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Resumen

Los glucocorticoides son farmacos con una potente actividad antiinflamatoria derivados del
ciclopentano perhidrofenantreno. Uno de estos farmacos es la dexametasona, glucocorticoide que ha
sido ampliamente utilizado por sus altas capacidades para modular la inflamacién. Sin embargo, se ha
reportado que la constante exposicion a altas dosis de este tipo de farmacos genera diferentes efectos
secundarios que perjudican al paciente sobre todo cuando se ocupan para disminuir la
neuroinflamacion, ya que su paso al sistema nervioso central estad restringido por la barrera
hematoenfalica, dando como resultado un mayor contacto sistémico que deriva en la aparicion de los
ya mencionados efectos secundarios. Por ello en nuestro grupo de trabajo se ha propuesto el uso de
la via de administracion intranasal como una alternativa a la via de administracion intravenosa, ya que
se ha reportado que por dicha via los farmacos administrados pueden alcanzar de manera mas rapida
y eficiente el sistema nervioso central. De igual manera, hemos encontrado evidencia experimental
gue sugiere que la administracion intranasal de metilprednisolona es mejor para el tratamiento de los
brotes de esclerosis multiple remitente recurrente que la administracion del mismo farmaco de manera
intravenosa, asi mismo se ha demostrado que la administracion intranasal de dexametasona permite
la recuperacion motriz y la disminucion de la zona de infarto en un modelo murino de evento
cerebrovascular.

Poco se ha descrito sobre la distribucion que los farmacos administrados por via intranasal tienen
dentro del sistema nervioso central, en particular dentro del cerebro. Mucho menos se ha descrito la
distribucion que glucocorticoides como la dexametasona tienen en el cerebro luego de su
administracion nasal, situacioén que es poco favorable para futuras investigaciones, ya que si se sabe
coémo se distribuye el farmaco dentro de este 6rgano, se puede proponer su uso administrandolos por
la via nasal como tratamiento a neuropatologias que involucren inflamacién focalizada en las zonas
de distribucion del farmaco.

Por lo anterior, el objetivo principal de este trabajo es determinar la distribucién de la dexametasona
dentro del sistema nervioso central. Para ello, se compar6 la administracion de una dosis de 0.25
mg/kg de dexametasona por la via intranasal con su administracion por la via intravenosa a ratones
C57BL/6 macho de 8 a 12 semanas de edad. Habiendo transcurrido 24 horas de su administracion se
analizé cualitativamente la presencia de dexametasona en cerebro mediante inmunofluorescencia
contra el farmaco, asi mismo se hizo un analisis de biodisponibilidad in vivo mediante el sistema “In
vivo Extream Bruker”. Para cuantificar la concentracion de dexametasona presente en el cerebro de
los organismos se hizo una cinética de cuantificacibn comparando ambas vias de administracion,
analizando las muestras obtenidas a los 15, 60, 180 minutos después de la administracion del farmaco.

Se encontro que la via de administracion intranasal permite una mayor incorporacion de dexametasona
al cerebro que si se administra por la via intravenosa. Aunado a esto, la biodisponibilidad del farmaco
dentro del cerebro parece ser mayor cuando se administra intranasalmente. Una vez que estas
diferencias fueron evaluadas, se evalud la distribucion del farmaco dentro del cerebro. Se encontro
gue la distribucién es principalmente en corteza cerebral y zonas adyacentes al nlcleo estriado, asi
como en bulbos olfatorios.

El presente trabajo sienta las bases para dilucidar con mayor detalle en futuros estudios la distribucion
dentro del sistema nervioso central no solo de la dexametasona sino también de otro tipo de
glucocorticoides.



Abstract

Glucocorticoids are drugs with a potent anti-inflammatory activity derived from cyclopentane
perhydrofenanthrene. One of these drugs is dexamethasone, a glucocorticoid that has been widely
used for its high capacities to modulate peripheral inflammation derived from different conditions
ranging from musculoskeletal pain to autoimmune diseases. However, it has been reported that
constant exposure to this type of drugs generates different side effects that harm the patient, especially
when they are used to reduce neuroinflammation, since their passage to the central nervous system is
restricted by the blood-brain barrier, resulting in a greater systemic contact that leads to the appearance
of the aforementioned side effects. Therefore, in our working group the use of the intranasal
administration route has been proposed as an alternative to the intravenous administration route, since
it has been reported that the administered drugs can reach the central nervous system more quickly
and efficiently. Coupled with this, we have found experimental evidence suggesting that intranasal
administration of methylprednisolone is better for the treatment of seizures associated with Recurrent
Remitting Multiple Sclerosis than intravenous administration of the same drug, as well as intranasal
administration of dexamethasone allows motor recovery and decrease of the infarct zone in a murine
model of cerebrovascular event.

Although it is already known the advantages that the intranasal administration route offers with respect
to the administration of different molecules, little has been described about the distribution that drugs
can have within the central nervous system, particularly within the brain after having been administered
intranasally. Much less has been described the distribution of glucocorticoids such as dexamethasone
in the brain after intranasal administration, a situation that is unfavorable for future research, because
if you know how the drug is distributed within of the brain can be proposed the use of glucocorticoids
administered by the nasal route as a treatment to neuropathologies that involve focal inflammation in
the distribution areas of the drug.

Therefore, the main objective of this work is to determine the distribution of dexamethasone within the
central nervous system. For this, the administration of a dose of 0.25 mg / kg of dexamethasone by the
intranasal route was compared with its intravenous administration to male C57BL/6 mice from 8 to 12
weeks old. Twenty-four hours after administration, the presence of dexamethasone in the brain was
analyzed qualitatively by immunofluorescence against the drug, and an in vivo bioavailability analysis
was carried out using the "In vivo Extream Bruker" system. To quantify the concentration of
dexamethasone present in the brain of the organisms, quantification kinetics was made by comparing
both administration routes, analyzing the samples obtained at 15, 60, 180 minutes and after the
administration of the drug.

It was found that a higher amount of dexamethasone reaches the brain via intranasal administration
than if administered intravenously, in addition to this the bioavailability of the drug within the brain
seems to be higher when administered intranasally. Once it was determined that there are differences
between the two routes of administration, the distribution of the drug within the brain was evaluated. It
was found that the distribution is mainly in cerebral cortex and zones adjacent to the striated nucleus,
as well as in olfactory bulbs.

The present work lays the basis to elucidate in greater detail in future studies the distribution within the
central nervous system not only of dexamethasone but also of another type of glucocorticoids.



Marco teodrico

Vias de administracion de farmacos

La via de administracion es la ruta de entrada del medicamento al organismo, la cual influye en la
latencia, intensidad y duracién del efecto del farmaco?.

Actualmente estas vias de administracion de farmacos se engloban en tres grandes grupos, via
enteral, parenteral y tépicaZ.

La via de administracion enteral es la mas usada de todas, gracias a que es de facil ejecucion, segura,
econdmica y frecuentemente la mas conveniente. Esta se puede dividir a su vez en la via oral,
sublingual y rectal y el tiempo de latencia generalmente oscila entre los 5 a los 30 minutos. Todas
estas vias, salvo la oral, tienen la ventaja de que evaden el metabolismo hepatico favorecido por el
transporte del farmaco a través de la vena porta hacia el higado, ademas de que la absorcién a través
de las mucosas es muy rapida, pero con la desventaja de que las dosis que se pueden administrar son
bajas. Por otro lado, es posible tener una serie de efectos secundarios que van desde la irritacién de
las mucosas hasta posibles intoxicaciones y pérdida de flora intestinal dependiendo de qué farmaco
se esté administrando3#56.7,

Por su parte la via parenteral se puede dividir en administracion intravenosa (IV), intramuscular,
subcutanea, intraarterial, intraarticular, intratecal e intradermal, en donde el tiempo de accion
disminuye considerablemente con respecto a la administracion enteral, teniendo como tiempo
promedio de 30 segundos a 20 minutos dependiendo de la via utilizada, con excepcion de la via
subcutédnea en la que este tiempo puede ser mas largo. De manera general, este tipo de vias de
administracion permiten administrar dosis altas de farmaco independientemente del vehiculo en el que
se encuentre reconstituido; comparando dicha concentracion con las otras vias de administracion,
permiten una alta biodisponibilidad del mismo, favorecen a una rapida y uniforme absorcion, ademas
de que no se lleva a cabo el metabolismo de “primer paso” como en la via enteral. Aunado a esto hay
ciertas ventajas en lo particular, como insercion de implantes subcutaneos, administracion de farmacos
anticancerigenos que funcionan mejor si se administran por via intraarterial, tratamientos contra la
artritis mediante el uso de drogas antiinflamatorias intraarticularmente. En contraste, hay una serie de
desventajas con respecto la via parenteral que incluyen la posibilidad de desarrollar tromboflebitis, se
necesita asistencia técnica para su ejecucion para no causar dafios musculares o nerviosos, algunas
veces son caros y dolorosos y el paciente tiene cierto peligro de infeccién®8:°.10,

Por ultimo, la via de administracion tépica, la cual involucra la administracién de los farmacos
directamente sobre la piel, incluye también estructuras que estén intimamente ligadas a la piel. Para
su empleo, se han desarrollado cremas, geles, parches y nebulizadores entre otros vehiculos. Tienen
la ventaja de que los efectos terapéuticos a nivel local son buenos y existe poca probabilidad de efectos
secundarios, ademas, cuando se trata de administracion topica localizada o sistémica el tiempo de
accion es en segundos, sin embargo, en general esta aplicacion tiene un tiempo de accion que va
desde algunos minutos, en promedio 10, hasta varias horas y si se necesitan efectos a nivel sistémico
rapidos, este tiempo puede ocasionar problemas en el tratamiento®11:12.13.14,



Via de administracion intranasal

Las vias previamente mencionadas tienen ventajas y desventajas, caracteristicas que deben ser
tomadas en cuenta dependiendo del tratamiento que se quiera llevar a cabo. Cuando este tratamiento
se enfoca en hacer llegar farmacos al SNC las vias de administracidon convencionales tienen
desventajas notables, en general debido a las condiciones fisioldgicas normales del SNC, en particular
a la barrera hematoencefalica (BHE)'®. Esta BHE esta formada principalmente por dos diferentes tipos
celulares, células endoteliales y células de muro que se distribuyen a lo largo de la capa de células
endoteliales y que incluyen células de musculo liso, pericitos y algunos autores incluyen en este rubro
a los astrocitos ya que disponen su pie astrocitario alrededor de la vasculatura del SNC. Ademas, las
células endoteliales estan unidas por uniones estrechas que se encargan de mantener un lumen
intercelular de 0.25 um entre cada célula endotelial y asi limitar el flujo paracelular de moléculas y
iones!6:17.181920 De este modo, independientemente de la via de administraciéon que se haya elegido,
para que los farmacos alcancen el SNC tienen que librar la BHE. Esta circunstancia obliga a que se
tengan que administrar dosis muy elevadas para poder asi promover el paso del farmaco, un ejemplo
de esto es el diazepam, cuya dosis es de 5 mg/Kg de peso. Para tratar de facilitar alin mas este paso,
se han implementado estrategias como el uso de vehiculos acarreadores que crucen la BHE con el
farmaco dentro de ellos y lo lleven dentro del SNC, entre los més usados se encuentran acarreadores
lipidicos, poliméricos y proteicos entre otros. Sin embargo, no todos los farmacos pueden ser
acarreados de esta manera y su éxito dependera en gran medida de la via de administracion que se
esté utilizando ya que hay que librar los diferentes compartimentos del cuerpo antes de llegar a estar
en contacto con la BHE?122:232425 En particular, para administrar glucocorticoides (GC) en el SNC, la
via de administracion mas utilizada es la IV, que tiene la desventaja de que entre mayor sea la dosis
administrada mayores efectos secundarios adversos se presentaran en el paciente, y si el tratamiento
contempla repetidas administraciones, el dafio al sistema vascular es mayusculo?®. De este modo, es
importante hacer notar que se necesitan vias de administracion alternas para poder administrar
farmacos al SNC, particularmente GC.

Una de estas vias de administracion alternas es la via intranasal (IN). Esta via se caracteriza porque
las moléculas administradas a través de ella pueden llegar al SNC sin necesitar cruzar la BHE, lo que
permite, entre otras cosas, disminuir la concentracién del farmaco administrado y llegar al SNC mucho
méas rapido, ya que una de las formas de garantizar que los GC alcancen el SNC es administrando
dosis elevadas de GC por via IV, esto bajo la lI6gica de que entre mayor sea la dosis administrada mas
farmaco lograra cruzar la BHE, si se logra evitar la BHE entonces se podra disminuir la dosis de
administracion. Aunado a esto, es posible tratar de combinar alguno de los acarreadores previamente
mencionados con mecanismos de liberacion prolongada de maneras relativamente sencillas, por
ejemplo, utilizando hidrogeles. En ellos, el farmaco es liberado en relacion directamente proporcional
a la degradacion de su acarreador, de modo que al final de su degradacion, el farmaco se habra
liberado en su totalidad dentro del organismo aumentando su biodisponibilidad*®27-28,

A pesar de que la via IN es una via poco estudiada, hay datos que muestran de manera parcial el
mecanismo de accion de esta vial®?1-24, Estas investigaciones mencionan que las moléculas
administradas por la via IN, toman en general tres caminos dentro del organismo receptor. El primero
es hacia el sistema digestivo en donde pasan a través del intestino hacia el torrente sanguineo,
habiendo sido expuestas previamente a una degradacion en el estbmago. El segundo es el sistema
respiratorio, en donde los pulmones reciben al farmaco en cuestion y después entran al torrente
sanguineo. El tercer camino es hacia el SNC, en donde principalmente hay dos rutas. La primera es a
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través de la vasculatura adyacente a la cavidad nasal y la segunda a través de los nervios olfatorio y
trigémino. En ambos casos el flujo de dichas moléculas evade la BHE6:19.20.22,
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Esquematizacion de las rutas de llegada de farmacos al SNC después de su administracién IN. Modificado de
Dhuria et al., 2010. Disponible en https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022354916304841.

De este modo, esta via se presenta como una buena alternativa para hacer llegar GC al SNC. Sin
embargo, existe un vacio en cuanto a la informacion referente a la administracion de GC por via IN se
refiere, en particular sobre hacia qué regiones dentro del SNC se dirigen, con qué células interactian
y el efecto sobre de ellas. Por lo que es muy importante llenar estos vacios para utilizar esa informacion
en futuras investigaciones.

Glucocorticoides

Los glucocorticoides (GC) son farmacos con una potente actividad antiinflamatoria derivados del
ciclopentano perhidrofenantreno molécula precursora del cortisol?®.

Existen GC sintéticos y de produccion enddgena. Aquellos de produccion enddégena son muy
importantes en el mantenimiento de la homeostasis en casi cada uno de los sistemas del cuerpo
humano y en su mayoria derivan del cortisol3?31, El cortisol esta involucrado en el funcionamiento del
ciclo circadiano, el metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas, internalizacion de la glucosa a
adipocitos, fibroblastos y leucocitos, aumenta la filtracion glomerular y eliminacion del acido urico. En
el SNC, el cortisol ayuda a mantener el estado de &nimo y una de los GC de produccién endégena
derivado de la progesterona llamado alopregnanolona tiene actividad neurotrofica y aumenta la
actividad GABAergica3?3334,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022354916304841

Por su parte, dentro de los GC sintéticos estd la dexametasona (Dx). Este farmaco ha sido
ampliamente utilizado por sus altas capacidades para modular la inflamacién periférica derivada de
diferentes padecimientos que van desde dolores osteomusculares hasta enfermedades
autoinmunes3%3:36, Sin embargo, se ha reportado que la constante exposicion a este tipo de farmacos
genera diferentes efectos secundarios que perjudican al paciente sobre todo cuando se ocupan para
disminuir la neuroinflamacion, ya que su paso al sistema nervioso central esta restringido por la BHE,
dando como resultado un mayor contacto sistémico que deriva en la aparicion de los ya mencionados
efectos secundarios®:38,

Por ello, en nuestro grupo de trabajo se ha propuesto el uso de la via de administracion intranasal
como una alternativa a la via de administracion intravenosa, ya que se ha reportado que por dicha via
los farmacos administrados pueden alcanzar de manera mas rapida y eficiente el SNC. Por ejemplo,
hemos encontrado evidencia experimental que sugiere que la administracion intranasal de
metilprednisolona es mejor para el tratamiento de las crisis asociadas a la esclerosis multiple remitente
recurrente que la administracion del mismo farmaco de manera intravenosa, asi mismo se ha
demostrado que la administracion intranasal de dexametasona permite la recuperacion motriz y la
disminucion de la zona de infarto en un modelo murino de evento cerebrovascular.

El mecanismo de accion de los GC no se tiene del todo descrito, ya que no se han desarrollado muchas
investigaciones cuyo objetivo sea el dilucidar dicho mecanismo, sobre todo en cuanto al efecto
especifico de los GC a nivel gendmico para suprimir 0 aumentar la expresion de un gen en especial.
Se sabe que una vez que un GC es administrado a un organismo, éste pasa la membrana celular con
facilidad. Habiendo sido internalizado, el receptor de GC se separa de las proteinas HSP90 que lo
resguardan. Una vez liberado, el receptor capta al GC por la region carboxilo terminal y el complejo
receptor-GC es translocado al nucleo. Al estar dentro del nucleo, el receptor libera al GC e interacciona
con las regiones GRE asi como con los denominados dedos de zinc. De esta manera, surgen los
efectos genémicos de los GC, ya que se modifica la transcripcidn del DNA, la actividad de mRNA 'y se
reorganizan las histonas39:40.41.4243 Por otro lado, existen los mecanismos de accién no genémicos de
los GC, entre los que se encuentran la promocion del estado apoptético de las células diana,
interacciones que desestabilizan la membrana celular y mitocondrial, asi como fosforilacion de
proteinas de shock térmico*44546,

Administracion intranasal de GC

Se sabe que la administracion IN de Dx es eficiente para el control de la neuroinflamacion en un modelo
murino de sepsis*’. Asi mismo en nuestro grupo de trabajo, se ha demostrado que también es eficaz
en el tratamiento para la sintomatologia asociada a un EVC en un modelo murino. Sin embargo, aun
se tienen que delimitar los mecanismos de accion por los que la Dx esta actuando en estos casos.

Al utilizar la via IN como ruta de administracién de GC existen factores a considerar para garantizar su
éxito. La poblacion objetivo es uno de ellos, se sabe que el estado clinico del paciente afecta a esta
via de administracion, un ejemplo de ello es que alergias o enfermedades que ocasionen incremento
en la cantidad de secrecion mucosa impediran que el farmaco administrado permanezca en la cavidad
nasal y que pase hacia el torrente sanguineo, otro aspecto a considerar en la poblacién objetivo es la
edad del paciente, ya que es importante que el sujeto adopte diferentes posiciones y las mantenga
para garantizar una mejor distribucion del farmaco en la cavidad nasal, en general los nifios y adultos
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mayores tendrian que tener cuidados especiales para garantizar la correcta administracion. Otro factor
es la interaccion entre el GC y estructuras del organismo receptor. En este caso es importante
considerar la estructura quimica del GC a administrar para saber de qué manera interactuara con los
diferentes compartimentos estructurales y celulares luego de su administracién IN, asi mismo para
saber que tanto se podra unir a las distintas proteinas residentes tanto en el torrente sanguineo como
en los tejidos diana?1:244849.50.51 En el caso de la Dx, se sabe que tiene alta hidrofobicidad, lo que le
permite penetrar membranas con relativa facilidad y que se une en torrente sanguineo a la albumina
sérica®?.

Por su parte, la farmacocinética de los GC es un factor fundamental para decidir qué farmaco utilizar
en diferentes patologias. Para la Dx, se sabe que es metabolizada principalmente en el higado, aunque
también se metaboliza en el rifidn y sus tejidos objetivo, los metabolitos son excretados por via renal.
Presenta un tiempo medio de absorcion de 14 minutos con biodisponibilidad de 86%, asi como una
vida media que va de las 2 hasta las 54 horas post-administracion dependiendo de la via por la que
se administre, del paciente y de la concentracion de la misma®3:54.5556,

Asi mismo, elegir adecuadamente el dispositivo de administracién es de suma importancia, ya que se
tiene que garantizar que una vez administrado, el farmaco recubra la mayor area posible dentro de la
cavidad nasal, tomando en cuenta variables como viscosidad, &ngulo de contacto y densidad del GC
administrado y a pesar de que se trate de un mismo GC, estos valores dependeran de la presentacion
del farmaco °!. Generalmente siempre se encuentran en soluciéon o a manera de coloide y pueden
estar asociados a hidrogeles o particulas acarreadoras®’->°.

Por altimo, saber cudl es la ruta de absorcion y tejidos objetivo del GC administrado es importante para
saber qué tipo de GC utilizar en diferentes patologias. En lo que respecta a este apartado, no existen
estudios que delimiten claramente la ruta a tomar por los GC, en particular la Dx, después de su
administracion IN, asi como con qué tejidos y células interactla, una de las razones por las que se
lleva a cabo el presente estudio.

Justificacion

La via de administracion IN es una via alternativa de administracion de farmacos que tiene diferentes
ventajas, sobre todo para el tratamiento de patologias del SNC, ya que se logra evadir la principal
barrera que dificulta la llegada de los farmacos hacia él, la BHE. Existen ya diferentes estudios
enfocados en utilizar esta via para administrar farmacos y otras moléculas, asi mismo que exponen la
dinamica general de una molécula administrada por via IN. Sin embargo, existen pocos estudios que
han involucrado la administracion IN de farmacos con objetivo de alcanzar el SNC y en particular GC
como la Dx. De este modo la determinacion de la ruta que este farmaco toma y con qué tejidos
interacciona después de su administracion IN es un area con un gran panorama de accion, ya que, Si
se saben con exactitud estos datos, se podrian proponer tratamientos alternativos para patologias del
SNC que presenten procesos neuroinflamatorios. Ademas, la evidencia sugiere que al menos para el
tratamiento de la neuroinflamacion asociada a la sepsis y el EVC murina, la administracién IN de Dx
es mejor que su administracion V.

Por lo anterior, es importante realizar estudios cuyo objetivo sea el de dilucidar la dinAmica de la Dx
administrada por via IN en su camino hacia el SNC.



Hipotesis

La administracion de Dx por via IN resultara en una mayor biodisponibilidad dentro del SNC que la
administracion por la via IV.

Objetivo general

Analizar la distribucion de la dexametasona dentro del sistema nervioso central.
Objetivos particulares

Comparar la distribucion dentro del SNC de Dx administrada por las vias IN e IV.
Determinar la concentracion de Dx en cerebro.

Evaluar la interaccién Dx-célula dentro del SNC.

Materiales y métodos
Unidad experimental

Todos los procedimientos se realizaron en ratones C57BL/6 machos de 8 a 10 semanas de edad, los
cuales fueron mantenidos en condiciones estandar de bioterio con ciclo de 12 horas de luz y 12 horas
de obscuridad y agua y alimento ad libitum. Estas condiciones se mantuvieron para el analisis de
biodisponibilidad con la diferencia de que el modelo animal utilizado fue ratones nu/nu machos de 8 a
10 semanas de edad.

El presente proyecto fue previamente aprobado por el CICUAL del Instituto de Investigaciones
Biomédicas. Asi mismo, el manejo de los animales se llevo a cabo bajo la reglamentacién dictada por
la NOM-062-Z00.

Distribucién e intensidad de fluorescencia media de dexametasona en cerebro y médula espinal

Se administré Dx marca Alin® (Fosfato sédico de Dexametasona) a una concentracion de 0.25 mg/Kg
a cada uno de los sujetos experimentales. Se eligié esta concentracion por ser la mas baja utilizada
para la administracion humana. La administracion se realizd por las vias IN e IV. Se realiz6 el sacrificio
de los animales 24 horas post-administracion.

El sacrificio se efectué mediante una perfusiéon por puncién cardiaca reportada previamente4’. Una vez
concluido el procedimiento, se almacenaron los cerebros y médula espinal en paraformaldehido (PFA)
al 4% a 4°C.

Habiendo transcurrido 24 horas, se realizaron cortes histoldgicos en cada uno de los cerebros y
médulas espinales almacenados. En la figura 1 se representan las regiones en las que se realizaron
estos cortes que fueron de 30 um de grosor para determinar dénde se distribuye el farmaco. Para
ubicar de mejor manera las regiones en donde se realizaron los cortes, se ubicaron diferentes
distancias con respecto a Bregma Estos cortes se realizaron en un criostato Leica CM3050.



Ubicacion de Bregma Distancia de Bregma
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Figura 1. Ubicacion con respecto a Bregma de los cortes histolégicos realizados.

Se realizd un procedimiento de inmunodeteccién por fluorescencia en cada corte realizado segun el
protocolo reportado previamente*’, con algunas modificaciones. Para ello, se utiliz6 un anticuerpo
contra Dx (Abcam, ab35000) a una dilucion de 1:250 el cual se acopl6é a un anticuerpo secundario
Alexa Fluor 594 (ThermoFisher, A-11012) en una dilucién de 1:250, contrastando los nucleos celulares
con DAPI (ThermoFisher, P36931).

Una vez concluido este procedimiento, se tomaron fotografias en diferentes zonas de los cortes de
manera aleatoria utilizando un microscopio Olympus BX51-WI acoplado a unidad de disco giratorio en
la Unidad de Microscopia del Instituto de Investigaciones Biomédicas, U.N.A.M.

El area de cobertura y la intensidad de fluorescencia media (IFM) fueron calculadas utilizando el
software Image J. El célculo del porcentaje de cobertura del farmaco se determin6é tomando en cuenta
todo el corte como referencia del 100% de éarea.

Concentracién de dexametasona en suero sanguineo y sistema nervioso central

Para el analisis de HPLC se tomaron muestras de cerebro y suero de los ratones a los 15, 60 y 180
minutos después de la administracion IN e IV de Dx, de acuerdo con el siguiente procedimiento:

Una vez transcurrido el tiempo post-administracion, se tomo la muestra de sangre desde el seno
venoso retroorbitario obteniendo un volumen de 500 ul. Se separ6 el suero de las muestras por
centrifugacion diferencial a 13,500 rpm y las muestras se congelaron y almacenaron a -20°C hasta su
analisis. Este procedimiento se realizo sélo una vez por animal.

Posteriormente los ratones se sacrificaron y se obtuvieron los cerebros, los cuales se congelaron y
almacenaron a -20°C hasta el subsecuente andlisis.

La extraccibn de Dx de las muestras se realizd segun lo reportado previamente con algunas
modificaciones®®. Se agregé a cada cerebro un volumen de 500 pl de etanol y a cada muestra de suero
un volumen igual al obtenido de suero, el etanol utilizado fue grado HPLC (Merck, 64-17-5). Luego se
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homogenizaron los tejidos con un ultra-sonicador hielscher UP400St a 40 MHz manteniendo siempre
la temperatura a 4°C. Los homogenizados resultantes se centrifugaron a 15,000 rpm a 4°C durante 15
minutos. Se recuperé el sobrenadante de cada muestra y se realiz6 un segundo tratamiento a las
muestras en las mismas condiciones que el primero. Por ultimo, se analiz6 cada muestra por medio
de un HPLC fase reversa marca Waters® con detecciéon en UV con una columna C18 Spherisorb ODS2
4.6 X 150 mm (Cat. PSS832113 WATERS), utilizando una fase mévil compuesta de agua-metanol en
proporcién de 20:80, en donde el agua mantiene una relacion 50:50 de agua con acetonitrilo. El
procedimiento se llevé a cabo a temperatura ambiente inyectando cada vez 10 pl con un flujo de 1
ml/min La concentracion de Dx se reportd en pg/ml.

Analisis in vivo de biodisponibilidad de dexametasona

El analisis de biodisponibilidad de la Dx se realizé utilizando un equipo In vivo Xtream Brucker®. Previo
a iniciar el procedimiento, se anestesio a cada animal con una mezcla de Ketamina-Xilacina (3:1). Una
vez anestesiados, se administrd por via IN e IV a cada raton una dosis de 0.25 mg/kg de Dx acoplada
a fluoresceina. Un andlisis inicial se realiz6 comparando ambas vias de administracion a los 10, 15,
30, 45, 60 y 120 minutos. Posteriormente se analiz6 méas a fondo la via IN 1, 15 y 30 minutos. La Dx
se ley6 a una longitud de onda de 488 nm al tiempo que se obtuvieron imagenes de rayos X de las
zonas analizadas. Los valores reportados se muestran en fotones/segundo/mm?, valores arbitrarios
dispuestos por el equipo.

Interaccion celular de la dexametasona

Para determinar con qué tipo de células interactia la Dx, se realiz6 una doble tincion por
inmunofluorescencia contra GFAP (marcador de astrocitos) ocupando una dilucién de 1:1000
(ThermoFisher, 13-0300), al cual se acoplé un anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 (ThermoFisher,
A-11001) a una dilucién de 1:250. Por otro lado, también se realizé una tincién contra Ibal (marcador
de microglia) a una dilucion de 1:500 (ThermoFisher, PA5-27436), al cual se acoplé un anticuerpo
secundario Alexa fluor 488 a una dilucion de 1:250 (ThermoFisher, 13-0300). Para ambas tinciones,
se utiliz6 anticuerpo contra Dx (Abcam, ab35000) a una dilucién de 1:250 el cual se acoplé a un
anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 (ThermoFisher, A-11012) en una dilucion de 1:250,
contrastando los nucleos celulares con DAPI (ThermoFisher, P36931).

Se realiz6 un analisis por microscopia confocal en un microscopio Nikon A1R+ STORM mediante el
cual se determin6 mas a detalle la distribucién del farmaco dentro de las células. Para ello, se
contrastaron los nucleos con DAPI (ThermoFisher, P36931) y se tifié la Dx utilizando el mismo
anticuerpo primario previamente mencionado.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico y las representaciones graficas se realizaron mediante el uso del software
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc., EUA).

El andlisis estadistico de la IFM, de la cobertura la Dx en el cerebro y de la concentracion de Dx en
cerebro cuantificado por HPLC se realizé aplicando una prueba de ANOVA con un analisis post-hoc
de Tukey tomando en cuenta los tratamientos IN e IV de Dx como variable dependiente y los valores
de IFM, de cobertura de Dx y de concentracion de Dx como variable independiente. El nivel de
significancia de todas las pruebas se definié con un error de probabilidad de p< 0.05.
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Todas las graficas incluidas en esta tesis presentan valores de error estandar para cada grupo
experimental.
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Resultados
Distribucién e intensidad de fluorescencia media de dexametasona en cerebro y médula espinal

La cobertura de la Dx administrada por via IN es en todas las regiones analizadas significativamente
mayor que la que alcanza con su administracion IV (figura 2). Las diferencias de mayor magnitud se
observaron a los 0.62 mmBrg a los -2.80 mmBrg. A los 0.62 mmBrg, tanto en la administracién IN
como 1V, la cobertura del farmaco fue mayor en comparacion con los otros grupos de cada tratamiento
respectivamente. Con valores de 287,603.425 + 3473.061 um? y 24781.548 + 2407.327 um?
respectivamente. Ninguna region del tratamiento 1V presentd diferencias significativas entre grupos
excepto a los 0.62 mmBrg.

Para tener un panorama mas general de la cobertura del farmaco en las diferentes regiones, se calculo
el porcentaje de cobertura de la Dx tomando como referencia de 100% el corte histologico de cerebro
completo. De este modo, las regiones que presentaron diferencias significativas fueron las
correspondientes a los 1.34 mmBrg, 0.62 mmBrg y -0.22 mmBrg, en las que los valores de porcentaje
de cobertura para el tratamiento IN fueron 1.161 = 0.077 %, 2.176 + 0.237 % y 1.435 + 0.146 %
respectivamente. El valor de porcentaje de cobertura mas alto de nuevo se presento6 a los 0.62 mmBrg
en el tratamiento IN.

Luego de determinar que en las regiones previamente mencionadas es donde hay una mayor
distribucion del farmaco administrado por via IN, se analizé con mayor detalle cdmo es esta distribucion
dentro de la misma regidén. Se encontré que en las zonas que comprenden tanto el nicleo caudado
como corteza se distribuye la mayor parte de la Dx administrada tanto por via IN como IV. Asi mismo,
al comparar los valores de IFM de la Dx administrada por las diferentes vias encontrada en el nucleo
caudado y corteza, se encontraron diferencias significativas en todas las comparaciones con
excepcion a la de corteza de la regién a 0.22 mmBrg. Por otro lado, la corteza de la regién a 0.62
mmBrg presento la mayor IFM de Dx administrada por la via IN de todas las regiones, su valor fue de
49.09 £ 2.102, en contraste con el valor de IFM de la misma zona en la misma region que fue el que
menor valor de IFM presentd de todas las regiones analizadas, con un valor de 12.505 + 0.749. Con
respecto al nicleo caudado, la region a 0.62 mmBrg es la que presento6 el mayor valor de IFM de todas
las regiones analizadas, su valor fue de 30.348 + 0.779 (figura 3).

Por su parte, mediante el andlisis de IFM (figura 4) de todas las regiones se determiné que sélo en la
region a 1.34 mmBrg luego de la administracion IN de Dx se presentan diferencias significativas,
presentando un valor muy por encima del resto de 21.532 + 2.597. Sin embargo, esta presente una
tendencia en la que los valores de IFM son mayores en la administracion IN que en la IV en todas las
regiones.
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Figura 2. Cobertura de Dx en cortes seriados de cerebro. A) Inmunofluorescencias contra Dx en aumento 10X. Dx
administrada por la via IN e 1V, se observa de manera grafica que hay diferencias claras en el area de cobertura de la Dx.
El marcaje en rojo muestra la Dx presente en cada corte. B) Se observa que en todas las regiones analizadas, el area de

cobertura de la Dx es significativamente mayor, p < 0.05.
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Figura 3. Porcentaje de cobertura de Dx en cortes seriados de cerebro. A) Las regiones con un porcentaje de cobertura
de Dx significativamente mayor son a 1.34, 0.62 y -0.22 mmBrg; p < 0.05. Se muestra también que en cada una de esas
regiones hay valores mayores de IFM en nucleo caudado y corteza de Dx administrada por via IN; p < 0.05. B)
Inmunofluorescencias contra Dx en aumento 20X. Distribucion de Dx (en rojo) en corteza y nucleo caudado de cerebro de
raton.
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Figura 4. IFM de Dx en cortes seriados de cerebro. A) Inmunofluorescencias contra Dx en aumento 10X. Se observa que
la region a 1.34 mmBrg es la que mas IFM presenta. En rojo se muestra la Dx y en azul ndcleos celulares. B) Se observa
gue la Gnica regién que presenté diferencias significativas es a 1.34 mmBrg. Por su lado, en todas las demas regiones se
observa una tendencia de una mayor IFM de la Dx administrada por via IN; p < 0.05.
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Considerando que no se ha reportado a la fecha ningun estudio descriptivo de la distribucion de un
glucocorticoide en sistema nervioso central posterior a su administracion intranasal se evalio también
la presencia de Dx en la médula de los ratones administrados. Se encontraron diferencias significativas
enlalFMy en el area de cobertura entre ambas vias de administracion (figura 5).
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Figura 5. Distribucion de Dx en Médula de ratdén. A) Se observa que tanto en IFM como en &rea de cobertura de Dx la
administracion IN promueve valores mayores en la region toracica de la médula espinal; p < 0.05. B) Inmunofluorescencias
contra Dx en aumento 20X. Se muestran en rojo la Dx presente en médula espinal. Se percibe una mayor sefal de Dx
luego de su administracién IN.

Concentracion de dexametasona en suero sanguineo y sistema nervioso central

En la figura 6 se muestra el cromatograma caracteristico de la Dx con un tiempo de retencién a los
3.089 minutos. Luego del analisis por HPLC no se encontrd Dx en las muestras analizadas a las 10 y
24 horas después de su administracion. Se determiné que la concentracion de Dx en cerebro después
de su administracion IN tiene diferencias significativas a los 15 y 60 minutos con respecto a la
administracion IV. Mientras que en suero sanguineo estas diferencias solo se presentan a los 15
minutos. En el comportamiento de la concentracion de Dx en cerebro se puede observar que cuando
es administrada por via IV la concentracion de Dx aumenta de los 1.393 £ 0.187 pg/ml a los 15 minutos
a 1.675 £ 0.037 pg/ml a los 180 minutos, mientras que cuando se administra por la via IN la
concentracion va de los 4.474 + 0.548 pg/ml y baja a los 15 minutos a 1.271 + 0.102 pg/ml. Este
comportamiento es contrario al observado en el suero sanguineo, en donde la concentracién de Dx
administrada por via IV va de un valor de 3.035 + 0.765 pg/ml a 1.348 + 0.001 pg/ml de 15 a 180
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minutos respectivamente, pero si se administra Dx por via IN los valores de su concentracion en suero
se mantienen casi sin cambios pero en aumento, con valores a los 15 minutos de 1.385 + 0.183 pg/ml
gue se elevan a los 1.744 + 0.339 pg/ml a los 180 minutos (figura 6).
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Figura 6. Cinética de concentracion de Dx en cerebro y suero sanguineo de ratdn. A) Se presenta la concentracion de Dx
en suero y cerebro de ratdn. Se percibe que en el cerebro hay diferencias significativas de la concentracion de Dx a los 15
y 60 minutos post-administracion, mientras que en el suero solo se presentan a los 15 minutos post-administracion; p<0.05.
B) Cromatograma caracteristico de la deteccion de Dx por HPLC, 1.25 pg/ml.
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Analisis in vivo de biodisponibilidad de dexametasona

El andlisis de la biodisponibilidad in vivo arrojo datos que se muestran en la figura 7. A los 45 minutos
post-administracion IV el farmaco se empieza a concentrar en el higado de los ratones hasta alcanzar
un punto maximo a los 120 minutos. La administracion IN muestra cambios que indican que la mayor
concentracion de farmaco se encuentra a los 10 minutos en la parte mas craneal de la cavidad nasal
de los ratones y al paso del tiempo la cantidad de Dx disminuye es esta zona para incrementar su
presencia en el resto de la cavidad nasal y en la region correspondiente al encéfalo de los ratones.

10 minutos 15 minutos 30 minutos

G 80+007 Plsec/mm'sg

6 16+007 Plac/mmisg

5504007 Prsecimm'sg

4 Bo+007 P/sec/'mm/'sq

Figura 7. Comparacion de la distribucién de Dx luego de su administracién IN e IV. Se muestra que después de 120
minutos de la administracion IV de Dx, esta se empieza a bioacumular en la region hepatica.

Para analizar mas a detalle la biodisponibilidad de la Dx administrada de manera IN se realizé un
segundo analisis haciendo un acercamiento a la region craneo-dorsal de los ratones. En la fotografia
tomada desde una vista ventral, se pudo observar que en el tiempo inicial hay una gran cantidad de
Dx presente en la cavidad nasal, al inicio y dentro de ella, mientras que la imagen con perspectiva
dorsal permite ver que un minuto después de la administracion ya hay Dx presente en el cerebro y en
lo que parecen ser los pulmones de los organismos analizados. A los 15 minutos post-administracion
la cantidad de Dx presente en la cavidad nasal disminuye y aumenta a su punto maximo durante el
ensayo tanto en cerebro como en pulmones. Al final, habiendo transcurrido 30 minutos la
concentracion de Dx disponible en la cavidad nasal disminuye aun mas, sin embargo, la concentracion
de Dx presente en el cerebro y los pulmones disminuyen por debajo incluso de los parametros

obtenidos habiendo transcurrido solo un minuto (figura 8).
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Figura 8. Distribucién de Dx luego de su administracion IN. Se observan imagenes con vista dorsal y ventral de la llegada
de la Dx administrada por via IN de 1 a 30 minutos. La cantidad de Dx en cavidad nasal va disminuyendo conforme pasa
el tiempo, a la vez que aumenta en la regién craneal y pulmonar de los organismos.

Interaccion celular de la dexametasona

El andlisis cualitativo de la distribucién del farmaco dentro del cerebro mostré6 que 24 horas post-
administracion la Dx se puede distribuir dentro del diferentes tipos celulares pertenecientes al SNC
como astrocitos y microglia, asi como células endoteliales pertenecientes a la vasculatura cerebral.

Como se muestra en la figura 9, la Dx dentro del cerebro se distribuye dentro de la vasculatura cerebral.
Para comprobarlo, se realizé una inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-CD31, un marcador
de células endoteliales presentes en la vasculatura cerebral. Se observo que la distribucion de la Dx
coincide con la distribucion de las células CD31+.
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CD31

Dx-Vasculatura cerebral

Figura 9. Comparacion de la sefial de Dx y células CD31+ dentro del cerebro de ratén. A) Inmunofluorescencias contra Dx
en aumento 10X. Se observa que la Dx adopta una distribucién similar a la de las células CD31+, lo que supone una
distribucion de Dx en vasos sanguineos. B) Micrografia de 40x que muestra la distribucién de Dx en vasos sanguineos.

En la figura 10 se muestra un corte histolégico de bulbo olfatorio de ratdn en el que se puede percibir
gue la Dx no solo se distribuye dentro de la vasculatura de la zona, sino que también dentro de distintos
tipos celulares. Estos resultados sefialan la relevancia de estudiar los diferentes tipos celulares en los
gue la Dx se habia internalizado.
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Distribucion Vasculatura
intracelular

Figura 10. Distribucién de Dx en bulbo olfatorio de raton. A) Inmunofluorescencias contra Dx en aumento 4X. Se mustra
una reconstruccién de bulbo olfatorio en donde se observa la distribucion en general de la Dx en esa region cerebral. B)
Aumentos a 10x de dos regiones que muestran la distribucion de Dx dentro de la vasculatura del bulbo olfatorio, asi como
de manera intracelular en células locales.

La figura 11 muestra mas a detalle, que hay una internalizacién de la Dx en astrocitos presentes en la
region del nacleo estriado del cerebro, asi como su distribucién dentro del astrocito luego de su andlisis
por microscopia confocal. De la misma manera, hay una internalizacion del farmaco en la microglia de
la misma zona.
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GFAP-Dx

Iba1-Dx

Figura 11. Interaccion de Dx con astrocitos y microglia. A) En la parte superior inmunofluorescencias contra GFAP y Dx
en aumento 20X. Se muestra que los astrocitos internalizan a la Dx. En la parte inferior, aumento digital de 100x de
microscopia confocal. En ambos casos en rojo la sefial para Dx, verde astrocitos, azul nacleos celulares y amarillo merged
entre sefial Dx+ y GFAP+. B) En la parte superior inmunofluorescencias contra Ibal y Dx en aumento 10X. Se muestra la
Internalizacion de la Dx por la microglia. En la parte inferior, aumento digital de 100x en microscopia 6ptica. En ambos
casos en rojo la sefial para Dx, verde microglia, azul nacleos celulares y amarillo merged entre sefial Dx+ e Ibal+.
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Para determinar de manera mas exacta la distribucién del farmaco dentro de las células receptoras,
se realizé un analisis por microscopia confocal en el que se encontré que el farmaco se agrupa en
pequefias esferas que a su vez se disponen alrededor del nucleo celular para poder ser translocado
al mismo (figura 12).

Figura 12. Distribucion intracelular general de Dx. Imagenes de microscopia confocal con aumento digital de 100x de la
distribucion intracelular de la Dx. Se observa que una vez internalizada, la Dx se dispone alrededor del nicleo de la célula

receptora.
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Discusion
En este trabajo de tesis se aport6é informacion sobre la distribucién de la Dx dentro del SNC. Esta

informacion puede ser considerada para dilucidar en futuros estudios los posibles usos del farmaco
administrado por via IN para el tratamiento de diferentes neuropatologias.

Se demostr6 que la Dx; uno de los GC ampliamente usados para el control de la inflamacion, puede
alcanzar tanto el cerebro como la médula espinal mas eficientemente si es administrada por la via IN
que por la via IV, en un rango que oscila entre los 200% y 600% méas dependiendo de la region
analizada (figuras 2 y 3). Esto se debe a que, por esta via el farmaco no tiene interaccion con la BHE,
lo que facilita su llegada al SNC. Adema&s, por via IV el fenébmeno denominado como “corona de
proteinas” se lleva a cabo en mayor medida comparandolo con la via IN. En él, diferentes proteinas
como albumina, glicoproteina a-1, diversas lipoproteinas, globulinas a, B y ¥ se unen a la Dx, lo que
disminuye la eficiencia del farmaco, asi como su capacidad de llegar al SNC o cualquier érgano diana.
En particular en el caso de la Dx, se une inicialmente y en su mayoria a la albumina y en seguida a
lipoproteinas??:24.61.81,82,

Dentro del cerebro el farmaco se distribuye principalmente en las regiones a 1.34, 0.62 y -0.22 mmBrg
gue incluyen regiones neuroanatoémicas como la corteza motriz primaria y secundaria, nucleo estriado,
cuerpo calloso y corteza somatosensorial y dentro de ellas el farmaco se dispone en la corteza y ndcleo
caudado (figura 3). Estudios anteriores demuestran que las moléculas administradas por via IN pueden
dirigirse a través de la vasculatura adyacente a la cavidad nasal asi como los nervios trigémino y
olfatorio?123:24,

Considerando la mayor concentracién de la Dx en estas regiones, se resalta la posibilidad de utilizar
esta via de administracion para el tratamiento de la neuroinflamacion en el evento cerebrovascular.
Esto debido a que se ha demostrado que estas regiones se ven afectadas por este padecimiento, en
particular el nacleo estriado y la corteza motriz52:63.64,

Resulta de especial interés la distribucion de la Dx en la médula espinal. Como se observa en la figura
5, hay diferencias significativas tanto en la IFM como el &rea de cobertura del farmaco, siendo mayores
los valores de ambos andlisis cuando el farmaco es administrado por via IN. Esto resulta
particularmente relevante ya que se abre la posibilidad de poder utilizar la via IN para el control de la
neuroinflamacién en afecciones en la médula espinal de origen traumatico, infeccioso o autoinmune
ya que previamente se ha reportado que la administracion local de GC como la Dx deriva en una
mejoria el paciente, contemplando siempre la desventaja de que este tratamiento es bastante
invasivo®%¢, Estos datos podrian servir para explicar los resultados obtenidos en nuestro grupo de
investigacion en donde se observo una mejoria en la sintomatologia asociada a las recaidas de la EM-
RR luego de la administracion IN de metilprednisolona. En este caso, se vuelve relevante la presencia
del GC en la médula espinal ya que en el modelo murino de EM-RR el dafio tisular es principalmente
en la médula espinal®”-8,

Con el propésito de consolidar los datos previamente obtenidos, se desarrollé en la Unidad de
Cromatografia del [IB un método analitico para la cuantificacién de Dx en fluidos biolégicos, de modo
gue se pudiera determinar la concentracion de Dx en el SNC mediante HPLC. Los resultados
concuerdan con los estudios cualitativos previamente presentados. Se observa que a los 15 minutos
post-administracion, la concentracion de Dx en cerebro es elevada y en suero es menor cuando se
administra por la via IN mientras que el efecto es inverso si se administra por via IV. Esto se debe a
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gue la llegada del farmaco al SNC, cuando se administra por via IN, se ve favorecida por la poca
interaccién del farmaco con la BHE, lo que no sucede cuando es administrado por via IV ya que por
esta via el farmaco si interacciona con la BHE y tarda més en llegar al SNC. Ademas, al administrarse
por via IV, la Dx requiere de méas tiempo para alcanzar el estado de equilibrio en circulaciéon para
después entrar en contacto con la BHE e intentar cruzarla?>%%8!, Luego, a los 60 minutos en suero,
después de la administracion 1V, la concentracion disminuyd hasta tomar valores semejantes a los
observados cuando se administro por via IN. Esto se puede explicar gracias a que en ese tiempo el
farmaco administrado por las dos vias ya esté en la circulacién sistémica y tiene un mismo metabolismo
mayoritario que es en el higado, lo que puede estandarizar las concentraciones analizadas36:548384, A|
final, a los 120 minutos la concentracion de Dx administrada por ambas vias disminuy6é adoptando
valores que no presentaron diferencias significativas entre cada grupo. Esto también se le puede
atribuir al metabolismo en el higado del farmaco36:5483.84,

Los tiempos en los que se analizd la concentracién de Dx por HPLC distan de los utilizados para el
analisis por inmunofluorescencia; 15 a 180 minutos y 24 horas post-administracién respectivamente,
ya que se tiene reportado que el maximo de biodisponibilidad de Dx es entre los 15 y 30 minutos
después de haber sido administrada. Lo que se ve de manera cualitativa en las inmunofluorescencias
es el farmaco que no esta biodisponible, si no el que ya esta internalizado en las células ya fue
capturado por el receptor de GC. De modo que se puede concluir que la Dx a tiempos cortos estara
biodisponible, mientras que cuando ya est4 metabolizada la concentracion a tiempos largos se espera
sea baja o nula, sin embargo, es importante sefialar que no se midieron metabolitos de excrecion de
la Dx a ninguno de los tiempos de analisis, de modo que en futuros estudios se debe de realizar la
medicion de estos metabolitos. Los valores de concentracién de Dx mostrados en el presente trabajo
coinciden con los reportados previamente en donde el maximo detectado de Dx es a los 30 minutos
post-administracion, mientras que al paso del tiempo hasta las 10 horas post-administracion la
concentracion llega a 0 ng/mli36:5360 Se debe resaltar que en ambos casos se llevé a cabo la misma
metodologia de deteccion a partir de HPLC con detector de UV, de este modo los resultados estan
sujetos al limite de deteccion de este dispositivo, es muy probable que estos datos se modifiquen si se
utilizan metodologias de deteccion con una mayor capacidad de deteccion.

Las observaciones realizadas en cuanto a la concentracion del farmaco se refiere son importantes ya
gue pueden servir como base para realizar futuros estudios con el fin de disminuir la concentracién de
farmaco administrada; disminucion que siempre estara en funcion de donde y como sea la actividad
del farmaco, y asi disminuir también los efectos secundarios que supone una constante administracion
de elevadas concentraciones de GC, que van desde reacciones simples como enrojecimiento y
salpullido hasta complicaciones médicas como predisposicion a desarrollar diabetes y osteoporosis o
insuficiencia renal y hepatica3”.7%.71.72,

Los resultados obtenidos sobre la distribucién de la Dx y su concentracion dentro del SNC sugieren la
necesidad de analizar de manera in vivo la dindmica del farmaco administrado por ambas vias de
administracion. Para ello se utiliz6 el sistema de In vivo Xtream Brucker®, este sistema permite obtener
imagenes de rayos X de los organismos analizados a las cuales se les puede sobreponer imagenes
de fluorescencia emitida por algun agente administrado. De este modo, se puede saber en qué region
anatomica se encuentran estos agentes fluorescentes a diferentes tiempos. En el caso de este estudio,
se observo que, de acuerdo a la escala de color, después de la administracion IV de Dx esta empieza
a acumularse en el higado entre los 30 y 45 minutos post-administracion. Se ha reportado que en ratas
el profarmaco éster fosfato de Dx se metaboliza en el higado y libera Dx de 15 a 30 minutos post-
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administracion V4954, estos datos coinciden con lo observado en el experimento de la figura 7, en
donde se observa la acumulacién de la Dx acoplada a fluoresceina desde los 30 minutos post-
administracion, mientras que no se detecta al mismo tiempo acumulacion de farmaco al ser
administrado por via IN. Esto sugiere que luego de la administracion IN de Dx, esta tarda mas tiempo
en ser metabolizada en el higado que si se administra por via IV.

Por otro lado, la figura 8 muestra las modificaciones en la distribucion de la Dx administrada por via
IN. Lo observado coincide con lo previamente reportado por?4%.73, que reporta que las sustancias
administradas por via IN pueden tomar camino hacia el SNC y rumbo al sistema respiratorio,
particularmente hacia los pulmones. Asi mismo es importante tomar en cuenta los 15 minutos se puede
detectar la mayor cantidad de Dx tanto en la region craneal como en la pulmonar, lo que permite inferir
el tiempo aproximado en el que la biodisponibilidad de la Dx administrada por via IN tendria su punto
méximo, dato que en la literatura existente no se ha reportado.

Un aspecto mas a considerar para caracterizar la distribucién de la Dx dentro del SNC es su interaccién
tejido-especifica. Se realiz6 una inmunofluorescencia contra Dx que se muestra en la figura 9, en ella
se muestra que el farmaco estara distribuido en la vasculatura cerebral. Tomando en cuenta lo
reportado previamente®*; que menciona que una de las vias de llegada al SNC de las sustancias
administradas por via IN es a través de la vasculatura, se realizé una inmunofluorescencia contra
endotelio vascular utilizando un anticuerpo contra el marcador celular CD31. Los resultados obtenidos
concuerdan con lo reportado previamente*’, en donde se menciona una equivalencia en las marcas
fluorescentes de endotelio vascular y la marca de la Dx.

La presencia de la Dx en la vasculatura cerebral aporta informacion que da fuerza al uso de Dx
administrada por via IN para el control de la neuroinflamacién en patologias que estén directamente
relacionadas con dafio en este tipo de tejidos, asi como procesos neuroinflamatorios como pueden ser
EVC u otras patologias en donde se vea comprometida la permeabilidad de la BHE por la inflamacién
prolongada.

La figura 10 muestra una reconstruccién de bulbo olfatorio en donde se observa la distribucién del
farmaco dentro de la vasculatura de la regién y con una distribucién intracelular. Esto indica que la Dx
se puede encontrar al mismo tiempo en la vasculatura y dentro de diferentes tipos celulares. Ya se ha
descrito que los glucocorticoides se internalizan en diferentes tipos celulares como astrocitos, microglia
y neuronas, datos obtenidos en experimentos in vitro. Para saber como es la interaccion de la Dx con
algunos tipos celulares dentro del SNC de manera in vivo; astrocitos y microglia, se realizaron
experimentos de inmunodeteccion contra el farmaco y los tipos celulares sefialados. Como se observa
en la figura 11, hay una internalizacion de la Dx en ambos tipos celulares. Esto tiene una injerencia
directa en la expresion de cada uno de estos tipos celulares, como en la produccién de citocinas pro y
antiinflamatorias, asi como en la respuesta a la estimulacion por neurotransmisores?#7576.77.78,79.80 g
importante ampliar la investigacion sobre el efecto del farmaco sobre de los astrocitos y la microglia
de diferentes regiones cerebrales para poder entonces identificar posibles focos terapéuticos cuyo
objetivo sea que la Dx u otros farmacos antiinflamatorios alcancen a estos tipos celulares.

Por ultimo, para tener un acercamiento a cdmo es que actia la Dx una vez que es internalizada a sus
células blanco, se realizd un analisis de microscopia confocal, el cual reveld que una vez dentro de las
células, la Dx se dispone alrededor y dentro del nucleo. En la figura 12 se muestra que la sefial positiva
a la Dx se encuentra a manera de “esferas”. Esto podria ser gracias a que el receptor de GC captura
la Dx una vez que entra a la célula y en seguida lo lleva al nicleo®'%°, Lo que se observa en las
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imagenes de la figura 12 es el momento en el que la Dx es translocada al nicleo y cuando esta dentro
del nucleo.

Conclusiones

En este trabajo se presenta informacion que permite concluir que la administracion IN de Dx favorece
a su mayor distribucion dentro del SNC en comparacion de su administracion 1V.

Se pudo observar que las regiones cerebrales que incluyen el nicleo estriado y las cortezas
somatosensorial y motriz son las Unicas con diferencias estadisticamente significativas, lo que podria
explicar la recuperacion del control motriz en modelos de EVC y EAE.

Con respecto a la biodisponibilidad de la Dx dentro del cerebro es mayor durante los primeros 60
minutos después de haber sido administrada por la via IN. Aunado a esto, el farmaco aparentemente
se distribuye dentro del sistema respiratorio, sin embargo, es necesario realizar estudios mas
profundos que corroboren lo observado en este trabajo.

Es importante optimizar la metodologia de extraccioén de Dx a partir de las muestras biolégicas, ya que
la metodologia utilizada ocupa una extraccion mecénica y ya se han reportado metodologias
enziméaticas que permiten separar el farmaco de proteinas que podrian ser utilizadas, lo que otorgaria
una vision mas completa de lo que ocurre con la Dx al ser administrada por via IN e IV con el objetivo
de hacerla llegar al SNC. Aunado a esto, se podrian utilizar dispositivos de deteccion mas potentes
gue el HPLC para descartar que los valores de 0 mg/ml reportados no se deban al limite de deteccion
del dispositivo sefialado.

En el andlisis in vivo aqui realizado, la Dx es internalizada por microglia y astrocitos y se distribuye
también en vasos sanguineos dentro del SNC. Sin embargo, es necesario realizar estudios que
permitan conocer cémo se modifica este fendmeno cuando se trata de ratones pertenecientes a algin
modelo experimental y donde se analicen otros tipos celulares residentes o que migran al SNC, como
neuronas, células que componen la barrera hematoencefalica o células inmunes como linfocitos.
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