénicos, los maniacos y los depresivos.

La ansiedad debe distinguirse de otras enfermedades, para su tratamiento por
lo que se han descrito los siguientes sintomas generales: palpitaciones,
taquicardia, opresion toraxica, dificultad para respirar, sensacion sofocante de
asfixia, indigestion, diarrea, vértigo, cambios en el apetito, transpiracion,
miccion frecuente, rubor, dermatitis ficticia, cefalea, dolores musculares,

insomnioy temores irrazonables. [11]

Quiza en los humanos el principal mecanismo productor de ansiedad sea el
estrés. El término se refiere a una respuesta de adaptacion que se acompara
de cambios fisioldgicos y conductuales facilmente identificables y generalmente
provocados por situaciones que pongan en peligro la integridad del individuo;

como el calor, el frio, las infecciones, los cambios extremos del medio
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ambiente, entre otros. Para muchos investigadores, el estrés es sinbnimo de

ansiedad. Sin embargo; se trata de situaciones aunque diferentes vinculadas.
[11]

La génesis de la ansiedad es muy complicada, aunque generalmente su origen
esta basada en las excesivas estimulaciones que llegan al organismo por la
actividad desgastante, a la sobreestimulacion nerviosa, la cual es provocada
por elevada responsabilidad, preocupaciones, disgustos y defectos de la
armonia familiar. Este tipo de actividad humana convierte a la mayor parte de
los individuos en un blanco facil del estrés y de la ansiedad. [12]

En la actualidad, los farmacos méas vendidos en todos los continentes son
aquellos utilizados para tratar la ansiedad; ademas, existe un incremento
alarmante en el uso de farmacos antidepresivos, sustancias que alivian la

depresion que es la etapa siguiente a la ansiedad. [12]

Los farmacos utilizados para atenuar la reaccion emocional producida por la
ansiedad son denominados como ansioliticos y en los ultimos afios el principal
avance en el estudio de la ansiedad, ha sido la obtencion de farmacos
ansioliticos mas especificos. Estas sustancias han servido como herramientas

para estudiar y entender la neurofisiologia de la ansiedad. [12]

Desde tiempos muy remotos, el hombre ha buscado sustancias capaces de
modificar los efectos del estrés y de las sensaciones de tension y ansiedad. La
mayor parte de estos esfuerzos, han finalizado con el desarrollo de sustancias
gue provocan sedacion; quizas el ejemplo mas caracteristico sea el etanol yel
desarrollo de agentes psicofarmacoldgicos que administrados bajo el contexto
de una terapia de apoyo ayudan a aliviar los sintomas de la ansiedad, y de la

depresion. [12]
En el afio de 1957 Léo Sternbach del grupo Hoffman la Roche de New Jersey,

sintetizaron e introdujeron al mercado a las benzodiazepinas, las cuales

presentaron efectos mas especificos sobre la ansiedad. [13]
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Los efectos ansioliticos de las benzodiazepinas han sido estimados en
animales de laboratorio, entre las benzodiazepinas mas importantes estan el
clorodiacepodxido, el diazepam, el oxazepam, el clorazepato, el lorazepam y el
clonazepam. Estas sustancias comparten varias propiedades fisicas,
terapéuticas y presentan una relacién estructura actividad farmacoldgica. En
particular, todas ellas provocan diferente efecto de acuerdo al aumento de la
dosis como: ansiolisis, sedacion y suefio, es decir son hipnéticas, también
poseen acciones anticonvulsivas, lo cual las hace utiles en el tratamiento de la
epilepsia. Por esta razén cuando se manifiestan sus efectos sedantes, también

se observan varios grados de relajacion muscular. [11]

[1.1.2 Barrera Hematoencefalica

Aunque el SNC esta muy vascularizado, las propiedades histolégicas y
funcionales de su red capilar forman la llamada Barrera Hematoencefalica
(BHE), que restringe el paso de la mayoria de las moléculas desde la corriente
circulatoria hasta el parénquima del SNC. Como se menciond anteriormente la
BHE consiste en uniones estrechas continuas entre las células endoteliales
capilares, sin fenestraciones y con notable escasez de moléculas pinocitéticas.
Ademas alrededor de los capilares encefalicos hay una membrana basal
prominente, limitada en el exterior por una capa continua de prolongaciones

celulares de neuronas y células gliales (astrocitos y oligodendrocitos). [9]

Por consiguiente, en el SNC no es posible que el transporte de moléculas de la
corriente circulatoria al espacio perivascular se realice por difusién simple, sino
gue requiere que la molécula sea: 1) suficientemente pequefia y liposoluble
para cruzar la membrana celular y el citoplasma de la célula endotelial, 2) Se
fije a un transportador selectivo y se traslade por transporte activo (es decir con

consumo de energia). [9]

En unas cuantas estructuras que rodean al tercero y el cuarto ventriculo, como
el area postrema, el érgano subfornical y la prominencia media la BHE es débil
o permite fugas, por lo que dichas partes del encéfalo estdn funcionalmente

fuera de la BHE vy, por tanto pueden actuar como sensores de las propiedades
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guimicas y osmoéticas de la sangre; luego la informacion asi recabada se
transmite por medio de impulsos neuronales a otras regiones encefélicas que
estan dentro de la BHE para activar las respuestas apropiadas. En el caso de
la eminencia media, la BHE permite que las hormonas y los factores de
liberacion producidos por las neuronas hipotalamicas se desplacen facilmente

del espacio perivascular a la corriente circulatoria. [10]

La BHE es muy poco permeable, de modo que restringe drasticamente el
namero de farmacos que pueden cruzarla de k sangre al SNC. Con excepcién
de las moléculas para las que hay sistemas de transporte especificos (P. €j.,
glucosa, aminoacidos, transferrina e insulina), sélo moléculas lipéfilas entran en
el encéfalo. El coeficiente de particibn aceite-agua de una molécula dada

puede servir de indicador de su capacidad para entrar al encéfalo. [10]

Se han desarrollado varias estrategias para facilitar el ingreso de farmacos al
SNC. El procedimiento mas comun consiste en efectuar cambios moleculares
para incrementar la liposolubilidad. Experimentalmente, se administra en forma
directa el farmaco al interior de los ventriculos encefalicos o al espacio
subaracnoideo a fin de salvar la BHE. Pero esto resulta demasiado peligroso
para aplicaciones terapéuticas repetidas en seres humanos, excepto la
inyeccion subaracnoidea raquidea lumbar. Una de las estrategias mas
perfeccionadas y eficaces consiste en fijar el farmaco en un portador como
algun anticuerpo contra receptores de moléculas que penetran al SNC por
transporte activo (p. €j., anticuerpos contra receptores de transferrina). El
complejo farmaco-anticuerpo se fija al receptor y con ello se activan

mecanismos de transporte activo. [10, 14]

Se ha comprobado desde hace dos décadas que el cerebro sélo oxida glucosa
para obtener la energia necesaria que satisfaga su demanda estructural y
funcional. En el cerebro adulto la racién de consumo de oxigeno y glucosa se
halla en equilibrio para mantener el metabolismo oxidativo y la produccion de

oxigeno. [10]

Los requerimientos metabdlicos y el flujo sanguineo cerebral suelen
correlacionarse, de tal manera que un incremento de la energia se acompafa

normalmente de un aumento del flujo sanguineo mientras que una reduccion
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energética conduce a una atenuacion del flujo cerebral. En varias especies
animales incluido el hombre se ha visto que alteraciones en el sistema de flujo
cerebrovascular producen una disfuncién paralela en la actividad neuronal. Por
lo tanto para garantizar un normal funcionamiento neuronal, en condiciones
fisiologicas, parecen esenciales dos requisitos: @ un flujo sanguineo cerebral
normal y b) la integridad de la BHE. [15]

I1.L1.2.1 Mecanismos de transporte de
sustancias através de la BHE.

La BHE desempefia una funcién esencial en el mantenimiento de la
homeostasis cerebral. Las sustancias liposolubles entran al cerebro por
difusibn a través de la Amina endotelial. La mayoria de los nutrientes, que
suelen ser hdrosolubles, requieren el uso de mecanismos de transporte activo
para incorporarse al cerebro, existiendo transportadores especializados para
glucosa, aminoéacidos, acidos monocarboxilicos y precursores de acidos
nucleicos y aminas, que garantizan el aporte de nutrientes, hormonas y
sustancias precursoras de neurotransmisores cerebrales. Por consiguiente, la
BHE regula (Fig 2) el entorno nutritivo y homeostatico del SNC permitiendo el
acceso de sustancias a través de tres mecanismos: (i) rutas extracelulares, (ii)

difusion plasmalemaly (iii) sistemas selectivos de transporte.

Las rutas extracelulares fincionan mediante el pasaje residual que ocurre en
torno a las células ependimales, el espacio subaracnoideo y otros puntos de
posible traslade de sustancias desde el torrente sanguineo. La tasa de pasaje
por esta ruta es muy baja, equivalente a la de la albamina, con un trasiego de
sangre a cerebro unidireccional y una constante de entrada (Ki) de 10° a 10
®ml/g/min. Esto indica que la cantidad de sustancia que se encuentra en 0.01 a

0.001 ml de plasma entra en un gramo de cerebro cada minuto.

La segunda ruta representada por la difusion a través de membranas, depende
de sustancias que entran en la vertiente luminar-sanguinea de las células
emergiendo de la parte abluminal o cerebral. Las propiedades de esta difusion
depende fundamentalmente de las caracteristicas quimicas de cada molécula,
su liposolubilidad, sus enlaces hidrogenados, su peso molecular, carga ionica,

estructura tridimensional, unién a proteinas y capacidad de autoagregacion.
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Las propiedades de la membrana a través de la cual pasan estas sustancias

también importa, sobre todo la carga de superficie y la fluidez de la membrana.

La tercera ruta altamente selectiva, es la de los sistemas de transporte
saturables, como el sistema de las hexosas, que transporta la glucosa al
interior del cerebro o los sistemas para aminoacidos neutros, como la tripsina.
Estos sistemas permiten el acceso de sustancias especificas al cerebro con
una velocidad 10 — 1000 veces superior a la que les permitirian otros sistemas
no saturables. Una de las caracteristicas de estos sistemas de transporte
selectivo es que se autorregulan en funcibn de la demanda metabdlica y
cambian en el tiempo, desde las fases de desarrollo hasta la senectud.
También estdn influenciados por neurotoxinas y cualquier defecto de

funcionamiento puede conducir a enfermedades del SNC.

Una funcién recientemente atribuida a la BHE es su capacidad para controlar el
intercambio de moléculas con propiedades informativas, como péptidos y
proteinas reguladoras, entre el SNC y la circulacién periférica. Ejemplos de
estas moléculas son la insulina y la leptina que entran en el cerebro a través de
la BHE para controlar las conductas apetitivas; o la metionina-encefalina, que
sale del cerebro para controlar las conductas adictivas al alcohol; o también
diversas citocinas que entran y salen del cerebro para regular la red neuronal.
Algunas células del sistema inmune atraviesan la BHE por diapédesis para

ejercer sus funciones lejos de su entorno original.

Otros procesos como la endocitosis adsortiva, que ocurre normalmente o son
activados por agentes patdégenos, también pueden constituir nuevos
mecanismos de trasiego molecular a través de la BHE. La BHE muestra una
reducida endocitosis comparada con otros tejidos, no obstante, el transporte
vesicular (mediado via receptor, por adsorcion o endocitosis de fluido de fase)
tiene una funcién importante en la liberacién de diversos compuestos hacia el
cerebro. Como ejemplo, el hierro enlazado a transferrina es endocitosado hacia
el interior de la microvasculatura cerebral a través de un mecanismo mediado
por receptores, de manera similar, la insulina y lipoproteinas de baja densidad
exhiben también un paso a través de la BHE mediada por receptor. La
endocitosis por adsorcion es el mecanismo de transporte de ciertas proteinasy

péptidos en su forma catidnica. La endocitosis por fluido de fase se ha
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demostrado Unicamente en cultivos celulares de BHE proveniente de humano y

bovino.

El fluido de farmacos. Farmacos, nutrientes, metabolitos, péptidos, hormonas y
neurotransmisores pueden ser transportados activamente del cerebro a la
sangre para mantener la homeostasis cerebral. El transporte activo fuera del
cerebro ocurre via transportadores de transporte activo primario localizado en
la BHE que incluyen a la glicoproteina-P, miembros de la familia de proteinas
asociadas a una resistencia multifarmacos, transportador de &acidos
monocarboxilicos y transportadores de iones organicos. El transporte activo
primario en la BHE ha mostrado ser una limitante en la penetracion de
compuestos terapéuticos como farmacos anti-VIH, analgésicos, antibacteriales,

antiepilépticos y agentes anticancerigeno hacia el SNC [16].

La BHE posee una especial permeabilidad para diversos solutos, asi, la razén
entre las concentraciones LCR/plasma es inversamente proporcional al P.M.
de las sustancias, un ejemplo de esto es la proporcién entre el LCR y el plasma
en el caso de la albumina con P.M. de 69000 daltons, que es de 1/200 y

existiendo relativamente mas albumina que gamma globulinas con P.M. de
15000 daltons.

Otros factores importantes son las propiedades fisicas de los solutos, como: la
liposolublilidad, su union a proteinas plasmaticas y su grado de ionizacién a pH
fisiologico. Los solutos hidrosolubles y polares atraviesan la BHE con dificultad
a no ser que dispongan de transportadores especiales como en el caso de la

glucosa y los aminoéacidos.

La BHE posee una importante regulacion osmotica siendo casi libre el peso del
agua (el 93% de una sola inyeccion difunde al encéfalo), pero presentando una
importante restriccion al paso de los cationes como el sodio o el potasio, que a
pesar de poseer transportadores especificos sélo logran el equilibrio con el

plasma horas después de la inyeccion.

Otros factores implicados en la permeabilidad son la carga negativa del capilar
cerebral (la albumina catidnica pasa mejor que la neutra) y el sistema de
transporte coroideo, ya que la relacion entre el LCR y el liquido intersticial

cerebral es muy estrecha. La BHE y el LCR actian como un sistema que
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mantiene la homeostasis del SNC, facilitando la entrada de los metabolitos

necesarios e impidiendo su paso o facilitando la excrecion de los innecesarios
[17, 18, 19].
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Fig 2: Mecanismo de transporte a través de la barrera hematoencefalica.
(A)difusion transcelular; (B) difusién paracelular; (C) transporte mediado por
acarreador; (D) endocitosis por fluido de fase; (E) endocitosis adsortiva; (F)
endocitosis mediada por receptor; y (G) transporte activo primario de farmaco
[19]

22



.2 Benzodiazepinas

Dentro de los farmacos que actiuan sobre el sistema nervioso central (SNC),
nos encontramos con dos grupos:
a) Depresores del SNC.
= Anestésicos generales
= Sedantes
= Hipndticos
* Neurolépticos  (Tranquilizantes  mayores) y  Ansioliticos
(Tranquilizantes menores)
= Anticonvulsivos
= Analgésicos
* Relajantes musculares
= Antiparkinsonianos.
b) Estimulantes del SNC.
= Analépticos

= Estimulantes cerebrales

Dentro de los farmacos depresores del SNC, encontramos el grupo de las
benzodiacepinas. En general, las benzodiacepinas, son farmacos
tranquilizantes menores, potentes (ansioliticos) y también actidan como
anticonvulsivos; ademas existen algunos que poseen actividad hipnotica. [20]

Los farmacos ansioliticos como las benzodiacepinas, son depresores selectivos
del SNC, que se usan en el tratamiento de trastornos mentales leves, tales
como: neurosis y ansiedad, pueden actuar, ademas como relajantes
musculares, ademas presentan algunas caracteristicas de los farmacos
sedantes, tales como, la disminucion de la agresividad en los individuos,
ademas de promover la sensacion de relajacion y bienestar, incrementan
también la sociabilidad; regularmente este tipo de farmacos ocasionan
tolerancia, asi como dependencia tanto psiquica como fisica en los pacientes,
pueden ademas producir sintomas de abstinencia. [20]

Este grupo de farmacos empezo a ser investigado en la década de los afios 50,
siendo el clordiazepoxido, la primera sustancia de este grupo al que se le

descubrieron las propiedades antes mencionadas. [20]
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Las benzodiacepinas son farmacos de origen sintético, en general, estan
formadas por un sistema anular heterociclico formado por un anillo bencénico y

un anillo heptagonal que contiene dos &tomos de nitrégeno (Fig. 3). [20]

[1.2.1 Clasificacion de las Benzodiazepinas

1.- Clasificacion de benzodiacepinas por su accion farmacologica.

En la actualidad, se cuenta con gran niamero de farmacos pertenecientes al
grupo de benzodiacepinas, dentro de este grupo podemos encontrar que
poseen diferentes caracteristicas farmacologicas a pesar de su similitud
guimica. [20]

2.- Clasificacion de benzodiacepinas por la duracion de su efecto.

Una forma de clasificar a este importante grupo de farmacos, es basandose en
la duracion de su efecto: como de larga duracion, estos farmacos tienen un
tiempo de vida media mayor a 20 horas; y los de corta duracion, en donde
encontramos que el efecto farmacologico es poco persistente ya que el tiempo
de vida media de estos es menor a 20 horas, por lo que resultan utiles en
pacientes que requieren mejorar el proceso de conciliacion del suefio, ademas
de que este tipo de farmacos se recomiendan en pacientes con enfermedades
hepéticas, ya que al eliminarse rapidamente, reduce el conjunto de
transformaciones metabdlicas que el higado lleva a cabo para convertir al
farmaco administrado en una sustancia polar que pueda ser facilmente
eliminada por el rifién (regularmente) y de esta manera el higado, que es el
sitio principal donde se lleva a cabo la mayor parte de estas transformaciones

metabdlicas de los farmacos, no se vea afectado. [20]
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Fig 3 Representacion estructural de la Benzodiazepina.
1,4-Benzodiazepina
7-CLORO-3-HIDRO-5-FENIL-2(N-METIL)AMINO-1,4-BENZODIAZEPINA [20]
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Tabla 30. Benzodiazepinas; vida media, uso y dosis recomendada [21].

Benzodiacepinas

Yida media
(en horas)
[metabolito

Objetivo de

comercializacicn

Dosis oral
equivalente

aproximada

activo] {en mg)
Alprazolam (Xanax®, Alplax®) 6-12 Ansiolitico 0.5
Bromazepam (Lexotanil®) 10-20 Ansiolitico 5-6
Clorodiacepéxido (Librium®) 5-30 [36-200] Ansiolitico 25
Clobazam (Frisium®) 12-60 s 20
anticonvulsivo
. i Ansialitico,
Clonazepam (Clonopin”, Rivotril®) 18-50 . . 05
anticonvulsivo

Clorazepate {Tranxene®, Nansius®) [36-200] Ansiolitico 15
Diazepam (Valium®) 20-100 [36-200] Ansiolitico 10
Estazolam (ProSom®) 10-24 Hipnatico 1-2
Flunifrazepam -;'F{mhipncl"“] 18-26 [36-200] Hipnética 1
Flurazepam (Dalmane®) [40-250] Hipnotico 15-30
Halazepam (Paxipam®, Alapryl™) [30-100] Ansiolitico 20
Ketazolam (Anxon®) 2 Ansiolitico 15-30
Loprazolam (Samnovit®) 6-12 Hipnotico 1-2
Lorazepam (Ativan®) 10-20 Ansiolitico 1
Lormetazepam {r\.lar,r.ar*nid"'J p Lura.rnetﬁ} 10-12 Hipnotico 1-2
Medazepam (Nobrium®) 36-200 Ansiolitico 10
Nitrazepam (Mogadon®) 15-38 Hipnético 10
Nordazepam (Nordaz®) 36-200 Ansiolitico 10
Oxazepam (Serax® Serenid®, Serepax®) 4-15 Ansiolitico 20
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[1.2.2 Mecanismo de accion de las Benzodiazepinas

El mecanismo de accidén farmacolégico que utilizan las benzodiazepinas esta
relacionado con la funcion de los sistemas neuronales cerebrales que utilizan el
GABA como neurotransmisor. [22]. Esta sustancia, la cual ejerce influencia de
tipo inhibidor, provoca una hiperpolarizacion celular, la cual se traduce como un
estado de hipoexcitabilidad neuronal [22]. Estos efectos son resultado de la
unién del GABA a sus receptores especificos cerebrales. El receptor GABA es
una proteina pentamérica de la cual 3 subunidades son las que estan

completamend7te identificada las cuales son: a, By ? y el receptor actla

como un canal del ién cloro.

Actualmente se han descrito dos tipos de receptores al GABA, los receptores
GABAA,, los cuales son sensibles a la bicuculina y estan acoplados al ionoforo
del ion CI, y los receptores GABAg los cuales son insensibles a bicuculina y
actian a través de los canales de los iones Ca'™ y K'[23]. Los efectos
provocados por las benzodiazepinas, son mediados basicamente por los
receptores GABAa. El receptor GABAA se encuentra cerrado cuando no esta
unido a GABA o0 a las benzodiazepinas. En respuesta a GABA el cual se une a
la subunidad a el canal se abre para permitir la entrada de iones cloruro dentro

de la célula, la conductancia mediada por el ion cloruro es incrementada
cuando la benzodiazepina se une a la subunidad ? . [11].

Los estudios realizados a lo largo de este tiempo para llegar a conocer el
mecanismo de accién de los farmacos pertenecientes al grupo de las
benzodiacepinas, han revelado que estos, facilitan el efecto inhibidor de la
neurotransmision que esta mediada por GABA. Dicho mecanismo es activado
por una modulacion alostérica positiva de los receptores GABAa Los cuales
regulan el paso del ClI en la membrana postsinaptica de las neuronas blanco
pero no altera el tiempo de apertura de los canales, ni el tiempo de

conductancia. [20]
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Fig. 4 Supercomplejo del receptor GABA/ionoforo de CI” donde se esquematiza,

la funcion de las benzodiazepinas, aumentando la afinidad del neurotransmisor

GABA por su receptor, facilitando asi el paso de los iones CI" hacia el interior

de la célula. [20]

El mensaje que el GABA transmite es un mensaje de inhibicién: le comunica a

las neuronas con las que se pone en contacto que disminuyan la velocidad o

gue dejen de transmitir. Como mas o menos el 40% de los 100000 millones de

neuronas del cerebro responden al GABA, esto significa que el GABA tiene un

efecto general tranquilizante en el cerebro: de cierta forma, es el hipnético y

tranquilizante natural con que cuenta el organismo. Las benzodiazepinas

aumentan esta accion natural del GABA, ejerciendo de esta forma una accion

adicional (frecuentemente excesiva) de inhibicién en las neuronas.
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Fig. 5. Mecanismo de accion de las benzodiazepinas. [8]

1. Impulso nervioso.

2.- El anterior impulso nervioso hace que el GABA sea liberado de los sitios en
gue esta almacenado en la neurona.

3.- El GABA es liberado en el espacio interneuronal.

4.- El GABA reacciona con los receptores de la neurona, la reaccién permite la
entrada de los iones cloruro (CI') en la neurona.

5.- El efecto anterior inhibe o detiene el progreso del impulso nervioso.

6.- Administracion de benzodiazepina.

7.- Las benzodiazepinas reaccionan con el sitio de refuerzo de los receptores
GABA.
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8.- esta accién aumenta los efectos inhibidores del GABA; el impulso nervioso

en curso puede quedar bloqueado completamente. [24]

La interaccion del clonazepam con los receptores GABA ubicados en la parte
exterior de la neurona que lo recibe abre un canal, permitiendo asi que las
particulas con carga negativa (iones de cloruro) entren en la neurona. Estos
iones negativos “sobrecargan” la neurona, debilitando la respuesta de la misma

a otros neurotransmisores que en condiciones normales, la excitarian.

Las benzodiazepinas también reaccionan en sus propios sitios especiales
(receptores benzodiazepinicos) que precisamente estan ubicados en los
receptores GABA. La combinacion de una benzodiazepina con su receptor
potencia la accion del GABA, lo cual permite que entre en las neuronas una
mayor cantidad de iones de cloruro, aumentando asi la resistencia de la
neurona a la excitacion. Los distintos subtipos de receptores benzodiazepinicos
tienen acciones levemente distintas. Todas las benzodiazepinas, en mayor o
menor grado, con todos los subtipos y todas aumentan la actividad del GABA

en el cerebro.

Como resultado de este incremento de la actividad inhibidora del GABA
causada por las benzodiazepinas, disminuye la produccion cerebral de
neurotransmisores excitativos, incluso se reduce la produccion de norepinefrina
(noradrenalina), serotonina, acetilcolina y dopamina. Estos neurotransmisores
excitativos son necesarios para las funciones involucradas en el estado normal
de vigilia, alerta, memoria, tono muscular, coordinacion, respuestas
emocionales, secrecion de las glandulas endocrinas, control del ritmo cardiaco,
de la tension sanguinea y para muchas otras funciones , todas las cuales

pueden ser perjudicadas por las benzodiazepinas.

Hay otros receptores benzodiazepinicos, no relacionados con el GABA, que se
encuentran en el rifidn, colon, células sanguineas y corteza suprarrenal, y que
pueden ser afectados por algunas benzodiazepinas. Estos efectos directos e
indirectos son responsables de los bien condicionados efectos adversos

causados por el uso de este grupo de farmacos. [24]
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[1.2.3 Farmacocinética

Las propiedades fisico-quimicas y farmacocinéticas de las benzodiazepinas

influyen mucho sobre su utilidad clinica.

Todas las benzodiazepinas son bases organicas débiles, son muy liposolubles
y se absorben rapido y completamente por via oral, salvo el clorazepato que es
una profarmaco y se descarboxila rapidamente en el jugo gastrico a N-
desmetildiazepam (nordiazepam) y luego se absorbe por completo. El
midazolam es el compuesto mas liposoluble y el fluMazenil el menos
liposoluble. La absorcion por via IM es irregular, en caso de ser necesaria la
via parenteral, la de eleccién es la IV, generalmente, el solvente que poseen es
el polietilenglicol, es un polialcohol muy irritante que hace precipitar la
benzodiazepina en el tejido muscular y por lo tanto se absorbe mal el farmaco.
En caso de elegirse la via IM, el musculo que se prefiere es el deltoides y la
inyeccion debe ser profunda para evitar pérdida de biodisponibilidad en el tejido
adiposo. El lorazepam es la Unica benzodiazepina que se absorbe
completamente por via .IM, cuando se administran por via oral a los 30min.
aparecen los efectos ansioliticos o hipnéticos. Como vimos, son muy lipofilicas,
el comienzo de accion después de una dosis oral refleja el grado de absorcion
gastrointestinal (aproximadamente 30 min.); la duracién de accion demuestra el
porcentaje de distribucion en tejidos periféricos, el grado de unién a proteinas

plasmaticas y el porcentaje de depuraciony eliminacion. [25]

Las benzodiazepinas son transportadas por la circulacion sistémica a la
circulacion cerebral capilar, estos agentes tienen alto grado de uni6on a
proteinas plasmaticas 80-95%, albumina principalmente y debido a su escasa
fraccion libre pasan poco al liquido cefalorraquideo. La benzodiazepina mas
soluble es el diazepam, es por ello que atraviesa rapidamente la barrera
hematoencefélica, realiza un rapido equilibrio entre la sangre y el tejido cerebral

y se concentra en este Ultimo. [25]
Otras benzodiazepinas menos liposolubles como el lorazepam difunden con

menor extension y rapidez al cerebro, aunque finalmente (aprox.30 min.) se

logra el equilibrio entre la sangre y el cerebro. Como sabemos, sélo la fraccion
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libre es farmacol6gicamente activa y es la que difunde a través de las
membranas biol6gicas. La alta union a proteinas plasmaticas también
influencia en la cantidad de farmaco captado por el cerebro, asi la

concentracion de farmaco libre en plasma refleja la concentracion cerebral. [25]

El volumen de distribucion aparente es amplio (1-2 litros/Kg.), debido a que
estos farmacos luego de concentrarse en el cerebro sufren una redistribucion
tisular periférica sobre todo en lipidos y musculo. [25]

En general las benzodiazepinas son metabolizadas primariamente por enzimas
microsomales hepaticas, sufriendo oxidaciéon microsomal (fase 1) y luego
glucuronoconjugacion (fase Il). A diferencia de los barbitlricos no son potentes
inductores enzimaticos hepaticos. La mayoria de las benzodiazepinas deben
ser primero oxidadas (metabolitos activos, fase 1) y luego conjugadas

(metabolitos inactivos, fase Il). [25]

Los metabolitos oxidados son activos y pueden ligarse o unirse al receptor de
benzodiazepinas (aunque en general poseen menos actividad que el farmaco
madre). [25]

Los metabolitos glucuronoconjugados son inactivos y se excretan con facilidad.
Los ancianos tienen disminuidos: la masa hepética, el flujo hepatico, la
oxidacion, la reduccion y la hidrdlisis; esto hace que la fase | se demore y se
acumule farmaco activo y metabolitos activos. De este modo aumentan los
niveles plasmaticos de la benzodiazepina y por lo tanto aumentan los efectos
adversos. La glucuronacion, sulfatacion y acetilacion no estan afectadas en

ancianos (fase Il). [25]

Algunas benzodiazepinas como flurazepam (Somlan) poseen una vida media
corta (1-3 hs), sin embargo su metabolito oxidado el desalkilflurazepam circula
en plasma por méas de 50 hs., si las dosis son repetidas, se acumulan pudiendo
producir efectos depresores no deseados, como por ejemplo sedacién matinal.
[25]

Otros agentes de vida media mas larga producen metabolitos que circulan por

mas de 200 horas en plasma como el metabolito Ndesmetildiazepam, o el
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metabolito oxazepam que circula en plasma 24 hs. Cuando se utilizan
benzodiazepinas de vida media mas larga, hs dosis repetidas se acumulan

pudiendo producir sedacion, pero no aparece el insomnio rebote.

El triazolam que es un agente de vida media corta, no produce metabolitos
activos, esto podria asociarse al insomnio rebote, con ansiedad, agitacion,
amnesia, disturbios afectivos, sonambulismo cuando son retirados
bruscamente. Esto seria un sindrome de abstinencia severo y de rapida

instalacion. [25]

La oxidacion de las benzodiazepinas podria estar comprometida en ancianos o
en hepatopatias, trayendo como consecuencia acumulacion  de
benzodiazepinas, sus metabolitos y prolongacion de la vida media. Lo mismo
puede ocurrir con la administracion conjunta con cimetidina, estrégenos,
disulfiram, eritromicina, isoniacida que compiten con las mismas enzimas
microsomales para la biotransformacion, pudiendo acumular las

benzodiazepinas. [25]

En pacientes con cirrosis, enfermedad hepatica avanzada, ancianos o
pacientes tratados con otros farmacos, no se afecta la actividad enzimatica de
fase Il. En estos casos especiales £ puede administrar oxazepam (Nesontil),
temazepam (Lenal) o lorazepam (Trapax), los cuales son metabolizados
exclusivamente por conjugacion, teniendo especial cuidado con el lorazepam,
sobre todo en ancianos por la alta incidencia de amnesia y confusion mental
gue produce. Podemos decir que las benzodiazepinas de accién intermedia y
prolongada son mas susceptibles de acumulacion y son las que necesitan
mayores ajustes de las dosis y/o intervalos entre las mismas en hepéticos y

ancianos. [25]

Las benzodiazepinas atraviesan con facilidad la placenta y son capaces de
producir efectos depresores en el feto y/o teratogenicidad del comportamiento.
Se excretan por la leche materna en un 10-15% de la concentracion
plasmaética, lo cual puede producir sedacion en el lactante. La leche de vaca
(también la leche en polvo) contienen N-desmetildiazepam, debido a que el

diazepam se encuentra en algunos hongos y vegetales (trigo, papas). [25]
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La eliminacién se realiza por filtracibn y secrecién tubular principalmente
metabolitos glucuronoconjugados y en menor cantidad los oxidados. [25]

[1.2.4 Clonazepam

Benzodiazepina introducida en 1975 usada casi exclusivamente como un
antinconvulsivo, para prevenir y tratar los ataques epilépticos. Se muestra en
la figura 6 muestra su estructura quimica, (5-(2-clorofenil)-1,3-dihidro-7-nitro-
2H-1,4-benzodiazepina-2-ona) es un derivado clorado del nitrazepam en la
posicién 2 del anillo C. (Fig. 6). [10]

ZT

OH
O.N —N

Cl

Fig. 6 Estructura del Clonazepam [24]

El Clonazepam posee todos los efectos farmacologicos caracteristicos de las
benzodiazepinas: ansiolitico, sedante y miorrelajante. Sin embargo su utilidad
gueda limitada porque con frecuencia causa sedacion y ataxia. Se puede usar
en casos de epilepsia de ausencia, pero debido a sus efectos adversos, por lo
regular se reserva su empleo a otras formas de epilepsia infantil
farmacorestinte. Con la administracion cronica de éste farmaco para controlar
convulsiones excesivas, se puede desarrollar tolerancia a los efectos

antidepresivos del SNC asi como el efecto anticonvulsivo. [10]

El clonazepam es seguro, de vida media larga y no causa trastornos

gastrointestinales importantes y efectos que hagan peligrar la vida.
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Causa sedacién o cambios de personalidad (excitacion paraddjica) hasta en
50% de los pacientes que lo toman. En los nifios, la excitacién paraddjica
puede tomar la forma de impaciencia, rudeza o agresion franca. Lo mismo que
otras benzodiazepinas, sus efectos depresivos sobre el SNC se incrementan
con el consumo de alcohol, opioides y diversos farmacos sedantes e

hipnéticos. [10]

Su efecto anticonvulsivo, puede desaparecer después de algunos meses de

uso ya que el uso prolongado de este farmaco crea tolerancia. [10]

[1.2.5 Mecanismo de accion de Clonazepam

Potencia la inhibicion mediada por GABA al fijarse en el sitio receptor de las
benzodiazepinas en los canales de cloruro con puerta de ligando, relacionados
con los receptores de GABAa (ver mecanismo de accion de las

benzodiazepinas). [10]

1.2.6 Posologia

La dosis de clonazepam debe adaptarse en forma individual para cada
paciente de acuerdo a la respuesta clinica y tolerancia. La dosis de
mantenimiento sera alcanzada luego de un ajuste posolégico progresivo, con
objeto de prevenir los efectos adversos al iniciar el tratamiento; se alcanza
habitualmente en el curso de 1 a 3 semanas. Se recomienda fraccionar la dosis
diaria en dos o tres tomas durante el periodo de ajuste. Una vez alcanzada la
dosis de mantenimiento, la misma puede ingerirse en una sola toma al
acostarse. Si fuesen necesarias varias tomas diarias se recomienda ingerir la

dosis mayor al acostarse. [10]

Actividad anticonvulsiva.
Adultos: la dosis inicial recomendada es de 1 a 2 mg/dia, la que sera
incrementada entre 0.5 a 1mg cada 3 dias hasta alcanzar la dosis de

mantenimiento. La dosis habitual es de 2 a 4 mg/dia y la maxima de 20 mg/dia.
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Nifios: la dosis inicial para nifios de 10 a 16 afios o con mas de 30Kg es similar
a la de los adultos (1 a 2 mg/dia) y la dosis habitual recomendada de 1.5 a 3
mg/dia.[10]

Si el clonazepam se utiliza como terapéutica asociada a otros
anticonvulsivantes habria que adaptar la dosis de cada farmaco a fin de

obtener el efecto deseado. [10]

Trastorno de péanico, ansiedad generalizada y/o agorafobia.
La dosis debe ajustarse a cada caso particular, recomendandose iniciar con
0.5-1 mg/dia en 1 o 2 tomas diarias, hasta alcanzar la dosis efectiva tolerable.

La experiencia clinica demuestra un rango posoldgico de 1 a 5mgdiarios. [10]

[1.2.7 Farmacocinética

0 Absorcién: Después de la administracion oral de clonazepam, se
absorbe en forma rapida y total. Las concentraciones plasmaticas
maximas se registran en la mayoria de los casos al cabo de 1-4 horas
de la toma del medicamento. La biodisponibilidad por via oral es del
90%. Tras la administracion diaria de 6 mg (divididos en 3 dosis diarias),
las concentraciones plasmaticas en estado de equilibrio oscilan entre 25
y 75 ng/ml. Las concentraciones plasmaticas en estado de equilibrio
después de la administracion de dosis repetidas pueden llegar a ser
cuatro veces (dosis Unica diaria) u ocho veces (tres dosis diarias)
superiores a las observadas tras la administracion de una sola dosis. El
efecto Optimo se obtiene con concentraciones plasmaticas de
clonazepam de 20-70 ng/ml (promedio: 55 ng/ml, aproximadamente).
[26]

o Distribucion: El volumen medio de distribucion de clonazepam se calcula
en unos 3 I/Kg. Su grado de fijacion a proteinas es del 85%. Se puede
estimar que clonazepam atraviesa la barrera placentaria, y se ha

detectado su presencia en la leche materna. [26]
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0 Metabolismo: La transformacién metabdlica de clonazepam se produce
por hidroxilacién oxidativa y reduccion del grupo 7-nitro, con formacién
de compuestos 7-amino o0 7-acetilamino, que pueden conjugarse para
formar nuevos metabolitos. ElI principal metabolito es 7-amino-
clonazepam, con escasa actividad anticonvulsivante. Se han
identificado, ademas, otros cuatro metabolitos, pero en menor
proporcion.[26]

En un plazo de 4-10 dias, se elimina por la orina el 50-70% de la
radiactividad total de una dosis oral de clonazepam marcado y por las
heces, el 10-30%, casi exclusivamente en forma de metabolitos libres o
conjugados. Menos del 0,5% se recupera en la orina en forma de

clonazepam inalterado. [26]

o Eliminacion: La vida media de eliminacién oscila entre 20 y 60 horas
(promedio: 30 horas). [26]

[1.3 Estudios sobre la ansiedad con animales

El miedo es una reaccidbn natural que ocurre cuando hay alguna
amenaza o peligro. El miedo involucra ciertas alteraciones neuroquimicas en el
funcionamiento de diversas estructuras cerebrales. En los seres humanos, se
caracteriza por producir cambios motores, irritabilidad, agresion o vigilancia
exacerbada. A veces el miedo llega a convertirse en una patologia conocida
como ansiedad; en estos casos, el peligro puede ser real o irreal, e incluso

estimulos irrelevantes pueden desencadenar el trastorno. [27]

Por otro lado, los animales pueden exhibir algunas respuestas de miedo
gue dependen de la estructura cerebral que es estimulada por el tipo de
situacion peligrosa. En ocasiones, tienden a permanecer completamente
inmoviles, y de esta manera pasan desapercibidos; en otras, deciden escapar
del riesgo; no obstante, sélo muy pocas veces llegan a enfrentar el peligro, lo

gue hacen sobre todo cuando el escape es imposible. [27]

En los animales no se puede hablar de ansiedad sino de miedo, de

manera que para estudiar la ansiedad en los seres humanos se debe recurrir a
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modelos animales que ilustren algunos aspectos de la psicopatologia de los
seres humanos. La ventaja de utilizar modelos de ansiedad con animales es
gue se pueden ensayar en ellos diversas técnicas experimentales que en los
seres humanos seria imposible. A pesar de que las reacciones de miedo entre
animales y seres humanos comparten algunos aspectos estructurales, la
actividad de los segundos es infinitamente mas compleja, de tal forma que el
estudio con animales de laboratorio soOlo permite hacer algunas

aproximaciones, lo que es la mayor desventaja de dichos modelos. [28]

Existen mas de treinta modelos animales disefiados para estudiar la
amplia gama que comprenden los desordenes de ansiedad. Tales modelos se
pueden dividir en dos grandes grupos: los modelos basados en respuestas

incondicionadas y los que se fundamentan en respuestas condicionadas. [28]

[1.3.1 Modelos basados en respuestas incondicionadas

Los modelos basados en respuestas incondicionadas emplean la
curiosidad natural de los animales de laboratorio, la que los lleva a explorar.
Por ejemplo, el modelo Plus Maze donde se ponen a ratas de laboratorio en un
aparato que tiene cuatro brazos formando una cruz y que se encuentra elevado
del piso. Dos brazos opuestos de ese laberinto tienen paredes protectoras, no
asi los dos brazos opuestos. En esta prueba, los roedores son colocados en el
punto en que los brazos se cruzan y se les permite explorar de forma libre los
cuatro brazos. Inicialmente, y siguiendo su instinto de exploracion, los animales
incursionan en los cuatro brazos, y descubren que en ellos existen dos
peligros: uno es la altura a la que se halla el laberinto del suelo y otro es el
espacio abierto, de suerte que, después de algunos segundos, evitan
definitivamente la exploracion de los brazos abiertos y permanecen el resto del
tiempo en los brazos que tienen pared. Pese a ello, la aplicaciéon de farmacos
gue se utlizan para disminuir la ansiedad (o0 ansioliticos) propician la
exploracion constante de los brazos abiertos. [27]

Pero esta prueba, como todos los modelos animales, tiene limitantes.
Por ejemplo, es una prueba que solo se puede realizar una sola vez, ya que los

roedores desarrollan ansiedad permanente y no responden a los tratamientos
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ansioliticos en una nueva exposicion, ademas de que no todos los farmacos
ansioliticos producen efecto en ratones. Ademas, su utilidad permite demostrar
los efectos ansioliticos o ansiogénicos de diversos farmacos, asi como de
plantas medicinales que tienen reputacion popular de ser medicinales.
Asimismo, se puede explorar el papel que algunas estructuras cerebrales
tienen en el miedo y la ansiedad; por ejemplo, la estimulacién del hipocampo

produce un incremento de la ansiedad. [27]

Otras pruebas basadas en la exploracién son la de exploracién libre, de
ansiedad graduada, del tablero con hoyos, de luz-oscuridad, del campo abierto
y otras. En todos estos modelos los investigadores deben estudiar diversas
variables, como la locomocion, la conducta vertical, la limpieza, la produccion
de bolos fecales y demas. Un modelo que se encuentra en auge es el de la
interaccion social. En este modelo se estudia el efecto de la dominancia de los
machos sobre los animales subordinados, al tiempo que se ensayan los

farmacos ansioliticos. [28]

[1.3.2 Modelos basados en respuestas condicionadas

Los modelos basados en respuestas condicionadas incluyen los de
conflicto, entre los cuales se hallan el modelo de Geller-Seifter, el de Vogel, y
las pruebas de conflicto. En tales modelos se emplean cajas de
experimentacion en las que se somete a los animales a la privacion de algunos
satisfactores, como agua o alimento. Los animales, al estar privados de esos
satisfactores, los buscan avidamente. El satisfactor se proporciona, pero
asociado a la aplicacion de descargas eléctricas, o que se hace de acuerdo
con las reglas éticas para el manejo de animales de hboratorio; cuando el
animal de laboratorio llega al satisfactor, recibe una suave descarga eléctrica.
Esto crea en los animales un conflicto: acceder al satisfactor, pero recibiendo
una descarga eléctrica que, aunque suave, no deja de incomodarlos, o bien no
acceder a aquél. Por lo general, los animales hacen esto Ultimo; aun asi, los
farmacos ansioliticos disminuyen el miedo de los roedores, por lo que acceden

al satisfactor a pesar de recibir la descarga eléctrica. [27]
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Existe un modelo animal de conflicto en el cual las ratas son entrenadas
para darse a si mismas el satisfactor mediante el accionar de palancas. Los
roedores tienen dos opciones: a) accionar una palanca y obtener el reforzador
de forma inmediata, pero asociado a una ligera descarga eléctrica, o b)
accionar otra palanca durante ocho veces para recibir un satisfactor, pero sin
recibir la descarga. En otras palabras, una palanca exige poco trabajo para
administrar el satisfactor pero produce un castigo, y la otra implica un mayor
trabajo para acceder al satisfactor, pero sin que haya el riesgo de recibir la
descarga. Es, pues, una clara situacion de conflicto. Usualmente, los animales
eligen la segunda opcion. Los farmacos ansioliticos, algunas plantas
medicinales y las hormonas esteroides cambian la conducta de los roedores, y

estos deciden entonces acceder al satisfactor asociado al castigo. [27]

En sintesis, los trastornos de ansiedad son alteraciones cada vez mas
frecuentes, y se aprecia un aumento significativo en la proporcion de jévenes
gue padecen ansiedad. Para estudiar este padecimiento, se han generado
diversos modelos de ansiedad en los que se emplean animales de laboratorio.
Existen algunos limites en los modelos de ansiedad empleados con animales,
pero su estudio hace posible realizar algunas aproximaciones que en los seres
humanos son imposibles por razones éticas. Los modelos que utilizan animales
permiten ensayar farmacos con acciones potenciales como ansioliticos, plantas
con reputacion popular de ser medicinales y hormonas, entre otros. Asimismo,
se puede estudiar la participacion de diversas estructuras cerebrales en este
padecimiento gracias a los experimentos que se llevan a cabo con animales.
[27]
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1.4 Modelos: Plus Maze Elevado y Prueba de Traccién

Consiste en un modelo de madera que es conformado por dos brazos abiertos
(de 30 centimetros de largo x de 5 centimetros de ancho) y dos brazos
cerrados (de iguales dimensiones) extendidos en una plataforma central (de 5
X 5 centimetros) y elevado a una altura de 45 centimetros sobre el piso. (Fig. 7)
El ratdn se colocan individualmente en el centro del laberinto de tal manera que
su cabeza mire hacia un brazo abierto y se registra durante un periodo de la
observacion de 5 minutos el nimero de entradas y del tiempo en brazos

cerrados y abiertos. [29, 30, .31]

Este laberinto es comunmente utilizado para determinar un comportamiento de
ansiedad en roedores. La seguridad es proporcionada por los brazos cerrados,
mientras que los brazos abiertos ofrecen valor exploratorio por lo tanto, uno
puede esperar que los roedores ansiosos pasen menos tiempo en los brazos

abiertos que los que son menos temerosos [32].

Cuando se coloca un roedor en el Plus Maze por primera vez, Ssu
comportamiento se basa en gran parte en su nivel de ansiedad, bs roedores
normales que no han sido administrados con un farmaco contra la ansiedad
llegaran a ser moderadamente ansiosos en este nuevo ambiente. Asi, tienden
a preferir los brazos cerrados en lugar de los abiertos (menos seguros) [32].
Mientras tanto los roedores tratados con el farmaco contra la ansiedad (ej:
diazepam, conocido como valium) tienden a ser menos ansiosos, asi que ellos
pasan mas tiempo en los brazos abiertos en comparacion con los roedores no
administrados [33], y ellos son generalmente menos activos. Los investigadores
postulan que los roedores administrados han aumentado niveles de ansiedad
[34]. Estos demuestran una actividad mas alta en brazos abiertos que los
normales (es decir, mas entradas en los brazos abiertos y mas tiempo de
permanencia en estos.) y exhiben a veces comportamientos extremos como
saltar al piso desde los brazos abiertos [35], porque los ratones que saltan
desde los brazos abiertos parecen intentar escaparse, esto se refiere como

comportamiento del escape.
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Actualmente los investigadores que prueban compuestos disefiados para
disminuir niveles de ansiedad ensayan en el Plus Maze con dos sistemas
tratados. Un grupo es administrado con el tratamiento anti ansiedad, mientras

gue el grupo control recibe un placebo.

Hay muchos factores que afectan el comportamiento de los roedores en el
modelo Plus Maze incluyendo el nivel de iluminacion a la que son expuestos,
los sonidos y los olores que estan presentes durante la prueba [36] puesto que
existen pequefas variaciones en la manera en la que los investigadores tratan
a sus animales un modelo ajustado en un laboratorio o puede ser apropiado
para otro aunque no seria dificil ajustar los modelos para compensar las

diferencias en un nuevo ambiente de prueba.

[1.4.1 Comportamiento de los roedores en el Plus Maze

Los animales pasan mucho del tiempo permaneciendo o moviéndose en el
modelo de una parte a otra. Otro comportamiento comin comprende levantarse
sobre los brazos cerrados para examinar las paredes y observar hacia los
brazos abiertos. Estas actividades son similares porque ambas implican el
exploramiento de los brazos. Segun lo mencionado anteriormente los roedores
adoptan en algunos casos la conducta del escape intentando saltar de los
brazos abiertos. Otra actividad comuln es la evaluacion de riesgo, la evaluacion
de riesgo se refiere a posturas de estiramiento y a mirar fijamente los brazos

abiertos.

Un roedor decidird si un brazo abierto es menos seguro que otro lugar del
laberinto. Puede ser que haga esto empujando su cabeza hacia fuera sobre
ese brazo mientras se encuentra parado sobre el borde de un brazo cerrado.
Los roedores también captan este tipo de riesgos mientras estan parados con
seguridad en el centro del laberinto. Seria imposible predecir los movimientos y
el comportamiento de cada roedor porque todos se comportan de manera
distinta en el Plus Maze. Por lo tanto los investigadores han tomado varias
medidas que son indicativas del comportamiento total de un roedor mientras

explora el laberinto. Estos incluyen el porcentaje del tiempo pasado en los
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brazos abiertos, el porcentaje pasado en los brazos cerrados y en el centro.
Uno puede contar con que un roedor tratado con un farmaco contra la ansiedad
tenga un porcentaje mas alto del tiempo pasado en los brazos abiertos que un
roedor normal. Otras medidas importantes son el cociente de las entradas en
brazos abiertos y cerrados de las entradas totales. Estas medidas pueden
ayudar en la determinacién del nivel de ansiedad de un roedor indicando

cualquier preferencia por un tipo de brazo siguiente del centro del laberinto [37].

Elevated Plus Maze

Fig. 7 Modelo de “Elvated Plus-Maze” Lister, 1987[38]

[1.4.2 Modelo de Traccion.

El modelo de Traccion esta conformado por un alambre de 30 cm. de largo
sujetado de dos soportes de madera paralelos de 25 cm. c/u, dicho alambre se

encuentra tenso y suspendido de forma horizontal a una altura de 20 cm.

La prueba consiste en acercar las patas delanteras del raton al alambre y
medir el tiempo en que el sube sus patas traseras, si el tempo es mayor a 10
segundos se dice que el efecto de la benzodiazepina rebaso la dosis indicada y
el ratdn se encuentra en la fase de relajacion muscular [39].
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Fig. 8 Modelo de Traccion

1.5 NANOTECNOLOGIA.

La nanotecnologia es un conjunto de técnicas que se utilizan para manipular la
materia a la escala de atomos y moléculas. Nano es un prefijo que indica una
medida, no un objeto. A diferencia de la biotecnologia, donde "bio" indica que

se manipula la vida, la nanotecnologia habla solamente de una escala. [40]

Las nanotecnologias prometen beneficios de todo tipo, desde aplicaciones
meédicas nuevas o0 mas eficientes a soluciones de problemas ambientales y
muchos otros; sin embargo, el concepto de nanotecnologia aiun no es muy

conocido en la sociedad.

Un nandmetro es la millonésima parte de un milimetro. Para comprender el
potencial de esta tecnologia es clave saber que las propiedades fisicas y
guimicas de la materia cambian a escala nanométrica, lo cual se denomina
efecto cuéntico. La conductividad eléctrica, el color, la resistencia, la
elasticidad, la reactividad, entre otras propiedades, se comportan de manera

diferente que en los mismos elementos a mayor escala.[40]

Algunos paises en vias de desarrollo ya destinan importantes recursos a la

investigacion en nanotecnologia. La nanomedicina es una de las areas que
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mas puede contribuir al avance sostenible del Tercer Mundo, proporcionando
nuevos métodos de diagndstico y cribaje de enfermedades, mejores sistemas
para la administracion de farmacos y herramientas para la monitorizacién de

algunos parametros bioldgicos [40].

La FDA llama nanotecnologia a aquello que esta involucrado en todo lo
siguiente: Investigacion y desarrollo de tecnologia a nivel atdmico, moléculas o
macromoléculas, en un rango de longitud de escala de aproximadamente 1-100

nanémetros.

La investigacibn en nanotecnologia provee una comprension fundamental de
materiales y fendmenos, que facilitan la creacibn y uso de estructuras,
dispositivos y sistemas que tienen propiedades y funciones nuevas debido a su

tamarfio extremadamente pequefio [41].

[1.5.1 Transportadores Submicrénicos de Farmacos.
(TSF)

La mayoria de los farmacos existentes y candidatos a farmacos tienen una
pobre solubilidad en fluidos bioldgicos, lo cual da como resultado una
biodisponibilidad baja y altamente variable. En algunos casos la inyeccion
intravenosa de estos farmacos no es posible por su baja solubilidad. Una de las
mejores soluciones para resolver este tipo de problemas es utilizar tecnologias
de formulacién apropiadas. Diversos grupos de investigacibn que se
encuentran a la vanguardia del nuevo conocimiento en beneficio de la salud

humana se han enfocado en el desarrollo de TSF. [42]

Los TSF son solamente definidos por su tamafio (menor a 1um ; aunque otros
grupos establecen como limite 0.5 um), son muy heterogéneos en muchos
aspectos (estabilidad termodindmica, composicion quimica y el estado fisico,
incluyendo sélidos, liquidos, o dispersiones cristalinas liquidas) y los ejemplos
mas prominentes son nanoparticulas, nanoemulsiones, nanocapsulas,

liposomas, nanosuspensiones, micelas, microemulsiones, y cubosomas. [42]

El principal objetivo de los TSF se relaciona con:
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Incremento en el transporte de farmaco.

Posibilidad de liberacion controlada.

Posibilidad de entrega en el sitio blanco.

Incremento de la factibilidad de la produccién a gran escala.
Incremento en la estabilidad fisica y quimica de almacenaje.

Minimizar por completo los costos.

Los transportadores coloidales han atraido una mayor atencién durante los
tltimos  afios, los sistemas investigados incluyen  nanoparticulas,
nanoemulsiones, liposomas, nanosuspensiones y micelas. La existencia de
diferentes sistemas de transportadores coloidales plantea preguntas como
¢, Cual de ellos puede ser el mas adecuado para cumplir con las necesidades
de nuestro propdsito?. de hecho, no hay una respuesta simple a ésta pregunta.

Algunos aspectos a considerar son:

Capacidad de carga del farmaco.

Posibilidad de transporte hasta el sitio blanco.

Capacidad del transportador (nteraccion con el medio biologico, grado
de degradacion, y acumulacién en 6rganos)

Toxicidad aguda y crénica.

Escalamiento de la produccion.

Estabilidad fisica y quimica de almacenaje.

Costo total

I1.5.2 Nuevas estrategias para el transporte de farmacos
através de la BHE.

Desde la comprobacién de que el cambio en la permeabilidad de la BHE
modificando su arquitectura representaba wun alto riesgo para la salud [43], se
ha optado por estrategias menos riesgosas e igualmente eficaces en el
transporte de moléculas (Fig. 9). Los pro-farmacos son un ejemplo de estas
estrategias, la manipulacibn no compromete la integridad de la BHE, con este

meétodo, el compuesto original es modificado para hacerlo mas liposoluble,

45



previéndole de esta manera mayor penetracion al SNC. No todos los
compuestos pueden ser manipulados ya que existe una alta probabilidad de
modificarse su actividad terapéutica y por tanto farmacocinética, y necesitan
ser registrados como nuevas entidades quimicas. Ante este panorama, resulta
evidente que la estrategia alternativa que logra solucionar los problemas
anteriores es el uso de acarreadores o transportadores (misma denominacion)
gue incorporan al farmaco, enmascarando sus propiedades ante el formidable
grupo de defensa y muralla que representa la BHE, siendo similarmente al
caballo de Troya de alli que a estos tipos de sistemas también se les denomina
caballo troyano. [44, 45, 46, 47, 48, 49]

Otra alternativa para la liberacion de farmacos al cerebro es utilizar
acarreadores nativos expresados en la BHE. Los acarreadores nativos de la
BHE transportan compuestos grandes e hidrofilicos a través de la barrera como
colina, purinas, aminoacidos y lipoproteinas. Se sabe de farmacos que
precisamente son transportados por este tipo de acarreadores, ejemplos de
ellos son: baclofen, melfan, sulfoximina, azaserina y alfa-metil-DOPA. Sin
embargo, el nimero de farmacos con este potencial es limitado debido a que
los transportadores muestran alta especificidad por los sustratos. Las NP’s
pueden atravesar la BHE por difusion pasiva, endocitosis mediada por receptor,
entre otros mecanismos, sin una especificidad molecular por un acarreador
nativo. Actualmente, es posible disefiar NP’s con ligados sobre la superficie de
alta afinidad para estos transportadores, entonces las NP’s fungen como

vectores hacia el cerebro o a otros sitios de liberacién dirigida. [50, 51]

Los transportadores antes mencionados funcionan en la direccién de la sangre
al cerebro o influjo, pero ademas también existen transportadores de transporte
activo primario (como glicoproteinas-P, proteinas de resistencia multifarmacos,
entre otros) también localizados en la BHE para detoxificacion y/o prevencion
de compuestos no esenciales en el interior del cerebro. Mientras que el
mecanismo natural es benéfico para el organismo, estos transportadores
también muestran especificidad por su sustrato. Se ha propuesto inhibir la
aparicion de estos transportadores de transporte activo primario para que por
estos canales pudiesen atravesar farmacos, sin embargo la inhibicion puede

comprometer al SNC o provocar una toxicidad periférica.
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La inyeccién directa hacia el interior del cerebro es otra propuesta para evadir
la BHE, incluso fue de las primeras estrategias propuestas y que de manera
considerable predomina en la practica clinica a nivel mundial. Como ejemplo se
puede mencionar la infusion intracerebroventricular en el fluido cerebroespinal
del factor de crecimiento de nervios en pacientes con Alzheimer, la
implantacion en el interior del parénquima cerebral de una matriz polimérica
conteniendo el factor de crecimiento de nervios. En primera instancia esta
técnica representa ventajas en pacientes graves, aunque también la primera
desventaja es la neurocirugia extremadamente invasiva, ademas se cree que la
difusion del farmaco del sitio inyectado puede ser una terapia limitante. La
aplicacion de un campo electromagnético de 2.45GHz por 45 minutos
incremento6 la permeabilidad de escopolamina hacia el cerebro por disrupcion
de la BHE. H campo electromagnético puede producir un efecto térmico que
resulta en un aumento del flujo sanguineo y en el intercambio en la
permeabilidad de la BHE. También se ha demostrado que un incremento de la
temperatura interna 0 aun ambiental logra aumentar la permeabilidad de la
BHE.

difusion pasiva raquiere modificacion del farmaco

f Pro-farmaco. 9%9 Pro-farmaco convertide de farmaco active,

ENDOTELIO CAPILAR 0& ‘i PARENGUIMA CEREBRAL
CEREBRAL Py )
& Transporte mediado ® El farmaco puede
Q por transportador necesitar ser modificado
G ) ) para ser tmnsportmlo
ﬁ Inhibicion del metaholismo periférico
. . Inhibe metabolismo
£ pie Carbidopa H de L-Dopa §
Q Inyeccwn directa-invasiva
@
]
“ﬁ Apertura de la BHE Farmaco entregado con la
por sohtos u osmosis * adicién de otras moléculas
% PLASIMA Q
‘; ™ i Inhibicion del flujo de transportadores,
%m acumulacién potencial téxica de sustratos

Fig.9 Mecanismos propuestos para incrementar el paso de farmacos a traves
de la barrera hematoencefalica, modificado de [52].
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El uso de NP’s como acarreadores coloidales de farmacos tiene una ventaja
decisiva sobre las estrategias propuestas anteriormente para evadir el control

de la BHE por las caracteristicas de las NP’s lipidicas. [53, 54, 55]

[1.5.3 Farmacos formulados en nanoparticulas dirigidos
hacia el cerebro.

El término nanoparticula usado como nombre colectivo para describir tanto
nanoesferas (NE's) como nanocapsulas. La diferencia entre estas dos formas
es debido a su morfologia y arquitectura de la particula. Las nanoesferas estan
formadas por una densa matriz lipidica o polimétrica, mientras que las
nonocapsulas estdn compuestas de un centro oleoso cubierto por una
membrana polimétrica [56]. Para los propdsitos de este estudio se utilizara el

término NP para referirse a NE's exclusivamente.

Las NP’s son particulas coloidales solidas con un rango en tamafio de 1a
1000nm y son utilizadas como agentes de entrega de farmacos. El uso de NP’s
para liberar farmacos hacia el cerebro a través de la BHE puede proveer una
ventaja significativa a las estrategias actuales. La principal ventaja de la
tecnologia de transportadores nanoparticulados es que las NP’s enmascaran a
las moléculas del farmaco de las caracteristicas limitantes de la BHE. Ademas
este sistema puede disminuir la velocidad de liberacién del farmaco en el

cerebro, disminuyendo la toxicidad periférica.

La tecnologia de NP’s aparece para dar un significado promisorio en la entrega
de moléculas terapéuticas a través de la BHE. En la tabla 1 se enlistan las

propiedades ideales de los acarreadores utilizados para este propésito.

Las NP’s consisten de varias macromoléculas en las cuales las moléculas
terapéuticas pueden ser adsorbidas, entrampadas, o fijadas colectivamente.
Una unidad de las NP’s es para servir como un nuevo transportador para la
entrega de farmacos por todos los tejidos del cuerpo. El disfrazamiento del
farmaco puede permitir el paso a través de la membrana previamente

impermeable. Una vez que las NP’s han alcanzado los tejidos deseados, la
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liberacion del farmaco puede ocurrir por desercion, difusion a través de la
matriz de la NP o erosion de la NP o alguna combinacion de cualquiera de

ellas o de todos los mecanismos. [52, 57, 58].

Tabla 1 Propiedades ideales de NP’s poliméricas para la entrega de
farmaco através de la BHE [52].

) Polimero sintético o natural
) No muy costoso
c) No téxico
) Biodegradable/biocompatible
) No trombogénico

f) No inmunogénico

Diametro de particula < 100 nm

Estable en sangre (p/e, no opsonizacién por proteinas)

Dirijido a la BHE (p/e, uso de células ligadas a la superficie, endocitosis mediada por
receptor)

No activacién de neutrdfilos

No agregacién de plaquetas

Evitar el sistema reticuloendotelial

No inflamatorio

Tiempo en circulacién prolengado

Con posibilidad de ser escalable y costo-efectivo en el proceso de manufactura

Receptivo de moléculas pequefas, péptidos, proteinas o acidos nucleicos

Estudios recientes sobre esta area de investigacion han evaluado el efecto
terapéutico de NP’s con anestésicos principalmente, y farmacos con sitio de
accion en el cerebro (abla 2). En la mayoria de los casos el efecto terapéutico
se ve incrementado cuando el farmaco es formulado en NP’s. Gran parte de

las NP’s evaluadas son de composicion polimérica. [52]
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Tabla 2 Ejemplos de NP’s usadas para la entrega de farmacos a través de la BHE
[52]

Farmaco evaluado ﬁpo de  Polimero o estabilizante Surfactante  Tamaiio Resultado
NP (nm)
Incremento de ABC max 104227 en
Camfotericina SIN Poloxamero 188 1968 transpore a través de un modelo in
vitra de BHE
; v g , _ Estudio de analgesia, incrementd
Dalargin SN Polisutiicianoacrilato Palisorbato 80 260 .
[atenicia 50%
i Butilcianoacrilatoldextran 70 _ No  Noincremento
Acido valproico SN , Palisorbato 80 .
Kda, polisorbato-8 evaluade  concentracion en cerebro

Dextran:  Estudio de analgesia, incrementd

o Palibutilcianoacrilato/dextran 70 ) 208 latencia ~50%
Dalargin, Citorfina SN , Polisorbato 80 ,
Kda, polisorbato-8 Pol: 80-
195
Dextran:  Incrementd ABC en cerebro = 50%
o Polibutilcianoacrilato/dextran 70 o 208
Amitriptilina SN , No recubrimiento ,
Kda, polisorbato-8 Poli: 80-
195
N 3 B , Niveles ~ % del plasmatico a las 4 hr
Doxorubicin SLN Acido estednco Epikuron 200 90 i
Vs cero en cerebro sin NP
; Polibutilcianoacrilato/dextran 70 ; Estudio de analgesia, incrementd
Dalargin SN Palisorbato 80 70 ,
Kda efecto de analgesia ~50%

Picos eplepfiformes sobra EEG ~
Tubocurarina SN Butilcianoacrilato/dextran 70Kda  Polisorbato 80 230 6mglkg (brainj en 2-5 hr, vs cero sin

fransportador
Doxorubicina SN Buticianoacrilato/dextran 70 Kda  Polisorbato 80 270
Poloxamero 338 No increment
Paloxamina 908 o No incrementa
Npsradiomarcadas SN Poli-metilmetacrilato Poloxamero 188 g ~ 10% Incrementd
Poloxamero 407 ~ 17.5% Incremento
Palisorbato &0 ~ 15.1% Incremento

SN: nanoesfera solida (solid nanoparticle)
SLN: nanoesfera lipidica sdlida (solid lipid nanoparticle)

Son posibles varias estructuras de NP’s que dependen principalmente del
proceso de manufactura empleado. El farmaco es absorbido sobre la superficie
de la NP cuando se coloca una dispersion de NP’s en una solucion saturada
del farmaco disuelto, por diferencias de areas especificas y en términos de

estabilidad, el farmaco se adsorbera sobre la superficie de la NP, este es un
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mecanismo saturable. Es muy probable que cuando se obtienen NP’s con
farmaco entrampado 6 disperso homogéneamente en el mismo proceso de
manufactura se logre absorber parte de farmaco, por lo que la NP resultante
tendra farmaco adsorbido y ademas entrampado, esta adsorcion posiblemente
serd menor que cuando se elabora en un proceso meramente adsortivo y hay

mayor cantidad de farmaco dispuesto en el medio [52].
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A. NPcoloidal solida con farmaco disperso homogéneo (nanoesfera con
farmaco absorbido).

NP solida con farmaco adsorbido

Nanocéapsula con farmaco entrampado.

NP coloidal sdlida con farmaco disperso homogéneamente y células
ligadas en la superficie

COw

Fig.10 Tipos de nanoparticulas cargadas con farmaco para liberacién en el
SNC [52]

[1.5.4 Liberacion de farmacos a partir de NP’s.

El analisis farmacocinética de la liberacion de doxorubicina a partir de NP’s de

tipo polimérico fue caracterizado como una ecuacion bi-exponencial [52].

Este modelo sugiere que hay un removimiento rapido inicial de farmaco de la
nanoparticula posiblemente relacionado a una pronta pérdida de farmaco fijada
ligeramente sobre la superficie de la NP (farmaco adsorbido). Una vez que la
liberacion rapida del componente, hay una mas lenta, una liberacibn mucho
mas controlada del farmaco debido a la degradaciéon de la matriz que

constituye la NP y difusion del farmaco através de ésta (Fig. 12) [59]
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Fig. 11. Analisis farmacocinética de la liberacion de farmaco a partir de NP's
[52]
A. Desercion rapida inicial del farmaco sobre la superficie de la NP, efecto
conocido como explosion.
B. Liberacién lenta controlada del farmaco. Caracterizada por fenbmenos
de orden cero y uno. La liberacion es dependiente de la degradacion o
erosion de la NP.

La cinética de orden cero tiende a ocurrir en NP’s biodegradables, la liberacion
de primer orden ocurre con NP’s no biodegradables. A pesar de la cinética de
liberacion del farmaco, la liberacion parece ser dependiente de la degradacion

0 erosion y tipo de armazon o estructura de la NP.
Desorcion de farmaco de la

superficie lipidica

Degradacion de la matriz de la
nanoparticula o nanocapsula

Difusion del finmaco através de la
matriz de la nanoparticula

Fig. 12. Mecanismos de liberacion de farmacos a partir de NP’s, puede ser uno
0 una combinacién de cualquiera o de todos los mecanismos propuestos [52]
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Existen diversas posibilidades que pueden explicar el mecanismo de liberacién

de farmacos a través de la barrera hematoencefalica.

A. Un incremento en la retencion de las nanoparticulas en los capilares
sanguineos del cerebro combinado con una absorcién en las paredes
del capilar. Esto podria crear un gradiente de concentracion que podria
incrementar el transporte a través de la capa de células endoteliales y se

daria como resultado la liberacion hacia el cerebro.

B. Un efecto surfactante general caracterizado por una solubilizacién de los
lipidos que constituyen la membrana de las células endoteliales y que
podria provocar la fluidizacibn de la membrana y por lo tanto un
incremento en la permeabilidad de farmacos a través de la barrera

hematoencefalica.

C. Las nanoparticulas podrian provocar una apertura de las uniones
estrechas de las células endoteliales. El farmaco podria entonces
permear a través de estas uniones estrechas en forma libre o también

de forma enlazada a las nanoparticulas.

D. Las nanoparticulas pueden ser endocitadas por las células endoteliales
seguida por la liberacion del farmaco en el interior de estas células y

posteriormente al cerebro.

E. Las nanoparticulas con el farmaco de alguna manera enlazado puede
ser transciosadas (paso transcelular) a través de la capa de células

endoteliales.

F. Sustancias como el polisorbato 80 usadas como agentes de
recubrimiento pueden inhibir el sistema de transporte de sustancias

comunes, especialmente a glicoproteina-P [58].
De los mecanismos mencionados anteriormente el A y B son poco probables

gue contribuyan segun lo observado en la liberacion de farmacos a partir de

NP’s en el cerebro, para el caso de loperamida, doxorubicina y tubocurarina.
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También se cree muy improbable que la creacién de regiones locales de alta
concentracion en los capilares cerebrales pudiese ser suficiente para superar
los efectos de las bombas de transporte activo primario localizadas en la
membrana luminar de las células endoteliales como lo es la glicoproteina-P
(mecanismo A). También es poco comun un efecto surfactante general
(mecanismo B), de acuerdo con los experimentos de Kreuter et al 1997, que
evaluo distintos surfactantes, Unicamente las NP’s de dalargin recubiertas con
polisorbato provocaron un efecto terapéutico, los otros surfactantes que son
buenos agentes solubilizantes no lograron transportar dalargin hacia el cerebro
en concentraciones farmacolégicamente suficientes [58]. En cuanto a la
apertura de las uniones estrechas de la BHE, experimentalmente existen
regiones proximas, cuya medicién de la actividad sirve como medicion indirecta
de la integridad de las uniones estrechas, esta region es llamada espacio de
inulina. Se ha demostrado que en estudios con ratas tratadas con NP’s
cubiertas con polisorbato 80, los espacios de inulina se incrementaron hasta un
99% al cabo de 45min. Este incremento sugiri6 que las NP’s cubiertas
incrementaron el volumen disponible para los espacios de inulina intravascular
y no se registré una alteracion significante de la BHE este incremento se pudo
deber a una ligera apertura de las uniones estrechas, un plegamiento
(doblamiento) de las membranas celulares debido a eventos endocitéticos, o a
un incremento de la endocitosis por fluido de fase de inulina asociado con la
internalizacion de las nanoparticulas. En estos experimentos se ha llegado a
observar un efecto muy pronto el cual es asociado a que cierta cantidad de
NP’s logran atravesar sin ningun impedimento las uniones estrechas de la BHE
[58, 60, 61].

El mecanismo mas probable de transporte de farmacos mediado por NP’s
hacia el cerebro es el mecanismo D, la endocitosis de las NP’s y liberacion del
farmaco en el interior de estas células. Ademas, se ha observado de manera
caracteristica en estas mismas NP’s la adsorcion de apolipoproteina E cuando
no tenia el surfactante y cuando se utiliz6 poloxameros. Es probable que la
apolipoproteina E interfiera en el transporte de farmacos hacia el cerebro a
partir de NP’s. La apolipoproteina E transporta de manera natural hacia el
cerebro lipoproteinas de baja densidad. Es probable que las NP’s cubiertas con

polisorbato mimeticen a particulas de lipidos de baja densidad, y de esta

54



manera la apolipoproteina E los transporte también hacia el cerebro sin
distincion alguna. EI mecanismo completo es descrito como un acto de caballo

troyano [58].

Segun la tabla 2 podemos observar que también se han evaluado NP’s
poliméricas de otra composicion matricial y estabilizada con poloxameros
ademas de NP’s lipidicas, en ambos casos se ha observado un incremento en
el efecto terapéutico en otros farmacos debido a las NP’s. esto resulta en
pensar que aungque el agente estabilizante que estd en contacto directo con el
medio sanguineo determina diversas reacciones de los componentes
plasmaticos que probablemente incrementaran el paso del farmaco por un
comportamiento de caballo troyano, también la composicion matricial es
determinante en el tipo de interaccion con los componentes plasmaticos y con

la maquinaria estructural y metabdlica de la BHE.

[1.5.5 Nanopatrticulas lipidicas: antecedentes y campo de
aplicacion.

Las ventajas de las nanoemulsiones incluyen seguridad toxicolégica y un alto
contenido de la fase lipidica, también como la posibilidad de produccion a gran
escala usando homogenizacion de alta presion. Sin embargo, la liberacion
controlada de nanoemulsiones presenta problemas debido a su tamafo
pequefio y el estado liquido del transportador, la liberacion controlada a partir
de nanoemulsiones requiere farmacos muy lipofilicos (coeficiente de particion

octanol/agua mayor a 1,000,000:1) [3].

Por consiguiente el empleo de lipidos sélidos en lugar de aceites liquidos
resulta ser una opcion viable para lograr la liberacién controlada de farmacos
debido a que la movilidad de farmaco en un lipido sélido deberia de ser
considerablemente menor comparada con un aceite liquido. Ademas, la
estabilidad de ciertos farmacos puede ser mayor en una matriz solida
comparada con un lipido liquido [62, 59, 63, 4, 64, 65].

El grupo de investigacion a cargo de Speiser, fue el pionero en desarrollar

transportadores lipidicos sélidos bajo las condiciones de manufactura de éstos
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transportadores; era imposible obtener sistemas con un tamafio de particula
homogéneo, por lo que el area de aplicacion de éstos nuevos sistemas era
reducido y con riesgo. Pronto se encontrd6 que el homogenizador de alta
presion (utilizado anteriormente para la produccion de sistemas dispersos micro
y nanoparticulados) era mas efectivo para la produccién de dispersiones
submicronicas de lipidos sdélidos que el mezclador de alto corte o ultrasonido;
las dispersiones obtenidas de ésta manera son llamadas nanoparticulas
lipidicas solidas (nanoesferas lipidicas) y la mayoria se caracterizan por un

tamafio de 100 a 200nm y un bajo contenido de microparticulas [3].

[1.5.6 Importancia de las nanoparticulas lipidicas.

Las nanoesferas lipidicas disminuyen las desventajas de otros transportadores

coloidales. El propésito de las ventajas incluye:

o Posibilidad de liberacion controlada y entrega en el sitio especifico de
farmacos.

Incremento de la estabilidad del farmaco.

Alta carga util.

Factibilidad de incorporacion de farmacos liposolubles e hidrofilicos.
Ausencia de biotoxicidad del transportador.

No utilizar solventes organicos.

o O O O o o

Facilitar la produccion a gran escala y el proceso de estabilizacion [66,
67].

[1.5.7 Ingredientes utilizados para elaborar
nanoparticulas lipidicas.

De manera general las NP’s lipidicas se pueden preparar con un farmaco, un
lipido solido, emulsificante y agua. Dependiendo de la aplicacion, otros
ingredientes pueden estar presentes (agentes osmoticos, matrices para

liofilizacion, buffers, entre otros) [4].
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El peligro de toxicidad que puede resultar de los lipidos que integran a las NP’s
es bajo porque en general, se utilizan lipidos fisiol6gicos que son bien tolerados
por el cuerpo, esta caracteristica provee una de las principales ventajas a las

nanoesferas lipidicas sobre otras TSF [59, 68].

Los lipidos utilizados como ingredientes para las nanoesferas lipidicas pueden
ser triglicéridos (P. ej. tristearina), glicéridos parciales (P. ej. monoestereato),
acidos grasos (P. ej. acido estearico), esteroides (P. ej. colesterol) y ceras (P.
ej. cetilpalmitato). El tipo de agente emulsificante depende principalmente de la
ruta de administracion y es mas limitado para la via parenteral, los tipos mas
utilizados son poloxameros, polisorbatos, lectina y acidos biliares. En muchos
casos, la combinacion de emulsificantes resulta mas eficiente para prevenir la

aglomeracion de particulas. [69, 70, 71].
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. OBJETIVOS

Evaluar el efecto ansiolitico de las nanoparticulas con clonazepam mediante
la administracion de éstas a ratones albino adultos para conocer las

ventajas de esta nueva formulacion.

Objetivos Particulares

Aplicar al modelo de Plus Maze como referencia para conocer el efecto
ansiolitico del diazepam en ratébn macho albino.

Cuantificar el efecto ansiolitico del clonazepam encapsulado en
nanoesferas lipidicas como un nuevo vector de farmacos para incrementar
su transporte y asi su efecto farmacolégico mediante el uso del modelo

Elevated Plus Maze.
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V. HIPOTESIS

Si las nanoesferas lipidicas, que contienen el clonazepam pueden facilitar el
paso del farmaco a través de la Barrera Hematoencefalica, entonces
observaremos un incremento significativo del efecto ansiolitico del clonazepam
contenido en las NP’s en comparacion con la dispersion de clonazepam a pH

de 7 y con el lote administrado con nanoparticulas placebo.
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V. MATERIALES Y METODOS

Materiales y reactivos
Material de laboratorio y equipos.

2 Modelos Plus-Maze ( laberinto de cruz elevado)
Prueba de Traccién (Traction Test)

3 Cronémetros

Bitacora

Papel celofan de color rojo.

Agitador

Barras magnéticas

Reactivos

Agua
Solucioén Lipidica (Lipido macerado disperso en agua)
Dispersion de Clonazepam a pH 7 a Dosis de 0.1mg/Kg.
Solucion de Diazepam (Solucion Testigo a Dosis de 0.1mg/Kg.)
Solucién de Nanoparticulas cargadas con los principios activos
Dosis 0.1mg/Kg.
Dosis media 0.05mg/Kg.

Solucion de Nanoparticulas placebo

Material Biolégico

= 96 Ratones blancos (Mus musculus albinus) macho CD1 de 30g +/- 59
del bioterio de CINVESTAV-IPN (unidad Sur); México.
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V.1 Metodologia y Diagrama de flujo

Metodologia

La experimentacion se llevd a cabo en el laboratorio de Farmacologia del
Miocardio en la FES Cuautittan Campo 1, siendo ésta un area cerrada con
ventilacion y una temperatura ambiente adecuados yen el horario de 12:00 a
15:00 p.m. Las fuentes de luz fueron cubiertas con papel celofan de color rojo,
con la finalidad de crear un ambiente de cscuridad para evitar estrés en los

ratones y asi reducir errores por falsos positivos.

Antes de iniciar la evaluacion de las nanopartiiculas lipidicas se llevd a cabo
una estandarizacion previa con una solucion testigo de Diazepam a una dosis
de 0.1mg/Kg. con la finalidad de analizar los resultados y las variantes que
pudieran ocurrir ante el experimento. Esta fase resultd sin contratiempos y

sirvié para capacitarnos para la fase siguiente.

Los ratones fueron pesados y distribuidos en 7 lotes de 12 ratones cada uno
con la finalidad de homogeneizar valores y que estos no carecieran de caracter

estadisticamente significativo.

Una vez distribuidos dejamos pasar una hora antes de iniciar con el
experimento esto con la finalidad de proporcionar una ambientacion adaptada a

las condiciones de oscuridad y de temperatura del lugar.

Los animales de los lotes fueron admistrados y se les di6 un lapso de 10
minutos antes de pasar a la Prueba de Traccién para ratones la cual consiste
en lo siguiente: los ratones son forzados a colgarse con los miembros
delanteros en un alambre de (1.6mm de diametro) en una posicion horizontal el
cual tiene 30cm de altura. El raton tiene que ser capaz de agarrar el alambre
con los miembros traseros en un lapso de 10 segundos, si el animal no es
capaz de agarrar el alambre con sus miembros traseros en este lapso de
tiempo la prueba se considera como positiva. Esta prueba se realiza por
triplicado antes y después del modelo de Plus-Maze para verificar el estado de

relajacion muscular.
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En todos los casos, la prueba dié negativo y con ellos avanzamos al Modelo
Plus-Maze. La actividad ansiolitica es medida usando la prueba del laberinto en
cruz elevado (Plus-Maze). El laberinto consiste en dos brazos abiertos dos
cerrados cada uno de 5cm de ancho y 30cm de largo, éste tiene una altura de
45 centimetros sobre el piso. Los ratones fueron colocados individualmente en
el centro del laberinto frente a un brazo abierto, y el nimero de entradas y del
tiempo de permanencia en cada brazo cerrados y abiertos es registrado
durante un periodo de observacion de 5min. Las entradas en cada brazo son
definidas cuando el raton mete las cuatro patas en un brazo. El porcentaje de
entradas en brazos abiertos y cerrados es conocido calculando la fraccion de

cada uno de las entradas totales.
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Acondicionamiento Pesar a 96

del &rea de trabajo. > ratones Macho
de 30 g +/- 59

4 )

Administrar de
manera oral las
soluciones segun sea

el lote y esperar de 10 < | Distribuirlos, en’7
minutos Lotes segun la
K j tabla 3
Observar el

comportamiento
segun la Prueba de
Plus-Maze

Observar el

comportamiento de
cada lote en la Prueba |::>
de Traccion por
triplicado

[ Andlisis de resultados ] <:| [ Registro de datos ]

Fig. 13 Diagrama De Flujo.

Tabla 3 Lotes de trabajo

Lote | Detalle

a Solucion Diazepam a una Dosis de 0.1mg/Kg.

1 Agua

2 Solucién Lipidica (Lipido macerado disperso en agua)

3 Clonazepam a pH 7 a una Dosis de 0.1mg/Kg.Problema No 2

4 Solucién de Nanoparticulas cargadas con Clonazepam Dosis 0.1mg/Kg.
5 Solucion de Nanoparticulas cargadas con Clonazepam Dosis 0.05mg/Kg.
6 Nanoparticulas Placebo
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El formato que usamos como registro de tiempo, nimero de entradas, Notas y
Datos extra fue el siguiente:

Firabugio e Crsa'v: srestabecsie Sl ofario s & mamopiriicwdber can
PRSI A1 TS & B O modelo s s 8 modefo O

L]

Fig. 14 Cuadro control de trabajo.

LOTE: FECHA: | [ FBA | | | remamons
1
Raton | Pesofg) Administrar: (ml) Hora de £
Administracidn 3
7 4
z | -
3 i ]
4
5
[
Observaciones:
Elevated Plus Maze Test,
Ratin #EBA H#EBC tEBA tEBC tC
1 i 7 T 3 1
i  lales a7 [a] 3 in
i iz Jujjis (] 4 [ 18
W | 17 [l |20 1617 H] 19 |
Total: Total:
2 1 z L 2 2] 4 |.§
3 T |8 %W 6 [ 7| 8|9 [
| 12 [ a8 i [ 12 [ 13 [ 14 | 18
16 | 17 || 19]38| 16 | 17 | 8 | 9 |30
e Total: 3 Total: I
5 I RS T T O I T B
3 T | Bl wfid] & | 7 TR
0] 12 |34 i8] 11 [ 13 | 83 | 14 [ 18
1 17 (o[ 30 [ % [ 17 [ 14 [ 1 |20
Taotal: Total:
4 1 F] | a5 1 R
[] T 3 [ 2wl & Tl 8] oln
[T 0 T O T
16 1T ] AN NETEET
Total: Total;
5 1 2 [3]e]=]13 1 3 [ 4 | % =
3 T [ 8| v & | 7| 8% |
] 12 |35 ut | 12 [ 13 | 14 | 1%
6 | 17 |18 1 | 17 | I8 | 18 | 30
Taotal: Total:
6 i F e
; 7 |k |9 |m| & | 7% % |0
i 1 1 fae|es] W [ 12 103 [ 14 | 18]
6 | 17 [ w2 1w | 719 | 19 ||
Total: Total;
Totales |
— |

Este formato fue realizado con la finalidad de tener una recopilacion mas

organizada de los datos. Cada hoja representa 6 valores correspondientes a
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cada ratén en particular. La primera tabla muestra los datos de cada ratén,

fecha, hora de administracion, peso, posologia y observaciones pertinentes.

La tabla pequefia en la parte superior derecha es la de prueba de traccién la

cual nos indica si la prueba fue positiva o negativa,

La tabla de Laberinto de Cruz Elevado indica el nimero de entradas a brazo
abierto (#EBA) y d numero de entradas a brazo cerrado (#EBC). Por cada
entrada a cualquier brazo tachamos el nimero en cuestién, y esto tuvo como
finalidad el evitar errores dado la dificultad del modelo. Al final anotamos el
namero final en el apartado de “Total”. Los recuadros que dicen tEBA, tEBC y
tC corresponden al tiempo que permanecié el raton en los brazos o en el
centro. Cabe mencionar que el tiempo fue tomado con cronémetros y en el

apartado de tiempo solo anotamos el tiempo final.

V.2 Evaluacion

Los ratones fueron distribuidos de acuerdo al siguiente orden:

V.2.1 Lote: Blanco

Este lote de 12 ratones fue administrado con agua via oral y sirvié como lote de
referencia, en el observamos el comportamiento natural de los ratones y

analizamos su naturaleza solo ante el estrés producido por la administracion.

V.2.2 Lote: Solucién Lipidica

El Compritol® ATO 888 es el vehiculo en el cual se encontraban dispersas las

nanoparticulas que usamos.

Esta constituido por una mezcla de mono, di y triglicéridos del acido behénico.
Su composicién de a&tomos de carbono es la siguiente: C16 (<3.0%), C18
(<5.0%), C20 (<10%), C22 (>83%) y C24 (<3.0%). Tiene una fraccion de 12-
18% de monoglicéridos, 52-54% de diglicéridos y 28-32% de triglicéridos. Es

obtenido a partir de materia prima de origen vegetal.
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Se usa como lubricante en la preparacibn de capsulas y tabletas, agente
aglutinante para la compresion directa, matriz lipofilica para la preparacion de
sistemas de liberacién sostenida de farmacos, tanto en tabletas como en

capsulas.

Toxicidad aguda del lipido puro por via oral: DL50 > 2000 mg/kg, Irritacion
ocular del lipido puro: Media, Irritacion cutanea: Ligera, Irritacion ocular (5% en

aceite de nuez): Bien tolerada

Es soluble en cloroformo, cloruro de metileno caliente. Insoluble en agua,

etanol (96°), n-hexano y aceite mineral.

Tabla N° 4 Composicion y algunas propiedades fisicoquimicas del
Compritol® ATO 888

Especificacién Descripcion
Rango de fusion 69-74°C
Valor de acidez <4.00 mg KOH/g
Valor de saponificacion 145 a 165 mg/kg
Contenido de agua <1%
Contenido de glicerol libre <1%
Monoglicéridos totales 13.0-21.0 %
Diésteres totales 40.0-60.0 %
Triésteres totales 21.0-35.0%
Acido behénico (C22) > 83.0 %
Acido araquidonico (C20) <10.0%
Acido estearico (C18) <50%
Acido palmitico (C16) <3.0%
Acido lignocérico (C24:0) <3.0%
Acido erucico (C22:1) <3.0%

V.2.3 Dispersion de Clonazepam a pH 7 a Dosis de
0.1mg/Kg.

El grupo de 12 animales pertenecientes a éste lote fue administrado con una
dispersiéon de clonazepam en agua, el clonazepam no es soluble en tal solucién
por lo que se agitd 5 minutos antes de cada administracion oral.
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V.2.4 Solucién De Diazepam (Solucién Testigo a Dosis
de 0.1mg/Kg.)

Entre los usos del Diazepam, a dosis bajas, produce efectos ansioliticos, este
lote de 12 ratones fueron administrados con ésta solucion con la finalidad de
estudiar su comportamiento, analizar los detalles, tiempos, observaciones y
sincronia entre ambos integrantes de este trabajo ante un efecto ansiolitico

positivo.

V.2.5 Solucién de Nanoparticulas cargadas con los
Principios activos a Dosis 0.1mg/Kg y a Dosis media
0.05mg/Kg.

Estos 2 lotes fueron administrados con la dispersion de nanoparticulas con
Clonazepam a las dosis de 0.1 mg/Kg. y 0.05mg/Kg. respectivamente.

V.2.6 Solucién de Nanoparticulas placebo

Este lote fue administrado s6lo con placebo de nanoparticulas lipidicas
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

MODELO PLUS - MAZE

Lote blanco (sin farmaco).

Tabla 5: Numero de entradas y tiempo de permanencia en el modelo de Plus-Maze,

lote blanco
RATON | #EBC | #EBA | TBA (SEG.) | TBC (SEG.)
1 2 0 0 269
2 9 1 10 241
3 13 7 112 178
4 2 0 0 220
5 7 0 0 210
6 7 0 0 198
7 10 3 55 233
8 6 0 0 225
9 4 3 50 200
10 12 0 0 226
11 7 1 78 173
12 9 2 50 238

Tabla 6: Porcentaje de entradas en brazos abiertos y porcentaje de tiempo de

permanencia, lote blanco

RATON | %EBA | %TBA
1 0.0 0.0
2 10.0 4.0
3 35.0 | 38.6
4 0.0 0.0
5 0.0 0.0
6 0.0 0.0
7 23.1 | 19.1
8 0.0 0.0
9 429 | 20.0
10 0.0 0.0
11 125 | 31.1
12 182 | 174
? 141.6 | 130.1
U 11.8 | 10.8
Desvest | 15.1 13.9
E.E 4.36 | 4.012
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Lote testigo (administrado con diazepam)

Tabla 7: Numero de entradas y tiempo de permanencia en el modelo de Plus-Maze,

lote testigo.
RATON | #EBC | #EBA | TBA (SEG.) | TBC (SEG.)

1 9 6 62 165
2 12 6 81 179
3 I 4 41 231
4 10 2 1 181
5 8 12 154 95

6 9 3 10 215
7 0 1 267 0

8 10 3 61 168
9 3 1 60 235
10 3 0 0 267
11 6 2 25 228
12 5 2 1 243

Tabla 8: Porcentaje de entradas en brazos abiertos y porcentaje de tiempo de

permanencia, lote testigo.

RATON | %EBA | %TBA
1 40.0 | 273
2 33.3 | 31.2
3 36.4 | 15.1
4 16.7 0.5
5 60.0 | 61.8
6 25.0 4.4
7 100.0 | 100.0
8 23.1 | 26.6
9 25.0 | 20.3
10 0.0 0.0
11 25.0 9.9
12 28.6 0.4
? 413.0 | 297.6
H 344 | 248
Desvest | 25.1 29.6
E.E 7.25 | 8.54
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Lote problema N° 1 (NP’s con clonazepam a dosis terapéutica).

Tabla 9: NUumero de entradas y tiempo de permanencia en el modelo de Plus-Maze,

lote problema N° 1.

RATON | #EBC [ #EBA| TBA (SEG.) | TBC (SEG.)
1 8 8 136 140
2 17 | 11 100 140
3 14 | 24 205 84
4 7 3 32 234
5 13 7 69 200
6 0 1 289 1
7 8 8 136 140
8 17 | 11 100 140
9 14 | 24 205 84
10 7 3 32 234
11 13 7 69 200
12 0 1 289 1

Tabla 10: Porcentaje de entradas en brazos abiertos y porcentaje de tiempo de
permanencia, lote problema N° 1.

RATON | %EBA | %TBA
1 50.0 | 49.3
2 39.3 | 41.7
3 63.2 | 70.9
4 300 | 12.0
5 350 | 25.7
6 100.0 | 99.7
7 50.0 | 49.3
8 39.3 | 41.7
9 63.2 | 70.9
10 30.0 | 12.0
11 350 | 25.7
12 100.0 | 99.7

? 634.9 | 598.4
m 529 | 499
Desvest | 24.7 | 30.2
E.E 799 | 871
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Lote problema N° 2 (NP’s con clonazepam a dosis media).

Tabla 11: Numero de entradas y tiempo de permanencia en el modelo de Plus-Maze,

lote problema N° 2.

RATON | #EBC [ #EBA | BA (SEG.) | TBC (SEG.)
1 5 1 5 171
2 5 2 13 240
3 4 4 41 170
4 2 1 27 250
5 15 | 10 96 150
6 2 8 142 140
7 5 1 5 171
8 5 2 13 240
9 4 4 41 170
10 2 1 27 250
11 15 | 10 96 150
12 2 8 142 140

Tabla 12: Porcentaje de entradas en brazos abiertos y porcentaje de tiempo de
permanencia, lote problema N° 2.

RATON | %EBA | %TBA
1 16.7 2.8
2 28.6 5.1
3 50.0 | 19.4
4 33.3 9.7
5 40.0 | 39.0
6 80.0 | 50.4
7 16.7 2.8
8 28.6 5.1
9 50.0 | 19.4
10 33.3 9.7
11 40.0 | 39.0
12 80.0 | 50.4
? 497.1 | 253.1
U 414 | 211
Desvest | 20.9 18.6
E.E 6.03 | 5.36
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Lote problema N° 3 (NP’s sin p.a.)

Tabla 13: Numero de entradas y tiempo de permanencia en el modelo de Plus-Maze,

lote problema N° 3.

RATON | #EBC [ #EBA| TBA (SEG.) | TBC (SEG.)
1 8 3 30 202
2 9 0 0 279
3 7 5 74 160
4 5 1 28 223
5 7 8 98 130
6 4 4 120 178
7 8 3 30 202
8 9 0 0 279
9 7 5 74 160
10 5 1 28 223
11 7 8 98 130
12 4 4 120 178

Tabla 14: Porcentaje de entradas en brazos abiertos y porcentaje de tiempo de
permanencia, lote problema N° 3.

RATON | %EBA | %TBA
1 27.3 | 12.9
2 0.0 0.0
3 417 | 316
4 16.7 | 11.2
5 53.3 | 43.0
6 50.0 | 40.3
7 27.3 | 12.9
8 0.0 0.0
9 417 | 316
10 16.7 | 11.2
11 53.3 | 43.0
12 50.0 | 40.3
? 377.9 | 277.9
U 315 | 23.2

Desvest | 19.8 16.7
E.E 571 | 4.82
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Lote problema N° 4 (Lipido macerado disperso en agua).

Tabla 15: Numero de entradas y tiempo de permanencia en el modelo de Plus-Maze,
lote problema N° 4.

RATON | #EBC | #EBA| TBA (SEG.) | TBC (SEG.)
1 6 2 35 225
2 2 0 0 279
3 4 0 0 298
4 2 0 0 286
5 4 0 0 243
6 4 0 0 230
7 6 2 35 225
8 2 0 0 279
9 4 0 0 298
10 2 0 0 286
11 4 0 0 243
12 4 0 0 230

Tabla 16: Porcentaje de entradas en brazos abiertos y porcentaje de tiempo de
permanencia, lote problema N° 5.

RATON | %EBA | %TBA
1 25.0 | 135
2 0.0 0.0
3 0.0 0.0
4 0.0 0.0
5 0.0 0.0
6 0.0 0.0
7 25.0 | 135
8 0.0 0.0
9 0.0 0.0
10 0.0 0.0
11 0.0 0.0
12 0.0 0.0
? 50.0 | 26.9
U 4.2 2.2
Desvest 9.7 52
E.E 2.8 15
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Lote problema N°5 Dispersion de clonazepam apH 7

Tabla 17: Numero de entradas y tiempo de permanencia en el modelo de Plus-Maze,
lote problema N° 5.

RATON | #EBC [ #EBA | TBA (SEG.) | TBC (SEG.)
1 13 0 0 270
2 9 2 12 226
3 6 1 56 214
4 12 1 4 260
5 13 0 0 283
6 3 0 0 283
7 13 0 0 270
8 9 2 12 226
9 6 1 56 214
10 12 1 4 260
11 13 0 0 283
12 3 0 0 283

Tabla 18: Porcentaje de entradas en brazos abiertos y porcentaje de tiempo de
permanencia, lote problema N° 5.

RATON | %EBA | %TBA
1 0.0 0.0
2 18.2 5.0
3 14.3 | 20.7
4 7.7 1.5
5 0.0 0.0
6 0.0 0.0
7 0.0 0.0
8 18.2 5.0
9 14.3 | 20.7
10 7.7 1.5
11 0.0 0.0
12 0.0 0.0
? 80.3 | 54.6
u 6.7 4.5
Desvest 7.7 7.8
E.E 2.22 | 2.25

74



%

70 -
60 -
50 A
40 A
30 -
20 -
10 -

Porcentaje de entradas en los brazos abiertos.

Problema
N° 1
52.9

Problema
N° 2
41.4

Blanco

Problema

Problema
roblema N°5

N° 4 6.7

4.2

O Blanco

Problema N°1 (NP’s con
clonazepam a 0.1mg/K g)

O Problema N°2 (NP’s con
clonazepam a 0.05mg/K g)
0O Problema N°3 (NP'ssin p.a.)

Problema N°4 (Lipido macerado
disperso en agua)

@ Problema N°5 (Dispersion de
clonazepam a pH7)

Lotes

FIG. 14 Porcentaje de entradas en los brazos abiertos de el lote blanco, NP’s a
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FIG. 15 Porcentaje de tiempo de permanencia en los brazos abiertos de el lote
blanco, NP’s a (0.1mg/Kg.), NP’s a (0.05mg/Kg.), NP’s sin p.a., lipido disperso
en agua macerado y clonazepam disperso en agua a pH 7.
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PRUEBA DE TRACCION.

El raton tiene que ser capaz de agarrar el alambre con los miembros traseros
en un lapso de 10 segundos, si el animal no es capaz de agarrar el alambre
con sus miembros traseros en este lapso de tiempo la prueba se considera

como positiva.

Lote blanco (sin farmaco).

Tabla 19: Resultados de la Prueba de Traccion, lote blanco.

Raton +-
1 Negativo
2 Negativo
3 Negativo
4 Negativo
5 Negativo
6 Negativo
7 Negativo
8 Negativo
9 Negativo
10 | Negativo
11 | Negativo
12 | Negativo

Lote testigo (administrado con diazepam).

Tabla 20: Resultados de la Prueba de Traccion, lote testigo.

Raton +/-
1 Negativo
2 Negativo
3 Negativo
4 Negativo
5 Negativo
6 Negativo
7 Negativo
8 Negativo
9 Negativo
10 | Negativo
11 Negativo
12 | Negativo
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Lote problema N° 1 (NP’s con clonazepam a dosis terapéutica).

Tabla 21: Resultados de la Prueba de Traccion, lote problema N° 1.

Raton +/-
1 Negativo
2 Negativo
3 Negativo
4 Negativo
5 Negativo
6 Negativo
7 Negativo
8 Negativo
9 Negativo
10 | Negativo
11 Negativo
12 | Negativo

Lote problema N° 2 (NP’s con clonazepam a dosis media).

Tabla 22: Resultados de la Prueba de Traccion, lote problema N° 2.

Ratén +/-
1 Negativo
2 Negativo
3 Negativo
4 Negativo
5 Negativo
6 Negativo
7 Negativo
8 Negativo
9 Negativo
10 | Negativo
11 | Negativo
12 | Negativo




Lote problema N° 3 (NP’s sin clonazepam para dosis terapéutica).

Tabla 23: Resultados de la Prueba de Traccion, lote problema N° 3.

Ratén +/-
1 Negativo
2 Negativo
3 Negativo
4 Negativo
5 Negativo
6 Negativo
7 Negativo
8 Negativo
9 Negativo
10 | Negativo
11 | Negativo
12 Negativo

Lote problema N° 4 (Lipido macerado disperso en agua).

Tabla 24: Resultados de la Prueba de Traccién, lote problema N° 4.

Raton +/-
1 Negativo
2 Negativo
3 Negativo
4 Negativo
5 Negativo
6 Negativo
7 Negativo
8 Negativo
9 Negativo
10 | Negativo
11 | Negativo
12 | Negativo




Lote problema N°5 Dispersion de clonazepam a pH 7

Tabla 25: Resultados de la Prueba de Traccidn, lote problema N° 5.

Raton +/-

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

SlIEIBlo|o|~N|o|u|s|w|n|e

Datos ANOVA

En el siguiente apartado se verifican estadisticamente los resultados obtenidos
tanto de entradas en brazos abiertos y tiempo e permanencia en estos,

mediante un analisis de varianza (ANOVA).

PORCENTAJE DE ENTRADAS EN BRAZOS ABIERTOS.

Supuestos:

Los siete conjuntos de datos forman muestras aleatorias simples e
independientes, extraidas de 7 poblaciones que son similares excepto por la
condicion estudiada. Se supone que las siete poblaciones de medicion siguen

una distribucidon normal con variancias iguales.

Planteamiento de Hipdtesis para numero de entradas en brazos abiertos:

Ho = Hiote blanco = HMNanoparticulas con clonazepam (0.1mg/Kg) = MNanoparticulas con clonazepam
(0.05mg/Kg) = MNanoparticulas sin pa. = HLipido disperso en agua macerado. = MDispersién de clonazepam a pH
7.En promedio las seis condiciones producen la misma respuesta.
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H; = No todas las p son iguales (al menos una condicién produce una respuesta
promedio diferente al
condiciones).

Datos:

Tabla N° 26 porcentajes de entradas en los brazos abiertos.

promedio de cuando menos una de las demas

Raton Lote Lote Lote Lote Lote Lote
blanco | problema N° | problema N° | problema N° | problema N° | Problema N°
1 2 3 5 6
1 0.0 50.0 16.7 27.3 25.0 0.0
2 10.0 39.3 28.6 0.0 0.0 18.2
3 35.0 63.2 50.0 41.7 0.0 14.3
4 0.0 30.0 33.3 16.7 0.0 1.7
5 0.0 35.0 40.0 53.3 0.0 0.0
6 0.0 100.0 80.0 50.0 0.0 0.0
7 23.1 50.0 16.7 27.3 25.0 0.0
8 0.0 39.3 28.6 0.0 0.0 18.2
9 42.9 63.2 50.0 41.7 0.0 14.3
10 0.0 30.0 33.3 16.7 0.0 7.7
11 12.5 35.0 40.0 53.3 0.0 0.0
12 18.2 100.0 80.0 50.0 0.0 0.0

La F-prueba en la tabla de ANOVA probara si hay algunas diferencias
significativas entre las medias.

Tabla N° 27 Analisis de varianza de los porcentajes de entradas en brazos

abiertos.

Source Sum of Squares  Df Mean Square FRatio
Between groups 24410.6 5 488213 16.08
Within groups 200434 66 303.688

Total (Corr.) 444541 71

La tabla de ANOVA descompone

la variacion de

P-Vaue

0.0000

los datos en dos

componentes: un componente entre grupo y un componente dentro de grupo.

El F-ratio que en este caso es 16.0761, es un cociente de la estimacion

cuadrado medio entre los grupos y el cuadrado medio dentro de los grupos.

Puesto que el pvalue de la prueba de F es nenor a 0.05, hay una diferencia

estadisticamente significativa entre las medias de los seis grupos con un nivel

de confianza de 95.0%
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Por lo tanto:

Se rechaza Hp dado que se concluye que la H, es verdadera. Es decir, se

concluye que los seis grupos no tienen el mismo comportamiento en promedio.

PORCENTAJE DE TIEMPO DE PERMANENCIA EN LOS BRAZOS
ABIERTOS.

Supuestos:

Los siete conjuntos de datos forman muestras aleatorias simples e

independientes, extraidas de seis poblaciones que son similares excepto por la

condicion estudiada. Se supone que las siete poblaciones de medicion siguen

una distribucion normal con variancias iguales.

Planteamiento de Hipotesis para numero de entradas en brazos abiertos:

H0 = Hrote blanco = MNanoparticulas con clonazepam (0.1mg/Kg) = MNanoparticulas con clonazepam

(0.05mg/Kg) = MNanoparticulas sin pa. = HLipido disperso en agua macerado. = MDispersién de clonazepam a pH
7.En promedio las seis condiciones producen la misma respuesta.

H, = No todas las u son iguales (al menos una condicion produce una respuesta

promedio diferente al

condiciones).

Datos:

Tabla N° 28 porcentajes de entradas en los brazos cerrados.

promedio de cuando menos una de las demas

Raton | Lote Lote Lote Lote Lote Lote
blanco | problema | problema | problema | problema | Problema

Ne 1 Ne 2 N° 3 N° 5 N° 6
1 0.0 49.3 2.8 12.9 13.5 0.0
2 4.0 41.7 5.1 0.0 0.0 5.0
3 38.6 70.9 194 31.6 0.0 20.7
4 0.0 12.0 9.7 11.2 0.0 15
5 0.0 25.7 39.0 43.0 0.0 0.0
6 0.0 99.7 50.4 40.3 0.0 0.0
7 19.1 49.3 2.8 12.9 13.5 0.0
8 0.0 41.7 5.1 0.0 0.0 5.0
9 20.0 70.9 19.4 31.6 0.0 20.7
10 0.0 12.0 9.7 11.2 0.0 15
11 31.1 25.7 39.0 43.0 0.0 0.0
12 17.4 99.7 50.4 40.3 0.0 0.0
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La F-prueba en la tabla de ANOVA probara si hay algunas diferencias
significativas entre las medias.
ANOVA Table

Tabla N° 29 Anélisis de varianza de los porcentajes de tiempo de
permanencia en brazos abiertos,

Source Sumof Squares Df Mean Square F-Ratio  P-Vdue
Between groups 18370.1 5 3674.01 12.12  0.0000
Within groups 20010.0 66 303.182

Total (Corr.) 38380.1 71

La tabla de ANOVA descompone la variacion de los datos en dos
componentes: un componente entre grupo y un componente dentro de grupo.
El F-ratio que en este caso es 12.1182, es un cociente de la estimacion
cuadrado medio entre los grupos y el cuadrado medio dentro de los grupos.
Puesto que el p-value de la prueba de F es menor a 0.05, hay una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de los 6 grupos con un nivel de
confianza de 95.0%

Por lo tanto:

Se rechaza Hop dado que se concluye que la H es verdadera. Es decir, se

concluye que los seis grupos no tienen el mismo comportamiento en promedio.
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VII. Discusion.

Los seis conjuntos de datos forman muestras aleatorias independientes
estadisticamente, las seis poblaciones siguen una distribucion normal con
variancias iguales (tabla N° 3) por lo que se realizaron pruebas de contraste de
hipétesis, suponiendo como hipétesis nula que los seis sistemas no tienen una
diferencia significativa y como hipétesis alternativa que los seis lotes difieren en
Su respuesta. En todos los casos se rechaza la hipétesis nula y se acepta la
hipotesis alternativa. Una realizado el analisis estadistico de las medias de los
datos de cada sistema por regiones del modelo en base a nimero de entradas
y tiempo de permanencia, se expresa en las figuras 15 y 16 como porcentajes
en referencia a un total de cada sistema considerado como la suma de
entradas o tiempo de permanencia en los brazos cerrados y abiertos del
modelo de Plus Maze, en este estudio solo nos interesan los resultados
obtenidos de los brazos abiertos.

Porcentaje de entradas en los brazos abiertos.

Problema

70 A N° 1
52.9 5
60 Problema Blanco
N° 2
50 - B Problema N°1 (NP’s con
Problema clonazepam a 0.1mg/K g)
40 - OProblema N°2 (NP's con
© clonazepam a 0.05mg/K g)
© 30 OProblema N°3 (NP'ssin p.a.)
Blanco
20 A B Problema N°4 (Lipido macerado
disperso en agua)
10 A O Problema N°5 (Dispersion de
clonazepam a pH7)
0 1

Lotes

Fig. 14 Porcentaje de entradas en los brazos abiertos de el lote blanco, NP’s a
(0.1mg/Kg.), NP’s a (0.05mg/Kg.), NP’s sin p.a., lipido disperso en agua
macerado y clonazepam disperso en agua a pH 7.
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Porcentaje de tiempo de permanencia en los brazos
abiertos
@ Blanco
70 - Problema
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FIG. 15 Porcentaje de tiempo de permanencia en los brazos abiertos de el lote
blanco, NP’s a (0.1mg/Kg.), NP’s a (0.05mg/Kg.), NP’s sin p.a., lipido disperso
en agua macerado y clonazepam disperso en agua a pH 7.

Como podemos observar en la figura 15, la preparacién con mayor porcentaje
de entradas en los brazos abiertos es la que corresponde al lote de
nanoesferas lipidicas conteniendo al clonazepam administrado en la cantidad
especificada para producir un efecto terapéutico: (0.1mg/KG) con un porcentaje
de 52.9, y la preparacion de nanoparticulas con la mitad de esta dosis
(0.05mg/Kg.) presenta un porcentaje de entradas en los brazos abiertos un

poco menor 41.4.

En la figura 16 también podemos observar que las nanoesferas lipidicas con
clonazepam a una dosis de 0.lmg/k.o. son las que producen el mayor
porcentaje de permanencia en los brazos abiertos (49.9), es decir producen un
mayor efecto ansiolitico. Cuando se administro a la mitad de la dosis
terapéutica el efecto ansiolitico producido segun el porcentaje de permanencia
en los brazos abiertos es aproximadamente la mitad de cuando se administran
nanoesferas lipidicas a una dosis terapéutica con 21.1. se puede decir que
cuando se admiistr6 nanoesferas lipidicas con clonazepam a la mitad de la
dosis terapéutica se logré un efecto ansiolitico pero no fue sostenido, por la

poca permanencia observada en los brazos abiertos.

Las preparaciones del lote blanco, nanoparticulas sin principio activo y lipido

disperso en agua sirvieron como lotes de referencia que no deberian de
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presentar entradas en brazos abiertos (no inducen efecto ansiolitico), la
dispersion de clonazepam a pH 7 es un sistema simple con potencial efecto
terapéutico. Tomando como referencia el numero de entradas del lote blanco,
se observa que aun este lote presenta un porcentaje de entradas a los brazos
abiertos de 11.8, es decir que dentro del comportamiento natural de los ratones
cabe la exploracién en espacios de peligro y no su limitacion completa al
refugio. La dispersién de clonazepam tuvo un porcentaje de entradas similar al
lote blanco (11.8 y 6.7 respectivamente) a partir de lo cual se puede concluir
gue no existe un efecto ansiolitico cuando el farmaco es administrado de esta
manera, aun, si el efecto registrado correspondiera a un efecto efectivamente
ansiolitico significaria que el clonazepam es absorbido por su forma ionizada.
Observando la figura 16 nos podemos dar cuenta que el efecto ansiolitico
producido por este sistema es incluso menor que el lote control, en otras

palabras, demuestra no tener un efecto ansiolitico.

Para los lotes de lipido macerado en agua y nanoparticulas blanco, el
porcentaje de entradas en los brazos abiertos como un posible efecto
ansiolitico quedaria descartado si se debe a un efecto de digestién de grasas
ya que el Compritol ATO 888 que constituye la matriz lipidia es una grasa, ester
de acido graso con glicerol, figura 17. En el pancreas la presencia del quimo
acido (contenido del estomago que pasa intermitentemente durante la digestion
hacia el duodeno a través del piloro, los conductos pancreéticos y colédoco se
abren en el duodeno en un punto cercano al piloro. El contenido muy alcalino
de las secreciones pancreatica y biliar neutraliza el acido del quimo y hace virar
el pH de este material hacia la alcalinidad. Este cambio en el pH es necesario
para la accion de las enzimas contenidas en los jugos pancreéticos e intestinal)
activa al duodeno para producir : Secretina que estimula hormonalmente al flujo
del jugo pancreatico y Pancreozimina, que estimula la produccion de la enzima
lipasa (esteapsina) cuyo substrato son las uniones ésterprimarias de las grasas
( presente en los mono, di y triglicéridos que constituyen al Compritol ATO
888), los productos finales son acidos grasos, monoglicéridos y glicerol, para
ser absorbidos hacia el torrente sanguineo. En higado y vesicula biliar las
enzimas, sales biliares y alcalis son producidas después de que las hormonas
del intestino colecistocinina y hepatocrininaestimulan la vesicula biliar y al

higado, su substrato es la grasa que puede ser el (Compritol ATO 888) y
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también neutraliza el quimo &cido, el producto final es un conjugado de acidos

grasos con sales biliares, emulsiona finalmente a grasa neutra.

La hidrdlisis completa de las grasas (triglicéridos) produce glicerol y acidos
grasos. Sin embargo la hidrolisis del primero, del segundo y del tercer acido de
los triglicéridos se realiza con creciente dificultad, necesitAndose condiciones
especiales para la remocion del Ultimo acido graso (la mayor parte de los
constituyentes del Compritol ATO 888son diglicéridos, este paso seria el
principal para convertirlo hasta acidos grasos y glicerol, su digestiébn seria
entonces lenta). La lipasa pancreatica es especifica para la hidrélisis de las
uniones éster primarias; por esta razon, en la digestién de un triglicérido por la
lipasa ocurriria primero la separacion de un acido graso Terminal para producir
un 1,2-diglicerido y después se separaria el otro acido graso Terminal para
producir un 2-monoglicérido. Puesto que este Ultimo acido graso esta unido por
un grupo éster secundario, su remocion requiere la isomerizacion a una union
éster primaria. Esto constituye una reaccidbn relativamente lenta
(aproximadamente 50% de la digestion del Compritol ATO 888 generaria una
isomerizacion de 2-monoglicerido a 1-monoglicérido para completar la
digestion) por lo cual resulta, que los monoglicéridos constituyen los principales
productos finales de la digestién de las grasas, ya que menos e la tercera parte
de la grasa ingerida es completamente demolida hasta glicerol y acidos grasos.
Este motivo explica porque se observa un aparente efecto atenuado ansiolitico
en los ratones, mientras que en realidad es muy probable al mecanismo de
digestion [72].
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Fig. 17. Mecanismo de digestién de mono, di y triglicéridos. [72]

Este mismo mecanismo es tomado para explicar la digestion de las
nanoesferas lipidicas, ademas de tomar en cuenta las propiedades adhesivas
de los lipidos a las paredes intestinales, en esta regién pueden estar ocurriendo
principalmente dos mecanismos simultdneos de interaccion con las (NP’s
figura 18), considerando que la composicion del Compritol ATO 888 es de 12-
18% de monoglicéridos, 52-54% de diglicéridos y un 28-32% de triglicéridos:
Una fraccion de nanoesferas puede adherirse a la pared intestinal y sufrir una
ligera accion por parte de la lipasa, alguna fraccion de diglicéridos vy triglicéridos
es degradada hasta monoglicéridos mientras que se da una liberacion de
farmaco entrampado en esta regién de la nanoparticula degradada, finalmente
es absorbida y pasa casi sin una modificacion estructural importante al torrente

sanguineo.

Mientras que una fraccion de nanoesferas logra adherirse a la pared intestinal
otra fraccién de nanoparticula es degradada casi completamente por la lipasa,
el metabolismo de triglicéridos y diglicéridos hasta monoglicéridos, acidos
grasos y glicerol es completado. Después, otra fraccion de nanoparticulas o
residuo de nanoparticulas puede ser emulsificado por las sales biliares y alcalis

y ser absorbido.
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La absorcion de nanoesferas lipidicas en la pared intestinal puede verse como
un mecanismo saturable, la primera fraccién logra la adhesion sin degradacién
considerable y la ultima fraccién que satura el mecanismo de absorcion sufre

una degradacion considerable.
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Fig. 18 Mecanismo del efecto de promocion de absorcién de lipidos. [70]

Estos dos mecanismos que podrian estar ocurriendo de manera simultanea
explican el incrementen la absorcion del farmaco debido a la composicion

matricial de las nanoesferas utilizadas en esta investigacion [70].

Debido a que el glicerol es hidrosoluble, es facilmente absorbido por el intestino
pero los acidos grasos y los monoglicéridos, poco solubles en un medio acuoso
requieren de un mecanismo auxiliar para su absorcion. La combinacion de las
sales biliares con los acidos grasos produce un producto soluble (los complejos
hidrotropicos), que pueden ser absorbidos en la luz del intestino por las células
de la mucosa que reviste sus paredes. Después de que los complejos de
acidos grasos con sales biliares y el glicerol han pasado las células de la
mucosa intestinal, el acido graso es liberado de la sal biliar y se recombina con

el glicerol para resintetizar una grasa neutra (se resintetizan los triglicéridos).
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Ante los dos mecanismos explicados anteriormente de posible absorcién de
nanoesferas lipidicas, cabe otra posibilidad. La grasa no hidrolizada puede ser
absorbida si se encuentra dispersa como particulas muy finas (menores de
500nm) [72]. Y las NP’s propuestas son menores a este tamafio, por lo tanto,
una fraccion puede atravesar sin modificaciones exclusivamente por su

tamano.

Finalmente las nanoesferas que pasaron casi intactas por la pared intestinal
(efecto de Caballo Troyano) hacia el torrente sanguineo son distribuidas por
todo el organismo y llegan a estar en contacto con la BHE. La parte que paso
como emulsificada es resintetizada triglicéridos, es una reaccion enziméatica
especifica, por lo que el farmaco atrapado en las micelas o complejos
hidrotropicos es muy probable que sea liberado al torrente sanguineo y viaje
como fraccion libre y unido a proteinas, los triglicéridos resintetizados también
se unen a proteinas formando los quilomicrones, son particulas lipoproteicas
con tamafio cercano a 1 micrometro. De esta manera una aportacion al efecto
terapéutico final observado en el ratdbn es por el farmaco libre (unido a
proteinas y complétame libre) en el torrente sanguineo que es como queda
dispuesto después de la administracion en wuna forma farmaceutica
convencional (tabletas), y la segunda y la segunda, el farmaco contenido o
entrampado en nanoesferas lipidicas que se encuentran en el torrente
sanguineo y dispuesto como parte de una distribucién corporal de manera

general para atravesar la BHE.

Mientras las pequefias moléculas de farmaco entran normalmente a las células
por difusion, este no es generalmente el caso para farmacos formulados en
nanoparticulas. Los farmacos que son formulados en acarreadores
nanoparticulados atraviesan la BHE por procesos endocitéticos mas que por
difusién, primero interacttan con la membrana celular y después son
endocitados en vesiculas. La nanoparticula es degradada y el farmaco es
liberado. Se ha demostrado que acarreadores de farmacos estabilizados con
poloxdmeros sensibilizan al grupo de proteinas que muestran resistencia al
paso de farmacos [73], estos muestran menos impedimento al paso de estas
particulas, y por tanto se mejora el paso del acarreador y el efecto terapéutico

en el cerebro. También se ha demostrado que el poloxadmero disminuye el
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secuestro de farmaco por vesiculas pinociticas e inhibe el sistema de
destoxificacion de glutation S-transferasa, que impide el paso de farmacos [73].
Para el incremento del efecto terapéutico se proponen los siguientes

mecanismos:

Cruzar el endotelio capilar cerebral que forma la BHE por difusion o
mediado por receptores especificos.

Penetrando los capilares fenestrados de los 6rganos circuventriculares.

El farmaco puede ser fagocitado. Se cree que posible que los productos
de degradacion de nanoparticulas pueden actuar como promotores de
absorcion [74].

Se tiene documentado que las nanoesferas lipidicas incrementan la absorcion
oral de farmacos liposolubles y que ademas es importante el efecto del
estabilizante sobre la absorcién en diferentes barreras. El tween 80 y el 68
incrementan la absorcion oral de farmacos liposolubles incluidos en
nanoesferas lipidicas., y disminuyen la actividad de la glicoprotein P y el
citocromo P450. Cabe destacar que la glicoproteina P es una de las que
constituyen al amplio grupo de proteinas que muestran resistencia al paso de
farmacos en la BHE y que modula a bombas de transporte activo primario, por
lo que si el pluronic 68 la inhibe, posiblemente también el poloxamero 407
gue son de composicién casi igual. Las nanoesferas lipidicas cargadas con
clonazepam podrian atravesar también via transporte activo primario. Las
nanoesferas lipidicas también protegen al farmaco de degradacién enzimética.
[75, 76, 77]. Se ha reportado que las nanoesferas lipidicas pueden mostrar mas
adsorcion de apolipoproteina A que la apoliproteina B y de esta manera las
nanoparticulas son transportadas por el torrente sanguineo sin sufrir
degradacién, y en la BHE existen receptores para apolipoproteina A que
aumentan el paso de las nanoparticulas recubiertas con la adsorcion de

apolipoproteina A, se da el efecto de caballo troyano [78].

Con lo mencionado anteriormente, podemos observar que no existe un
mecanismo predominante para el paso de nanoparticulas conteniendo
farmacos hacia el cerebro a través de la BHE. Existen diferencias atribuidas al

tamafio de particula, composicibn matricial, agente estabilizante superficial,
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farmaco encapsulado, y a la forma en que el farmaco es incluido (diferente si
es entrampado o adsorbido) puesto que segun la especificidad del farmaco a
receptores de la BHE podra ser impedido mas facilmente si se encuentra
adsorbido o viceversa. Se pueden proponer los siguientes mecanismos
probables para nanoesferas lipidicas:

Las nanoparticulas transportan al farmaco cuando llegan a la BHE y
entran en contacto con las membranas celulares on su alta adhesion)
son endocitadas, en el interior de las células son degradadas y el
farmaco empieza a liberarse (posiblemente parte del farmaco también es
degradado), esta fracciébn libre puede atravesar por difusién la
membrana celular y fluir al medio cerebral.

La apolipoproteina A o en todo caso la apolipoproteina B pueden recubrir
a las nanoparticulas conteniendo al farmaco, estas pasan casi intactas
después del proceso digestivo, viajan por la circulacién general y cuando
entran en contacto con la BHE, en donde hay receptores para
apolipoproteina A y B son anclados, atraviesan las nanoparticulas la
BHE en forma enmascarada, en el interior del cerebro cualquiera de las
apolipoproteinas son catalizadas y las nanoparticulas son degradadas
liberando al farmaco.

El poloxdmero 407 adsorbido sobre las nanoesferas lipidicas puede
estar sensibilizando a varios receptores (pinocitosis) e inhibiendo la
actividad de otros (sistemas de destoxificacion de glutation S
transferasa, glicoproteina P), de esta forma, disminuye la barrera
metabdlica y se incrementa el paso de nanoparticulas por canales de
transporte.

Difusion simple de las nanoparticulas, penetrando los capilares

fenestrados.

Es posible que estos mecanismos se den simultineamente y posiblemente los
productos de degradacién de las nanoparticulas provenientes de la digestion y
que fueron absorbidos y resintetizados, puedan actuar como promotores de

absorcion.
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VIII. CONCLUSIONES

7
A X4

X/
°

Se pudo demostrar el efecto ansiolitico del diazepam
obtenido en ratones macho albino utilizando el modelo de
Plus Maze al cuantificar el nimero de entradas y tiempos
de permanencia en los brazos abiertos.

Se logré determinar el efecto ansiolitico de las NP’s con
clonazepam a las dosis media terapéutica y terapéutica,
observando que esta ultima se obtuvo un efecto ansiolitico

mayor
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IX. PERSPECTIVAS

El trabajo realizado solo es una pequefia porcién de toda la investigacion que

requerird el estudio de las nanoparticulas lipidicas con clonazepam, ya que

solo nos enfocamos en la evaluacion de su efecto en ratones, en un tiempo de

15 minutos después de su administracion y en dos dosis. Con esto el camino

se abre a nuevas areas encaminadas a la evaluacion in vivo tales como:

Vi.

Comparar el efecto a diferentes tiempos de administracion
con la finalidad de saber si a los 15 minutos se tiene el
mayor efecto o menor.

Comparar el efecto ansiolitico a partir de nanoparticulas
preparadas a partir de diferentes matrices lipidicas y
estabilizantes.

Estudiar la liberacion in Vitro para corroborar el presente
estudio.

Comparar el efecto obtenido de Np’s Lipidicas con
Clonazepam y otras de formulaciones comerciales.

Evaluar su administracion por via oral e intravenosa.
Realizar estudios de toxicidad in vivo e in Vitro, con

placebos y con nanoesferas conteniendo el farmaco.
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