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En los Ultimos afios, los pesticidas y antiparasitarios han sido ampliamente utilizados en la
ganaderia, asi como en la agricultura, a pesar de que su uso puede provocar riesgos tanto al
humano como a medio ambiente. En algunos paises poco desarrollados, 10s ganaderos y
agricultores aplican antiparasitarios y pesticidas en dosis méas grandes que las recomendadas,

y esto tiene un gran impacto a nivel ambiental y alimenticio.

Dependiendo de la via de administracion y de las condiciones climéticas, cerca del 90% de
los antiparasitarios y pesticidas utilizados convencionalmente se pierden o se descomponen.
Normamente, la administracion de estos farmacos es muy constante, en agunas ocasiones a
base de barfios, 1o cual provoca grandes problemas de estrés en los animales y por ende,

problemas econdmicos severos, asi como un dafio al medio ambiente.

Los sistemas acarreadores de liberacion controlada utilizados para antiparasitarios y
pesticidas pueden reducir notoriamente la cantidad de sustancia activa requerida para un
tratamiento eficaz contra la parasitosis gastrointestinal y las infestaciones, ya que pueden
mantener una concentracion efectiva de la sustancia activa por un periodo de tiempo mas

largoy en € sitio deseado.

Recientemente se han logrado avances en el desarrollo de sistemas acarreadores poliméricos
de liberacion controlada, tanto para e campo agroquimico como para la medicina
veterinaria, particularmente de las nanoparticulas. Muchos de estos acarreadores estan
basados en polimeros sintéticos biodegradables, dentro de los cuaes se encuentran los
poliésteres alifaticos, &cido polilactico (PLA), écido glicdlico (PGA), &cido poliléctico —
glicdlico (PLGA), poli (e-caprolactona) (PCL), polidxido de etileno, entre otros. Con estos
materiales se logran obtener sistemas acarreadores que permiten encapsular la cantidad
necesaria de sustancia activa, asi como protegerlay conferirle estabilidad, ademas de lograr

unaliberacion adecuada en el tiempo eincluso en el espacio.

Sin embargo, las aplicaciones de estos sistemas acarreadores poliméricos estan limitadas por
la complgjidad del proceso para su obtencion y la répida eliminacién de éstas particulas por

las células del Sistema Fagocitico Mononuclear (MPS). En algunas ocasiones € proceso
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puede ser optimizado, solucionando el primer inconveniente. Por otro lado, algunos
polimeros hidrofilicos, como € Polietilenglicol (PEG), puede modificar la superficie de

estos acarreadores, y reducir en gran nimero su reconocimiento por e MPS.

Dentro de los antiparasitarios de interés para la medicina veterinaria se encuentra la
Ivermecting, la cual se utiliza ampliamente en e control y tratamiento de diversas
infecciones causadas por nematodos y artrépodos que atacan diversas variedades de ganado

y animales domésticos.

Como colaboracion para el desarrollo de mejores sistemas acarreadores de antiparasitarios,
en este trabgjo se han realizado nanoparticulas de PCL e Ivermectina por € método de
microemulsion por fusién, haciendo una modificacion en su superficie con PEG 6000 para

disminuir su reconocimiento por e MPS.
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1. SISTEMASDE LIBERACION CONTROLADA (SLC)

Generalidades

El desarrollo de los sistemas de liberacién controlada (SLC) surge como una aternativa de
las formas de dosificacion convencionales, que presentan limitaciones para determinados
farmacos gue tienen una semivida bioldgica reducida y que requieren de una administracion
repetida a pequefios intervalos de tiempo, lo cual puede ser un gran inconveniente para e
paciente, asi como la causa de grandes fluctuaciones en los niveles de fa&rmaco a nivel
plasmético. Algunas formas de dosificacion convencionales, tales como las tabletas o las
inyecciones para via intravenosa suministran una dosis de farmaco tan alta que en algunas
ocasiones pueden causar reacciones adversas, y asi mismo ser imprevisibles e ineficaces, ya
gue a menudo es necesaria la administracion de una alta dosis de farmaco para asegurar que
la cantidad requerida del farmaco llega al sitio de accion. Debido a que e efecto terapéutico
no solo se logra por la cantidad de farmaco que llega al sitio de accion, sino también por €
tiempo que logra mantenerse dicho farmaco en el cuerpo en las concentraciones necesarias,
estos SLC incrementan la duracion del proceso de liberacion del farmaco, logrando no solo
una liberacion controlada, sino prolongada[1,2].

En una forma farmacéutica convenciona la concentracion de farmaco en sangre incrementa
cuando éste es administrado, pero una vez alcanzada la concentracién maxima vienen los
declives. Cada farmaco acanza niveles plasméticos especificos, |os cuales pueden ser muy
altos o tan inferiores que resultan ser ineficientes, ademas de que la concentracién de
farmaco en sangre también depende de cada paciente y de la frecuencia de la
administracion[3].

La propuesta de liberacion controlada como una disciplina distinta en el area farmacéutica
data de finales de la década de los 60's cuando nuevas tecnologias fueron exploradas. Los
pioneros en SLC fueron los comprimidos orales, capsulas y en agunos casos los
transdérmicos. En la década de los 70°s se introduce un nuevo concepto, los denominados
sistemas terapéuticos que definen aguellos dispositivos que optimizan la terapia
incorporando un sistema de ingenieria avanzada. Durante la década de los 80's los avances

logrados en la produccion de insulina por la tecnologia del DNA recombinante provocan una
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nueva era en el desarrollo biotecnoldgico que da un nuevo impetu a la liberacion controlada.
A partir de los 90's y hasta la fecha se ha vivido un gran auge en la investigacion de todos
estos sistemas, obteniendo sistemas inteligentes que han revolucionado € éarea
farmacéutica[4].

Ventajas y desventajas

Los SLC, también conocidos como sistemas inteligentes, dirigidos, novedosos,
programados, etc., son sistemas capaces de liberar a farmaco de manera controlada y de
manera dirigida a un sitio especifico del organismo, logrando mantener niveles plasméticos
semejantes a los logrados con una infusion intravenosa continua y durante un periodo de
tiempo més largo. Algunos SLC son capaces de liberar a farmaco solo cuando éste es
necesario, lo cual lograreducir |los efectos adversos causados al paciente[5].

Estos sistemas ofrecen otras ventgjas, ya que muchas formulaciones basadas en estos pueden
incrementar la eficiencia de los farmacos |abiles, asi como permitir que el farmaco pase a
través de las barreras fisiolOgicas para llegar a sitio de accidn, resistiendo a metabolismo y
ataque quimico. Los farmacos |&biles, tales como los péptidos, proteinas, y enzimas, que
pueden perder su actividad por efecto del medio en & que se encuentren, se ven protegidos,
incrementando su actividad y a mismo tiempo minimizando los efectos secundarios que
pudiesen causar después de su administracion[1].

Los SLC presentan otras ventajas en relacion alas formas farmacéuti cas convencionales:

e Mezclar sustancias incompatibles

e Retener sustancias volé&tiles

e Enmascarar sabor y olor

e Convertir un liquido en un solido

e Megorar las propiedades de compactacion

e Disminuir larespuestainmune frente al farmaco

Por otro lado, las desventajas van ligadas a los efectos de toxicidad provocados por € mal

funcionamiento de los SLC que pueden causar pronta liberacion de toda la carga del activo,
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cantidades pensadas para periodos largos y por ende, toxicas s son liberadas
prematuramente. Otra desventaja es laimposibilidad de retirar el sistema en caso de efectos
adversos, aunque no todos cumplen con tal comportamiento. Un tercer punto es e costo
efectivo para manufactura de un SLC, e cual es en genera mayor que € de una forma

farmaceéutica convencional[5].

Clasificacion

Los SLC se clasifican en tres grandes grupog 2]

a) Sistemas de liberacion continua o sostenida. Se mantienen niveles constantes de
farmaco en sangre o en el drgano deseado.

b) Sistemas de liberacién prolongada. Inicialmente proporcionan una cantidad de
farmaco igual a una dosis simple para luego ceder gradualmente el resto en un
periodo de tiempo que normalmente es de menor duracion que e total deseado. Esta
permite una reduccién de al menos dos veces la frecuencia de administraciéon en
comparacion con unaforma convencional.

c) Sistemas de liberacion repetida o diferida. Son aquellos que liberan el farmaco en
fracciones semejantes y a determinados tiempos. Se diferencia de los otros sistemas
porgue hay un control en cuanto alaformay el tiempo de liberacién; ya que esta no
puede ser constante por periodos extensos, de hecho lo que permite es retardar la
entrega del farmaco hasta que el sistema alcanza un cierto punto en € tracto
gastrointestinal.

Mecanismos de liberacion controlada

Como ya se menciond anteriormente, los sistemas de liberacion controlada tienen como
objetivo incrementar la duracion del proceso de liberacion del principio activo y conseguir
que los niveles plasméticos eficaces se mantengan por més tiempo. La velocidad de
liberacion es de orden cero, y en algunas ocasiones se involucra el efecto de vectorizacion y

marcaje.
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El control de los niveles plasméaticos de un farmaco se puede lograr mediante métodos
farmacocinéticos. Estos métodos se basan en las modificaciones de las formas farmacéuticas
y €es necesario conocer los mecanismos de liberacion de cada una de las formas de
dosificacion que existen. Dentro de los diferentes sistemas de liberacién controlada

tenemog[5]:

e Sistemastipo reservorio o membrana
e Sistemas tipo matriz
e Sistemas controlados por biodegradacion

e Sistemas activados por €l disolvente

Sistemas tipo reservorio o membrana. En estos sistemas el farmaco se encuentra en una zona

determinaday recubierto por una membrana que controlalaliberacién. En estos dispositivos
se observan dos capas de difusion, una en €l interior del reservorio y otra en €l exterior, y
ambas se encuentran separadas por una membrana. Estos sistemas llevan a cabo una
liberacion de orden cero, solo que existe € riesgo de que los dispositivos se rompan

provocando una liberacion masivay rdpida del farmaco (efecto dose dumping)[5,6].

Sistemas tipo matriz. Las matrices poliméricas son dispersiones moleculares o particulas

uniformes de un farmaco en un soporte, generalmente tipo polimeérico.

Las matrices poliméricas se caracterizan por emplear tecnologia simple y répida, costos
bajos, menor efecto dose dumpin y se clasifican de acuerdo a polimero de soporte en
hidrofilicas, lipofilicas e inertes.

Las matrices hidrofilicas contienen polimeros gelificantes que a entrar en contacto con €l
agua, sufren una rapida hidratacion, seguida por la formacion de una capa viscosa. El
sistema asi formado puede pasar a través del tracto gastrointestinal sin romperse, liberando
al fa&rmaco de forma progresiva[2,5]. La migracion del farmaco puede realizarse por dos

procesos simultaneos:

a) Erosion o desgaste de las capas més externas, € cual es observado si € farmaco es

poco soluble en agua. Este proceso de liberacion puede mostrar una distribucion
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heterogénea, esto dependiendo del mecanismo de secado y amacenamiento de los
sistemas matriciales durante su manufactura.[2,6].

b) Disolucién del farmaco en e medio de liberacion y difusion a traves del gel barrera,
unavez que éste se haformado. Este proceso esta relacionado con la hidrosolubilidad
del farmaco[6].

En las matrices lipofilicas e farmaco puede estar suspendido, disuelto o incrustado en un
excipiente lipofilico, liberando a farmaco por erosiéon o difusion, prevaeciendo uno u otro
segun las caracteristicas del farmaco[2].

Las matrices inertes estan constituidas por polimeros biodegradables. Estos polimeros
proporcionan una estructura porosa 'y coherente. En estos sistemas la liberacion del farmaco
depende del coeficiente de difusion de la solucion formada en €l interior de la matriz, asi
como de la porosidad de la misma.

Laliberacion del farmaco a partir de estos sistemas se realiza en tres etapas. Se inicia con la
penetracion de los fluidos corporales en los poros de la matriz, seguida de la disolucion del
farmaco que se encuentra en la superficie de la matriz (liberacion rapida), y por ultimo, la

difusién del f&rmaco através de los poros de la matriz (liberacion lentd)[2,5].

Sistemas controlados por degradacion. Todos los polimeros involucrados en laformacion de

estos sistemas sufren biodegradacion. La biodegradacion de los polimeros se define de
manera muy amplia, pero basicamente es la rotura de la cadena principal para posterior
reduccién en € peso molecular y pérdida de la tensién mecanica[5]. Un polimero es
considerado biodegradable si |a degradacién es por accién del medio ambiente, ya sea por un
proceso biocatalitico (incluyendo bacterias, hongos o0 enzimas) o por un proceso quimico
(hidrdlisis, oxidacion, radiacion UV, etc.). Los mecanismos de biodegradacion se clasifican
en: formacién de carga seguida de disolucion, hidrélisisy degradacion enzimética.

En la elaboracion de sistemas de liberacion controlada solo se utilizan aquellos polimeros
gue se degradan dentro del periodo en el que € polimero es inocuo para € organismo del
hombre y que de preferencia no dejen polimero residual después de la liberacion del
farmaco. Ademas deben ser biocompatibles, permeables a aguay con la suficiente tension

mecanica. Los polimeros biodegradables utilizados en €l area farmacéutica para la
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produccién de SLC son degradados principalmente por hidrélisis y degradacion
enzimética[7].

Sistemas activados por el disolvente. Sstema osmotico. Estos sistemas estan constituidos por

un nacleo osmaotico que esta rodeado por una membrana que controla la permeabilidad; e
nicleo contiene a farmaco sdlido, € cua estd mezclado con e agente osmotico y
excipientes de compresion, o bien, puede encontrarse en solucién separado del agente
osmético.

La membrana semipermeable puede tener uno o varios orificios, por los cuales se libera e
farmaco mediante el impulso generado por la presion osmotica que se crea dentro del
dispositivo.

Hinchamiento del polimero. Este sistema es activado por el disolvente, es decir, laliberacién
del farmaco esta regulada por la velocidad de hinchamiento del polimero. Estos sistemas
utilizan principalmente polimeros con muchos grupos hidrofilicos, los cuales tienden a
hincharse mas que los polimeros que tienen mayor nimero de grupos hidrofébicos. Por
ejemplo, los hidrogeles con grupos hidrofdbicos se hinchan mucho menos que los hidrogeles
con grupos hidrofilicos, pues los grupos hidrofdbicos se colapsan en e agua minimizando su

exposicion alas moléculas de agud[5,8].

Vectores farmacéuticos

L os sistemas de liberacion controlada abarcan una amplia gama de técnicas, desde aerosoles
hasta capsulas de alta tecnologia que liberan su carga en sitios especificos del cuerpo. Otra
forma de lograrlo es usando acarreadores que lleven al f&rmaco a lugar de accion en ladosis
y tiempo deseados.

L os sistemas acarreadores presentan algunas ventgjas, ya que €l organismo es protegido de la
posible toxicidad de los activos, mientras que estos a su vez son protegidos de la accion del
organismo, del medio ambiente y al mismo tiempo mantienen la velocidad de liberacién.
L os materiales mas utilizados para estos sistemas deben ser biodegradables, y dentro de ellos

destacan las ciclodextrinas, fosfolipidos, esteroles, diferentes tipos de tensoactivos y

10
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polimeros naturales (albumina, gelatina, colageno) o sintéticos (polianhydridos, poli e-
caprolactona, polilactico—glicolico, poliortoésteres, etc.).

Para conseguir sistemas altamente eficaces se necesita que:

e Lasuperficie seahidrofilica
e Lasuperficie no sea activante
e Laadsorcién de componentes del suero seabagja

¢ El tamafio delaparticulano importasi la superficie esla adecuada

Su éxito en la terapéutica depende de su capacidad para mantenerse en la circulacion y su
capacidad para acanzar al tejido blanco.

L os acarreadores mas utilizados se pueden clasificar en tres grandes grupog[5]:

a) Coloidaes
b) Moleculares

c) Ceulares

1.1. Sistemas moleculares

Ciclodextrinas

Los carbohidratos, tales como la celulosa y la sacarosa, son probablemente los més
abundantes en la naturaleza, y desde hace mucho tiempo se han utilizado para la produccion
deropay alimentos. Por muchos afios |os humanos han procesado carbohidratos mediante €
proceso de fermentacion y han observado que sufren degradacion enzimética. Ahora es bien
sabido que estos procesos de degradacidon llevan a la formacién de mezclas de
monosacaridos, disacaridos y varios oligosacaridos, tales como las dextrinas de forma lineal,
y bajo ciertas condiciones, pequefias cantidades de dextrinas ciclicas o ciclodextrinag[9].
Estos oligosacaridos ciclicos estan constituidos por unidades de a-D-glucopiranosa unidas
entre si por enlaces a-1,4 glucosidicos. Su cavidad central es lipofilica y los bordes

exteriores son hidrofilicos. Debido a la conformacion de la silla que forman las unidades de
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glucopiranosa, las ciclodextrinas forman un cono truncado, més bien parecido a un cilindro
(Fig. 1.1.1). Las ciclodextrinas mas comunes son las o, B y y-ciclodextrinas, las cuales
constan de 6, 7 y 8 unidades de glucopiranosa respectivamente.

Las a y B-ciclodextrinas, a contrario de lay-ciclodextrina, no pueden ser hidrolizadas por la
saliva ni la amilasa pancreatica del humano. Sin embargo, ambas ciclodextrinas pueden ser
fermentadas por la microfloraintestinal.

Las ciclodextrinas tienen un peso molecular entre un rango de 1000 hasta 2000Da (Tabla
1.1.1)[10].

Cara primaria hidroxilada

oHo

Cara secundaria hidroxilada

Fig. 1.1.1. Estructura delas ciclodextrinas naturales.

Tabla 1.1.1. Propiedades de las ciclodextrinas naturales.

Ciclodextrina | Peso Diametrodela Volumen dela Solubilidad en agua
molecular  cavidad (A) cavidad (A3 (% Wiv)

o-CyD 972 4,7-5,3 ~174 14,5

B-CyD 1135 6,0-6,5 ~ 262 1,85

y-CyD 1297 7,5-8,3 ~ 427 23,2

Generalmente, en soluciones acuosas, las ciclodextrinas forman los [lamados “complejos de
inclusién”, donde las moléculas de agua se localizan en el exterior de la ciclodextrinay la
cavidad centra lipofilica se encuentra ocupada por una molécula huésped lipofilica o una
mol écula de farmaco.

Se ha observado que las a-ciclodextrinas forman complejos de inclusion y no inclusién con

&cidos dicarboxilicos, y los dos tipos de complegos coexisten en solucién. En soluciones
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acuosas saturadas los complejos huésped/ciclodextrina estan formados por mezclas de
complejos de inclusion y no inclusion[9].

Existen diversos factores que afectan la formacion de |os complejos de inclusion, tales como
el tipo de ciclodextrina, el tamafio de la cavidad, pH y €l estado de ionizacion, asi como la
temperatura[11].

Uniones no covalentes se forman o se rompen durante la formacién de compleos
farmaco/ciclodextrina. EI manegjo de las fuerzas que le confieren carga a complgo de
inclusién permite la liberacion de moléculas de agua de la cavidad. Estas fuerzas son
interacciones electrostaticas, fuerzas de van der Waals, interacciones hidrofébicas, puentes
de hidrégeno e interacciones de transferencia de carga. Todas estas fuerzas son relativamente
débiles, permitiendo que las moléculas de farmaco libre en solucion Ileguen rapidamente al
equilibrio con las moléculas de farmaco que se encuentran unidas dentro de la cavidad de la
ciclodextring[10].

El uso de las ciclodextrinas en farmacia se relaciona con su capacidad para aumentar la
velocidad de disolucion y la solubilizacion de farmacos poco solubles. Este mismo efecto
puede hacer que aumente la absorcién de farmaco, ya que solo e farmaco libre puede ser
absorbido.

L as ciclodextrinas pueden proteger al farmaco de la degradacion por su efecto de camuflgje,
0 bien, encapsular a los substratos que van a reaccionar, disminuyendo su movilidad e

impidiendo que interaccionen[5].

Dendrimeros

Los dendrimeros son macromoléculas ampliamente ramificadas, con muchos brazos
emanando del centro. Los primeros reportes sobre dendrimeros fueron publicados hace tres
décadas aproximadamente, pero estos estudios fueron enfocados a su sintesis y a sus
propiedades fisicas y quimicas, y fue hasta la década pasada que se estudié su aplicaciéon en
el &rea bioldgica. Recientemente, los dendrimeros han mostrado ser de gran utilidad en €l
campo terapéutico, sobre todo para € desarrollo de vacunas, antiviraes, antibacterianos y
anticancerigenos. Los conjugados de polimeros lineales como e éxido de polietileno con

algunas proteinas han mostrado tener mejores propiedades farmacocinéticas y
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farmacodindmicas que los sistemas convencionaes, sdlo que una comparacion entre los
dendrimeros y los polimeros lineales es su arquitectura nanoscopica, su forma globular
compactada, tamafios monodispersos y propiedades de superficie muy controlables, 1o que
los hace unos excelentes candidatos para su evaluacion como acarreadores de
farmacog[12,13].

Actuamente se usan dendrimeros PAMAM (poliamidoamina) (Fig. 1.1.2), poli
(propilenimina) con diaminobutano (DAB) o diaminoetano (DAE) como nucleo y PEO

(polidxido de etileno) injertado con carbosilano (Csi-PEO) para su estudio sistemético in

vitro.
H
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Fig. 1.1.2. Dendrimero PAMAM.

Inicialmente los dendrimeros se estudiaron como acarreadores de farmacos usandolos como
micelas convencionales unimoleculares (ntcleo hidrofdbico y periferia hidrofilica) solubles
en agua, micelas inversas unimoleculares (ntcleo hidrofilico y periferia hidrofobica) y cajas

dendriticas para la encapsulacion no covaente de farmacos. Tiempo después, como
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alternativa para €l desarrollo de anticancerigenos, se aprovecho la definida multivalencia de
los dendrimeros para la unién covaente de éstos farmacos en la periferia de
dendrimero[5,12].

Por lo tanto, los dendrimeros pueden ser utilizados como acarreadores de farmacos de dos
maneras[13]:

a. Las moléculas de farmaco pueden estar atrapadas fisicamente dentro de la estructura
dendritica.
b. Las moléculas de farmaco pueden estar unidas cova entemente en la superficie o en

otros sitios del dendrimero, formando conjugados farmaco-dendrimero.

Anticuerpos

Laliberacion en el sitio especifico es un prerrequisito paralaaltaeficaciay bajatoxicidad de
un farmaco. Esta claro que los anticuerpos pueden participar en este contexto, facilitando €
transporte del fa&rmaco cargado a sitio deseado, funcionando como acarreador o “bala
magica’, concepto establecido por Ehrlich para nombrar a estos sistemas acarreadores.

La conjugacion de un farmaco con un anticuerpo hace posible la liberacion del farmaco en
un sitio especifico, incrementando su efectividad terapéutica. Por o tanto, esta liberacion
dirigidalograreducir ladosis de farmaco administrada, y con ello su toxicidad.

Los tratamientos convencionales para e cancer frecuentemente involucran férmacos
quimioterapéuticos, |os cuales pueden ser utilizados desde un inicio 0 como adyuvantes en la
eliminacién quirdrgica de la masa tumoral. La administracion de farmacos
quimioterapéuticos provoca la muerte de las células tumoraes, pero también de otras
células, destruyendo lamucosaord e intestinal, los foliculos del cuero cabelludo y lamédula
Osea. Como alternativa para solucionar estos problemas, se administraron conjugados de
estos agentes con anticuerpos dirigidos a tumor, para aumentar la eficaciay disminuir los
efectos secundarios.

Por otro lado, la aplicacion de coloides, tales como las nanoparticulas y los liposomas ha
sido de gran ayuda para el desarrollo de acarreadores dirigidos. El tamafio de particula tan

pequefio de estos coloides permite su paso a través del tgjido endotelial, 1o que permite la
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liberacion sostenida del farmaco por periodos de tiempo mas largos. Sin embargo, estos
acarreadores pueden acumularse en sitios especificos y no liberar el farmaco en € sitio
deseado, o bien, ser eliminados por el sistema fagocitico mononuclear (MPS).

Varios estudios han demostrado que los conjugados de acarreadores coloidales con
anticuerpos pueden reconocer tejidos especificos, logrando unaliberacién dirigiday con ello
un incremento en la eficiencia de estos acarreadores| 14].

En la eleccion de los anticuerpos se desea que sea altamente especifico y posea gran afinidad
para unirse con las células correspondientes. En la eleccién del farmaco, éste debe tener un
grupo funcional a cual se pueda unir € anticuerpo, sin pérdida de la actividad
farmacol6gica. Para conseguir la conjugacion entre farmaco y anticuerpo normalmente se
utiliza una molécula de union. Entre las més utilizadas estan el dextrano y e &acido

poliglutéamico[5].

1.2. Sistemas celulares

Eritrocitos

Los eritrocitos o células rojas constituyen la poblacién més grande de las células sanguineas,
las cuales transportan oxigeno a todos los tejidos del cuerpo. Los eritrocitos tienen una vida
de aproximadamente 120 + 20 dias, y cuando envejecen son destruidos por € bazo.

Los eritrocitos forman parte de los vectores para diferentes sustancia bioactivas, incluyendo
farmacos y proteinas. En los 70's varios estudios se enfocaron a la encapsulacion de
farmacos en eritrocitos, y subsecuentemente a la encapsulacion de enzimas y péptidos con
actividad terapéutica[15].

Desde una perspectiva terapéutica, los eritrocitos han sido empleados con dos objetivos

principales:
1. Actuar como reservorios de farmacos, liberandolo de forma sostenida dentro del

cuerpo, con lo cua se logra modificar la posologia del farmaco, asi como los

interval os de dosificacion.
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2. Dirigir d farmaco especificamente a sistema fagocitico mononuclear para que
lleguen a higado, bazo y médula 6sea, que son los sitios donde se lleva a cabo la

destruccion de los eritrocitos.

Dentro de las ventgjas de estos acarreadores, se pueden mencionar las siguientes[15]:

1. Su ata biocompatibilidad, comparada con la de otros acarreadores, puede ser
optimizada utilizando eritrocitos autélogos.

2. Lacantidad de farmaco encapsulada puede ser muy grande, utilizando poca cantidad
de céulas.

3. El farmaco tarda en eliminarse e mismo tiempo que tarda en eliminarse € eritrocito,
por lo que se puede mantener una liberacion prolongada.

4. Los eritrocitos pueden actuar o ser utilizados como reservorios de farmacos,
permitiendo una liberacién sostenida dentro de la circulacién. EI mecanismo de
liberacion del farmaco va a depender de la naturaleza del farmaco que ha sido
encapsulado.

5. Los eritrocitos no sdlo pueden encapsular farmacos, también pueden encapsular

péptidos de alto peso molecular con aplicaciones biotecnol dgicas o terapéuticas.

Al igual quelos otros acarreadores, 10s eritrocitos también tienen algunas desventgjag 15]:

1. Al igua que los acarreadores hechos con materiales biodegradables, estos son
eliminados facilmente por e sistema fagocitico mononuclear, lo cua puede provocar
efectos tdxicos en el paciente por una liberacioén masiva del farmaco.

2. Debido a que estos acarreadores son de origen bioldgico, los procesos de
encapsulacion pueden tener una gran variabilidad.

3. Laformulacion de los eritrocitos cargados puede ser un futuro problema, ya que las
condiciones de almacenamiento no tienen que afectar su viabilidad.

4. Se requieren controles sanitarios rigurosos a la hora de la recoleccion y

almacenamiento de los eritrocitos.
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1.3. Sistemas coloidales

El destino de un f&rmaco después de la administracién es determinada por una combinacién
de procesos. distribucidon, metabolismo y eliminacién, cuando es administrada por via
intravenosa, o bien, absorcidn, distribucion, metabolismo y eliminacion cuando es por via
extravascular. Sin importar el mecanismo involucrado, el resultado depende bésicamente de
las propiedades fisicoquimicas del fa&rmaco y de su estructura quimica. Durante muchas
décadas atrés, muchos trabagjos han sido dirigidos hacia € desarrollo de sistemas de
liberacion, los cuales permitiran que € farmaco llegue a su destino modificando estos
procesos. Aungue dicho sistema actla basicamente en e segundo proceso; la distribucion
del famaco en e organismo, también pueden afectar la absorcion, metabolismo y
eliminacion[4].

Los sistemas de liberacion controlada pueden obtenerse a partir de formas farmacéuticas
convencionales, y |os més novedosos son 10s sistemas coloidales.

Los sistemas coloidales son utilizados para incrementar la disponibilidad del fa&rmaco asi
como su indice terapéutico, mejorar su estabilidad quimica, controlar la velocidad de
liberacion o cambiar la velocidad de deposicion del farmaco, marcar al farmaco para una
liberacion dirigiday disminuir el reconocimiento por el sistemainmune[16,17].

Los sistemas coloidales han llamado mucho la atencion en los Ultimos afios. Dentro de los
sistemas coloidales mas investigados estén las nanoparticulas, micro y nanoemulsiones,
liposomas y los conjugados de polimeros-farmaco.

La existencia de estos sistemas coloidales ha sido de gran importancia debido a su gran
impacto en el area farmacéutica 'y a uso que se les ha dado para conseguir los efectos
deseados. Por supuesto, se deben considerar otros aspectos para que dichos sistemas

cumplan su objetivo[18]:

La cantidad de farmaco que puede ser encapsulada,

e Laposhbilidad de marcar a farmaco de interés,

e El destino del sistema in vivo (interaccién con e medio biolégico, velocidad de
degradacion, acumulacion en tejidos),

e Toxicidad aguday cronica,
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¢ Produccién agrande escala,
e Caracteristicas fisicasy quimicas que le confieren estabilidad al farmaco,

e Costos de produccion.

Existen diversas caracteristicas por las cuales se pueden clasificar a los sistemas coloidales.
Algunos de estos sistemas pueden ser clasificados de acuerdo a su forma fisica o a sus
propi edades funcionales.

Una de las propuestas para su clasificacion ha sido la de Ilamarlos sistemas coloidales de
primera, segunda y tercera generacion[19]. Los llamados sistemas de la primera generacion
son capaces deir liberando |a sustancia activa especificamente en el sitio blanco, pero no son
considerados como vectores porque ellos tienen que ser implantados en e sitio de accién.
Los sistemas de la segunda generacion son acarreadores y tienen un tamafio de particula
menor a 1 um. Ellos son capaces no solo de liberar la sustancia activa en € sitio blanco,
también pueden llevarlo por una ruta genera después de su administracion. Este grupo
incluye a los llamados acarreadores coloidales pasivos, tales como los liposomas,
nanocdpsulas y nanoesferas. Sin embargo, después de la administracion la mayoria de los
acarreadores coloidales son rgpidamente eliminados de la circulacion por las células
fagociticas del higado y del bazo. Esto limita su potencial para liberar su contenido en sitios
especificos.

Los sistemas que forman la tercera generacion también son acarreadores, y son capaces de
reconocer € sitio blanco. Por gemplo, los anticuerpos monoclonales pertenecen a este
grupo, asi como también los liposomas, nanocapsulas y nanoesferas recubiertas con estos
anticuerpos especificos u otros ligantes. Por supuesto, €l acarreador coloidal es mucho mas
eficiente si es estable[4].

Los sistemas coloidales de liberacidn controlada pueden ser de dos tipos: los acarreadores
particulados (capsulares, monoliticos o celulares) y acarreadores solubles o moleculares
(conjugados de macromoléculas y farmaco).

Dentro de los sistemas acarreadores particulados se encuentran los liposomas, microesferas,
nanoparticulas, microemulsiones y eritrocitog[16]. Las particulas acarreadoras mas
biocompatibles son las células del mismo paciente, tales como eritrocitos o linfocitos, los

cuales son cargados ex Vvivo por electroporacion 0 procesos osméticos. La desventgja de
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estos acarreadores son los procedimientos tan complejos que se llevan a cabo en su
preparacion.

Los sistemas moleculares incluyen polimeros solubles en los cuales las moléculas del
farmaco se han unido covaentemente, conjugados de farmaco y anticuerpos como las
inmunotoxinas y conjugados de farmacos con otras macromoléculas (ciclodextrinas y
dendrimeros). Aungue los acarreadores moleculares permiten una extensa distribucion del
farmaco incorporado, una limitante para su uso es la pequefia carga de farmaco que puede
estar llevando cada molécula, contrario alos acarreadores particulados, que pueden llevar un

gran numero de moléculas de farmaco en cada entidad[4].

Microemulsiones

El término microemulsion fue introducido en 1940 por Hoar y Schulman, quienes generaron
una solucion transparente a partir de la titulacion de una emulsién con hexanol[20]. Las
microemulsiones se definen como sistemas transparentes obtenidos de una emulsion normal
la cual estitulada hasta claridad con un medio conteniendo alcoholes de cadenas intermedias
entre 3 y 12 carbonos. El término microemulsién algunas veces es restringido para los
sistemas en los cuales las gotas estan tan pequefias que las propiedades fisicas de las
dispersiones en unafase oleosa o acuosa son indistinguibles de las que corresponden a cada
unade lasfases.

La transparencia de las microemulsiones se debe a los diametros tan peguefios de las gotas,
normalmente menores a 140nm, las cudles son muy pequefias comparadas con las gotas de
las emulsiones normales (1 - 10um).

Una diferencia importante entre las microemulsiones y las emulsiones es que las
microemulsiones se forman espontaneamente, a diferencia de las emulsiones que requieren
un trabajo mecanico para su formacion. En las microemulsiones, latension interfacial eslo
suficientemente baja como para compensar la entropia de dispersion, haciendo de la
microemulsion un sistema termodinami camente estable.

Un requerimiento esencial para la formacién y estabilidad de estos sistemas es disminuir la
tension interfacia (y). El rol de los tensoactivos en estos sistemas es € de reducir latension

interfacial  entre el aceite y e agua (basicamente alrededor de 50 mNm%)[21]. Los
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tensoactivos utilizados para la formacion de microemulsiones de una sola fase pueden ser:
() no idnicos, (ii) zwitteridnicos, (iii) cationicos, o (iv) anidnicos. La combinacion de éstos,
principalmente ionicos y no ionicos, puede ser efectiva para agrandar la zona de
microemulsion. La presencia de moléculas hidrofilicas como €l glicerol y € sorbitol en la
fase acuosa también agrandan la zona de microemulsién, ya que se altera la solubilidad de
los grupos hidrofobicos de la fase oleosa. Debido a estos efectos es que se han utilizado
materiales hidrofilicos solubles en agua para laformacion de microemul siones.

A excepcién de los tensoactivos de cadenas dobles alquilo y unos pocos tensoactivos no
ionicos, generalmente no es posible lograr €l &rea interfacia requerida con el uso de un solo
tensoactivo. Sin embargo, si una segunda molécula anfifilica es adicionada a sistema, el
efecto de las dos moléculas puede ser aditivo, siempre y cuando la adsorcion de uno no sea
afectada por € otro y que la formacién de micelas mixtas no reduzca la concentracion de
moléculas de tensoactivo disponibles. La segunda molécula anfifilica se refiere a un
cotensoactivo. Los alcoholes con cadenas de longitud media son cominmente adicionados
como cotensoactivos, |os cuales tienen como funcion reducir latension interfacial, aunque se
esté incrementando la fluidez de la interfase y por eso se incremente la entropia del
sistema[17,20].

La representacion méas simple de las microemulsiones es un modelo de gotas pequerias (5-
140nm) de un liquido rodeadas por una pelicula interfacial compuesta por moléculas de
tensoactivo y cotensoactivo. La orientacion de las moléculas anfifilicas en la interface sera
diferente, o que provocara que se formen gotas de aceite en agua (o/w) o gotas de agua en

aceite (w/0), y en su defecto, microemulsiones bicontinuas (Fig. 1.3.1).

a

Microemulsién aceite en agua Microemulsién agua en aceite ;

Microemulsién bicontinua

Fig. 1.3.1. Representacion esquemdtica de las tres estructuras mas cominmente encontradas: (a) aceite en
agua, (b) bicontinua y (c) agua en aceite.
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Como se muestra en la figura 1.3.1, las porciones hidrofdbicas de estas moléculas residiran
en las gotas de aceite dispersas de los sistemas o/w, con los grupos hidrofilicos
sobresalientes en lafase continua, y sucede lo contrario con las microemulsiones w/o.

El que & sistema forme microemulsiones o/w 0 w/o esta determinado en gran parte por la
naturaleza del tensoactivo, pero generalmente, las microemulsiones o/w son favorecidas
cuando estan presentes pequefias cantidades de aceite, y los sistemas w/o se forman en
presencia de cantidades pequefias de agua.

La seleccion de los componentes para microemulsiones de uso farmacéutico tiene que
considerar € factor toxicidad, ya que no deben ser toxicog 20].

Muchos tensoactivos no ionicos tienen propiedades convenientes para la administracion
tépica, pero para la generacion de microemulsiones destinadas a la administracion ora o
parenteral estdn muy limitados. Algunos eemplos de estos tensoactivos son los
polioxietilados (Brij®), los polisorbatos (Tween®) y € sorbitan monooleato (Span®)[21].
Los estudios que se han hecho recientemente sobre microemulsiones indican que los
tensoactivos no iénicos pueden afectar las funciones de las barreras de la piel. En
experimentos realizados en piel de ratasin vitro se encontro que el Span 20®, Tween 20® y
Azone® tienen diferentes mecanismos de accion, por gemplo, € Span 20® y Azone®
afectan aloslipidosintracelulares del estrato corneo haciéndolos més fluidos[22].

También se debe considerar que opciones de cotensoactivos se tienen, pues la utilizacion de
alcoholes de cadena corta y mediana se limita un poco por su toxicidad y propiedades
irritantes, y aunque estos pueden ser eliminados por evaporacion se puede perder la
estabilidad del sistema. Dentro de los cotensoactivos més utilizados estan el 1-butanol, 2-

butanol y terc-butanol, asi como el propanol, isopropanol y etanol[20,21].

Liposomas

Los liposomas son estructuras altamente versétiles con grandes aplicaciones terapéuticas y
analiticas. Estan compuestos por una bicapa lipidica, donde las cadenas hidrofébicas de los
lipidos forman la bicapa y sus cabezas polares estan orientadas tanto hacia la parte
extravesicular como hacia la cavidad interna. Estas estructuras son similares a las células, y

pueden ser utilizados para acarrear moléculas de DNA, proteinas y farmacos[23]. Los
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liposomas utilizados para € area farmacéutica consisten en un esqueleto de fosfolipidosy un
tamarnio menor a 100 nm.

El rasgo comin que todos los componentes formadores de bicapas tienen, es su porcién
anfifilica. Ellos tienen una regién polar y una no polar. En el agua, la region hidrofébica
tiende a agregarse y la region polar tiende a quedar en contacto con la fase acuosa
(Fig.1.3.2)[24].

Doble capa
lipidica
Agregacion
en agua
Exterior

acuoso

Fosfolipido
LIFOSOMA

Fig.1.3.2. Formacion de la bicapa lipidica con fosfolipidos.

Los liposomas pueden ser clasificados en base a sus propiedades estructurales (Fig. 1.3.3) o
en base a método de preparacion utilizado. Seguin sus propi edades estructurales se clasifican
en[5]:

e Vesiculas grandes multicapas (MLV), > 0,5 um
e Vesiculasoligocapas (OLV), 0,1-1 um
e Vesiculas unicapa (UV), cualquier tamafio

¢ Vesiculas unicapa pequefias (SUV), 20-100 nm
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e Vesiculas unicapa medianas (MUV)
e Vesiculas unicapagrandes (LUV), > 100 nm
e Vesiculas unicapa gigantes (GUV), > 1 um

e Vesiculas multivesiculares (MVV), > 1 um
LUV

SUV
o O
E i1 i

MLV MVV
Fig. 1.3.3. Representacion esquemética de algunos de | os diferentes tipos de liposomas.

Seguin su método de preparacion, se pueden clasificar en[21,24]:

e Evaporacion por fase reversa (REV),
e Método extrusion (VET),

e Por fusion (FUV),

e Dehidratacion / rehidratacion (DRV)

Por lo general, los liposomas convencionales son considerados inestables fisicamente, es
decir, su estructura permanece intacta solo por unos meses. Debido a esto es que se ha
modificado la superficie de los liposomas, y es por esto que los liposomas también se pueden

clasificar de acuerdo a su recubrimiento (Fig. 1.3.4)[24]:

e Convencionales (fosfolipidos naturales como lalecitina)
e Liposomas Stealth (recubiertos con polimeros como el PEG)
e Liposomas target (recubiertos por antigenos)

e Liposomas cationicos (fosfolipidos con cargas positivas)
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Convencionales

Catidonicos

Marcados

Fig. 1.3.4. Representacion esqueméatica de los diferentes tipos de recubrimiento para liposomas.

Dependiendo de la seleccion de los lipidos y de latécnicay condiciones de preparacion, los
liposomas pueden variar facilmente en tamafio, nimero y posicion de las capas, carga y
rigidez de la bicapa.

Los liposomas utilizados como acarreadores para farmacos deben estar constituidos de
materiales que son para uso humano.

Las fosfatidilcolinas y los fosfatidilgliceroles son de fuentes naturales, semisintéticas y
sintéticas, y los que frecuentemente se encuentran en |os liposomas designados para formar
sistemas acarreadores de farmacos son e colesterol y la fosfatidiletanolamina con
polietilenglicol.

La fosfatidilcolina es frecuentemente utilizada por sus fosfolipidos zwitterionicos y €l
fosfatidilglicerol es utilizado a menudo por sus lipidos con carga negativa21,25].

L as aplicaciones terapéuticas de los liposomas son:
1) Generar nuevos sistemas de liberacion que sean estables, que permanezcan por largo

tiempo en circulacion, y formen complejos de DNA- liposomas cationicos.

2) Liposomas para liberacion tépica, ocular, dérmica, pulmonar, parenteral, oral, etc.
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Nanoparticulas

Las nanoparticulas son particulas poliméricas, con un tamario entre 10 a 1000 nm (1 pum).
Estan compuestas por materiales macromoleculares en los cuales el principio activo
(f&rmaco o material bioldgico activo) es disuelto, atrapado o encapsulado, y/o adsorbido en

la superficie. A continuacion se describen ampliamente.

2. NANOPARTICULAS

Como ya se menciond anteriormente, las nanoparticulas son particulas coloidales en €l
intervalo de tamarios entre 10 y 1000 nm. Estan hechas de material macromolecular en €
cua e activo esta disuelto, atrapado o encapsulado, €l cua puede ser adsorbido o unido
covalentemente. Este material debe ser preferentemente biodegradable en el caso de las
nanoparticulas poliméricas, que como su hombre lo dice; estan formadas por polimeros.
Ademés de las nanoparticulas poliméricas, destacan las formadas a partir de lipidos solidos,
conocidas como SLN (nanoparticulas sdlidas lipidicas)[5]. Las nanoparticulas pueden ser
clasificadas como nanoesferas y nanocapsul as. Las nanocgpsulas son sistemas vesiculares en
los cuales & farmaco esta contenido en una cavidad oleosa 0 acuosa, la cua esta rodeada de
una membrana polimérica. Las nanoesferas son sistemas matriciales en los cuales el farmaco
esta uniformemente disperso[ 26].

Los polimeros naturales (proteinas y polisacéridos) no han sido ampliamente usados para la
obtencion de nanoparticulas, pues dada su variedad en pureza resulta ser inconveniente el
uso de dichos polimeros. Consecuentemente, los polimeros sintéticos tienen una mayor
aplicacion en esta area. Los polimeros utilizados mas frecuentemente para la obtencion de
nanoparticulas son acido polilactico (PLA), &cido poliglicdlico (PGA), y su copolimero, €
&cido polilactico-glicdlico (PLGA), los poliacrilatos y policaprolactonas. Estos polimeros
son ampliamente usados debido a que algunos de ellos (PLA y PGA) son hidrolizados en €
cuerpo, formando metabolitos como el acido lactico y e acido glicdlico, los cuales son
eventualmente eliminados por el ciclo del &cido citrico. La toxicidad de estos polimeros ha

sido evaluada en animales, y los resultados han sido diversos, pero algunos han resultado ser
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muy poco dafinos, tal es asi que muchos de estos polimeros han sido utilizados como

material es parala elaboracion de 6rganos artificialeq[8,27,28].

2.1. Métodos de preparacion

Desplazamiento de disolvente

Las nanoparticulas poliméricas pueden obtenerse mediante este proceso. En dicho proceso,
el polimero se disuelve en un disolvente organico que se evapore fécilmente y que sea
miscible en agua. Una solucion de farmaco en e mismo disolvente se adiciona a la solucion
del polimero, y una vez obtenida la mezcla se agrega agua conteniendo 0,5% de un
estabilizante. La suspension obtenida debe ser concentrada, evaporando €l disolvente

organico, y € aguaresidua debe eliminarse bajo presion reducida]5,28,29].

Emulsién—Evaporacion

El método de evaporacion de disolventes fue establecido para la preparacion de microesferas
con tamarfos de aproximadamente 1 um. Sin embargo, con este proceso se pueden obtener
particulas menores a 1000 nm.

En esta técnica el polimero se disuelve junto con el farmaco en un disolvente organico
inmiscible con € agua, € cual es emulsificado en una disolucion acuosay subsecuentemente
evaporado por calentamiento o presion reducida. Por esta razén, €l tamafio de particula de
las particulas poliméricas resultantes depende del tamafio de las gotas de la emulsion antes
de evaporar e disolvente. El tamafio de particula puede ser controlado por varios factores,
incluyendo la velocidad de agitacion, € tipo y la cantidad de agente dispersante, la
viscosidad y la cantidad de lafase acuosay lafase organica, asi como por latemperatura.

En este método, la emulsificacién de la fase oleosa puede ser por sonicacion, y la
elimnacion de la fase acuosa puede ser mediante ultracentrifugacion o
liofilizacion[21,27,30].
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Emulsificacion-difusion

En este método se utiliza un disolvente miscible en agua, por gjemplo la acetona o €
carbonato de propileno. El polimero y el activo se disuelven en el disolvente y
posteriormente se emulsifica en una fase acuosa, la cua contiene un estabilizador. El
estabilizador previene la agregacion de las gotas ya que éste se adsorbe a la superficie de las
gotas. Se agrega un poco mas de agua para permitir la difusién del disolvente a la fase
acuosa y se formen las nanoparticulas. La solucion se agita para precipitar a las
nanoparticulas, y pueden recolectarse por centrifugacion o se puede eliminar e disolvente
por didlisig31,32].

Salting-out

Este método se basa en la separacién de un disolvente miscible con agua de una disolucion
acuosa mediante efecto de salting-out. En esta técnica no pueden ser utilizados los
disolventes clorados, ya que puede existir alguna competencia entre los iones. Mediante esta
técnica se obtiene una emulsion agua en aceite (w/0). La fase oleosa de la emulsion esta
compuesta por € polimero y e activo, los cuales estan disueltos en acetona (ya que se
conoce muy bien su comportamiento) y la fase acuosa contiene acetato de magnesio
tetrahidratado (electrolito) y un estabilizante coloidal. Posteriormente se agrega agua hasta
tener un volumen suficiente en el cual se permitala difusion de la acetona ala fase acuosay
se formen las nanoparticulas. Esta suspension puede ser separada por filtracion o
liofilizacion[5,33,34].

Microemulsion por fusion

Se entiende por microemulsion un sistema de dos fases, compuesto por una fase interna 'y
una fase externa donde el tamafio es menor a 1um, lo cua le confiere la caracteristica de ser
transparentes (por gemplo, las microemulsiones o/w). Estas se obtienen por agitacion
constante a 60—70° C hasta obtener una mezcla Opticamente transparente, que normal mente

esta compuesta por un acido graso de punto de fusion bajo, un tensoactivo, un cotensoactivo
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y agua. La microemulsién caliente se dispersa en agua fria (2-3° C) bagjo agitacion. El
volumen de agua fria que debe agregarse a la microemulsion caliente debe ser de 25 a 50
veces mayor. Es importante considerar que esta técnica es recomendada para obtener
nanoparticulas solidas lipidicas, ya que € punto de fusion de los &cidos grasos es menor que
el de los polimeros sintéticos, pero en algunos casos resulta ser una buena opcién aplicarla
para polimeros con bajo punto de fusion y que tengan la capacidad de disolver a farmaco en
cuestion[18].

2.2. Caracterizacion de nanoparticulas

Existe un gran nimero de métodos para caracterizar nanoparticulas. El tamafio es el rasgo
mas destacado en las nanoparticulas, sin embargo otros parametros como la densidad, €l
peso molecular y sus caracteristicas cristalinas tendrdn una gran influencia en sus
propiedades de liberaciéon y degradacién; a igua que las caracteristicas de su superficie,
tales como la carga en superficie, la hidrofiliay la lipofilia, que influirén en la interaccién
con el medio ambiente después de su administracion a humanos y animales, y esto a su vez
influirden su distribucion.

La informacion acerca de la estructura de las nanoparticulas se puede obtener por difraccion
de rayos X y métodos termoanaliticos., tales como la calorimetria diferencia de barrido
(DSC), andlisis diferencial térmico (DTA), andisis gravimétrico térmico (TGA), andlisis

mecanico térmico (TMA) y el andlisis optico térmico (TOA)[21].

Tamario de particula

L a espectroscopia de correlacion de fotones (PCS) y la difraccién laser (LD) son las técnicas
mas utilizadas para medir tamafio de particula. La PCS (también conocida como dinamic
light scattering) mide la fluctuacion de la intensidad de la luz esparcida, la cua es causada
por e movimiento browniano de la particula. Por esta razon, el tamafio de particula esta
influenciado por la interaccion de las particulas con € medio en el que se encuentran, por lo
cual debe conocerse la viscosidad del medio. La precisién de los tamafios de particula

mejora si se utilizan factores de esparcimiento derivados de la teoria de Mie. El cdlculo de
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los factores de Mie requieren conocer € indice de refraccion de las particulas, €l cual puede
sustituirse por € indice de refraccion del polimero con el cua se hayan fabricado las
nanoparticulas[21]. Este método abarca tamafios en un intervalo de pocos nandémetros hasta
6 micras. La PCS es una buena herramienta para la caracterizacion de nanoparticulas, pero

Nno es una buena opcion para determinar tamafios de particulas muy grandes18].

Potencial zeta

La medida del potencia zeta permite hacer predicciones acerca de la estabilidad de la
dispersiéon coloidal. En general, la agregacion de las particulas es menor en agquellas que
estan cargadas (potencial zeta alto) debido a la repulsion eléctrica. Sin embargo, esta regla
no puede aplicarse estrictamente a los sistemas que contienen estabilizantes, ya que la
adsorcion de los estabilizantes disminuird el potencial zeta debido a cambio en la superficie

de la nanoparticul g 18,35].

Carga en superficie

La carga de la superficie de las nanoparticulas es determinada cominmente por movilidad
electroforética21].

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Con el andlisis por DSC se puede obtener informacién cuantitativay cualitativa acerca de los
cambios fisicos y quimicos que ocurren en una muestra. La DSC es ampliamente utilizada
en la industria farmacéutica para determinar puntos de fusion, pureza y la temperatura de
transicion de los materiales, la cual depende del peso molecular de la muestra y de su
acomodo estructural[18]. Existen otros parametros que pueden medirse con DSC, como por
ejemplo, cristalizacion, cuantificacion de la cristalinidad y formacion de polimorfos. Los
tipos de eventos térmicos, exotérmicos y endotérmicos que pueden medirse por DSC se

reportan en laTabla2.2.1, apéndice I[16]:
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Encapsulacion de farmaco

La encapsulacion del farmaco se refiere ala eficiencia de la incorporacion del farmaco en la
matriz polimérica. Sin embargo, hay varias aternativas donde e féarmaco puede ser
incorporado, y esto depende de la estructura del acarreador (micelas, micelas mixtas,
liposomas, etc.), del tamafio de particula, potencial zeta, modificacion de la superficie, etc.
El porcentgje de farmaco encapsulado dentro de la nanoparticula se reporta como porcentaje
de encapsulacién. Para determinar €l porcentaje de encapsulacion se utilizan la
espectroscopia UV, HPLC entre otras[18,36].

Liberacion del farmaco

Un estudio de liberacion in vitro revela informacion fundamental de la estructura de la
nanoparticula, asi como de la conducta de la formulacion a nivel molecular, posibles
interacciones entre e farmaco y e polimero, y su influenciaen lavelocidad y € mecanismo
de liberacion. Los métodos mas comunmente utilizados para sistemas nanoparticulados son
flujo continuo, filtracién, ultracentrifugacion y didlisig[37]. Los estudios de liberacion van a
depender de factores como la temperatura del medio de disolucién, el pH, la velocidad de
agitacion y s el sistema se encuentra en condiciones sink (cuando la concentracion del

farmaco en el medio de disolucion es mucho menor que la solubilidad del farmaco)[38].

2.3. Modificacion de la superficie de nanoparticulas con polimeros

Los sistemas micro y nanoparticulados han sido considerados como buenos sistemas
acarreadores de farmacos. Sin embargo, se sabe que e Sistema Fagocitico Mononuclear
(MPS) (células de Kupffer del higado y macréfagos del bazo) también conocido como
Sistema reticuloendotelial (RES) es el mayor obstéculo para un aojamiento prolongado de
estos sistemas en circulacion, ya que son fécilmente eliminados, sobre todo aguellas
particulas que tienen una superficie hidrofobica 39-42].

Para que estos sistemas permanezcan por mas tiempo en circulacién es necesario modificar o

recubrir su superficie hidrofébica, y asi prevenir lafagocitosiq 27].
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Los recubrimientos mas comunes son los polisacaridos y el polietilenglicol (PEG). Los
polisacaridos mas usados son € dextran, chitosan y heparina; sin embargo, polimeros como
lapolivinil pirrolidona (PVP), alcohol polivinilico (PVA), lapoliacrilamida, y especia mente
el PEG resultan ser unamejor alternativa pararecubrir nanoparticulas[43].

Trabgjos recientes han demostrado que la modificacion de nanoparticulas con cadenas de
PEG, independientemente de la longitud y la densidad de las cadenas de PEG en la
superficie de la particula, no pueden prevenir totalmente la activacion del complemento. Sin
embargo, cadenas muy largas de PEG ( 20 kDa PEG) son mas efectivas, incluso teniendo
una baja densidad en €l recubrimiento[44]. Muchos estudios han definido al recubrimiento
con PEG como un pardmetro para designar a tiempo que los sistemas acarreadores
permaneceran en circulacion. El PEG fue elegido por no tener cargas, ser hidrofilico y no
inmunogeénico, por incrementar su biocompatibilidad en algunos casos y ademés, puede ser
unido, adsorbido o incorporado facilmente en la formulacion de los sistemas acarreadores.
Sin embargo, la capacidad del PEG para repeler proteinas y no interactuar con la membrana
de los macrofagos depende de parametros como el peso molecular, la densidad, la
conformacion y flexibilidad de las cadenag[41].

Algunos estudios han mostrado que la adsorcién de proteinas disminuye cuando se
incrementa el peso molecular del PEG utilizado, sobre todo con los que tienen un peso
molecular entre 1500 y 3500 Da. En este caso, una mayor densidad del cepillo que forman
las cadenas de PEG provoca una mayor repulsion de las opsoninas, aunque también depende
del tamafio de las proteinag45].

El efecto de las cadenas de PEG en € rechazo de las proteinas, desde un punto de vista
entropico, muestra que e PEG acomodado como ramas es menos eficiente que un
acomodamiento lineal. Muchas conformaciones de las cadenas poliméricas han sido
descritas basandose en la relacién que hay entre la distancia que existe entre dos cadenas
poliméricas (D) y € radio del giro que forma la cadena (Rg). Cuando Rg<D<2Rg, la
conformacion que se observa es parecido a un hongo apretado (interdigitated mushroom) y
cuando D>2Rg la conformacion es parecida a un hongo laxo (mushroom). Si los valores de
D y Rg se aproximan entre si, la conformacion cambia de hongo laxo a hongo / cepillo, y
cuando la relacion es D<<Rg las cadenas poliméricas toman una conformacion de cepillo

(Fig. 2.3.1)[43]. Las conformaciones que hasta ahora han mostrado una mayor resistencia a
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lafagocitosis son la de hongo/cepillo y la de cepillo[45].

a0000 e A WY

Hongo Hongo Hongo/cepillo Cepillo
interdigitado

Fig 2.3.1. Representacién esquematica de las diferentes conformaciones observadas

en la superficie de los acarreadores coloidales.

Papisov et al.[43] encontraron la influencia de la densidad del cepillo, larigidez, e tamafio
molecular y el tamafio del sustrato en la interaccién o repulsion de las proteinas a estos
acarreadores coloidales, y propusieron que cuando las proteinas son muy grandes la
probabilidad de gque penetren o interaccionen con la superficie del acarreador es menor
(Fig.2.3.2)[43,46].

Repulsion

estérica I"______—l- Obstruccion

'-_"'5-.‘\ - estérica
Ll - = - -
Superficie hidrofébica Superficie hidrofébica
Estructura de cepillo de alta densidad Estructura de cepillo de baja densidad
liLy l-
Repulsion I nteracciones
estérica

S A7

(] Superficie hidrofébica Superficie hidrofbica
Fig.2.3.2. Representacién esquematica de la relacion entre la estructura del cepillo

y las proteinas grandes (a) y las proteinas pequefias (b).

El mecanismo por €l cua este polimero puede modificar la superficie de la particula es por
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adsorcion fisica, o bien, realizando la modificacion con copolimeros, donde la unién del
polimero en la particula es de tipo covalente[47]. Los copolimeros estan compuestos por
diferentes monomeros y se clasifican en cuatro grupos. copolimeros hechos a azar,
copolimeros alternados, copolimeros insertados y bloques de copolimeros (Fig.2.3.4)[8].
Algunos ejempl os de copolimeros son € PLA-b-PEG, PLGA-b-PEG, PCL-b-PEO y PCL-b-
PEG[48]. En € caso de las nanoparticulas biodegradables, |as cadenas de PEG pueden ser

incorporadas como copolimeros, para que algunas de las cadenas de PEG estén siempre
disponibleg[8].

Copolimer os convencionales

e 0o 80 __ 08 006 )

Copolimer os alter nativos

CaCaCeCe0e0e

Copolimeros en bloque

[egee __ 0860 ___ 0880

Copolimeros en cascada

Fig.2.3.4. Diferentestipos de copolimeros (las esferas negras son un tipo de polimero y las grises otro).

El méodo preferido para impartir recubrimiento o propiedades de estabilizacion a las
nanoparticulas es a través de la “PEGylation”. La “PEGylation” simplemente se refiere a
recubrimiento de la superficie de la particula con cadenas de PEG, atrapado o adsorbido, 0
bien, unido por enlaces covalentes (copolimeros)[41].

El polietilenglicol (PEG) es un polimero compuesto por varias unidades 0 mondmeros de
poli éteres. EI PEG puede ser liquido o sdlido, con un punto de fusién bajo, dependiendo del
peso molecular (véase Tabla 2.3.1, apéendice 1). EIl PEG puede ser preparado por
polimerizacion del 6xido de etileno.

La estructura basica de |os polietilenglicoles es la siguiente: HO-(CH,-CH2-O)-H.
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Debido a que se ha observado una significativa disminucién en la interaccion de los
macrofagos con la superficie de las nanoparticulas recubiertas con cadenas de éxido de
etileno, se han utilizado bloques de copolimeros formados por unidades de oxido de etileno

(PEO) y oxido de propileno (PEO), también conocidos como poloxameros (Pluronic® de

BASF)[41].

'EH:3I
Polietilenglicol Polipropilenglicol
Poloxamer os
CH,
HO—1—CH,CH O :Iu-:' CH,CHO =t |. CH,CH,O _Iﬁ H

Los Pluronic ® pueden funcionar como agentes antiespumantes, agentes hidratantes,
dispersantes y emulsificantes. Los Pluronic ® R tienden a generar menos espuma que los
Pluronic ® comunes, pero sus funciones son similares (Véase Tabla2.3.2, apéndice ).

Otros blogues de copolimeros que también estan formados por unidades de 6xido de etileno

y oxido de propileno, son las poloxaminas (Tetronic® de BASF)[41].

Poloxaminas
CH, CH,
HO—-0CH.CH}-] GCHCH,]I_;\ /I_m;mo-}ﬁc.ujcui-atu
N-CHGHN
HO D(':HZCHE:';::OEHEH?]D/ ) iﬂH;I?I-D fsCHCHO 1 H
eH. CH,

Los Tetronic ® son copolimeros formados por cuatro unidades de 6xido de etileno y Oxido
de propileno. Funcionan como agentes antiespumantes, agentes hidratantes, dispersantes y
emulsificantes. Los Tetronic ® se distinguen por su gran capacidad de dispersion,
lubricacion y por su accion antiespumante (véase Tabla 2.3.3, apéndicell).

Se han realizado varios estudios de fagocitosis de nanoparticulas poliméricas, las cuales se
han modificado con diversos polimeros. En la Tabla2.3.4y 2.3.5, apéndice |, se enlistan los

diferentes polimeros que se han utilizado para estudios de opsonizacion[41].
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3. IVERMECTINA
3.1. Fichatécnica
La Ivermectina es un derivado de los productos de fermentacion de la dihidro avermectina

Bla (abamecting), la cual posee un anillo lactona macrociclico que proviene originalmente

de la fermentacion de Streptomyces avermitilis. Consta de una mezcla de 22,23- dihidro

avermectina Bla (un poco mas del 90%) y 22,23-dihidro- avermectina B1b (menos del
10%)[49,50]. La Ivermectina es el primer endectocido con un anillo lactona macrociclico,
descubierto por Merck a la mitad de los 70's, valiéndose de un programa de escaneo.
Histéricamente, los farmacos derivados de fermentaciones bacterianas o fungicas han tenido
aplicaciones como agentes anticancerigenos o antibacterianos, pero gracias a andlisis de los
productos obtenidos de las fermentaciones se encontré que la Ivermectina podria ser un
antiparasitario muy eficaz en la industria farmacéutica que se enfoca a la salud de los
animaleg51].
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Estructura

Hae™

IvermectinaBla

Ivermectina B1b

Formula quimica CagH74014
Peso molecular 875.10 g/mol
P relativa 1.1268 g/ cm’
pH 8.1

Punto de fusion 155°C
Solubilidad en agua Insoluble
Estado Solido

Log P/ Hidrofobia 6,704

Toxicidad

LDsy 29.5 mg/kg (ratén, via oral). LDsy 10 mg/kg (rata, via ora). Los efecto
adversos son dolor muscular o abdominal, vértigo, fiebre, dolor de cabeza
salpullido, ritmo cardiaco acelerado.

Unio6n a proteinas

93%

Tiempo de vida media

16 horas (también se reportan de 22 a 28 h) en animales de pastoreo.

Almacenamiento

Mantener los paguetes bien cerrados, en un lugar seco, protegidos de la luz y del
calor. Limites de temperatura de conservacion sugeridos. 0-30° C.
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3.2. Farmacodinamia

La lvermectina es un antihelmintico de amplio espectro frente a formas adultas e inmaduras
de nemétodos que afectan a los animales de produccién. Este antihelmintico presenta una
gran eficacia contra endo y ectoparasitos de las diferentes especies animales. Su mecanismo
de accion involucra la potenciacion de los efectos del acido y-amino butirico (GABA) tipo A
(GABAAR), un neurotransmisor inhibitorio de las respuestas motoras de los parésitos, como
la interaccion con canales glutamato-cloruro independientes de GABA, incrementando la
permeabilidad de la membrana celular de las neuronas del parasito a los iones cloruro
(Figura 3.2.1)[52]. Estos canales estan asociados a la subunidad o. del receptor de glutamato
(GIuCIR) que se encuentra en € musculo de la faringe y en la musculatura
somatica[51,53,54]. De esta manera la vermectina causa bloqueo neuromuscular, resultando
en pardisisflaciday la eventual muerte del parasito. Ambos receptores, mediante los cuales
actlia la lvermectina pertenecen a la stper familia de los receptores de tipo canal idnico. La
Ivermectina activairreversiblemente al receptor GIUCIR por encima de una concentracion de
0.1aluM.

En los humanos GABA y glutamato no afectan las funciones motoras periféricas, por lo cua
la Ivermectina paraliza selectivamente a invertebrados. La Ivermectina es tolerada por
mamiferos, ya que los receptores de glutamato y GABA dependientes de canales de cloro
estan localizados solo en el sistema nervioso central (SNC), y € fa&rmaco no puede cruzar la
barrera hematoencefdlica (BHE). Su gran tamafio molecular y el alto grado de unién a las
proteinas del plasma limitan su paso hacia el SNC a través de la BHE. Esta limitada
distribucion hacia € SNC parece ser e factor mas importante en la seguridad para €
huésped mamifero vertebrado. Sin embargo, algunos factores como el insuficiente desarrollo
de la BHE en los recién nacidos o la accién de procesos febriles pueden determinar que se
incremente el paso de moléculas de Ivermectina hacia el SNC y logre concentraciones que
sean capaces de actuar sobre las neuronas gabaérgicas y eercer alguna accion
farmacol 6gica[53,54].

Merck identifico a receptor de glutamato como el sitio blanco de la Ivermectina. Los
experimentos realizados con e nematodo Caenorhabditis elegans enfatizan la importancia

de los receptores de glutamato en el mecanismo de accién de la lvermectina. Sin embargo, la
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resistencia de estos organismos hacia la Ivermectina se logra después de la mutacion de tres
genes que codifican para la liberacion de las subunidades de los receptores de glutamato
dependientes de cloro. Estos resultados sugieren que GABA es de menor importancia en la

farmacodinamia de la Ivermectina en nematodos[51].

-
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Fig. 3.2.1. Accién dela | vermectina sobre el receptor de GABA dependiente del canal decloro.

3.3. Farmacocinética

El estudio farmacocinético de la Ivermectina ha mostrado una buena disponibilidad, ya que
debido a su alto peso molecular y una elevada lipofilia muestra un ato volumen de
distribucion, con una gran afinidad por la grasa corpora y prolongada persistencia de sus
concentraciones en € organismo[54]. Esta es absorbida rapidamente si es administrada por
viaoral y en estado de ayuno, se metaboliza principamente en el higado y es excretada en
heces fecales (98%) y por orina (1%). Sin embargo, en hembras en lactancia una fraccion
significativa de f&rmaco (5% de la dosis) se excreta por la leche, en donde tiene una
prolongada vida media

La concentracién de |vermectina en sangre alcanzada 4 h después de su administracion es de
30 a 46 ng/mL, y después de este tiempo disminuye lentamente. La mayor concentracion de
metabolitos en el plasma permanece mucho mas tiempo que el mismo farmaco, lo que indica
una reabsorcion entero hepatica. La lvermectina alcanza los niveles plasméticos més altos
hasta 5 h después de su administraciéon por via oral, y € tiempo de vida media es de 36
h[53].
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La Ivermectina se distribuye en el organismo, aunque se concentra en la bilis, higado y
grasa. En € ganado, los residuos de Ivermectina son detectables en plasma a los 80 dias
después de su administracion por via subcuténea en dosis de 200ug/kg de peso, los cuales
resultan ser no téxicos[55].

Parece ser gque la biotransformacion de la Ivermectina se lleva a cabo por procesos de
hidroxilacion dentro y fuera del sistema microsomal, incluso rumia o intestinal. El

porcentaj e de recuperacion de metabolitos en plasma puede ser de un 91.5%[53].

3.4. Uso, dosis recomendadasy vias de administracion

La Ivermectina (22,23-dihidro-avermectina B1a) es un antiparasitario de amplio espectro
perteneciente ala clase de las | actonas macrociclicas, mejor conocidas como avermectinas.
La Ivermectina tiene una estructura similar a la de los antibiéticos que pertenecen a la
familia de los macrélidos, sdlo que ésta carece de actividad antibacterial.

La lvermectina es usada contra un extenso grupo de endoparésitos (nematodos) y
ectoparasitos (insectos) de animales y humanos. Para € uso humano, la Ivermectina fue
introducida después de la infestacion por Onchocerca volvolus en 1982[53]. La introduccion
de la Ivermectina en este afio elevd enormemente e control de algunos gusanos, pues se
combind su potencia'y su amplio espectro como agente antiparasitario, principalmente para
tratar enfermedades causadas por nematodos y ectoparasitos, administrandose en dosis bagjas
(200-300 nug/kg para el ganado, ovejas, cerdosy caballos) (Tabla 3.4.1, apéndice I)[56].

En particular, la remarcada lipofiliay la potencia de la Ivermectina (potencia intrinseca < 1
nM para muchas especies) abrio nuevas aplicaciones, las cudles fueron de gran impacto en la
produccién de ganado[51].La Ivermectina ha sido utilizada en la medicina veterinaria por
casi un cuarto de siglo y aprobada para uso humano por casi 18 afios. Ademas de su uso en
el tratamiento de parasitosis en animales causadas por nematodos y artropodos, resulta ser
unaesperanza para el control e incluso la erradicacion de lafilariasis en € humano[57].

En los ultimos afios varios estudios han detallado la importancia de la Ivermectina como una
solucion para infecciones endoparasitarias como la sarna, pediculosis, gnatostomiasis y

miasis, asi como su administracion por via parenteral paratratar la estrongiloidiasig58].
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La lvermectina se usa a dosis de 200ug/kg por via subcuténea, ya que por via intramuscul ar
induce necrosis tisular, sdlo que a estar protegida por lo excipientes €l dafio es mucho
menor. También se havisto que se puede administrar por viaoral pero tiene la desventgja de
gue debe administrarse repetidas veces, dado que su biodisponibilidad es limitada. Sin
embargo, & farmaco es muy liposoluble y puede absorberse incluso por via cutanea. Se ha
observado que a dosis bgjas de 10 6 40 pg/kg/dia puede ser eficaz para e control de las
infestaciones por parasitos sensibles al medicamento[55].

Algunas dosis gque se manegjan en animales se enlistan a continuacion[55]:

200 ng/kg de peso corpora para bovinos, ovinosy caprinos (inyeccion subcuténea);
200 ug/kg de peso corporal paraequinos (oral)

300 ng/kg de peso corporal para cerdos (inyeccion subcuténea)

500 ng/kg de peso corpora para bovinos (solucion topica)

200 ng/kg de peso corporal (solucién oral) para ovinosy caprinos

6 ng/kg de peso corporal para caninos (tabl etas)

24 ug/kg de peso corporal parafelinos (tabletas)

3.5. Sistemas de liberacion controlada para animales

En la medicina veterinaria, unas de las principales razones por las cuales es importante el
desarrollo de f&rmacos dentro de sistemas de liberacion controlada y/o prolongada son la
reduccién del estrés causado a los animales por la administracion tan repetida del farmaco,
asi como lareduccién de costos en términos de dinero y tiempo.

Para los sistemas de liberacion controlada es mas conveniente administrarlos en forma de
inyeccion y en dosis repetidas, ya que nos permite conocer la cantidad de farmaco que se
estéd administrando, lo cua no sucede cuando son administrados mediante los alimentos o €
agua[59].

El mayor mercado para la aplicacién de la tecnologia de liberacion controlada en el campo
de la veterinaria estd en prevencion y control de enfermedades, via la liberacion de

antimicrobianos y agentes antiparasitarios. Otros mercados incluyen el control de la
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fertilidad en los animales, promocion del crecimiento (via liberacion de hormonas) y
suplementos alimenticios (liberacién de nutrientes para animales de rastro)[ 60].

Debido a que existe una gran variedad en lafisiologia de las diferentes especies de animales,
cada producto con aplicacion veterinaria tendra que ser designado de forma especia. Esto

dependerd de la eficaciay potenciadel farmaco en cada una de | as especies.

Bolos ruminales

Existen diferentes formas de los farmacos de liberacion controlada, y los primeros que se
encuentran en el mercado son las formulaciones orales, en forma de bolos ruminales.

Dentro de los rumiantes se encuentran las ovejasy el ganado vacuno, |os cuales tienen varios
rasgos fisiologicos que proveen importantes oportunidades para liberar a farmaco. Su
estOmago esta compuesto por cuatro compartimientos: e rumen, el reticulo, el omaso y €l
abomaso. El més largo de estos compartimientos es € rumen[61]. Este compartimiento tiene
pequefias aperturas al esdfago y al omaso, por lo que presenta una region donde el
dispositivo liberador de farmacos puede ser alojado, previniendo que el dispositivo sea
regurgitado a lo largo de la aimentacién. Esto normamente se logra por la produccion de
dispositivos muy densos (hechos con sales de metales pesados que son incorporadas a las
tabletas convencionales) o por la produccion de dispositivos que se expanden, alcanzando
grandes dimensiones del rumen[62]. Después de la liberacion del farmaco, algunos de estos
sistemas permanecen de manera permanente en €l rumen y son removidos por magnetos
durante su muerte 0 son regurgitados en varias partes. Algunos de estos gemplos de

sistemas intrarumiales se muestran en latabla 3.5.1[63].

Tabla 3.5.1. Ejemplos de bolos ruminales.

Nombr e comer cial Manufactura Farmaco Duracion in vivo
Paractect Flex® Bolus Pfizer Animal Health Tartrato de morantel 3 meses
Rumensin ABC® Elanco Animal Health Monensin de sodio 3 meses
Spanbolet®| | Norden Laboratories Sulfametazina 3-50 dias

Dura SE® Schering-Plough Animal Health Selenito de sodio 4 meses

Ivomec SR® Merial Ivermectina 4-5 meses
Penacur SR® Intervet/Hoechts Roussel Vet Fenbendazol 4-5 meses
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Sstemas que son desviados al rumen

Estos sistemas de liberacion en forma oral (usualmente multiparticulados) pasan através del
rumen sin liberar el farmaco, y cuando el farmaco es liberado en €l tracto gastrointestinal es
porque €l sistema ha llegado a obomaso. Una de las aplicaciones de estos sistemas es en la
liberacion de metioning, la cua es degradada por la flora microbiana del rumen. Para
prevenir la liberacion del farmaco en el rumen se usan algunos polimeros que previenen la
disolucion del farmaco en los fluidos de rumen, similares a los que se utilizan para la

produccién de formas farmacéuticas con recubrimiento entérico para uso humano[64].

Sstemas inyectables-implantables

Existe una variedad de sistemas de liberacion prolongada, |os cuales han sido una alternativa
para remplazar a las inyecciones hechas a base de hormonas, destinadas a controlar el ciclo
sexual del ganado, de algunos rumiantesy caballos.

Los avances en la liberacion de fa&rmacos a nivel vaginal en el ganado a sido una gran
aportacion, ya gue las inyecciones estan limitadas por |os dafios que pueden causar en la piel
0 en otro tejido que esté implicado, causando un gran estrés en a animal.

En el mercado existen varios dispositivos de liberacion de hormonas, como los dispensores
internos de liberacién controlada (CIDR®, por sus siglas en ingles; Controlled internal drug
release dispenser). Estos sistemas son dispositivos intravagindes en forma de T,
impregnados de progesterona, la cual se encuentra en el silicon que cubre a centro de
nylon[65]. Los productos comerciales que se mangjan son CIDR-S®, CIDR-G® y CIDR-
B®[66,67].

Otro gemplo de estos sistemas son las esponjas, que son dispositivos de poliuretano en
forma cilindrica, impregnados con varias cantidades de progesterona sintética. Syncro-Part®
y Syncro-Part® PMSG (pregnant mares serum gonadotrophin;CEVA) son esponjas
disponibles en el mercado, paraoveasy ganado respectivamente.

Los dispositivos intravaginales liberadores de progesterona (progesterone-releasing

intravagina device, PRID) estan compuestos por progesterona micronizada, la cual esta
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uniformemente suspendida a lo largo de un dispositivo de silicdn, que a su vez, esta dentro

de un espiral de acero que formaun cilindro[60,68].

Implantes subcutéaneos

Laposibilidad de liberar suficiente cantidad de progesterona natural o sintética por medio de
implantes subcutaneos colocados bagjo la piel de las orgas dd ganado, ha sido muy
investigada, y se halogrado un gran avance en la produccion de estos.

Los implantes son manufacturados incorporando progesterona dentro un polimero.
SYNCRO-MATE-B® (CEVA, Libourne, France) es un pequefio implante que se coloca en
la orga dd ganado. Otros implantes cono Synovex®, Ralgro® y Crestar® también se

encuentran disponibles en el mercado[68,69].

Sstemas implantados para veterinaria terapéutica (Veterinary implantable therapeutic
system; VITS)

Los VITS son pequefios implantes de liberacion controlada en los cuaes € farmaco esta4
aislado del ambiente acuoso del cuerpo hasta su liberacion. Estos sistemas estan destinados a
liberar e farmaco de forma controlada, y los farmacos de mayor interés son las
somatotropinas, parasiticidas, agonistas de receptores [, suplementos alimenticios y
antibioticos.

Estos sistemas forman un reservorio impermeable que contiene a féarmaco, € cua es
liberado lentamente por la semipermeabilidad de la membrana del dispositivo generada por
cambios osmadticos y un piston. Una vez que la membrana es semipermeable, e agua del
cuerpo del animal entraa reservorio y disuelve a farmaco. El ALZET® es un implante que
funciona como una bomba osmética, la cua puede ser programada para liberar a farmaco a
unavelocidad establecida fijando intervalos de tiempo[ 70-72].
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Microesferas-microcapsulas e implantes

Las microesferas son peguefias esferas menores a 200um de didmetro. Se trata de sistemas
monoliticos formados por matrices poliméricas en las cuales e farmaco se encuentra
disperso o disuelto, dependiendo de su solubilidad. Las microcdpsulas son reservorios que
contienen a farmaco en un nlcleo que esta cubierto por una membrana biodegradable que

controlalavelocidad de liberacion[73].

Liquidos en base oleosa

Algunos productos disponibles en e mercado son Terramycin®LA de Pfizer, asi como
Ivomec® inyeccion, que es una solucién de Ivermectina en propilenglicol y glicerol,
administrada por via subcutanea en cerdos. El Clamoxyl® inyeccion (amoxiciling) también

desarrollada por Pfizer, es otro gemplo de un inyectable de larga actividad[60].

Formas de dosificacion topicas

Existen formulaciones topicas con bases oleosas, |as cudles son aplicadas directamente en la
zona danada. Estas formulaciones se utilizan para €l control de ectoparésitos (pomadas,
sprays o liquidos) y el tratamiento dura pocos dias, ya que el farmaco se elimina rapidamente
por efecto delalluvia o cuando e ganado es aseado.

Ejemplos de estos productos incluyen a Frontline® TopSpot, Advantage® y ExSpot®.

El poder de estos medicamentos depende Unicamente de |as propiedades de los activos y de

la capacidad que tienen los excipientes de adherirse a activoy alapiel[60].
Etiquetas para la orgja
El control de ectoparasitos es muy importante en € campo ganadero. Las etiquetas que se

pegan a la orgja del animal liberan a farmaco por periodos muy largos, alcanzando varios

meses de tratamiento. El principio activo es transferido a cuerpo del animal por los
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movimientos naturales de las orgas y de la cabeza. Un geemplo de estos sistemas es €l
Atroban®Eartag, e cual libera permetrina por un periodo de 3 meses[ 74].

Otros sistemas, llamados collares, es el mas tradicional de los métodos para € control de
ectoparasitos. Estos consisten en la incorporacion del farmaco a una matriz de plastico. La
incompatibilidad entre el plésticoy € farmaco (liquido o sblido) fuerza a activo amigrar de
la superficie del collar hasta la piel, para que posteriormente llegue a lugar donde se
encuentran los parasitos dentro del animal[64].

Dispositivos oftalmicos

El desarrollo de insertos oftAmicos representan una buena aternativa para remplazar las
gotas para los 0jos. Su uso requiere una administracion menos frecuente, ya que hay un
incremento en el tiempo de contacto entre el farmaco y €l tejido. Los insertos oftamicos son

preparaciones de consistencia solida o semisdlida, colocados en la corneg[ 75].

Dispositivos tépicos orales

El desarrollo de la gingivitis y periodontitis en perros esta relacionado con la multiplicacion
de microorganismos en la placa dental y la liberacion de los productos de su metabolismo.
Para prevenir o retardar el desarrollo de estas enfermedades, la clorexidina ha mostrado ser
mas efectiva cuando se aplica de manera local. EI Stomadhex® (Vetoquinol) son tabletas
con propiedades bhioadhesivas, habilitandolas para que permanezcan en la mucosa oral
después de haber sido hidratadas por los fluidos orales. La liberacion del diacetato de

clorexidina es continua, actuando como antimicrobiano y antiinflamatorio[76].

4. RECONOCIMIENTO DE SISTEMASCOLOIDALESPOR EL MPS
Aungue varias células tienen la capacidad de ingerir particulas, solo los leucocitos
polimorfonucleares neutrofilos (PMNSs) y los macréfagos (MFs) lo hacen “de manera

profesional”. Ambos tipos celulares se originan en la médula Gsea a partir de un ancestro

comun que pronto dara origen a los precursores especificos: el mieloblasto que dara origen a
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la linea granulocitica, y e monoblasto que més tarde dara origen a sistema fagocitico
mononuclear.

En la médula 6sea, durante una etapa proliferativa que dura aproximadamente 6,5 dias, €
mieloblasto se transforma en promielocito y después en mielocito. Durante una etapa de
maduracion que dura unos 7,5 dias, el mielocito se transforma en metamielocito, después en
polimorfonuclear (PMN) juvenil o “en banda’ y finalmente en PMN maduro o segmentado.
La mayoria de los leucocitos PMN maduros se mueren en la médula ésea por apoptosis para
luego ser eliminados por los macréfagos presentes en ese tegjido. Los PMN maduros que
pasan a la circulacion permanecen ahi por aproximadamente 6-10 h, antes de ser atrapados
por los 6rganos del Sistema Reticulo Endotelial donde sobreviven un promedio de 1 a2 dias,
luego también se mueren por apoptosis y son eliminados por los macréfagos tisulares. La
pérdida de la molécula CD16, un receptor para Fcy (FcyRIII) en las células apoptdticas
parece ser la sefial para que ocurralafagocitosis de estas células por |os macréfagos.

L os monoblastos, por su parte, proliferan y se transforman en promonocitos en un lapso de
tiempo que va de 3 a 5 dias aproximadamente, y después a monocitos (MN), estado en €
cual pasan alacirculaciéon y ahi se mantienen durante un periodo que oscila entre 36 y 104
h. A diferencia de los PMN circulantes, los MN son céulas relativamente inmaduras que
alcanzan la maduracion hasta que se establecen en los tejidos en donde sobreviven durante
varias semanas (y quiza meses) como macrofagos o histiocitog 77]. Los macr6fagos pueden
activarse por una gran variedad de estimulos y pueden adquirir diferentes formas (Fig.
4)[78]. Dado que los macréfagos tisulares han recibido diferentes nombres segiin el tejido
donde se encuentran, se ha tratado de agruparlos a todos ellos dentro del llamado Sistema
Fagocitico Mononuclear (MPS), a mismo tiempo que se ha tratado de separarlos del
Sistema Reticulo Endotelial, en donde ademas se incluyen otros tipos de células de soporte,

no necesariamente fagociticasy de diferente origen (Tabla 4, apéndice I)[79]:
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Fig. 4. Representacion esquematica de monocitos’ macréfagos y células dendriticas durante la

diferenciacién in vivo.

4.1. Proceso fagocitico

Los fagocitos mononucleares intervienen de forma importante en las interacciones
bidireccionales entre la inmunidad innata y la especifica. Los macrofagos que responden a
microorganismos como una reaccion de inmunidad innata también sirven para disparar la
respuesta de linfocitos especificos frente a un microorganismo. Por e contrario, los
linfocitos efectores y sus productos estimulan las funciones antimicrobianas de los
macrofagog[77].

Los macréfagos fagocitan particulas extrafias como microorganismos, macromoléculas,
entre ellas antigenos, e incluso tegjidos propios que estén dafiados o muertos, por ggemplo los
eritrocitos vigjos. En el reconocimiento de sustancias extrafias y tejidos dafiados por parte de
los macréfagos intervienen receptores de fosfolipidos y azlcares, por gemplo, la manosa.
Los macrofagos también fagocitan activamente particulas recubiertas por proteinas del
complemento, las cuales pueden ser producidas tanto en la respuesta inmunitaria innata
como en la especifica[78,80]. Las sustancias fagocitadas son degradadas dentro de los
macrofagos por las enzimas lisosomales. Los macréfagos funcionan como las principales
“células barredoras’ del cuerpo. Ademés, las células secretan enzimas, reactivos de oxigeno
y Oxido nitrico, que en conjunto sirven para matar microorganismos y controlar la

diseminacion de infecciones, e incluso dafiar |os tejidos normales de alrededor[79,81].
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L os macroéfagos producen citocinas que reclutan a otras células inflamatorias, especialmente
neutrofilos, y son responsables de muchos de los efectos sistémicos de la inflamacion, por
egjemplo, la fiebre. Los macréfagos también producen factores de crecimiento para los
fibroblastos y € endotelio vascular, 1o que promueve lareparacion del tejido dafiado.

Los macréfagos muestran en su superficie antigenos extrafios de forma que puedan ser
reconocidos por linfocitos T antigeno-especificos. Esta funcion de los macréfagos se conoce
como células presentadoras de antigeno[80-82].

En la fase efectora de la respuesta inmunitaria humoral, los antigenos extrafios, como los
microorganismos, son recubiertos u opsonizados por moléculas de anticuerpos y proteinas
del complemento. Puesto que los macrofagos expresan en su superficie receptores para
anticuerpos y ciertas proteinas del complemento, fijan y fagocitan estas particulas
opsonizadas méas avidamente que las particul as no recubiertas[ 77].

No obstante que hay disparidades especificas entre la funcion fagocitica de los macréfagos y
neutrofilos, el proceso fagocitico incluye varias etapas secuenciales que son comunes en
ambas células y que comprenden la quimiotaxis, la adhesion, la endocitosis (la cual se
optimiza por la opsonizacion de las particulas), y los cambios fisicos y bioguimicos
intracelulares que capacitan a los fagocitos para matar y digerir a los microorganismos: €l
incremento en & metabolismo genera de las células, la formacion del fagosoma, la
interaccion del fagosoma con endosomas y lisosomas para formar € fagolisosoma, la
acidificacion del fagolisosoma, la formacion de metabolitos reactivos del oxigeno y de
nitrégeno, la activacion de las hidrolasas lisosomales, y finamente la expulsion del material
de desecho mediante € proceso de la exocitosis (Fig. 4.1.1[79])[79,81,83]. Estos cambios
son generales y ocurren aun cuando se trate del enfrentamiento entre los fagocitos y
particulas o parasitos de tamafio muchas veces mayor que el de ellos. En estos casos, l0s
fagocitos a hacer contacto con las microparticulas, estimulan sus mecanismos citocidas y
vierten al exterior € contenido de sus granulos. La “fagocitosis frustrada’, como se llama a
este fendmeno, ocasiona no sdlo la destruccion de la particula, sino también dafio del tejido
circundante[ 79].
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Fig. 4.1.1. Etapas del proceso de la fagocitosis: (a) quimiotaxis, (b) adherencia delas célulasalos
microorganismos, (¢) endocitosis, (d) formacion del fagosoma, (€) formacion del fagolisosoma con la

consecuente destruccion del microorganismo, y (f) eliminacion de desechos (exocitosis).

Diapédesisy quimiotaxis

Los procesos de infeccion o trauma propician cambios en € microambiente tisular, lo cua
da origen a la formacién de materiales exdgenos (derivados de microorganismos) y
enddgenos (los que resultan de las ateraciones tisulares), con actividad quimiotactica. Para
que las células fagociticas acudan a los sitios de lesidn, deben salir primero de los vasos
sanguineos. Los cambios fisicos observados durante la salida de las células incluyen,
primero € flujo entorpecido de los leucocitos, después su desplazamiento por rodamiento
sobre la superficie interna de los vasos sanguineos, més tarde su marginacion, adhesion y
expansion sobre el endotelio vascular, y finalmente su salida por diapédesis a través de las
uniones entre las células endoteliales (Fig.4.1.2[79]). En €l proceso de diapédesis participan
de manera muy importante las proteinas de adhesién tanto de los leucocitos como de las
células endoteliales (Tabla4.1.1[79], apéndice ).
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L as proteinas de adhesién participan en los mecanismos de sefializacion celular y transmiten
sefides tanto del interior como del exterior de las células. En € primer caso, en condiciones
de reposo, las integrinas presentan una conformacion inactiva, manteniendo a los leucocitos
en estado no adhesivo. La activacion de los leucocitos por diversos mediadores como los
quimioatrayentes de origen endotelial y microbiano, origina cambios conformacionaes en
los heterodimeros de |as integrinas. Estos cambios aumentan la afinidad de | as integrinas por
sus ligandos ICAM y la adhesividad de los leucocitos a los endotelios. En e segundo caso,
el mecanismo de sefializacion comienza con el enlazamiento de un ligando exdgeno con una
integrina de la superficie celular, evento que genera sefid es bioquimicas en el interior de las
células que activan diversas proteinas G y proteincinasas, y que culminan con la
polimerizacion de la actina, con e consecuente movimiento celular (quimiotaxis y
fagocitosis), y con la expresion de agunos genes codificantes de proteinas de adhesion, de

citocinas, y de otras proteinas[ 79,81].

Adeesires: legrmas [, Belecines L

Fig. 4.1.2. Proceso de salida de las células fagociticas de | os vasos sanguineos a los sitios de lesion.

La interaccion entre |os factores quimiotacticos y sus receptores sobre las células fagociticas
no solo inicialamigracion dirigida de las células, también induce la liberacion de enzimas'y
de metabolitos del oxigeno, sin embargo, las concentraciones de los factores que inician las
funciones de migracion y de secrecion de las células son muy diferentes; la quimiotaxis
ocurre a bagas concentraciones de los quimioatrayentes (ng-fg), la secrecion sucede a
concentraciones 10 a 50 veces mayores. La quimiotaxis requiere de energia, calcio y
magnesio, y depende de la existencia'y funcién de las estructuras contractiles de las células
que constituyen el citoesquel eto[80,81].
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Opsonizacion

L.a opsonizacion es un fendmeno que mejora el proceso de laendocitosisy que requiere de la
interaccion de las particulas ingeribles con los factores del suero de diversa naturaleza
denominadas opsoninas. Las opsoninas incluyen anticuerpos (principamente 1gG),
componentes del complemento, y algunas otras proteinas presentes en el suero, en el moco y
en € fluido pleura (Tabla4.1.2, apéndice |). El papel de las opsoninas como promotoras de
fagocitosis esté relacionado con la presencia de receptores para ellas en la membrana de las
células fagociticas.

En el caso de los anticuerpos, por g emplo, éstos funcionan como opsoninas una vez que han
interaccionado con determinantes antigénicos homologos presentes en las particulas
ingeribles. Los leucocitos PMN y los MN de la mayoria de las especies, tienen receptores
especificos para la region Fc de las inmunoglobulinas 1gG1, 1gG3, 1gG2 e 1gG4, en ese
orden de abundancia[81,82,84].

Endocitosis

La endocitosis, el mecanismo por €l cual las particulas penetran a las células; usualmente
ocurre a traves de receptores localizados en regiones de la membrana revestida por clatrinas.
El proceso comprende la invaginacion de la membrana plasmatica alrededor del material
extracelular, formando una vacuola fagocitica. En la mayoria de los casos la vacuola se
fusiona, reversiblemente con los lisosomas para dar origen a la vacuola digestiva o
fagosoma. Esta fusién permite el contacto de la particula fagocitada con las hidrolasas
lisosomales del fagocito. Como resultado de esta actividad, continuamente se remueven
porciones de la membrana plasmatica para formar la envoltura de la vesicula endocitica.
Tulkens y colg[85] propusieron que durante el proceso de fusion fago-lisosomal, los
componentes transportados por las vesiculas podrian: (@) mantenerse ligados a los
componentes de la membrana celular, (b) permanecer en solucién, o (c) ligarse ala fraccion
de membrana lisosomal, segln las afinidades particulares entre ligandos y membranas.
Enseguida, cuando las dos vesiculas (fagosoma y lisosoma) se separasen, 10s componentes

endocitados o0 sus productos de hidrdlisis podrian ser reciclados a exterior junto con la
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membrana celular, o podrian ser retenidos en los lisosomas para ser procesados y
posteriormente integrados a citoplasma. De esta manera, aquellos ligantes que tuvieran gran
afinidad por componentes de la membrana celular, serian retenidos firmemente por la
membrana y reciclados junto con ella a la superficie celular. Los ligandos sin una afinidad

particular por la membrana externa, podrian ser retenidos en los lisosomas[81,84].

Receptores mediadores de endocitosis

Existen dos tipos fundamentales de receptores en la superficie de los fagocitos. los
receptores para congtituyentes propios de los microorganismos y los receptores para
opsoninas. Los primeros incluyen a los receptores para manosa, |0s receptores para mananas
e integrinas (DEC-205) y los receptores para lipopolisacaridos o receptores carrofieros (del
inglés scavenger receptors). Los segundos receptores incluyen a los receptores para la
proteina fijadora de manosa (MBPR), la cua también es reconocida por € receptor para
C1lq, los receptores para la proteina surfactante A (SPR2), los receptores para
inmunoglobulinas 1gG (FcyRI, RI1 'y RIII) y los receptores para complemento C3b (CR1) y
C3bi (CR3)[78,81,84].

Transduccion de sefiales

La mayor parte del conocimiento sobre las vias de sefializacion que conducen a la
fagocitosis proviene del estudio de los receptores para inmunoglobulinas (FcyR). Estos
receptores, en los fagocitos humanos, incluyen a FcyR1, FcyRIl y FeyRIIl. FeyRIl es una
sola cadena polipetidica con un dominio extracelular, un dominio transmembranal, y un
dominio intracitoplasmatico con dos regiones ITAM (immunoglobulin gene family tyrosine
activation motif). Los receptores FcyR1 y FcyRIIl carecen de ITAMS, pero se encuentran
asociados a proteinas adaptadoras (dimeros de cadenas gamma) que tienen las regiones
ITAM requeridas para la transduccion de sefiales. El entrecruzamiento de los receptores
FcyRI'y FeyRIII por sus ligandos correspondientes, promueve la fosforilacion de tirosinas en
los dominios ITAM de las subunidades gamma. La protein-tirosin-cinasa inicia (PTK)

responsable de esta fosforilacion es Lyn, un miembro de la familia Src. Las tirosinas
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fosforiladas en los dominios ITAM funcionan como sitios de unién de ata afinidad para los
dominios SH2 de las protein-tirosin-cinasas Src y Syk. Syk fosforila a la proteina p85bp y
ésta se torna un sitio de captura para la protein-tirosin 3 cinasa, PI3-K. PI3-K cataliza la
formacion de fosfoinositidos fosforilados como PIP3 (PIP3bp). Esta y otras proteinas, a
través de las GTPasa Rac o0 Ras, promueven la polimerizacion de la actina. Asi, la activacion
de Syc 60 SyK inicia una serie de cascadas de sefializacion que son causa de activacion
transcripcional, rearreglos en el citoesqueleto, y liberacion de mediadores inflamatorios. El
entrecruzamiento de los receptores IgyR por sus ligandos, resulta, findmente, en la

polimerizacion de la actinay la fagocitosig80-82,84].

Rafts y caveolas

Ademés de la entrada de microorganismos a las células fagociticas a través de receptores
para opsoninasy de receptores de reconocimiento patron, algunos de ellos a menos, también
pueden penetrar alos fagocitos através de rafts y de caveolas.

L os rafts son microdominios lipidicos presentes en las membranas plasmaticas y endosomal
de todas las células eucariotas. Estas regiones se encuentran enriquecidas de colesteral,
glucoesfingolipidos y glucolipidos con fosfatidil inositol através de los cuales se enlazan las
membranas celulares.

Las caveolas por su parte, son de variedad de rafts, localizadas en la membrana plasmatica
gue adoptan una forma de botella y que ademés de los lipidos antes mencionados tienen
unida a colesterol una 0 més proteinas de la familia de las caveolinas (caveolinas 1, 2y 3)
que se encuentran recubriendo la superficie citoplasmatica de la caveola. Las caveolinas
transportan colesterol del reticuloendoplasma donde se produce, a la caveola y regulan la
actividad de las proteinas de sefidizacion (tirosin cinasas) que se encuentran en la
caveola[80,84].

Maduracion de la vacuola fagosomal

Poco después de la internalizacién de la particula ocurre la despolimerizacion de la actina F

gue en un principio queda asociada al fagosoma, y la recién desnudada membrana vacuolar
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se hace accesible a los endosomas tempranos. Luego, a través de una serie de eventos de
fusion y de fision, la membrana vacuolar y su contenido maduran, fusionandose con
endosomas tardios y finalmente con lisosomas para formar el fagolisosoma. La velocidad de
la fusion fagolisosomal varia ampliamente dependiendo de la particula ingerida. También se
ha propuesto que la naturaleza de la superficie de la particula ingerida modifica la vel ocidad
de maduracion del fagosomay que las superficies hidrofobicas interfieren con la fusion de
los fagosomas con otros organelos. La fusion fagolisosomal no necesariamente implica la
fusién completa de las membranas, el paso del contenido lisosomal a la vacuola fagocitica
puede ocurrir a través de puentes acuosos estrechos que solo permiten el intercambio
limitado del contenido vacuolar.

Varias proteinas participan en la maduracion del fagosoma, dentro de ellas, las anexinas.
Estas proteinas se enlazan a fosfolipidos en una forma dependiente de calcio y funcionan
como puentes entre la membranay € citoesgueleto. Otras proteinas como las GTPasas rabb5,
rab7 y rapl (proteinas G pequefias), se asocian secuencialmente a los fagosomas, conforme
estos maduran.

Como resultado de su interaccién con e compartimiento endosomal, los fagosomas no solo
presentan cambios en la composicién de su membrana, también muestran cambios en su
contenido; por g emplo, adquieren tempranamente catepsina H, una enzima abundante en los
endosomas tempranos, y més tardiamente catepsina S, una enzima distintiva de los
endosomas tardios. Conforme maduran, los fagosomas se mueven sobre los microttbulos y
esto les permite interaccionar con los componentes del sistema endosomal.

En los lisosomas hay numerosos mecanismos microbicidas. El pH del fagolisosoma puede
ser tan bajo como 4 debido a la acumulacion de écido |actico, 1o que previene el crecimiento
de la mayoria de los patégenos. Ademas este microambiente acido optimiza la actividad de
numerosas enzimas microbicidas presentes en los lisosomas entre las que se incluyen
numerosas hidrolasas acidas (proteasas, nucleasas, glucosidasas, lipasas, etc.). También
contiene otras moléculas que inactivan a numerosos microorganismos como las proteinas
catidnicas que dafan la permeabilidad de las membranas bacterianas por interaccion con sus
superficies cargadas negativamente, o la lactoferrina, potente quelante de hierro, factor de

crecimiento imprescindible para muchos microorganismos.
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Ademés, tras la union de los receptores endociticos se incrementa la captacion de oxigeno
por los macréfagos y neutréfilos, que es utilizado para generar productos intermedios
reactivos de oxigeno, los cuales son agentes oxidantes muy reactivos capaces de destruir a
los microorganismos. A este fendmeno se le conoce como estallido respiratorio. La
generacion de intermediarios reactivos de oxigeno comienza con la activacion de un
complgjo enzimético localizado en la membrana del fagocito y del fagolisosoma
denominada NADPH oxidasa que reduce e oxigeno molecular a superéxido (O2). El
superéxido puede reducirse a radicales hidroxilo (OH) o dismutarse a peréxido de
hidrogeno (H2O,) por la accién de la superdxido dismutasa. EI OH™ y H,0O, son potentes
agentes oxidantes con gran capacidad microbicida. Ademés, los neutrofilos poseen una
enzima denominada mieloperoxidasa que utiliza el peréxido de hidrogeno generado en
estallido respiratorio y cataliza la halogenacion (generalmente su cloracion) de los
mi croorganismos fagocitados. Tales hal ogenaciones son un potente mecanismo microbicida
Los macréfagos cuentan también con un segundo sistema de generacion de radicales libres,
la sintetasa del Oxido nitrico inducible (iINOS). La iNOS se induce durante la fagocitosis y
cataliza la generacion de Oxido nitrico (NO) que es también un potente agente microbicida
Para algunos autores |a capacidad microbicida se debe al flujo de cationes (K*, H") que entra
en lacélulaparaequilibrar €l pH aterado por € Oy, lo que libera proteasas catiénicas de los
granulos de la matriz anionica del proteoglicano sulfatado para digerir a patdgeno.

La activacion incontrolada de los fagocitos puede ser muy dafiina para los tejidos propios,
por lo que debe estar estrictamente controlada. Los mecanismos microbicidas de los
macrofagos se activan por la fagocitosis de los microorganismos, pero su capacidad
fagocitica se puede incrementar notablemente mediante sefial es producidas por los linfocitos
Thly las células NK[83,84,86,87].

4.2. Fagocitosis de sistemas coloidales
Los acarreadores coloidales biodegradables en forma de emulsiones, liposomas o
nanoparticulas pueden tener una gran utilidad para la liberacion de farmacos en la

circulacion. Su tamafio y propiedades de superficie necesitan evitar la captura por simple

mecanismo de filtracién o por la presencia de macréfagos en el higado (células de Kupffer) y
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en el bazo. Las particulas que permanecen en circulacion se encuentran en niveles altos
después de la administracion intravenosa, y tienen la potencia suficiente para dirigir al
farmaco a lugares especificos o sitios donde haya inflamacion. Normalmente, una particula
al ser administrada por via intravenosa sera recubierta por opsoninas y reconocida por €l
MPS. Las células de Kupffer son extremadamente eficientes para la eliminacion de
particulas extrafiag 88].

El atrapamiento de sistemas particulados puede ocurrir mediante varios procesos tales como
la fagocitosis, pinocitosis por fase fluida o por endocitosis mediada por receptores. Se ha
observado que en las células del musculo liso, la internalizacion de las nanoparticulas es en
parte por pinocitosis por fase fluida y a través de hoyos recubiertos con
clatrinag41,43,89,90]. A lo largo de su atrapamiento, las nanoparticulas han mostrado ser
transportadas a los endosomas primarios y existe la posibilidad de que se vayan ordenando.
De los endosomas ordenados, una fraccién de nanoparticulas sale al exterior de la célula a
través de los endosomas que son reciclados, y la otra fraccién de nanoparticulas es
transportada por los endosomas secundarios, los cuales se fusionaran con los lisosomas.
Después las nanoparticul as escapan del endo-lisosomay entran al compartimiento citosolico,
donde puede haber degradacion del farmaco[41,43].

Lainversion de la carga en superficie de las nanoparticulas, principalmente en el pH acido
del endo-lisosoma, es el mecanismo responsable del escape de las nanoparticulas del endo-
lisosoma. La inversiéon de la carga en superficie resulta de la transferencia de protones e
iones hidronio de la solucion ala superficie de la nanoparticula bajo condiciones acidas (Fig.
4.2.1)[91]:
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Fig. 4.2.1. Transporte de nanoparticulas.
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Opsonizacién y fagocitosis

La opsonizacion es € proceso por € cua un organismo o particula extrafia es recubierta por
proteinas opsoninas, haciéndolas mas visibles para las células fagociticas. Después de la
opsonizacion, la fagocitosis puede ocurrir, la cual consiste en engullir y eventualmente
destruir y eliminar los materiales de la circulacion. Juntos estos dos procesos, forman
muchos de los mecanismos para eliminar 1os componentes indeseables de la sangre. En €
caso de las nanoparticulas poliméricas, |las cuales no pueden ser destruidas por o fagocitos,
son secuestradas por € MPS. S la nanoparticula polimérica no es biodegradable, la
acumulacion de estas particulas en estos rganos, normalmente en el higado y bazo, puede
causar toxicidad y otros efectos secundarios. En caso de que la nanoparticula sea
biodegradable los efectos secundarios serdn cas nulos, e incluso podrian no
existir[41,43,92,93].

La opsonizacion normalmente tiene lugar en la circulacién sanguinea, y puede tardar
segundos 0 muchos dias para completarla. EI mecanismo exacto a través del cual este
proceso es activado es muy complicado y no ha sido entendido en su totalidad[43]. Las
inmunoglobulinas y componentes del sistema del complemento, tales como C3, C4 y C5 son
conocidos como opsoninas, a igua que las proteinas del suero sanguineo, tales como la
laminina, la fibronectina, proteina C reactiva, colageno tipo 1 y muchas otrag41,78,80]. La
importancia de estas proteinas en e proceso de eliminacion ha sido indirectamente
demostrada en muchos estudios in vivo en animales con deficiencia de C3.

Las opsoninas, las cuales estan presentes en la sangre;, estdn en contacto con las
nanoparticulas poliméricas que son administradas, y pueden adherirse a su superficie por
medio de fuerzas de van der Walls, fuerzas electrostéticas, ionicas, hidrofobicas/ hidrofilicas
y otras[92,94].

Después de la opsonizacion viene el ataque del fagocito a la nanoparticula via union de
opsoninas a la superficie. Sin la presencia de opsoninas unidas o adsorbidas a la superficie
de la nanoparticula, la fagocitosis no ocurriria debido a la falta de reconocimiento de estas
particulas.

Una de las formas para atacar a las nanoparticulas se lleva a cabo cuando es modificada la

conformacion estructural de algunas proteinas séricas, de tal forma que a cambiar su
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conformacion se activan y pueden ser reconocidas por los fagocitos. La superficie de las
células fagociticas posee receptores especializados que interactlan con las proteinas
activadas, alertando la presencia de materiales extrafios. Un segundo método de ataque
fagocitico es la adherencia no especifica de nanoparticulas recubiertas con proteinas del
suero sanguineo a la superficie de los fagocitos,dando como resultado la estimulacién de la
fagocitosis. Este proceso es normalmente atribuido a la asociacion de las opsoninas a la
superficie hidrofébica de la particula.

El tercer modo de atague es por la activacion del complemento[78,80,95]. El sistema del
complemento puede ser activado por varios mecanismos: via clasica, via dternay lavia de
las lectinas. El tercer y Ultimo paso en el proceso de eliminacion es laingestion del material
extrano por fagocitosis. Este paso involucra la endocitosis de la particula o del material
extrafio por el fagocito. Siguiendo la endocitosis de la particula, € fagocito comenzara a
secretar enzimas y otros factores quimicos oxidativos, tales como el superdxido, éxido
nitrico y peréxido de hidrégeno para degradar al material fagocitado[77,82,96].
Desafortunadamente, las nanoparticulas no biodegradables no pueden ser degradadas por
este proceso Yy, dependiendo de su peso molecular y tamafio, seran eliminados por €l sistema
renal o secuestrados y guardados en uno de los 6rganos del MPS[90]. Como una primera
aproximacion, la eliminacion por el sistema renal ocurre solo en las moléculas con un peso
molecular alrededor de 5000 0 menos, pero pueden ser mayores que 100000 para polimeros
més densos como los dendrimeros. Sin embargo, las particulas no biodegradables y la
degradacion de moléculas con un peso molecular mas grande que € umbral renal, vuelve a
ser secuestrado en los 6rganos del MPS[41]. Ladistribucién final de este secuestro depende
de factores de distribucién y farmacocinéticog[41].

Como una regla general, la opsonizacion de particulas hidrofébicas, comparada con la de
particulas hidrofilicas, ocurre mas rapidamente, ya que aumenta la adsorcion de proteinas
sericas en su superficie.

Se ha demostrado, por estudios in vitro, una correlacion entre la carga en superficie de las
particulas y la opsonizacion, y estos resultados han mostrado que las particulas con carga
neutra tienen una menor velocidad de opsonizacion que las particul as con otra carga[41].

Los sistemas coloidales (SC) son generalmente eliminados por e MPS. Estos SC pueden ser

eliminados de la circulacion sanguinea por varias rutas, tales como la transcitosis, en la cua
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se lleva a cabo un proceso de transporte a través de las células endoteliales, 0 mediante
transferenciaintracelular[43].

El fendbmeno que describe el atrapamiento de una entidad exterior a la célula es [lamado
endocitosis y es un mecanismo irreversible. Los principales tipos de endocitosis son
fagocitosis y pinocitosis, los cuales tienen diferentes caracteristicas. La fagocitosis es un
proceso activo redlizado por células especidizadas via receptores especificos y no
especificos, y la formacion de pseuddpodos (extensiones de la membrana), resulta de la
espontanea polimerizacion de la acting[80,81,84].

La endocitosis mediada por receptores difiere de la fagocitosis por € envolvimiento de
hoyos recubiertos con clatrinas. En relacion a la pinocitosis (endocitosis por fase fluida) no
depende de receptores y es una ingestion pasiva de particulas insolubles, tales como las
lipoproteinas o complejos inmunes, macromol éculas solubles como |os anticuerpos, enzimas
u hormonas y solutos de bajo peso molecular. Vesiculas de 100 nm estan algunas veces,

cubiertas con clatrinas. Estos mecanismos se observan en laFig. 4.2.2[43].
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Fig. 4.2.2. Representacion esquematica de | os diferentes mecanismos de captura por endocitosis: (a)
fagocitosis, (b) endocitosis mediada por receptoresy (c) pinocitosis via clatrinas/vesiculas no

recubiertas.(CDDS: Sistemas coloidales de liberacion controlada)
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Muchos tipos de receptores estén presentes en la membrana plasmética de los macréfagos.
Algunas opsoninas contienen uno 0 mas sitios de unidn reconocidos por receptores. No
obstante, en la superficie uno de los que cominmente se encuentra es e receptor para €l
complemento, y después los receptores para los fragmentos constantes de varias
inmunoglobulinas (Fc) que difieren de acuerdo a la endocitosis mediada por receptores
(FcyRIla) o a la fagocitosis (FcyRIIb), los receptores para manosa/mucosa/N-
acetilglucosaminay parafibronectina

La distribucion de estos receptores es diferente de acuerdo a la funcién de las células

fagociticas, su grado de activacion, su tejido de origen y | as especies estudiadas43,80,81].

El sistema de complemento

El sistema de complemento es uno de los mecanismos mediante el cual |os cuerpos extrafios
son reconocidos. Esta compuesto por arededor de 30 proteinas, las plasmaticas, teniendo
una funcién enzimética o de union, y otras que presentan receptores a la superficie de
muchas células del sistemainmune (Fig. 4.2.3).

La activacion de estas proteinas ocurre en cascada, constituyendo tres via principaes: (i) la
via clasica, que es activada después de la fijacion de la proteina C1g a un anticuerpo o
directamente a un receptor de C1q en la superficie, (ii) la via aterna, que es activada
espontaneamente por la unidn de fragmentos C3 a la superficie del patégeno, y (iii) laviade
las lectinas, la cua es activada por la union de manosa-unida a lectina a carbohidratos que
contienen manosa, encontrados en bacteriasy en virug[96,97].

Cuaquiera que sea lavia, la cascada enzimatica lleva a la formacién de una enzima comun,
la C3 convertasa, la cua fragmenta en dos a la proteina mas abundante del sistema del
complemento; € componente C3. El fragmento méas grande, C3b es el componente activo
gue participa en el anclgje de las proteinas C5 a la C9. El ensamblgje de estas proteinas
contribuye a la formacién del MAC (complejo de atague a la membrana), que es el que va a
desestabilizar 1a superficie del SCLC. En adicion, C3b y su fragmento inactivo (C3bi)
pueden ser reconocidos por receptores especificos de las células fagociticas llevando a
engullimiento de cuerpos opsonizados. Las proteinas C3a, a igua que las C4ay Cha que

resultan de la ruptura de las proteinas C4 y C5, son fuertes agentes inflamatorios Ilamados
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anafilatoxinas. Una de sus funciones es atraer alas célulasdel MPS'y laliberacion de células
mediadoras de la inflamacion (basdfilos y eosindfilos). Estas anafilatoxinas también liberan

proteinas inhibidoras como C1 INH, factor | o H, las cuales regulan € sistema del
complemento[77,78,82,96].

(a) ¥ia Clasica (b) ¥ia de las lectinas [c] Via alterna
1y unido a bacterias MEL unido a manoza, Fompimients
Homplejos Az-Ac clizozacdridos o

espontinec de
“mélulas infectadas por wiras & células infectadas por wirus 3 en el suero

MASP-1 o MASE2 J'
Gir, Gis
m“ﬂ l EL J' Cab+ Cla

Zl — C1 complejo MEL <— complejo MEL
inachwa actwra actwo incabno
\ / C3b unida a la superficie
G4 * C4p + Cda l_(_ tactor B
—
ez l CIoB
Cab2 lacior D—},J,
l CAnBb + Ba
l—i— properdinalP)
Cib2b
C3bBbP
O3 convertasa 0% convertasa
MEL fclazica fria alterna)

N\

C3 convertazas

Cd—>»C3a + C3b

L
CIeomwrertaza [C4bZb3l & CSbbER)

L4
C5 ——>»(5b+ Cha

CEbETE
co—>|

CE0ETED),
complejo de ataqne 5 la membranaBIAC]
¥
CI10-16 unidades] destraccién de la

bicapa
lipidica

membrana

Fig. 4.2.3. Activacion del complemento por la via clasica (A), lectinas (B) y alterna (C)[96].
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4.3. Factores que influyen en la eliminacion delos SC

Naturaleza de los componentes

Eliminacién de SC via activacion del complemento. La activacion del complemento puede

estar mediada por mecanismos independientes de anticuerpos y dependientes de anticuerpos.
Los liposomas pueden ser fuertes activadores del complemento por su alto contenido de
fosfolipidos. Algunos autores sugieren gque la existencia de interacciones covalentes entre la
proteina C-reactiva y la fosfatidilcolina de huevo o la fosfatidiletanolamina lleva a la
activacion de lavia clasica en ausencia de anticuerpog[44,98].

Por otro lado, los anticuerpos anti -fosfolipidos han sido capaces de unirse a los lipidos
anionicos oxidados. La union puede ocurrir en asociacion con el cofactor f2-glicoproteina,
la cual interacciona fuertemente con las vesiculas que contienen fosfolipidos aniénicos como
la cardiolipina y el acido fosfatidico. Posteriormente, estos anticuerpos pueden jugar un

papel muy importante en la activacion de lavia clasica 43].

Reconocimiento por macrofagos. La habilidad de los macréfagos para reconocer e

interactuar con varias moléculas estd mediada principalmente por los receptores especificos
o glicoproteinas de la superficie. Estas proteinas del complemento o anticuerpos y sus
receptores pueden mediar la captacion de los SC después de reconocer fosfolipidos,
polimeros o residuos de azlcar.

La superficie de los macrofagos tiene diferentes receptores para fibronectina. Respecto a

colageno, esta proteina es capaz de unirse alagelating, fibrina, IgG y C3[41,43,99].

Tamario de particula

El tamafio de los SC es uno de los factores determinantes en su destino dentro del cuerpo.
Algunos estudios han mostrado que SC de tamafios muy pequefios son eliminados mas
lentamente de la circulacion que otros mas grandes. Muchos autores han descrito que la
activacion del complemento para particulas menores a 1um dependen de su tamafio, ya sea

gue se active por la via clasica o por la via aterna[100]. Concerniente a la fagocitosis de los
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SC por los macréfagos, se ha observado que existe un incremento en la degradacion de los
liposomas conforme va aumentando su tamafio[101]. Sin embargo, usando macréfagos de la
meédula 0sea provenientes de rata, Schwendener et a.[102] y Allen et al.[103] han descrito
que en presencia de suero los liposomas mas grandes son eliminados mas |lentamente,
aunque podrian comportarse asi debido a su estructura[43].

Harashima et a.[104] ha descrito dos formas de atrapar a los SC en e higado: uno
dependiente del tamafio via receptores del complemento y otro independiente del tamafio y
de la via de activacion de complemento. También se ha mostrado que en presencia de
opsoninas, € grado de opsonizacién incrementa con e tamafio de las nanoparticulas y se
correlaciona directamente con su atrapamiento. Esto ha llevado a concluir que los
macrofagos son capaces de reconocer particulas no en funcién a su tamarfio, sino en funcion
ala cantidad de opsoninas adheridas a su superficie.[44,82,105].

Respecto al mecanismo de captacion, Pratten et al.[106]describe que, para particulas de
aproximadamente 30 nm, la captacién puede ocurrir por pinocitosis, mientras que para
particulas de 100 nm aproximadamente, la eliminacion puede ser por fagocitosis. Sin
embargo, Lee et al.[107] ha mostrado que la pinocitosis juega un papel insignificante en la
captacion de liposomas y nanoparticulas, y que mas bien son eliminados por las células de
Kuppfer. Finalmente, sin importar el mecanismo, algunos autores han descrito una pobre

captacion de nanoparticul as con un tamafnio aproximado de 100 nm, estén cubiertas o no.

Carga eléctrica aparente

La influencia de la carga en la eliminacion de los SC ha sido bien descrita en varios
estudios[102,108]. La adsorcion de proteinas a la superficie de las particulas depende de las
interacciones que ocurren entre dichas particulas y las proteinas. De hecho, diferentes tipos
de estructuras, presentando cargas negativas o positivas y grupos hidroxilo en la superficie
han mostrado que gercen diferentes fuerzas, y que la densidad de carga, asi como la
hidrofobia, definen el tipo de adsorcidn de proteinas.

La superficie de las proteinas es muy heterogénea, ya que expone grupos con cargas
positivas y negativas, puentes de hidrégeno y regiones no polares. La interaccion de estas

proteinas con los SC pueden ser de diferente naturaleza: repulsivas y atractivas. Dentro de
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las interacciones de tipo repulsivas estdn las fuerzas de hidratacion y solvatacion,
repulsiones de tipo estérico y electrostéticas. Las interacciones atractivas involucradas son
puentes de hidrogeno, interacciones electrostéaticas, hidrofobicas e interacciones acido-
base[43,109].

Algunos estudios han demostrado que algunas nanoparticulas con carga positiva, tienen una
gran capacidad de adsorber proteinas del complemento, las cudles confieren un cambio en la
carga de superficie, volviéndola negativa, y que las nanoparticulas con carga negativa

adsorben proteinas, pero en menor cantidad[94,110].

L os estudios de fagocitosis de sistemas coloidales se enfocan principa mente a encontrar los
factores que influyen en la activacion de la respuesta inmune. En la mayoria de los estudios
se trata de modificar la superficie de la particula, y los recubrimientos més acertados son los
gue se han hecho con polietilenglicol, ya sea como copolimeros o por adsorciéon. Sin
embargo, también se han hecho modificaciones con lipidos, y tales modificaciones han sido
muy acertadas[40,48,97,110-114].

Otra variante que tienen estos estudios son los realizados con particulas donde se varia su

tamano, la carga en superficie y lanaturaleza de la matriz polimérica[45,92,98,99,109,115].

4.4, Deteccion/ cuantificacion del Proceso Fagocitico

Algunas de las técnicas para cuantificar 1os mecanismos antes descritos se muestran en la
Tabla4.4.1[43]:

Tabla 4.4.1. Técnicas de visualizacién y deteccion /cuantificacion de endocitosis.

Técnica Material Objetivo

Microscopia de contraste de fase Nanoparticulas (NP) Visualizacion
Microscopia Optica NP fluorescentes

Microscopia confocal NP fluorescentes

Resonancia magnética NP magnéticas

Citometriade flujo NP fluorescentes Detecci6n /cuantificacion
Conteo Gamma NP radiactivas
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Algunos de estos métodos resultan ser muy tardados y en algunas ocasiones peligrosos
debido a uso de radiactividad. En este apartado se hablara de la citometria de flujo, ya que

en este caso es el de mayor interés.

Citometria deflujo

La citometria de flujo es un proceso que permite que las células (500-4000/seg) pasen en fila
dentro de un flujo a través del Citdmetro. Mientras esto sucede, se puede hacer la medicion
simultanea de multiples caracteristicas fisicas de una sola célula. La ventgja analitica de la
citometria de flujo tiene como base la habilidad de hacer mediciones cuantitativas y
multiparamétricas en un numero estadisticamente adecuado de células para definir las
propiedades de una poblacion celular o de las subpoblaciones que la componen. El andlisis
multiparamétrico hace posible evaluar poblaciones celulares particulares dentro de una
mezcla compleja, ya que aprovecha propiedades intrinsecas de la célula como la dispersion
de laluz, y caracteristicas controladas como la fluorescencia. Al mismo tiempo, es posible
separar las poblaciones definidas por este andlisig116]. Estas ideas son la base de la técnica
conocida como FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting).

El FACS proporciona datos tales como e tamafio relativo de la célula, granularidad o
complegjidad interna y la intensidad relativa de la fluorescencia. Para llevar a cabo lo
anterior, €l aparato necesita de un sistema combinado de flujo, Optico y electrénico (Fig
4.4.1). El sistema de flujo introduce y restringe a las células para su andisis individual, €l
sistema Optico excita la muestra y colecta las sefiales de luz provenientes de la mismay €
sistema electronico convierte la sefial Optica en una sefia electronicay la digitaliza para el
andisis en computadora[117]. El sistema de citometria de flujo esta compuesto por cinco
unidades principales: una fuente de luz (lAmpara de mercurio o laser), flujo celular, unidad
de filtros Opticos para la deteccion de longitudes de onda especificas, fotodiodos o
fotomultiplicadores para la amplificacion de la sefiad y una unidad de operacion y
procesamiento de datos.

El funcionamiento del FACS es relativamente sencillo; pues una suspension celular se
inyecta al flujo laminar donde las células pasan una después de la otra a través de un capilar

y llegan hasta un rayo laser. Cuando este rayo incide en una célula, la luz de excitacion sale
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hacia adelante y hacia los lados de la célula y esto genera informacion. La luz dispersada
hacia delante provee informacion sobre el tamafio de la célula. La luz dispersada hacia los
lados provee informacion sobre la granularidad, tamafio y morfologia celular. Si la célulava
marcada con un fluoréforo, la luz fluorescente se procesa, a través del fotomultiplicador, en
el sistema procesador de datos y los resultados son analizados por el software del citometro.
El FACS posee una unidad de “sorteo” que ofrece la posibilidad se separar subpoblaciones
seleccionadas. Las células se cargan eléctricamente y |as gotas resultantes se desvian al pasar

através de un campo eléctrico[116].

Cnsial Piczoeléctrico
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Fig. 4.4.1. Esquema generalizado de los componentes de un citdmetro-sorteador.

_
]
L

La fagocitosis es uno de los principales mecanismos de defensa, por ello su evaluacion in
vitro es muy importante. La citometria de flujo se aplica para conocer € buen
funcionamiento de las células fagociticas, y tiene la gran ventaja de evaluar grandes nimeros
de células, haciéndolo célula por célula, proporcionando una mayor precision que los
métodos convencionales, los cuales cuentan o miden la respuesta de un grupo de
célulag[118]. Las subpoblaciones de células pueden ser identificadas y evaluadas, sin
importar que éstas tengan que separarse, 1o cual consumiria més tiempo y alteraria su
fisiologia a utilizar otra metodologia, ademés de que se pueden utilizar células viables o
fijag119].
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Los ensayos de fagocitosis por citometria de flujo permiten conocer € porcentgje de células
fagociticas y €l nimero de esferas fagocitadas, las cuales tienen que estar marcadas
fluorescentemente. También se puede conocer la velocidad de degradacion intracelular de
cada particula, y en e caso de bacterias; la velocidad en la que mueren dichos patégenos.
Esta técnica también ha sido adaptada para estudiar fagocitosis de eritrocitos y células en
apoptosis[119,120].
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1. OBJETIVO GENERAL

Elaboracion de nanoparticulas de poli g-caprolactona (PCL) e Ivermectina modificadas con

PEG 6000 y su estudio a nivel tecnolgico y fagocitico.

2. OBJETIVOSPARTICULARES

e Aplicacion de la técnica de microemulsién por fusion para la obtencién de
nanoparticulas poliméricas.

e Optimizacion de latécnica de microemulsion por fusion.

e Caracterizacion de nanoparticulas poliméricas modificadasy sin modificar.

e Determinacion de la activacion del complemento

e Andlisisdel proceso fagocitico de sistemas nanoparticul ados.
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V. PARTE
EXPERIMENTAL
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1. REACTIVOS, MATERIAL Y EQUIPO

Poli e-caprolactona (Fluka)

Brij® 56 (Sigma)

I sopropanol grado analitico (Baker)

Ivermectina |lote 20030408. Laboratorios Aranda

Cloruro de sodio (Baker)

Polietilenglicol 6000 (Fluka)

Aguadestiladay desionizada, filtrada por membrana 0,02um
Fluoresceina sodica Sigma Lote 1275h

Acetonitrilo grado HPLC (Baker)

Metanol grado HPLC (Baker)

Acido acético glacial (Baker)

Medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium) Gibco, complementado y
sin complementar.

Medio DGVB**

Amortiguador de boratos pH 8,5

Amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7,5

Solucién diluyente parafijacion de complemento (CFD)
Material biologico

Eritrocitos de carnero

Suero de cobayo

Anticuerpos o-DNP de congjo

Macrofagos murinos de lalinea celular J774

Descripcion de los reactivos
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Poli e-caprolactona: (CsH100.), PM. 10000 g/mol. Polimero biodegradable no tdxico, con un
punto de fusion de 60 °C, temperatura de transicion vitreade 60 °C y densidad de 1.146
g/mL a 25 °C. Presentacion en hojuelas.

Brij® 56: CysH33(OCH,CH,),OH, n~10, PM. 682 g/mol. Polioxietilen 10-cetil éter.
Tensoactivo no idnico, semisdlido, HLB 12.9, parcialmente soluble en aguay soluble en
etanol eisopropanol. Punto de fusion: 32-34 °Cy densidad de 0.977 g/mL a 25 °C.

Isopropanol: C3HsO/(CH3),CHOH, PM. 60.1 g/mol, densidad 0.79 g/mL, P, 83°. Liquido
incoloro miscible en agua y en otros alcoholes. Produce irritacion en ojosy en el sistema
respiratorio superior, asi como nauseas, dolor de cabezay depresion del SNC.

Mezcla Brij® 56 /Isopropanol (1:1 p/p): densidad 0.8811 g/mL.

Cloruro de sodio: NaCl, PM 58,44 g/mol, punto de fusion de 801°C. Sal inorganica soluble

en agua.
Polietilenglicol (PEG) 6000: HO-[CH2CH20O]n-H, PM 5000-7000, punto de fusion 56-63°C,
densidad de 1.2 g/mL a 25°C. Polimero muy soluble en agua, sirve como emulsificante y
estabilizante.

Acetonitrilo: CH3CN, PM 41,05 g/mol, grado HPLC, densidad 0.777 g/mL a 25°C.

Metanol: CH3;OH, PM 32,64 g/mol, grado HPLC.

Acido acético glacial: CHsCOOH, PM. 60.05 g/mol. Afecta a sistema respiratorio, 0jos,

piel, dientesy pulmones.

I nstrumentos y equipos

Celdas de vidrio acopladas a un bafio de agua con temperaturay agitacion controlada.
Bario circulador Haake DC10 P5
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Balanza Ohaus Adventur

Parrillas de agitacion

Sonicador Cole-Parmer 8390

Ultraturrax IKA T18 Basic

Centrifuga Eppendorf 5810R

Tubos para ultracentrifuga Nalgene

Centrifuga Eppendorf 5415C

Tubos eppendorf 2 mL

Zetasizer Marlven Instruments Modelo ZS3600
Espectrofotémetro Ocean Optics, Inc., UV SAD 500
Calorimetro Termal Andlisis System TA-60WS, Shimadzu
Frascos para cultivo de células 75cm?, Corning Flask
Microscopio optico Zeiss

Microscopio de fluorescencia Zeiss Axioskop
Incubadora Napco 5100 con control del ambiente
Citometro de flujo FACScan

Tubos paraFACS 5mL, BD Falcon

2. METODOLOGIA

2.1. Elaboracion de nanoparticulas sin PEG 6000

L a técnica utilizada para la obtencién de nanoparticul as fue microemulsion por fusion, donde

se hace uso de la capacidad que tiene la PCL para disolver un 10% de Ivermectina. Esta

técnica resulta ser eficiente y segura, ya que no se tiene que utilizar un disolvente organico

en € cual el polimero se tenga que disolver, como se hace en la mayoria de | as técnicas para

la obtencion de nanoparticulas de polimeros biodegradables. Sin embargo, existe una gran

problemética a utilizar esta técnica, pues la cantidad de tensoactivo que se requiere para

formar la microemulsion es muy grande.

La composicion en porcentgje p/p de la microemulsion de la cual se van a generar las

nanoparticulas poliméricas es la siguiente:
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o 2.87%dePCL

e 39.3%deBrij® 56

e 39.3 % de Isopropanol

e 18.2%deHy0

e |vermectina: 10% del peso de la PCL

La técnica para generar las nanoparticulas a partir de la microemulsién se muestra en €

diagrama 2.1.1.

Preparar una mezcla de Brij®
En una celda de vidrio, a 70°C, S6/lsopropanol  con H0, ~en una

fundir 98.3mg de PCL. Agregar proporcion 83:17 vl/v, donde 83

. corresponde al volumen de lamezclay 17
9.83 mg (.je Ive_r,mectma y mezclar - a volumen de agua. Calentar hasta 70°C y
hasta su disolucion.

agregar 3.56 mL de dicha mezcla a la
celda de vidrio, manteniendo la agitacion
y latemperatura constante.

Dejar en agitacién hasta que se Bajar la temperatura de la celda
tenga una mezcla homogénea y apagando el bafio de agua, y sin
agitar con el Ultraturrax durante 3 _ suspender la agitacion, agregar
minutos a una velocidad de 5000 a 80 mL de agua fria (10°C aprox.).
10000 rpm.

Retirar €l sobrenadante y resuspender el
boton obtenido en 40 mL de agua
Centrifugar 20 min a 20000 rpm. Si las
Vaciar la mezcla a los tubos para particulas son requeridas en ese momento,
Ultracentrifuga y  centrifugar ‘ resuspender e boton en solucién saina
durante 20 min a 20 000 rpm. isoténica (SSl) y sonicar durante 60 min. En
caso de que las particulas no sean requeridas
en ese momento, dgjar secar e botén a
temperatura ambiente.

Diagrama 2.1.1. Elaboracion de nanoparticulas sin PEG 6000.
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Al determinar el tamafio de particula de las nanoparticul as obtenidas, se observé que no era
el esperado (200-300 nm), sobre todo después de la centrifugacion, por 1o que se hicieron
modificaciones en la composicion del agua fria con la cua se precipitan las nanoparticulas.

L as mezclas que se probaron para la generacion de las nanoparticul as fueron:

e Agua+ Isopropanol (10:1)
e Solucion salinaa 0.001% p/v
e Solucion salinaa 0.001% + Isopropanol (10:1)

La técnica utilizada fue la misma, solo que €l agua fria se remplazé por las mezclas antes
mencionadas, y €l agua con la que se resuspende e boton después de la primera
centrifugacién también se reemplaza por lamezcla.

Al observar que los tamafios de particula de las nanoparticulas obtenidas mejoraron a
utilizar la sal de sodio, y que €l Isopropanol no aportd beneficio alguno, se estudiaron las
siguientes mezclas para su generacion:

e Solucién salinaa 0.002%
e Solucién salinaa 0.003%
e Solucién salinaa 0.005%

Después de la caracterizacion de estas Ultimas nanoparticulas, se eligi6 como la mejor

opcién parala precipitacion de éstas ala solucién salinaal 0.001%.

2.2. Elaboracion de nanoparticulas con PEG 6000

La técnica utilizada para la elaboracion de las nanoparticulas recubiertas se muestra en el
diagrama 2.2.1.
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— Preparar una mezcla de Brij® 56/Isopropanol con
En una celda de vidrio, a 70°C, H,O en una proporcion 83:17 viv, donde 83
fundir 98.3mg de PCL. Agregar corresponde a volumen de lamezclay 17 al volumen
9.83mg de Ivermectina y mezclar ‘ de agua. Calentar hasta 70°C y agregar 3.56 mL ala
hasta su disolucion. celda de vidrio, manteniendo la agitacion y la
temperatura constante.

!

Dear en agitacion hasta que se - -
tenga una mezcla homogénea y Bajar |a temperatura de |a celda apagando el bafio
agitar con el Ultraturrax durante 3 de agua, y sin suspender la agitacion, agregar 80
minutos a una velocidad de 5000 a _ mL de agua fria (10°C aprox.) con PEG 6000, en
10000 rpm. una concentracion de 8.3x10° M (500mg/L).

Retirar el sobrenadante y resuspender €l botén
obtenido en 40 mL de agua con PEG 6000 en
la misma concentracion. Centrifugar 20 min a
Vaciar la mezcla a los tubos para 20000 rpm. Si las particulas son requeridas en
Ultracentrifuga vy  centrifugar - ese momento, resuspender € boton en SSI y
durante 20 min a 20 000 rpm. sonicar durante 60 min. Si no se requieren en
ese momento, dejar secar e botén a
temperatura ambiente.

Diagrama 2.2.1 Obtencion de nanoparticulas recubiertas con PEG 6000.

Para saber qué concentracion de PEG 6000 era la adecuada para obtener las nanoparticulas
con las caracteristicas deseadas, se realizaron varios lotes con cantidades diferentes de PEG
6000, siguiendo la misma metodologia. Las concentraciones de PEG 6000 evaluadas fueron

las siguientes:

8.33x 10° M (500 mg/L)

1.66 x 10* M (1000 mg/L)
2.50 x 10" M (1500 mg/L )
3.33x 10 M (2000 mg/L)

2.3. Elaboracion de nanoparticulas fluor escentes
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Para los estudios de fagocitosis es preciso que las nanoparticulas estén marcadas con un
fluorocromo, ya que la cuantificacion se realizard mediante citometria de flujo[118].

El proceso para obtener nanoparticulas fluorescentes se muestraen el diagrama 2.3.1.

— Preparar una mezcla de Brij® 56/l1sopropanol con
En una celda de vidrio, a 70°C, H,O en una proporcion 83:17 v/v, donde 83
fundir 98.3mg de PCL. Agregar ‘ corresponde a volumen de lamezclay 17 a volumen
9.83mg de Ivermectinay 5 mg de de agua. Calentar hasta 70°C y agregar 3.56 mL ala

Fluoresceina sodica. Mezclar hasta celda de vidrio, manteniendo la agitacion y la
su disolucion, cubriendo de laluz. temperatura constante.
Dejar en agitacion hasta que se Bajar la temperatura de la celda apagando € bafio
tenga una mezcla homogénea y de agua, y sin suspender la agitacion, agregar 80
agitar con el Ultraturrax durante 3 _ mL de agua fria (10°C aprox.) con PEG 6000 en las
minutos a una velocidad de 5000 a concentraciones requeridas o NaCl para las
10000 rom. nanoparticulas sin PEG..

Retirar el sobrenadante y resuspender € botén
obtenido en 40 mL de agua con PEG 6000 o
NaCl en la concentracion anterior. Centrifugar

20 min a 20000 rpm. Si las particulas son
Vaciar la mezcla a los tubos para - requeridas en ese momento, resuspender el
Ultracentrifuga y centrifugar botén en SSI y sonicar durante 60 min. Si no
durante 20 min a 20 000 rpm. Se requieren en ese momento, dejar secar €

botén atemperatura ambiente.

2.4. Caracterizacion de nanoparticulas

Tamario de particula y potencial zeta

Unavez obtenido € botdn de nanoparticulas después de la segunda centrifugacion, se paso a
una caja Petri y se dgj6 secar a temperatura ambiente. Ya que se sec, se tomd una porcion
de la masa y se resuspendid en la mezcla que se utiliz6 para precipitar y lavar a dichas
nanoparticulas. Se sonico durante 60 minutos a 20 °C y posteriormente se ley6 e tamarfio de

particulay el potencia zetaen las celdas correspondientes.
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Calorimetria diferencial de barrido

Del botén obtenido después de la segunda centrifugacion, se tomo 1 mg + 0.03 de la muestra
y se encapsuld en crisoles para muestras solidas, esto para su posterior andlisis en €
calorimetro. Las condiciones de trabgjo fueron las siguientes:

Atmésfera: Nitrogeno

Velocidad de flujo del nitrégeno: 30 ml/min

Celda: aluminio

Velocidad de latemperatura de calentamiento: 5°C/min

Intervalo de temperatura: 20-200°C

2.5. Proliferacion de macr 6fagos murinos J774

Para la proliferacion de los macréfagos J774 se utilizaron células crioconservadas, las cuales
fueron descongeladas y posteriormente cultivadas en medio DMEM complementado. Las
células se mantuvieron en incubacion a 37°C en una atmésfera con 5% de CO,. Las

condiciones de trabajo fueron en completa esterilidad.

2.6. Activacion de complementoy proceso fagocitico

Activacion del complemento

La activacion del complemento puede ser evaduada mediante métodos
inmunoel ectroforéticos, por ensayos de ELISA o por ensayos hemoliticos.

En este caso, se vaa utilizar el método CH50 (cuantificacion del 50 por ciento de hemadlisis)
permite determinar la actividad hemolitica de las proteinas del complemento en suero,
expresandola en unidades CH50/mL, donde una unidad CH50 produce & 50 por ciento de
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hemoalisis de una suspension de eritrocitos bajo condiciones estdndar. Para dicho método se

realizan |os siguientes pasos:

Sensibilizacion de eritrocitos con TNBS (trinitro bencen-sulfoxido)

1

Lavar 2 mL de paguete globular con 15 mL de medio DGVB por 12 minutos a 2200
rpmy 4°C.

Lavar unavez con 15 mL de amortiguador de boratos por 12 minutos a 2200 rpm y
4°C.

Retirar e sobrenadante y agregar TNBS en amortiguador de boratos* para
sensibilizar a los eritrocitos. Incubar en agitacion constante y cubiertos de la luz, a
temperatura ambiente durante 10 minutos.

Agregar 15 mL de amortiguador de boratos, centrifugar 12 minutos a 2200 rpm y
retirar el sobrenadante.

Lavar con 7,5 mL de amortiguador de boratosy 7,5 mL de DGVB por 12 minutos a
2200 rpmy 4°C.

Lavar los eritrocitos 2 veces con 15 mL de DGVB o hasta que e sobrenadante
quede claro. Resuspender el boton en 15 mL de DGVB.

Guardarlos cubiertos de la luz a 4°C. De esta manera se mantienen viables por una

semana

* 6,22 mg de TNBS en 7 mL de buffer de boratos (para1 mL de paguete globular).

Opsonizacidn de eritrocitos.

1
2.

Los eritrocitos sensibilizados se lavan 3 veces con medio DMEM sin complementar.
Del pellet de eritrocitos obtenido, se hace una suspension a 2% en medio sin
complementar.

Se prepara una solucion de anticuerpo (Ac) a-DNP de conegjo en medio DMEM sin
complementar (10uL de Ac + 790uL de medio DMEM sin complementar).

Tomar el volumen requerido de la suspension de eritrocitos y posteriormente agregar
el mismo volumen de la solucién de anticuerpos o-DNP, de tal forma que los
eritrocitos queden al 1%.

Dejar agitando por 30 minutos atemperatura ambiente y cubiertosde laluz.
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6. Centrifugar 12 minutos a 2200 rpm y retirar el sobrenadante
Resuspender el boton en un volumen de medio DMEM sin complementar necesario
para obtener una suspension a 1%.

8. Mantener a 4°C cubiertos de la luz. Los eritrocitos opsonizados se mantienen
funcionales durante 24 h.

Determinacion del 50 por ciento de hemdlisis. Preparacion de la curva de calibracion.

1. Preparar unasuspension a 1% de eritrocitos opsonizados en CFD.
2. Preparar una solucion stock de suero de cobayo 1:40 en CFD. Del stock, en tubos

eppendorf, preparar las diluciones de acuerdo a siguiente cuadro:

pL stock |  ----- 4 8 20 40 60 80 100 200

pL CFD 200 196 192 180 160 140 120 100 | -

3. Agregar a cada uno de los tubos 50uL de la suspension de eritrocitos e incubar a
37°C durante 30 min.

4. Después de haber incubado, agregar 750uL de CFD a cada tubo y centrifugar 1
minuto en la centrifuga para eppendorf. La hemoglobina liberada se puede estimar en
un espectrofotdmetro a415 nm. Utilizar como blanco CFD.

Preparacion de las muestras

1. En un tubo eppendorf colocar 150uL de una dilucion de suero de cobayo 1:1000 en
CFD. Agregar 50uL de una suspension de particulas a 5% en CFD, previamente
sonicada por 60 min. Preparar d mismo tiempo dos muestras control, una donde se
agreguen 150 uL de CFD y 50 uL de la suspension de particulas sin PEG 6000 y otra
donde se agreguen 150 uL deladilucién de sueroy 50 uL de CFD.

2. Agregar 50uL de la suspensién de eritrocitos opsonizados a 1% a todos los tubos e
incubar a 37°C durante 30 min.

3. Adicionar a ambos tubos 750uL de CFD y centrifugar durante 1 minuto en la
centrifuga para eppendorf. Determinar la cantidad de hemoglobina liberada en €

espectrofotometro a 415 nm. Es necesario realizar estos ensayos por triplicado.
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Toxicidad del Brij56® en macro6fagos murinos J774

En tubos eppendorf agregar entre 100000 y 300000 células en 200uL de medio
DMEM complementado.

Preparar las suspensiones de particulas a 1% que seran evaluadas en medio DMEM
complementado y sonicar durante 60 min a 20°C.

Agregar 50uL de cada una de las suspensiones e incubar una serie de tubos durante
60 min a 37 °Cy laotra serie de tubos durante 60 min a4 °C.

Después de laincubacion lavar dos veces con medio DMEM sin complementar y una
vez con PBS.

Decantar € sobrenadante del Ultimo lavado y agregar 200uL de PBS.

Tomar 25uL de la suspension celular y vaciar a un tubo con 25 uL de solucién de
azul tripano.

Tomar la cantidad suficiente para contar las células vivas en una camara de
Neubauer. Es importante que la muestra se observe inmediatamente después del
contacto con € azul tripano, ya que después de 5 minutos todas las células se tefiiran
de azul.

Proceso fagocitico

Para evaluar la fagocitosis de las nanoparticulas se realizaron nanoparticulas fluorescentes.

La técnica mediante la cua se obtuvieron las nanoparticulas siguié siendo microemulsion

por fusion, sélo que se adiciond 1 mg de fluoresceina sddica junto con e farmaco, para que

ésta quedara encapsulada en €l interior de la particulay no se eliminara con los lavados.

Paralafagocitosis de |as nanoparticul as se utilizaron macréfagos de lalinea celular J774.

Fagocitosis en placa

1

En una placa de cultivo de 96 pozos se siembran 40000 células por pozo con 100 uL
de medio DMEM complementado.
Incubar las placas con las células por lo menos durante 2 h a37 °C y 5% de CO; para

permitir la adherencia de los macréfagos.
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Preparar una suspension de particulas fluorescentes a 1% en medio DMEM
complementado y sonicar durante 60 min a 20°C.

Agregar alaplacacon células 30uL por pozo de la suspension de particulas.

5. Incubar durante 3h a37 °Cy 5% de CO..

0.

Lavar la placa sumergiéndola en PBS por 20 sy tirar e sobrenadante. Hacer tres
lavados.

Después del ultimo lavado retirar todo el sobrenadante de la placa con un
movimiento fuerte y de un solo golpe.

Parafijar alas células, agregar 200uL de para-formaldehido (PFA) y dejar incubar a
temperatura ambiente durante 20 min.

Lavar con PBS dos vecesy agregar 200uL del mismo amortiguador.

10. Observar la placa en un microscopio fluorescente e invertido.

Fagocitosis en tubo

1

En tubos eppendorf agregar entre 100000 y 300000 células en 200uL de medio
DMEM complementado.

Afadir 50uL de una suspension de particulas en medio DMEM complementado al
1% previamente sonicada durante 60 min a 20°C.

Incubar una serie de tubos durante 3 h a 37 °C y otra serie de tubos durante 3 h a4
°C.

Lavar con centrifugacion dos veces con medio DMEM sin complementar y una vez
con PBS.

Después del dltimo lavado agregar 400uL de PFA y dejar incubar a temperatura
ambiente durante 20 min.

Lavar con centrifugacion con PBS unavez y resuspender en 300uL de PBS.

Leer las muestras en e citometro de flujo. Hacer 10000 conteos.
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V. RESULTADOS Y
DISCUSION
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1. ELABORACION DE NANOPARTICULASSIN PEG 6000

La técnica de microemulsién por fusion consiste en formar una microemulsion donde la fase
oleosa sea un polimero (en el caso de nanoparticulas de polimeros biodegradables) o un
lipido (en €l caso de nanoparticulas lipidicas). La fase acuosa consta de una mezcla de agua
y tensoactivo, €l cual, a su vez, estd mezclado con un cotensoactivo, que en este caso es €
isopropanol.

Debido a las propiedades de la PCL, es dificil formar la microemulsion, pues es totalmente
insoluble en agua. Para disminuir la tension superficia que existe entre la PCL en estado
liquido y el agua, es necesario hacer uso de un tensoactivo mezclado con un cotensoactivo,
solo que existe un inconveniente, pues la cantidad de tensoactivo que se necesita para formar
la microemulsion es muy grande.

Para encontrar la proporcién adecuada de cada uno de los componentes para la formacion de

una microemulsion o/w, se prepararon |las siguientes mezclas:

Tabla 5.1.1. Composicién (p/p) de las mezclas evaluadas para formar microemulsiones.

Mezcla % PCL % Brij 56/ sopropanal % H,0
A 2.23 83.62 14.14
B 757 83.62 8.7
C 12.75 83.62 3.52
D 2.32 79.05 18.62
E 6.88 79.05 14.06
F 12.62 79.05 8.32
G 171 87.64 10.64
H 5.87 87.64 6.48
| 10.8 87.64 1.56

Con los resultados obtenidos se realizo el siguiente diagrama ternario:
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Gréfico 5.1.1. Diagrama ternario de PCL, Brij 56 y H,O (los cuadros indican que no se forma una

microemulsion, y lostridngulos indican que si se formé una microemulsion).

Como se observa en €l gréafico 5.1.1, los triangulos (mezclas A, B, C, G, H e ) indican que
las mezclas forman una microemulsion (unafase), y los cuadros (mezclas D, E y F) indican
gue la mezcla no logra formar una microemulsion, observandose dos fases; la oleosa 'y la
acuosa. A pesar de que e diagrama no se completd, se redizaron los puntos de mayor
interés, ya que la cantidad de tensoactivo es determinante en este sistema. En las regiones
donde la cantidad de tensoactivo es muy bajay la PCL muy alta no se forma microemulsion,
esto a causa de la pobre miscibilidad que hay entre la PCL y el agua, y a haber muy poca
incorporacion de estos dos componentes, se necesitan cantidades muy grandes de
tensoactivo para disminuir la tension interfacial y que se forme la microemulsion. Por otro
lado, en la region donde la cantidad de agua es muy grande respecto a la de PCL, se
requieren cantidades pequefias de tensoactivo, pero la pobre cantidad de PCL en estas
mezclas no es conveniente, yaque el farmaco se incorpora alafase oleosa, y no seria posible
incorporar una cantidad considerable de farmaco. El objetivo de estos sistemas coloidales es
incorporar una cantidad considerable de farmaco, por 1o que poca PCL llevaria a tener muy

poca Ivermectina en la nanoparticula. Debido al comportamiento de este sistema, sdlo se
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realizaron los puntos mostrados en el diagrama, que son los que se consideraron de mayor de
interés.

Las mezclas ideales para formar una microemulsién son la A, B, C, G, H e | (véase Tabla
5.1.1).

La mezcla elegida para formar la microemulsion que seria la precursora de las
nanoparticulas fue la A, ya que a pesar de que las otras cinco mezclas forman una
microemulsion, es una de las que menos tensoactivo tienen. Si se compara la composicion de
A, By C se observa que la cantidad de tensoactivo eslamisma, y que las que difieren son la
cantidad de agua y PCL. Dado que €l objetivo es obtener una microemulsién o/w, es
conveniente utilizar la mezcla que tenga mayor porcentaje de agua con respecto al porcentgje
de PCL. Tomando en cuentata criterio para elegir la mezcla adecuada, pareceriaque A 'y B
son ideales, pero B tiene e inconveniente de contener un porcentgje de agua cas igual al
porcentgje de PCL, y aungque éste sea mayor, no nos garantiza que la microemulsion
obtenida sea una o/w.

Una de las técnicas utilizadas para eliminar el tensoactivo y los disolventes utilizados parala
obtencion de las nanoparticulas es la centrifugacion. Al centrifugar logramos que las
particulas sedimenten, y de esta manera se puede separar €l boton de particulas de los demés
componentes, principalmente del tensoactivo que se encuentra disuelto en el medio. Una vez
obtenido el botdn de particulas, se dispersd en aguay se determiné el tamafo de particula
L os resultados no fueron los deseados, ya que se esperaba obtener un tamario de 200-300nm,
y los tamafios obtenidos eran mayores a 300nm. Estos resultados indicaban que habia
aglomeracion de las particulas. Para evitar € problema de aglomeracion se tenian dos
aternativas. @) realizar solo un lavado para evitar un poco la aglomeracion de las particulas y
b) agregar al medio en & que se precipitan las particulas una sal que modifique la carga en
superficie de laparticula, y asi evitar su aglomeracion.

Para eliminar la mayor cantidad de tensoactivo posible realizando un solo lavado, es preciso
agregar un componente que aumente la solubilidad del tensoactivo. EI componente de
eleccion fue € isopropanol, que también funciona como cotensoactivo en la generacion de
las particulas. Por otro lado, lasal con la que se decidio trabajar fue NaCl[35].

Las mezclas de agua fria que se trabajaron para la generacion de las particulas fueron las

siguientes:
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e Agua+ Isopropanol (10:1)
e Solucion salinaa 0.001% p/v
e Solucion salinaa 0.001% + Isopropanol (10:1)

Después de obtener las particulas con estas mezclas, se realizaron los centrifugados
pertinentes y se determind el tamafio de particula. Los resultados obtenidos fueron los
siguientes:

450
400 -
350 -
300 -
250 +
200 -
150 -
100 -

50 -

Tamaifio de particula (nm)

H20 NaCl 1 ISPOH NaCL/IsPOH
H20 390,83
NacCl 25116
IsPOH 224,83
NaCL/IsPOH 240,66

Gréfico 5.1.2. Tamarfio de las particulas obtenidas con diferentes mezclas de isopropanol (1sPOH), NaCl y
agua (H20).

Con estos resultados se puede observar que hay una cierta disminucion en € tamafio de
particula, y que agregar NaCl e Isopropanol fue de gran ayuda. Sin embargo, el cambio no
fue muy considerable entre las particulas con NaCl y las que tienen NaCl/lIsopropanol. Al
ver estos resultados, se considera innecesaria la adicion de isopropanol, a menos que éste
tuviera influencia en la solubilidad del tensoactivo como ya lo habiamos predicho. Para
saber si el isopropanol pudiera ser Util en la optimizacion de la metodologia, se analizaron
por espectrofotometria UV los sobrenadantes obtenidos en e primer lavado de las
nanoparticulas, esto con €l fin de observar si existia una mayor cantidad de Brij®56 en €l

sobrenadante cuando se adicionaisopropanol.
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Gréfico 5.1.3. Espectros de |os sobrenadantes obtenidos en el primer lavado de las hanoparticulas.

En este gréafico se trata de mostrar la influencia que tienen las mezclas utilizadas en la
eliminacion del tensoactivo. Esto sdlo se puede hacer de manera cualitativa, porque en los
sobrenadantes no solo hay tensoactivo, también hay Ivermectinay PCL disuelta. Como se
puede observar, € isopropanol no provocd que la sefid del tensoactivo aumentara; incluso,
los espectros son muy similares entre s, y a 278 nm; que es la longitud de onda a la cua
absorbe e Brij®56 no se ve que las sefiales cambien en magnitud de manera significativa.
Por lo tanto, la adicion de Isopropanol es innecesaria, pero la del NaCl s influye en el
tamafio de particula (gréafico 5.1.2).

La aglomeracion de las particulas se puede deber a su carga en superficie, pues es
recomendable que para que las particulas sean estables y no se aglomeren deben tener un
potencia zeta de aproximadamente -30 mV o mayor, hasta +30 mV. La presencia del NaCl
puede modificar la carga en superficie de las particulas, evitando su aglomeracion, y por lo
tanto, el tamarfio de las particulas mejorarg, asi como su uniformidad en el mismo.

Para comprobar esta hipétesis se prepararon nanoparticulas utilizando 0.001, 0.002, 0.003,
0.005 % p/v de NaCl y sin sal[35].
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Gréfico 5.1.4. Tamafio de particula de nanoparticulas sin | vermectina, en presencia de diferentes
cantidades de NaCl.

3500

3000

E 2500
<
=]
2 2000
I
[=3
[}
T 1500 - N
2 NaCl (%p/v) Tamafo de particula (nm)
E 0 861
@ 1000 0,001 307
= 0,002 1194
0,003 2101
500 0,005 3006
0 T T T T T
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005

NaCl (% p/v)

Gréfico 5.1.5. Tamafio de particula de nanoparticulas con | vermectina, en presencia de diferentes
cantidades de NaCl.
(Los tamarios de particula se determinan después de la centrifugacién)

Tal como se observaen los graficos 5.1.4 y 5.1.5, es evidente que la presencia, asi como la
concentracion de NaCl en el agua fria con la que se precipitan las nanoparticulas, tiene una
gran influencia en el tamafo de particula de las mismas, viéndose afectadas de manera mas
notoria las nanoparticulas que contienen Ivermectina. No obstante, |as nanoparticulas sin
Ivermectina también se ven afectadas por la cantidad de NaCl presente. También es
evidente que existe una marcada diferencia entre las nanoparticulas que tienen Ivermectina
y las que no tienen, y esta diferencia puede deberse a la incorporacion del farmaco a la

nanoparticula.
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En ambos casos, el cambio en el tamafio de particula cuando no se utilizaNaCl y cuando s
se utiliza es muy notorio, aunque se puede percibir mejor en las nanoparticulas con
Ivermectina. Con esto, se puede asegurar que en ambos tipos de nanoparticulas, la
presencia de NaCl ha mejorado €l tamafio de particula. En el caso de |las nanoparticulas sin
Ivermectina se observa una disminucion en el tamafio a ir aumentando la concentracion de
sal, aungue hay una desviacion con el punto donde e NaCl est4 al 0,002% pl/v, ya que €
tamafio comienza a aumentar, lo cual indicaria que hasta 0,002% de sal es factible utilizar,
al menos para obtener |os resultados deseados.

Con la informacion obtenida en e gréfico 5.1.4 podria pensarse que la concentracion de
NaCl ideal es 0,002% plv, ya que con dicha concentracion se obtiene el tamarfio de particula
menor. Sin embargo, en las nanoparticulas con Ivermectina se observa que a 0,001% de sal
disminuye el tamafio, pero después de esta concentracion comienza a aumentar el tamafio.
De alguna manera, € comportamiento en ambos tipos de nanoparticulas es e mismo, solo
que en las nanoparticulas sin Ivermectina el cambio se observa a una concentracion mayor
de sal que en las nanoparticulas con |vermectina.

En ambos gréficos también se puede observar la dispersion de los datos en cada uno de los
puntos, la cual nos va a indicar que tan variados son los tamafios de particula en cada
composicion. Con dicha informacion se puede pensar que la concentracion de NaCl menos
adecuada para generar nanoparticulas de tamafio uniforme, es la de 0,003% p/v, y que la
més adecuada es la de 0,001% p/v.

Como ya se menciond anteriormente, la influencia del NaCl en € tamafio de particula de
las nanoparticulas se puede deber al cambio en la carga de superficie de la particula. Para
comprobar que €l cambio en el tamafio de particula se debe a la carga en superficie, se
determind el potencial zeta de las particulas obtenidas con cada una de las concentraciones
de NaCl.
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Gréfico 5.1.6. Potencial zeta de las nanoparticulas sin | vermectina, a diferentes concentraciones de NaCl.
(Tamanfios obtenidos después de centrifugar)
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Gréfico 5.1.7. Potencial zeta de las nanoparticulas con | vermectina, a diferentes concentraciones de NaCL.
(Tamarios obtenidos después de centrifugar)

Si se relaciona € tamafio de particula con el potencial zeta, se observa que cuando €l

tamafno de particula disminuye el potencial zeta también disminuye, por lo que se puede
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suponer que € potencial zeta entre mas pequefio sea, la repulsion entre las particulas sera
mayor y de esta manera se evita que se aglomeren. Este comportamiento es similar paralas
nanoparticulas sin lvermectinay con Ivermectina.

Si se observan los gréaficos 5.1.6 y 5.1.7 se podra notar que la caida del potencia ocurre
cuando la concentracion de NaCl va desde cero hasta 0,002%, o cual nos indica que una
pequefia cantidad de NaCl es suficiente para modificar la carga en superficie de la particula,
quiza por sus propiedades i6nicas impartidas por los iones Na™ y Cl" y su afinidad por la
superficie de la particula en cuestion.

Dado que el objetivo de este trabajo es optimizar la técnica para la obtencion de
nanoparticulas por microemulsién por fusion; y que ya se ha resulto € problema de la
aglomeracion, es necesario evaluar otros parametros como: a) tiempo de homogeneizacion
en €l Ultraturrax, b) € tiempo de centrifugado para cada lavado y c) tiempo de sonicado

pararesuspender alas particulas.

Tiempo de homogeneizacién en & Ultraturrax

Para encontrar el tiempo 6ptimo de homogeneizacion se evaluaron 5 tiempos: 1, 2, 3,4y 5
min, manteniendo una velocidad constante (5000-10000 rpm) Los resultados obtenidos se

muestran en el siguiente grafico:

Tamafio de particula (nm) Tiempo (min)

2275 1
363 2
362.5 3
— 316 4
E 276 5
1000
= ]
R
@
o
Q
©
2 + %\i
g o
S
@
|_
100 T T T T T T T T T
1 2 3 4 5
Tiempo (min)

Gréfico 5.1.8. Influencia del tiempo de homogeneizacién en el tamafio de particula.
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Es evidente que el tamafio de particula se ve muy influenciado por el tiempo de
homogeneizacion, sobre todo en los primeros dos minutos. Una vez que han pasado los
primeros dos minutos, € cambio en € tamafio ya no es tan notorio, aunque s se desea
obtener particulas de tamafio muy pequefio es una buena opcion homogeneizar hasta 5
minutos, aunque también alos 4 minutos se obtienen tamafio de particula muy pequefios.
Debido a esto, € tiempo que se elige para obtener nanoparticulas con las caracteristicas
deseadas es 4 minutos.

Tiempo de centrifugado para cada lavado

Para este estudio se evaluaron los siguientes tiempos de centrifugado: 10, 13, 16 y 20
minutos. Para realizar este experimento se mantuvieron constantes la velocidad de agitacion

con € Ultraturrax durante 4 minutos. L os resultados obtenidos son |os siguientes:

. Tiempo(min) Tamafio de particula (nm)
280 10 272.66

1 13 273
e I 16 244.83
2704 20 249.16
€ |
£ 265
© |
g 260
K 255+
° |
T 250
18 A /
S 245 -
= |
S 240
235 -
230 T T T T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20
Tiempo (min)

Gréfico 5.1.9. Influencia del
tiempo de centrifugado en €l

tamafio de particula.

Tomando en cuenta € tamafio de particula obtenido y la desviacion estandar de los datos, se
ve que el tamafo de particula no esta siendo afectado por el tiempo de centrifugado, pues los

tamafios parecen comportarse de manera uniforme, por lo cual, resultaria 1o mismo
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centrifugar 10 6 20 minutos, aungue se debe tomar en cuenta que probablemente a los 20
minutos se han sedimentado mas particul as que las que se pueden sedimentar en 10 minutos.
Es importante tomar en cuenta que para que la técnica sea Optima se debe disminuir €
tiempo de cada proceso, pero en este caso es més importante el rendimiento obtenido y no el
tiempo que se tarde en centrifugar. Tomando en cuenta esta observacion, se eligieron 20

minutos como el tiempo minimo pararealizar cadalavado.

Tiempo de sonicado para resuspender particulas

Debido a la fuerza a la que se estan sometiendo las particulas durante e proceso de
centrifugado, puede ser que las particulas lleguen a formar aglomerados,
independientemente de que se esté utilizando € NaCl para evitar tal suceso. Por esto, se
decidié sonicar la suspension de particulas obtenidas después del segundo lavado. Para
comprobar la hipotesis se evaluaron varios tiempos de sonicado, obteniéndose |os siguientes
resultados:

1900

1800—- Tamafio de particula (nm) Tiempo (min)

l 1415 0
1700 1271 10
1 1224,5 20

‘T 1600 1185 30
E 1500 976,16 40
o 1 = 891,3 50
3 107 \ 860,83 60
= 1300 -
< 1 —
o 1200 \%
3 1100 \
2 10004
(G B
£ 900 T —_
m 4
— 800

700 -

600 ——— -

0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)

Grafico 5.1.10. Influencia del tiempo de sonicado en el tamafio de particula.

Nota: las nanoparticulas utilizadas en este experimento no tienen NaCl ni lvermectina, la
agitacion en e Ultraturrax fue a velocidad constante durante 4 minutos y centrifugadas
durante 20 minutos.
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Tal como se observa en el gréfico, e tamafio de particula es modificado por e proceso de
sonicacion, y dependiendo del tiempo que se deje sonicando, serd que €l tamafio de particula
Ilegue a ser més pequefio en comparacion con el tamafo inicial. Esto se debe a la vibracion
que causa el sonicador, ya que las particulas a estar en continuo movimiento, no logran
aglomerarse. En el caso de las particulas que ya se encuentran aglomeradas, dado que las
interacciones entre ellas son débiles, éstas se rompen por €l efecto de vibracion y se generan
aglomerados més pequerios, incluso, la dispersion de particulas independientes.

Integrando la informacion obtenida en cada uno de estos estudios, se eligieron como
condiciones ideales. @ homogeneizar con & Ultraturrax durante 4 minutos a una velocidad
constante entre 5000 y 10000 rpm, b) centrifugar 20 minutos a 12000 rpm en cada lavado y
c) sonicar las particulas obtenidas en e segundo lavado durante 60 min a temperatura
ambiente.

2. ELABORACION DE NANOPARTICULAS CON PEG 6000

Las nanoparticulas recubiertas con PEG 6000 deben tener un tamafio menor a 500 nm para

gue cumpla con |os objetivos que un sistema coloidal debe cumplir[5]:

. Disminuir €l efecto en larespuestainmune
e Tener la capacidad de llegar a capilares, avéolos y otros teidos (pensando que la

administracién seaviaintramuscular, intravenosay nasal).

Debido a esto, las nanoparticulas deben tener un tamafio menor a 500 nm, y mientras més
pequefias sean, las ventagjas son mayores. En este trabajo el tamafio que se desea manejar es
de 200 a 300 nm.

Para la elaboracion de nanoparticulas recubiertas con PEG 6000 se estudiaron diferentes
concentraciones de PEG 6000, esto para saber que concentracion es la mas adecuada para
obtener particulas con las caracteristicas deseadas. Las concentraciones de PEG se eligieron

de acuerdo ala cantidad de PCL presente en cada lote.
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Para elaborar un lote de nanoparticulas se utilizan 98.3 mg de PCL. Para que exista un buen
recubrimiento es idea trabajar con cantidades similares de ambos polimeros, pero para
monitorear como es que la cantidad del polimero recubridor influye en dicho proceso, es
importante utilizar una cantidad menor y unamayor alarequerida

L as concentraciones gque se trabajaron fueron las siguientes:

e 830x10°M (500 mg/L)

e 1.66x10*M (1000 mg/L)

e 250x10*M (1500 mg/L)

e 3.33x10%*M (2000 mg/L)
Estas concentraciones de PEG 6000 estan en la siguiente relacion peso/peso con la cantidad
de PCL utilizada:

98.3 mg PCL/40 mg PEG 6000
98.3 mg PCL/80 mg PEG 6000
98.3 mg PCL/120 mg PEG 6000
98.3 mg PCL/160 mg PEG 6000

Una vez obtenidas las particulas como se describe en la metodologia, se lavaron dos veces
en las condiciones ya descritas y se caracterizaron; obteniéndose e tamario de particulay el

potencial zeta. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
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PEG(mg/L) Tamafio de particula(nm)

2400 0 390.83
1 500 516,5
22007 1000 1756,66
2000 1500 1381,66
—_ ] 2000 340,33
£ 18004
5 1 | ]
© 1600
= ]
S 14004
= ] 1
Q. 12004
q‘) -
S 1000
18 1
S 8004
% J
S 600+ ;
400 -;/ .
200

0 ' 2(I)O ' 4(I)O ' 6(I)0 ' 8(I)0 ' 10I00 ' 12I00 ' 14IOO ' 16I00 ' 18IOO ' 20IOO ' 22IOO
PEG (mg/L)
Gréfico5.2.1.
Comportamiento del tamafio de particula en particulas sin | vermectina respecto a la concentracion de PEG

presente.

Por los resultados obtenidos, se podria pensar que la concentracion de PEG es determinante
en el tamano de particula, pues es muy notorio € cambio que existe en € tamafio de
particula de una concentracion a otra.

El PEG 6000 tiene la propiedad de conferir estabilidad a las particulas, de tal forma que
éstas no se aglomeran y su tamafio no incrementa[41,43,115]. Debido a esta propiedad €l
aumento del tamafio de particula de una concentracion a otra no se puede atribuir a la
aglomeracion de las particul as. Cabe la posibilidad de que | as particulas aumenten de tamafio
por la presencia de las cadenas de PEG en su superficie, y por tal razén, en las
concentraciones de 1000 y 1500 mg/L de PEG, el tamafio de las particulas sea mayor.
Ademés, s se observa el gréfico 4.2.1 se vera que el tamafio de las particulas sin PEG es
menor al tamafio encontrado en las particulas con PEG en 500 mg/L y 1000 mg/L, aungue
para las particulas con PEG 2000 mg/L yano se cumple tal comportamiento. Cuando €l PEG
se trabaja en 2000mg/L el tamario de particula disminuye abruptamente, llegando a ser casi
igual a tamafio de las particulas cuando se trabgja a 500mg/L de PEG. Estas diferencias
indican que cuando se trabaja con 500mg/L de PEG la cantidad de cadenas que se encuentra

pegada a la superficie de la particula es mucho menor que la cantidad de cadenas pegadas
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cuando se trabaja con 1000 y 1500 mg/L de PEG. Incluso podria suponerse que 1000mg/L
de PEG es la concentracion ideal de PEG, pues es ésta la concentracion en la cua se alcanza
el méximo tamafno de particula, s6lo que existe e inconveniente de gque estas particulas ya
no cumplen con las caracteristicas deseadas, pues € tamafio que se requiere para que estas
particulas se consideren como un buen sistema coloidal debe ser menor a 500 nm.

Por otro lado, se observa que a partir de 1000 mg/L de PEG, conforme aumenta la
concentracion de PEG comienza una caida en €l tamafio de particula, indicando que un
exceso de PEG no beneficia que las cadenas de éste polimero se peguen ala superficie de la
particula, o bien, que el exceso de PEG 6000 en el medio puede facilitar la solubilidad de la
PCL, pues a tener accidon como tensoactivo, no se puede descartar la posibilidad que la PCL
se esté disolviendo, y por eso |os tamarios a esta concentracion sean menores.

Para saber un poco mas sobre la superficie de las particulas obtenidas, se determiné €

potencia zetade las particulas. Los resultados obtenidos son |os siguientes:

PEG(mg/L) PZ (mV)

' 0 -18,32
20l 500 -35,21
1000 -29,95

1500  -35,63

2000  -33,43

-25 4

}
+/ \ A

— T T 1 - 1 - 1 T 1T 1 T 1T 1T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

PEG (mg/L)

Potencial zeta (mV)

Graéfico 5.2.2. Influencia del PEG 6000 en el potencial zeta de las particulas sin | vermectina.

En e gréfico 5.2.2 se observa que todas las particulas obtenidas con diferentes
concentraciones de PEG tienen un potencial zeta menor a—30 mV, y aunque €l potencial de

las particulas con 1000 mg/L de PEG no sea exactamente de -30 mV, ya esta muy cercano a
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dicho valor. Estos datos nos pueden indicar que la presencia de poco o mucho PEG no afecta
de manera sistemética a potencia zeta de las particulas, y que por la carga que tienen se
podria pensar que en todos los casos las particulas no permanecen aglomeradas; por o tanto,
la variacion en € tamano de particula se debe a la presencia de las cadenas del PEG en la
superficie de la particula. Otra observacion muy importante es el potencia zeta que tienen
las particulas sin PEG (punto 1 del gréfico), pues este es mucho mayor que el potencial
registrado a cualquier otra concentracion de PEG, y es mayor a =30 mV. Esta variacion
indicaria que la presencia del PEG s cambia e potencia de la particula, y con esto que
también existe un cambio en la superficie de la particula, pues las cadenas de PEG le estan
confiriendo una carga de superficie diferente, ala que le confiere laPCL.

No obstante, es importante mencionar que e dato de mayor potencial zeta, a parte del
potencia de las particulas sin PEG, es e registrado cuando e PEG se encuentra a
1000mg/L, lo que nos permitiria descartarlas como una buena opcién, pues lo que se
requiere es particulas con un potencial igual o menor a-30 mV. Sin embargo, en el gréfico
5.2.1, se observa que a esta concentracion se tienen particulas de mayor tamafio, y por lo
tanto, particulas que méas PEG pegado tienen.

Con estas observaciones se puede suponer que para las nanoparticulas elaboradas sin
Ivermectina la concentracion éptima de PEG 6000 para conseguir un mayor recubrimiento
es la de 1000mg/L, pero tomando en cuenta que las nanoparticulas deben tener un potencia
zeta muy pequefio, las que mejor resultados muestran son las que se obtienen con 1500 mg/L
de PEG 6000. Tomando en cuenta e tamafio de las particulas obtenidas con 1500 mg/L de
PEG, se podra observar que no son una mala opcién, pues su tamafio también es grande en
comparacion con € tamario de las particulas sin PEG y con 500 mg/L de PEG, lo cual indica
gue también parecen tener una cantidad considerable de PEG pegado a su superficie. Por o
tanto, las que tienen mejores caracteristicas para los fines deseados son las particulas
obtenidas con 1500 mg/L de PEG.

Por otra parte, las nanoparticulas elaboradas con lvermectina mostraron las siguientes

caracteristicas:
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] PEG (mg/L) Tamafio de particula (nm)
1600 | 0 861
] 500 845,66
1400 1000 1298
- ] 1500 295
(S 2000 269,16
£ 1200
E 4
3 1000
g ]
o 800
© 4
[)
' 600
]
% 4
I~ 400
T ———=
200
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
PEG (mg/L)

Gréfico 5.2.3. Comportamiento del tamafio de particula respecto a la concentracion de PEG 6000.

Nanoparticulas con | vermectina.

En e caso de las nanoparticulas con Ivermectina el comportamiento del tamario de particula
respecto a la concentracion de PEG es e mismo que en las particulas sin Ivermectina
Debido a esto, dicho comportamiento se podria argumentar de igual manera que en las
particulas vacias. Sin embargo, cabe mencionar que los tamarfios de particula varian mucho
de un experimento a otro. El tamafio de las particulas con Ivermectina es mayor en las
primeras dos concentraciones de PEG (500 y 1000 mg/L), lo cua podria deberse a la
presencia de la Ivermectina. Cuando se utilizan 1000 mg/L de PEG € tamafio no varia
mucho, aunque a partir de esta concentracion el tamafio de las particulas con Ivermectina es
menor que €l de las particulas vacias. Por |o tanto, es evidente que la variacion en € tamafio
de las particulas se puede deber a que la Ivermectina le confiere propiedades de superficie a
la particula que no tiene cuando solo son de PCL, y que por estas propiedades se peguen
menos cadenas de PEG en la superficie de la particula, ademas de que es evidente que existe
otro factor determinante en la adhesion de muchas o pocas cadenas de PEG, y que dicho
factor es la concentracion de PEG, ya el exceso de PEG en e medio no es favorable, porque
al igua que en las particulas sin Ivermectina puede ser que a bajas concentraciones (menores
a 500 mg/L) no se esté pegando € suficiente PEG, o bien, que &l exceso esté propiciando la
solubilidad dela PCL.
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Si la concentracion de PEG influye en la mucha o poca adhesion del PEG a la superficie de
la particula, €l tamafio de las particulas sin PEG y el de las particulas con 500 mg/L de PEG
deberian de ser similares, y en efecto, son muy similares (gréfico 5.2.3). Con estos
resultados se puede pensar que a inicio no hay adhesion de PEG a la superficie de la
particula, y que sdlo hasta 1000 mg/L de PEG hay un cambio notorio.

Por otro lado, si se observan los gréficos 5.2.2 y 5.2.4 se verd que € potencial zeta de las
nanoparticulas con lvermectina a cualquier concentracion de PEG generamente es mayor
que €l potencial zeta de las particulas sin Ivermectina a cualquier concentracion de PEG. A
pesar de que la diferencia es muy poca, esto nos puede indicar que a existir una pequefia
diferencia en e potencial de las particulas con y sin Ivermectina también puede existir
diferencia en la superficie de cada uno de los tipos de particul as obtenidas. De igual manera,
el potencial zeta de las particulas sin Ivermectinay sin PEG (punto 1 del grafico 5.2.2.) es
mayor que el potencial zeta de las nanoparticulas con Ivermectina'y sin PEG (punto 1 del
gréfico 5.2.4), lo cual nos indica que la adsorcion de las cadenas de PEG en la superficie de
la particula puede estar en funcion de la presencia o ausencia de la Ivermectina. En algunos
estudiog94,113,114] se ha reportado que algunos copolimeros hechos con PEG, tienen
segmentos policatiénicos, |os cuales tienen una gran afinidad por las superficies solidas con
cargas negativas. En este caso, las particulas sin PEG con Ivermectina tienen carga negativa,
y posiblemente el PEG tenga una mayor afinidad. Si recordamos nuevamente que €
potencia zeta de las particulas vacias sin PEG (punto 1 del gréfico 5.2.2) es mayor que €
potencia zeta de las particulas con Ivermectina sin PEG (punto 1 del gréfico 5.2.4) se puede
suponer que el PEG se pegd en mayor cantidad a las particulas con Ivermectina (por tener el
potencia mas pequefio), por ello el tamafio de estas particulas es mayor. Por |o tanto, en este
caso en particular, las particulas que tienen un potencial zeta menor tienden a adherir més
cadenas de PEG, y por tal razén €l tamario de particula es mayor.

Otro factor importante es la conformacion del PEG adherido ala superficie de | as particulas,
el cua también puede influir en su tamafio, y aunque € PEG esté unido en las mismas
concentraciones e tamario va a diferir, ya que el PEG puede estar acomodado en forma de
cepillo 0 en forma de hongo[97,114].

Por otro lado, a pesar de que la presencia de PEG en la superficie si provoca cambios en €l

potencia zeta, sin importar la cantidad de PEG, la carga en superficie se encuentra alrededor
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de un valor, tengan 0 no tengan Ivermectina, y dicho valor siempre es menor a-30 mV, a
excepcion de las particulas formadas con 1000 mg/L de PEG, que en ambos casos (vacias 'y
con Ivermectina) es mayor a-30 mV. Es importante aclarar que a pesar de que este valor sea
similar en todas las nanoparticulas obtenidas con diferentes concentraciones de PEG,
siempre existira una diferencia entre ellas, y que en e organismo van a desencadenar
procesos diferentes, sobre todo en la adhesion de proteinas del complemento.

Finalmente, las particulas con lvermectina con mejores caracteristicas, por |0 menos paralos

intereses de este trabajo, son las particulas obtenidas con 1500 mg/L de PEG.

274 PEG(mg/L) PZ(mV)
T 0 -28,65
284 500 -34,76

Potencial zeta (mV)

29 1000 -28,48
] 1500 -34,93

-30 2000 -33,01

-31

-32

-33 }

-34 4 /

-35 4
-36 4

-37 4
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
PEG (mg/L)

Gréfico 5.2.4. Influencia del PEG en el potencial zeta de particulas con |vermectina.

3. TOXICIDAD DEL BRIJ 56®

En la elaboracién de las nanoparticul as existe un paso importante: el lavado de las particul as.
Dado que las particulas van a ser evaluadas en células, es importante eliminar la mayor
cantidad de tensoactivo, para que éste no cause la lisis de las células implicadas. La
eliminacion del tensoactivo se realizé mediante la centrifugacion de las particulas en el paso
final, para que de esta manera el tensoactivo disuelto se eliminara junto con € aguay €

disolvente utilizado como cotensoactivo. Dado que la solubilidad del Brij 56® no es muy
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grande en el agua, un lavado no es suficiente para eliminar la mayor parte del tensoactivo,
por tal razon se tuvieron que realizar dos lavados.

Cuantificar €l tensoactivo eliminado en cada lavado resulta ser complicado, ya que las
nanoparticulas son sistemas muy complgos, en los cuaes las propiedades de cada
componente pueden variar, o bien, tener similitudes entre si, 1o cua podria dificultar su
identificacion individual. En un inicio, para cuantificar la cantidad de tensoactivo eliminado
en cada lavado se utilizo la espectroscopia UV, pero los resultados obtenidos no fueron muy

convincentes, ya gue las sefidles al UV de cada uno de los componentes se encimaban.

Lasefial enlaregion UV del espectro para el Brij 56® esla siguiente:

278 nm
1,0

0,54

Absorbancia

Concentracion de Brij 56 = 47.85mg/mL

oL T e M S Avw\/\/tﬂfkﬂ)
300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Gréfico 5.3.1. Espectro del Brij 56® en mezcla de agua /I sopropanal.

La sefial de lalvermectina en la misma mezcla de agua /I sopropanol esla siguiente:
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249.5 nm
1,04

0,54

Absorbancia

Concentracion de Ivermectina = 3 mg/mL

/A/\N"\?F/\/l AptAl f\ﬂ‘ M
700 800

0,04

T T T T T j T
300 400 500 600
Longitud de onda (hm)

Gréfico 5.3.2. Espectro dela | vermectina en mezcla agua/ | sopropanaol.
A grandes rasgos, las sefides de la lvermectinay el Brij®56 no se enciman después de 280
nm, por lo que e tensoactivo podria cuantificarse después de 280 nm. Sin embargo, cuando
se tratd de cuantificar €l Brij®56 eliminado en cada uno de los sobrenadantes, se encontrd
otra sefia, la cual no perteneciani al tensoactivo ni alalvermecting, sino alaPCL.
A continuacion se muestra el espectro de la PCL, la cua se disolvié a lo largo de la
homogeneizacion y de los centrifugados. El tratamiento para esta muestra fue el mismo que

sele dio alas nanoparticulas, solo que se trabaj6 Unicamente con PCL .
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1,04

249nm

0.5 278nm

Absorbancia

J
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0,0
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Gréfico 5.3.3. Espectro de la PCL en mezcla agua/l sopropanal.

Debido a que las sefiales del Brij®56 y de la |vermectina quedan escondidos por la sefia de
la PCL, la cuantificacion del tensoactivo mediante esta técnica es imposible. Para solucionar
dicho problema, se utilizé el andlisis termoquimico, en este caso, la calorimetria diferencial

de barrido. Con esta técnica se puede saber, de manera cudlitativa, s existe mayor contenido
de tensoactivo en las particulas resultantes del primer lavado y menor cantidad en las
particulas resultantes del segundo lavado.

Para asegurarnos de que las sefides del tensoactivo, la Ivermectina y la PCL no se
confunden tal y como ocurre por espectroscopia UV, se obtuvieron los termogramas de cada

componente.
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Flujo de calor (mW)
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Vel. de temperatura: 5°C/min
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Peso de la muestra: 1.02 mg
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25.7°C
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Gréfico 5.3.4. Termograma del Brij 56®.
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Gréfico 5.3.5. Termograma de la | vermectina.
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Atmésfera de Nitrégeno
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Grafico 5.3.6. Termograma de la poli-&-caprolactona (PCL).

Como se logra observar en los gréficos 5.3.4, 5.3.5 y 5.3.6 las sefides; que indican € punto
defusion de cada componente, no se enciman ni se confunden, por lo cua resulta una buena
opcién para determinar de manera cualitativa qué tipo de particul as tienen mayor cantidad de
tensoactivo.

En este estudio se obtuvieron los termogramas de tres muestras de particulas. La primera
muestra corresponde a las particulas obtenidas antes de los lavados (control, gréfico 5.3.7).
La segunda muestra es de | as particul as obtenidas después del primer lavado (gréfico 5.3.8),
y la ultima muestra corresponde a las particulas obtenidas después del segundo lavado
(gréfico 5.3.9). Los termogramas se muestran a continuacion:
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Grafico 5.3.7. Termograma de las particulas antes de ser lavadas (muestra control).
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Grafico 5.3.8. Termograma de las particulas obtenidas después del primer lavado.
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Graéfico 5.3.9. Termograma de las particulas obtenidas después del segundo lavado.

El &reabgjo lacurva (ABC) nosindicael AH defusion, el cual estd intimamente relacionado
con la cantidad de sustancia que se colocé en la celda a la hora del andlisis térmico. Las
unidades en las cuales se expresa el AH de fusion es Jmol. El peso de la muestra para todos
los casos fue 1mg + 0.01. Ladiferencia en cada muestra es la cantidad de Brij®56 que hay, y
esta va a diferir conforme a los lavados. Si aceptamos como cierto que en cada lavado se
eliminara una fraccion del tensoactivo, la cantidad del mismo tendria que ir disminuyendo,
hasta ser casi imperceptible después del segundo lavado.

En la primera muestra se espera tener la méxima cantidad de Brij®56 respecto a las otras
muestras, por lo tanto, la cantidad de energia utilizada para fundir a tensoactivo debera ser
la mayor. En este caso la AH fue de 1.3211 Jmol. Como la segunda muestra corresponde a
las nanoparticulas lavadas una vez, la cantidad de tensoactivo deberia ser menor que en la
primera muestra (nanoparticulas sin lavar), y esto se ve reflgjado en la cantidad de energia
gastada para fundir a tensoactivo en cuestion, ya que e AH es de 0.8424 Jmoal, lo que

indica que se gasté menos energia porque hay menos Brij®56.
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Como ya se vio, la cantidad de tensoactivo fue menor, y por lo tanto, se espera lo mismo
paralamuestra 3. En € caso de lamuestra 3, el AH esde 0.2934 Jmol, lo cual indica que la
energia gastada para fundir a tensoactivo fue mucho menor, y esto es logico, pues las
nanoparticulas de la muestra 3 corresponden a las obtenidas después del segundo lavado.
Con estos resultados podemos decir que en cada uno de los lavados se fue eliminando una
cantidad considerable de tensoactivo, pues s tomamos en cuenta gque la energia necesaria
para fundir €l tensoactivo presente en las particulas iniciaes fue 1.3211 Jmol, y que la
energia necesaria para fundir el tensoactivo en las particulas lavadas una vez fue 0.8424
Jmol, se esta eliminando aproximadamente un 36.2% del tensoactivo total en el primer
lavado. Por otro lado, si la energia requerida para fundir e tensoactivo presente en las
particulas finales fue 0.2934 Jmol, se esta eliminando arededor del 41.6%. Sumando ambos
porcentajes tenemos que en total se elimind un 77.8% de tensoactivo, y que posiblemente €l
22.2% restante no se haya eliminado porgque no se encuentra en la superficie de la particula,

s no entre lamatriz polimérica

Es importante mencionar que con estos resultados no solo podemos conocer qué cantidad de
tensoactivo se logré eliminar en cada uno de los lavados, también podemos saber como
cambian cada uno de los componentes cuando ya se encuentran incorporados formando la

nanoparticula.

Existe una gran posibilidad de que la energia aplicada a cada uno de los componentes
provogue un cambio en ellos, y esto también se ve reflgjado en los termogramas, pues los
picos observados en los termogramas de cada componente (graficos 5.3.4, 5.3.5y 5.3.6) se
ven ligeramente desplazados cuando la muestra se refiere a las nanoparticulas. Ademas, €l
pico de la Ivermectina no aparece en ninguna de las muestras de nanoparticulas (pico a
150.5°C), lo cua indica que la Ivermectina a estar disuelta en la PCL, se encuentra en
estado molecular y no se logra detectar en un andlisis térmico.

El estudio de toxicidad del Brij 56® es una parte importante en este trabao, ya que €
proceso fagocitico de las nanoparticulas sera evaluado con macréfagos murinos, los cuales

son sensibles a cualquier tipo de tensoactivo, ya que puede provocar lisisde la ceula
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En e experimento anterior ya se menciond que no se sabe con seguridad donde queda el
tensoactivo que no se logro eliminar con los lavados, por 1o cual se evalud la toxicidad del
tensoactivo en las células.

La primera evaluacion se realizé con el tensoactivo totalmente disuelto, en concentraciones a
las cuales se encuentra presente en las particul as.

El Brij 56® se disolvio en SSI. Los resultados fueron los siguientes:
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Grafico 5.3.10. Curva de toxicidad del Brij56® en macréfagos murinos J774.

En la curva de toxicidad del Brij56® se observa que ain a concentraciones muy bagjas, €
tensoactivo es altamente toxico para las células. Sin embargo, en la Ultima dilucion (3.2
mg/mL) €l tensoactivo ya no es tan dafino, pues el porcentaje de células vivas es mayor que
el 50%, por lo que se supone que si se trabaja maximo a una concentracion de 3 mg/mL de
Brij 56® quedaran suficientes células para cuantificar la fagocitosis de las particulas.
Tomando en cuenta este dato, se prepard una suspension de nanoparticulas obtenidas en el
segundo lavado a 10%, se readlizaron las diluciones pertinentes y se realizd una curva de

toxicidad. Los resultados fueron los siguientes:
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Graéfico 5.3.11. Curva de toxicidad de las nanoparticulas en macréfagos murinos J774.

Es evidente que las células mueren en presencia de bajas concentraciones de tensoactivo,
sobre todo cuando éste se encuentra disuelto (grafico 5.3.10), pero también se observa que
cuando se trabgja con las nanoparticulas, a pesar de trabajar con la concentracion de Brij®56
que mostré ser letal cuando estd disuelto, las células no mueren en tan ato porcentgje
(gréfico 5.3.11). Por lo tanto, cuando el Brij®56 se encuentra disuelto, resulta ser muy
toxico para los macrofagos J774, pero a encontrarse incorporado en las particulas su
toxicidad disminuye, pues aln estando en contacto con las células, la mayoria de estas
sobrevivieron. Con estos resultados, y los obtenidos en e andlisis térmico, se puede
considerar que la centrifugacion es un buen método para eliminar el exceso de tensoactivo

en las particulas, ademas de ser un proceso rgpido.

4. ACTIVACION DE COMPLEMENTO Y PROCESO FAGOCITICO

La activacion del complemento fue evaluada mediante la capacidad litica del suero de

cobayo expuesto a las nanoparticulas cubiertas y no cubiertas con PEG. Los eritrocitos
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utilizados fueron sensibilizados con TNBS, y la liss se cuantific6 mediante
espectrofotometria UV.
La curva de calibracidon redizada en este estudio permitié encontrar la concentracion

adecuada de suero paralisar €l 50% de |os eritrocitos.

15

L 4
L J
<

Absorbancia (415 nm)

pl de suero de cobayo

Gréfico 5.4.1. Curva de calibracion para activacion de complemento.

En e gréfico 5.4.1 se puede observar el comportamiento que muestra el suero de cobayo en
la lisis de los eritrocitos. A 415 nm se puede cuantificar la hemoglobina liberada por los
eritrocitos a momento de ser lisados, por 1o que € aumento de la absorbancia se puede
relacionar con lalisis de los eritrocitos. Por lo tanto, a mayor cantidad de suero, mayor esla
lisis de los eritrocitos.

Para conocer exactamente la cantidad de suero gque se necesita para lisar e 50% de los

eritrocitos, se aplico la ecuacion de Von Krogh[121].
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Graéfico 5.4.2. Curva de calibracion para activacion de complemento aplicando la ecuacion de Von Krogh.
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En e gréfico 5.4.2 se observa como la curva tomé una forma lineal después de aplicar los
logaritmos correspondientes ala ecuacion de Von Krogh:

x = K[y/(100-y)]", donde:

x = cantidad de suero adicionado (uL)

y = hemdlisis (en porcentgje)

Si se graficad log x contra log [y/(100-y)], y se obtiene la ecuacién de larecta; la ordenada
al origen serd el valor en logaritmo de la cantidad de suero necesaria paralisar el 50% de los
eritrocitos. Por |o tanto, la cantidad de suero necesario para lisar €l 50% de |os eritrocitos es
0.1125 pL.

Con esta cantidad de suero se trabajaron las muestras de nanoparticulas. Los resultados
obtenidos se muestran en latabla5.4.1.

Tabla 5.4.1. Datos obtenidos en el estudio de activacion de complemento.

Muestra Absorbancia (415nm) Eritrocitos lisados(%)
Control suero 0.527 50

Control particulas 0.092 -

Particulas sin PEG 0.467 443
Particulas con PEG(500mg/L) 0.464 44.0
Particulas con PEG(1000mg/L 0.506 48.0
Particulas con PEG(1500mg/L 0.646 61.3
Particulas con PEG(2000mg/L 0.684 64.9

Cuando las particulas provocan una fuerte activacion del complemento, los eritrocitos no se
lisan en gran porcentgje, ya que las proteinas del complemento son fuertemente atraidas por
la superficie de la particula, y a no existir tantas proteinas libres, éstas ya no causan lisis de
los eritrocitog[43,97]. Debido a esto, las particulas sin PEG son las que mas proteinas del
complemento atraen, y por lo tanto, son las muestras que menos hemdlisis deberian de
mostrar, y por €l contrario, lalisis de los eritrocitos deberia de aumentar a utilizar particulas
recubiertas con PEG, sobre todo aquellas que contienen grandes concentraciones. Si se
observa el grafico 5.4.3 podra notarse que € porcentgje de hemdlisis va aumentando
conforme aumenta la concentracion de PEG 6000, por lo que se puede suponer que las

particulas sin PEG comparadas con las particulas con PEG; en cualquier concentracion, s
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tienen una mayor afinidad por las proteinas del complemento[43,94,97]. Sin embargo, las
muestras trabajadas con 1500 y 2000mg/L de PEG muestran una hemalisis mayor a 50%, y
esto no es 16gico, pues en cada muestra se agrego la cantidad de suero de cobayo necesario
para lisar el 50% de los eritrocitos y no més. Por lo tanto, es evidente que en € sistema
existe algo que estalisando alos eritrocitos.

Por los resultados observados, tal parece que la causa del exceso de lisis de |os eritrocitos es
las grandes cantidades de PEG 6000 que se estan utilizando, pues el problema solo se
observa con las Ultimas dos concentraciones de PEG evaluadas. Puede ser que € PEG, que
también se puede utilizar como tensoactivo, sea dafiino a las concentraciones de 1500 y

2000mg/L, y que se tenga que trabgjar a menor concentracion.
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Gréfico 5.4.3. Porcentaje de lisis provocado por |os diferentes tipos de nanoparticulas evaluadas.

En este grafico se puede observar que a utilizar 500mg/L de PEG las nanoparticulas no
parecen tener un buen recubrimiento, pues el porcentaje de hemdlisis de estas particulas es
similar a obtenido con las particulas sin PEG. También es importante hacer notar que €l
porcentaje de hemdlisis provocado por las particulas sin PEG no es tan pegquefio como se
esperaba, pues cas se acerca a 50%, lo que indica que estas particulas tampoco tienen
mucha afinidad por las proteinas del complemento, aunque es evidente gque tienen méas

afinidad que las particul as que se encuentran recubiertas con PEG.
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L os resultados obtenidos en |os estudios de activacion del complemento dan paso a suponer
gue el comportamiento de las particulas en los estudios de fagocitosis serd similar que en €
observado anteriormente. Con todo y sus excepciones, las particulas sin PEG y con PEG, en
cualquiera de sus variedades, han mostrado ser diferentes, y los estudios de fagocitosis seran
los que concluyan con esta caracterizacion.

La fagocitosis de estos sistemas coloidales se realizd con macrofagos murinos J774, los
cudes han mostrado ser muy @ eficientes para estudios de esta
indol€[39,41,48,92,94,112,113,122]. La cuantificacion de la fagocitosis se llevo a cabo
mediante citometria de flujo[118,120,123], y para poder readlizar la cuantificacion, las
nanoparticulas se marcaron con fluoresceina sodica (véase la seccion 2.3 de la metodologia).

Los resultados obtenidos en € estudio de la fagocitosis se resumen en la tabla 5.4.2. Los

graficos obtenidos se muestran a continuacion:
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Fig. 5.4.1. Graficos de las muestras control de las particulasy de las células.

En lafigura’5.4.1, las gréficas que se encuentran a laizquierda muestran la poblacion de las
particulasy la poblacion de las células. Los parametros FSC-H y SSC-H indican €l tamafio y
la densidad/granularidad respectivamente.

Como se puede observar en las gréficas; las nanoparticulas resultan ser més pequefiasy més
densas que las células, por lo tanto, las nanoparticulas pueden ser fécilmente fagocitadas por
los macréfagos, pues el tamafio no serd un impedi mento.

En las gréficas situadas a la derecha se tiene € pardmetro FL1-H, que indica la fluorescencia

de la particula o célula. Como se puede observar en la gréfica que corresponde a las células,
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éstas no tienen una fluorescencia muy grande, pues e pico maximo no alcanza siquiera las
10 unidades (10" FL1-H). En cambio, las nanoparticulas muestran un pico entre 10° y 10°
unidades, lo cual indica que su fluorescencia es mayor.

Con estos antecedentes, las células con las particulas fagocitadas se esperan observar en €
intervalo de 10°y 10° en e gje FL1-H.

Los resultados de la fagocitosis se muestran en lafigura5.4.2.

Tabla 5.4.2. Porcentaje de células fluorescentes y no fluorescentes.

Muestra Region M1 Region M2
Particulas sin PEG 83.1% 171 %
Particulas con PEG(500mg/L) 83.4% 16.9%
Particulas con PEG(1000mg/L) 86.0 % 14.2%
Particulas con PEG(1500mg/L) 85.1% 15.1%
Particulas con PEG(2000mg/L) 84.7 % 15.6 %
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Fig. 5.4.2. Fagocitosis de las nanoparticulas obtenidas a diferentes concentraciones de PEG 6000.

Los histogramas de la figura 5.4.2 muestran la intensidad de la fluorescencia en las células,
la cual es detectada por la presencia de las nanoparticulas fluorescentes en € interior de la
misma. Cada histograma se dividio en dos regiones: M1y M2. En laregion M1 se muestra

la poblacion de células sin fluorescencia, o sea, las células que no fagocitaron
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nanoparticulas. En laregion M2 se muestra la poblacion de células fluorescentes, o sea, las
células que s fagocitaron nanoparticul as fluorescentes.

L os resultados obtenidos indican que la fagocitosis en todos los casos fue muy pobre, cas
nula, pues el porcentgje de células fluorescentes no pasa el 18%. Si consideramos que uno de
los objetivos de este trabajo experimental es modificar la superficie de la nanoparticula con
PEG 6000 para que no sea fagocitada, pues tal parece que e objetivo se cumplio. Sin
embargo, nuestro control; que es la muestra donde las particulas no tienen PEG se comport6
igual que las otras muestras, y 1o que se esperaba observar era un porcentgje mucho mayor
en laregiéon M2, ya que un porcentgje grande en esta region indica que la mayoria de las
células estan fluorescentes a causa de las nanoparticul as fluorescentes en su interior.

Es muy claro que la diferencia en los porcentajes de la region M2 no es significativa, por ta
razon no se podria asegurar que la presencia del PEG en las nanoparticulas influye en la
poca fagocitosis de las mismas. Sin embargo, si se puede decir que las particulas obtenidas
en este trabajo experimental no activan a los macréfagos. Tal vez e hecho de que las
particulas no se opsonizaron antes de ponerlas en contacto con los macréfagos, tuvo cierta
influencia en los resultados obtenidos, o posiblemente la carga en superficie de la particula
impidio que los macrofagos se activaran.

No todos los estudios de fagocitosis de SC se realizan con previa opsonizacion de las
particulas, pues éstas son capaces de activar la respuesta inmune por parte de los
macroéfagos, sobre todo cuando se dejan en contacto por varias horas[92]. Posiblemente, en
este caso en particular, sea necesario que las nanoparticul as estén en contacto con proteinas
del complemento (opsonizarlas), para que éstas, a estar en contacto con los macréfagos,
tengan la capacidad de desencadenar su actividad fagocitica de manera més rapiday que de

esta forma se tengan resultados evidentes.
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Para obtener una microemulsion mediante la técnica de microemulsién por fusion,
utilizando como matriz polimérica a la PCL, se necesita una cantidad muy grande de
mezcla tensoactivo/cotensoactivo (aproximadamente el 84% de lacomposicion final ).

El lavado de las particulas mediante centrifugacion permite eliminar cerca del 80% del
tensoactivo inicial, sin embargo causa la aglomeracion de las particulas.

La adicion de NaCl en bajas concentraciones (0.001% p/v) disminuye la aglomeracion
de las particulas por efecto de la centrifugacion, ya que influye en la disminucion del
potencial zeta.

Concentraciones mayores a 0.003% p/v de NaCl provoca que las particulas se
aglomeren en el proceso de centrifugado.

El tamafio de particula se ve modificado por €l tiempo de agitacion con € Ultraturrax,
favoreciéndose la obtencidn de particulas de 250 nm aproximadamente cuando se agita
por més de 3 minutos.

El tiempo de centrifugado no afecta a tamafio de la particula, pero s favorece €
rendimiento de particulas recuperadas.

El proceso de sonicado influye en el tamafio de las particulas, ya que las vibraciones
emitidas destruyen |os agregados formados e impiden |a formacién de nuevos agregados.
De las diferentes concentraciones de PEG 6000 que se utilizaron, la de 1500mg/L
provoca una mayor modificacion de las caracteristicas de las particul as.

Las particulas recubiertas con PEG 6000 activan complemento en porcentajes menores
que las particulas sin recubrimiento.

El Brij®56 es més tdxico para los macréfagos cuando se encuentra soluble que cuando
esta incorporado en la nanoparticula.

El PEG 6000 a concentraciones de 1500 y 2000mg/L es toxico para los eritrocitos en los
ensayos de activacion de complemento.

Al tener un delta de carga negativa (potencial zeta) en las nanoparticulas obtenidas la
adsorcién de proteinas del complemento en su superficie es menor.

La adsorcion de proteinas del complemento es un factor importante en la fagocitosis de

las nanoparticul as por 1os macréfagos.
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e Las particulas sin recubrir se comportan igual que las recubiertas en los estudios de
fagocitosis, indicando que ninguna de las particulas obtenidas activan la funcion

fagocitica de los macrofagos, por 1o menos en ausencia de opsoninas.
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Tabla 2.2.1. Eventos térmicos comunes que pueden ser detectados usando técnicas calorimétricas.

Evento Ejemplo

Endotérmico

Fusién Fusién de farmacos y evaluacién de pureza
Vaporizacion Evaporacidn de excipientes liquidos o semisdlidos
Sublimacion Eliminacion de agua por liofilizacién

Desorcion Secado de granulados mojados

Desolvatacion Eliminacion de agua de cristales hidratados
Exotérmicos

Crigtalizacion Evaporacién de disolventes inducido por cristalizacion

de excipientes amorfos

Precipitacion Formacion de lasal del farmaco

Adsorcion Evaporacién del disolvente por adsorcién en el farmaco
Otros

Descomposicién Descomposicion térmicadel farmaco

Disolucion Disolucion del farmaco en un medio de disolucion
Complejacion Formacion de complejos entre farmacos y ciclodextrinas

Tabla 2.3.1. Propiedades de diversos polietilenglicoles[ 124].

Tipode Peso Estado Solubilidad Densidad Punto de Toxicologia
PEG molecular fisico enagua | a25°C (g/mL) fusion (viaoral LD50)
400 380-420 liquido soluble 1.128 4-8°C 30.2gm/kg
600 570- 630 |Liquido soluble 1.126 20-25°C 30gm/kg
viscoso
3350 3000 - 3700| sdlido soluble 12 54°C 50gm/kg
8000 7000-9000 | solido Soluble 11-1.3 59-63°C 50gm/kg
6000 5000-7000 | Solido Soluble 12 56-63°C > 50gmrkg
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Tabla 2.3.2. Propiedades de los Pluronic® de BASF[125].

Pluronic Forma Peso| Gravedad Viscosidad | Puntode| Tension HLB| Solubilidad
mol. | especifica®™* (cps) eb. superficial en agua®™*c
6 fusion

10R5 Liquido 1950 | 1,058 440 a25°C | 69°C 50 dinas/cm | 12-18 | >10%
17R4 Liquido 2650 | 1,048 600 a25°C | 46°C 44 dinas/cm | 7-12 | >10%
25R2 Liquido 3100 | 1,028 680a25°C | 29°C 38 dinas/lcm | 1-7 >1%
25R4 Liquido 3600 | 1,048 1110 a25°C | 40°C 41 dinas’cm | 7-12 | >10%
31R1 Liquido 3250 | 1,018 660 a25°C | 25°C 34 dinas/lcm | 1-7 >1%
F38 Sélido 4700 | 1,070 260a77°C | >100°C | 52dinascm | >24 | >10%
L10 Liquido 3200 | 1,040 660a25°C | 32°C 41 dinas/’cm | 12-18 | >10%
L110 Liquido 3800 | 1,020 800a25°C | 15°C insoluble 1-7 Insoluble
L121 Liquido 4400 | 1,010 1200 a25°C | 14°C 33 dinas/lcm | 1-7 insoluble
F108 Sdlido 14600| 1,060 2800a77°C | >100°C | 4ldinascm | >24 | >10%
F68 Sdlido 8400 | 1,060 1000 a77°C | >100°C | 50dinas’cm | >24 | >10%
F127 Sélido 12600| 1,050 3100a77°C | >100°C | 41dinas/cm | 18-23 | >10%
Fr7 Sélido 6600 | 1,040 480a77°C | >100°C | 47dinas/cm | >24 | >10%
F87 Sélido 7700 | 1,040 700a77°C | >100°C | 44dinaslcm | >24 | >10%
F88 Sdlido 11400| 1,060 2300a77°C | >100°C | 48dinas/lcm | >24 | >10%
Fo8 Sélido 13000| 1,060 2700a77°C | >100°C | 43dinaslcm | >24 | >10%
L44ANF Liquido 2200 | 1,050 440 a25°C | 65°C 45 dinas/cm | 12-18 | >10%
Tabla 2.3.3. Propiedades de los Tetronic® de BASF[125].

Tetronic Forma | Peso| Gravedad Viscosidad | Puntode| Tension HLB| Solubilidad

Mol. | especifica % (cps) fusion | superficial en agua®™*c

1107 sdlido 15000| 1.04 1100a77°C| 51°C 43 dinas/cm | 18-23 | > 10%
901 liquido 4700 | 1.02 700a25°C | *** 36 dinas/cm | 1-7 Insoluble
1301 liquido 6800 | 1.02 1000 a25°C | *** 33 dinas’cm | 1-7 Insoluble
1307 sdlido 18000| 1.05 2700a77°C| 54°C 44 dinas/cm | >24 | > 10%
150R1 Liquido 8000 | 1.01 1840 a25°C | *** Insoluble 1-7 Insoluble
304 liquido 1650 | 1.06 450a25°C | *** 53 dinas/cm | 12-18 | > 10%
701 liquido 3600 | 1.02 600 a25°C | *** 36 dinas/cm | 1-7 Insoluble
904 semisdlido | 6700 | 1.04 320a60°C | *** 35dinas/cm | 12-18 | > 10%
908 solido 25000 1.06 8200a77°C| 58°C 46 dinaslcm | >24 | >10%
90R4 liquido 6900 | 1.05 3870 a25°C | *** 43 dinas/cm | 1-7 > 10%
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Tabla 2.3.4. Estudios de opsonizacién de nanoparticulas poliméricas con PEG adsorbido.

Nanoparticula Contenido de la superficie
Poly(butil 2-cianoacrilato) (PBCA) Poloxamero-338
Poloxamina-908
Poli (e-caprolactona) (PCL) PEG (6000 y 20000)
Poloxédmero-407
Poli(B-hidroxibutirato) (PHB) Poloxamero (338 y 407)
Poloxamina-908
Poli(&cido l&ctico) (PLA) PEG (6,20kDa)

Poloxédmero-188
Poloxédmero-338
Poloxamero-407
Poloxamina-908

Poli (&cido lactico glicdlico) (PLGA) PEG (2000 o 5000)-b-PLA
Poloxamero (184, 188y 388)
Polox&mero-407
Poloxamina-904

Pol oxamina-908

Poli(&cido l4ctico):poli(acetato etilen vinilivo) (PLA:EVA) 50:5( Poloxdmero-407

Poli(metil metacrilato) (PMMA) Poloxamero-184

Poloxédmero-188

Poloxamero-338

Poloxamero-407

Poloxamina-904

Poloxamina.908

Poloxamina-1508

Polisorbato (20, 60, 80) (Tween)
Polixietileno (23) lauril eter (Brij 35)

Poliestireno (PS) PEG (2000)

PEG(22000)

PEG(550)-b-BSA (albumina de suero bovino)
PEG (5000)-b-BSA (alblmina de suero bovino
PEG (5000)-b-1gG (rata)

PEG (2000 0 5000)-b-PLA

Poloxémero-184

Poloxédmero-188

Pol oxéamero-235
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Poloxédmero-237
Poloxamero-238
Poloxamero-338
Poloxamero (401 y 402)
Poloxédmero-407
Poloxamina-904
Poloxamina-908
Poloxamina-1508

Tabla 2.3.5. Estudios de opsonizacién de nanoparticulas poliméricas con PEG y PEG-polimeros unido covalentemente o

anclado en la superficie.

Nanoparticulas Contenido dela superficie
Albtimina (BSA) PEG (1750)
Gelatina (tipo-B) PEG(5000)
Polialquilcianoacrilato (PACA) PEG (2000)-b-polihexa decilcianoacrilato
Poli(e-caprolactona) (PCL) PEG (5000)-b-PCL

PEG (12000, 20000)-b-PCL
Polox&dmero-188

Poloxédmero-338

Poloxamero (188, 237, 238, 407)-b-PCL

Poli(isobutil 2-cianoacrilato) (PIBCA) | PEG (4500)-PIBCA

Poli(&cido Iactico) (PLA) PEG (2000)-b-PLA

PEG (5000)-b-PLA

PEG (10000 0 15000)-b-PLA

PEG (20000)-b-PLA

PLA-b-PEG (6000 0 20000)-b-PLA

Pol oxédmero-188

Poli (&cido lactico glicdlico) (PLGA) | PEG (2000 o 5000)-b-PLA
PEG (5000)-b-PLGA

PEG (12000 o 20000)-b-PLGA
Poloxamero-407
Poloxamina-904

Pol oxamina-908

Poliestireno (PS) PEG(1500)-PS
PEG(3400 0 5000)-PS
PEG (2000)-PS
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PS-NH-CH,-(CHOH),-PEG (linea 250, 500, 1000, 1500,
4000, 19000)
PS-NH-CH,-(CHOH),-PEG (ramas de 1000, 1700 y 6000)

Tabla 3.4.1. Padecimientos més frecuentes causados por parasitos.

Ganado Oveas Humanos
Haemonchus Trichuris Onchocerca volvulus
Trichostrongylus Haemonchus Wucheraria bancrofti

Oesophagastomum

Ostertagia
Cooperia
Strongyloides
Toxocara
Dictyocaulus
cattle grubs
lice

mites

ticks

screwworm larvae

Cerdos

Ascaris
Trichuris
Strongyloides
Metastrongyloids
Stephanurus

Trichostrongylus

Oesophagastomum

Ostertagia
Cooperia
Strongyloides
Dictyocaulus
itch mites
nasal bots

Caballos

Parascaris
Strongylus
Dictyocaulus
Onchocerca
cervicalis
Bots

sarcoptic mange

Ascaris lumbricoides
Strongyloides
Enterboius
Strongyloides
Enterboius

Trichuris

Perros

Dirofilaria immitis
Toxocara
Ancylostoma
Strongyloides
Capillaria
Trichuris

sarcoptic mange

fleas
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Tabla 4. Sistema Fagocitico Mononuclear.

Nombre Localizacién predominante
Células “veladas’ Tejido linfoide
Células de Kupffer Higado
Células de Langerhans Piel
Céulas Interdigitantes Tejido linfoide
Céulas mesangiales Rifion
Histiocitos Tejido conectivo
Macrofagos Tejido linfoide
Macrofagos alveolares Pulmén
Macroéfagos de lamicroglia Tejido del sistema nervioso
Macro6fagos peritoneales Cavidad peritoneal
Osteoclastos Tejido 6seo
Células epitelioides y Reacciones inflamatorias
células gigantes crénicas

Tabla 4.1.1. Principales familias de moléculas de adhesion.

Familia Miembr os representativos Localizacién
Integrinas 32 LFA-1 LcT, NK, PMN, LcB-EBV
Mac-10Mo-1 PMN, MN
Gp 150/95 PMN, MN, Lc
“Delaslgs’ ICAM-1, Endotelios
ICAM-2, Endotelios
VCAM-1 Endotelios
Selectinas Selectina-E Endotelios, plaguetas
Selectina-P Endotelios, plaguetas
Selectina-L Leucocitos
Ligandos

Delasintegrinas p2: Adhesinas IgCAMs

DelasIgCAMSs: Integrinas 32

De las selectinas:
Ac-5-Neu-o(2-3)-Gal-p(1-3)-Fuc-a.(1-4) NacGlu  (sLé€?)
Ac-5-Neu-((2-3)-Gal-((1-4)-Fuc-((1-3)NACGIu  (sLe&")
Gal-((1-4)-Fuc-((1-3)-NAcGlu (L€
Algunos polisacéridos sulfatados (heparina)

Algunos polisécaridos fosforilados
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Tabla 4.1.2. Factores del suero con actividad de opsonina.

1gG1, 1gG2, 1gG3

IgM en presencia de Ca2+ (s6lo en el raton)
C3by C3bi

Globulinas (-1, (-2y (-1

Proteina C-reactiva

Fibronectina

Colectinas (proteina enlazadora de manosa, MBP)

Proteina surfactante A, SP-A (en liquido pleural)
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VIlIlI. APENDICE 11
(Composicion de las

soluciones)
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Medio DMEM

Medio DMEM complementado
Para 500 mL de medio:
- 5 mL deantibidtico (100x)
- 5 mL de antibidtico (100x)
- 5mL de Glutamina (100x)
- 2,5mL de aminoé&cidos no esenciaes (100x)
- 2,5mL de piruvato sodico (100x)
- 50 mL de suero fetal de bovino a 10%

Medio DGVB**
Para 1000 mL de medio:
- 05gdegdatna
- 0,46 g de barbital
- 25gdedextrosa
- 4,38 gdeNaCl
- 150 uL de CaCl, 1M
- 500 uL deMgCl; 1M
Indicaciones: pH de 7,5, esterilizar por filtracién con membrana 0,22 um, preferentemente

cuando la solucion se encuentre entre 40 y 45 °C.

Buffer de boratos (0,2M)

Para 500 mL de buffer:
- 6,184 g de &cido borico
- 4,389 gdeNaCl

Indicaciones: pH de 8,5. Utilizar agua desionizada
Buffer de fosfatos (20x)

Para 1000 mL de buffer:
- 7,2gdeNaH,PO,4. H,O
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- 22 g de NaHPO,4 anhidro 6 55,418 g de NapHPO,. 12H,0
- 175gdeNaCl

Indicaciones: pH 7,5. Utilizar agua desionizada.

Solucién diluyente para fijacion de complemento (CFD)
Para 500 mL de solucion 5x:

- 92,5 mg de barbital sodico

- 4,25 mg de NaCl

- 84,0 mg de MgCl,

- 14,0 mg de CaCl,

Indicaciones: pH 7,2. Utilizar agua desionizada.

Formaldehido para fijacion de células
Para 100 mL de paraformaldehido (PFA):
- 1gdePFA
- 100 mL de PBS
Calentar el PBS a 45 °C y agregar € PFA. Se puede agregar NaOH concentrado para
terminar de disolver. Cuando se disuelva y enfrie gjustar el PH a 7,5 con HCI. Filtrar la

solucion con membranade 0,45 um. Guardar a4 °C cubierto delaluz.
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