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clonazepam.

Fig. 54 Micelas mixtas micelas mixtas encapsuladas con clonazepam al 0.35% 100 nm
20,000 X.

Fig. 55 Micelas mixtas micelas mixtas encapsuladas con clonazepam al 0.35% 50 nm, 30,000
X.

Fig. 56 Micelas mixtas micelas mixtas encapsuladas con clonazepam. 15,000 x. A la
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Fig. 63 Potencial Z de micelas mixtas placebo en un periodo de 31 dias.
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Figura 64. Potencial Z de micelas mixtas encapsuladas con clonazepam al 0.35 % a traves
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Fig. 65 Estructura de gel para cromatografia de exclusion molecular.
Fig. 66 Proceso de filtracion en gel para Micelas Mixtas de Clonazepam.

Fig. 67Cromatograma que muestra la sefial de farmaco en la muestra centrifugada a 1500
rpm durante 180 segundos.
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mixtas.

Fig. 69Cromatogramas correspondientes a la curva de calibracion para la cuantificacion de
clonazepam.

Fig. 70 Cromatograma de andlisis de especificidad del método.
Fig. 71 Cromatograma de la sefal de clonazepam contenido en micelas mixtas.
Fig. 72 Gréfica de determinacion de clonazepam contenido en tres lotes de micelas mixtas.

Fig. 73 Cromatogramas correspondientes a la cuantificacion de clonazepam en micelas
mixtas .

Fig. 74. Evaluacion de latencia a crisis convulsivas por género.

Fig. 75 Evaluacion de latencia a las crisis convulsivas producidas en el lote administrado con
micelas mixtas placebo y lote control administrado con SSF.

Figura 76. Evaluacion de la latencia a crisis mioclonica mediante el modelo de crisis
convulsivas inducidas con PTZ.

Fig. 77 Evaluacion de la latencia a la crisis generalizada mediante el modelo de crisis
convulsivas inducido por PTZ.

Fig. 78 Evaluacién de la latencia a la crisis tonico-clénica mediante el modelo de crisis
convulsivas inducido por PTZ.
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RESUMEN

En los ultimos afios la nanotecnologia ha cambiado la funcionalidad de los diversos
materiales para ofrecer nuevas alternativas a los retos actuales. Uno de los casos
ejemplares es la medicina, donde se ha buscado disefiar nuevos tratamientos mas

eficaces y con menos efectos secundarios.

En el presente trabajo de investigacion se evalué la eficacia anticonvulsivante de
clonazepam (CLZ) encapsulado en micelas mixtas de sales biliares, administrado por via
oral en ratones Swiss webster a dosis de 0.01, 0.03, 0.1 y 0.3 mg/kg, determinando la
latencia a la aparicién de mioclonias, convulsiones generalizadas y convulsiones tonicas
inducidas por el agente pentilentetrazol administrado por via oral a una dosis de 80mg/kg,
comparando el efecto anticonvulsivante producido por una dispersién acuosa del farmaco

convencional administrado via oral a las mismas dosis.

La forma, el tamafio, el potencial zeta, la estabilidad y la concentracion de clonazepam
encapsulado en micelas mixtas se analizaron por microscopia electronica de transmision,

dispersion de luz ( zeta sizer ) y cuantificacion por HPLC.

Se obtuvieron micelas mixtas encapsuladas con clonazepam de 20 + 2 nm de diametro,
un valor de potencial zeta a -30mV, una forma esferoide, con una concentracién de

farmaco de 0.136 mg/ml de suspension y una eficacia de captura de 10.6%.

Se observé un mayor efecto anticonvulsivante al no presentarse crisis generalizada ni
ténica en ratones administrados con clonazepam encapsulado en micelas mixtas a una
dosis de 0,1 mg / kg, dosis diez veces menor que la indicada para la forma farmacéutica

convencional.

Este transportador submicrénico de farmaco podria reducir los efectos secundarios y es
una propuesta para mejorar la eficiencia de la dosis del clonazepam. Estos experimentos
demuestran que las micelas mixtas ofrecen varias ventajas en el transporte de farmacos

para mejorar su actividad terapéutica.
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.  INTRODUCCION

El principal objetivo del presente trabajo de investigacion es aplicar la nanotecnologia en
el desarrollo de un sistema farmaceéutico que permita retrasar y evitar la aparicion de crisis
convulsiva en ratones basandonos en un modelo de evaluacion de latencia a crisis
convulsivas producidas por pentilentetrazol, pretendiendo que un futuro pudiera utilizarse

este sistema en el tratamiento de la enfermedad en seres humanos.

La nanotecnologia permite que la liberacién del farmaco sea minimamente invasiva, ya
que posibilita la fabricacion de estructuras a escala nanométrica, tamafio que permite

aumentar la permeabilidad, en este caso barrera hematoencefalica para llegar a cerebro.

Otra gran ventaja que ha aportado la nanotecnologia a la liberacion de farmacos es que
se ve incrementada la efectividad del medicamento mediante el control preciso de la dosis
requerida, disminuyendo asi las reacciones adversas producidas al administrar farmacos

en su forma farmacéutica convencional.

De acuerdo a las estadisticas, se estima que mas de 40 millones de personas sufren de
epilepsia, de los cuales mas del 80% viven en paises en vias de desarrollo. Motivados por
las estadisticas relativamente altas de personas que padecen epilepsia, y el estudio de las
estrategias terapéuticas desarrolladas y aplicadas hasta hoy, se desarrollé en el
Laboratorio de Posgrado e Investigacion en Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitthn UNAM un sistema farmacéutico nanotecnolégico
(clonazepam nanoencapsulado en Micelas Mixtas) que permite que el farmaco
anticonvulsivo, logre retrasar las crisis convulsivas inducidas por PTZ en ratones,
observandose un mayor efecto que la forma farmacéutica convencional, especificamente

en la crisis generalizada y ténica.

Por otro lado, la evaluacion del efecto anticonvulsivante se realizé en colaboracién en el
Instituto de Psiquiatria Juan Ramén de la Fuente Mufiiz, especificamente en el area de

neurociencias en el Departamento de Neurofarmacologia de Productos Naturales.
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Il. MARCO TEORICO

2.1Sistema Nervioso.

2.1.1 Estructura

El Sistema nervioso consiste en una red organizada conformada por miles de millones de

neuronas. Como se muestra en la Figura 1. Las estr-ucturas que lo componen son:

Encéfalo.

Nervios (pares craneales).
Médula espinal.

Nervios raquideos (espinales).
Ganglios

Nervios periféricos

Receptores sensoriales en piel.

© N o ok~ wDdhdR

Plexos entéricos en el intestino.

El encéfalo se encuentra en el craneo y comprende casi 100 mil millones de neuronas.
Doce pares de nervios craneales (derecho e izquierdo), numerados del | al Xll nacen en la
base del encéfalo. Un nervio es un haz que contiene de cientos a miles de axones, asi
como tejidos conectivos y vasos sanguineos acompafiantes. Cada nervio tiene un

trayecto especifico y se distribuye en una region corporal particular (Alcaraz, et, al., 2000).

La medula espinal se conecta con el encéfalo a través del agujero occipital de crdneo y la
rodean los huesos de la columna vertebral. Posee cerca de 100 millones de neuronas.
Treinta y un pares de nervios raquideos emergen de la médula espinal y se distribuyen en

una region especifica de las mitades derecha e izquierda del cuerpo.

Los ganglios son masas pequefias de tejido nervioso que contienen sobre todo cuerpos
celulares de neuronas y se localizan fuera del encéfalo y la médula espinal. Se relacionan
estrechamente con los nervios craneales y raquideos. (Alcaraz, et, al., 2000).

En las paredes de oOrganos del aparato digestivo, los plexos entéricos forman una
estrecha red de neuronas que participan en la regulacion de dicho aparato. (Alcaraz, et,
al., 2000).
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Los receptores sensoriales son dendritas de neuronas sensoriales o células
especializadas e independientes que vigilan los cambios en el medio interno o en el

entorno.

Prosencéfalo —

Plexo braquial Nervio frénico

Cerebelo

Rombencéfalo —|

s =1
Médula .

oblongada Nervio radial

Plexo lumbar

Nervio mediano

Plexo sacro

Cervical | Nervio cubital

Nervio obturador

)

Nervio ciatico

Médula Nervio femoral
espinal 7| Dorsal
‘.
Lumbar ]
Sacra Coccigea
[

Fig.1 Estructura del Sistema Nervioso. ( Brian, et., al. 2009)

2.1.2 Funcioén.
El sistema nervioso tiene tres funciones basicas:

e Funcién sensorial: Los receptores sensoriales detectan estimulos internos, como
el aumento de la acidez sanguinea, o externos, por ejemplo; una gota de lluvia que

cae en el brazo.
Las neuronas que transmiten la informacion sensorial al encéfalo o a la médula

espinal se denominan neuronas sensoriales o aferentes (Arthur, et., al, 2007)
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e Funcién de Integracion: El sistema nervioso integra (procesa) la informacion
sensorial al analizarla y almacenar una parte de ella, lo cual va seguido de la toma
de decisiones acerca de las respuestas apropiadas. Las neuronas que se

encargan de esta funcion se denominan interneuronas (neuronas de asociacion).

e Funcién motora. Consiste en responder a las decisiones de la funcién de
integracion. Las neuronas encargadas de esta funcion son neuronas motoras o
eferentes, que transmiten informacion del encéfalo y de la médula espinal a las
diversas estructuras corporales. Los Organos y las células en las cuales se

distribuyen las neuronas motonas se denominan efectores.

2.1.3 Organizacion del Sistema Nervioso
El Sistema nervioso se encuentra organizado en dos partes:

e Sistema nervioso periférico.

e Sjstema nervioso central.

2.1.4 Sistema nervioso periférico

El sistema nervioso periférico se divide a su vez en sistema nervioso autbnomo y sistema

nervioso soméatico. (Escobar, et., al 2006)

La principal Funcién del sistema nervioso periférico es proporcionar respuestas en el
organismo, ya sean de manera condicionada o no.
El sistema nervioso domatico se encuentra formado por los nervios que controlan los

musculos de contraccién voluntaria (Escobar, et., al, 2006)

El sistema nervioso autbnomo por su parte se encuentra dividido en sistema nervioso
simpatico y parasimpético. Se encuentra formado por un conjunto de nervios que regulan
de forma automatica o involuntaria muchas funciones corporales.

El sistema nervioso simpatico proporciona respuestas de atencion o alerta, mientras que
el sistema nervioso parasimpético genera respuestas contrarias al Sistema Nervioso

Simpético como se muestra en la siguiente figura :

———
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Fig. 2 Division y Funciones del Sistema Nervioso Autbnomo. (Escobar, et., al, 2006)

2.1.5 Sistema Nervioso Central.
El SNC es una parte del sistema nervioso que se encuentra formada por el cerebro y la
espina dorsal.
Los tres niveles principales de organizacion del Sistema Nervioso Central son :

e Médula Espinal. Se encarga de la regulacion de muchos de los patrones reflejos

bésicos del cuerpo.

e Encéfalo. Regula la mayor parte de las funciones automaticas complejas del
cuerpo, como equilibrio, ingestion de alimentos, grandes movimientos corporales,

ritmo respiratorio, etc.

o Corteza o cerebro. Alberga procesos de pensamiento y regula actividades motoras

definidas.
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A su vez, el SNC se compone de neuronas sensoriales que transmiten informacion de los
receptores de los sentidos localizados principalmente en la cabeza, pared corporal y
extremidades hacia el sistema nervioso central (Escobar, et., al, 2006)

También se compone de neuronas motoras con origen en el SNC que conducen impulsos
s6lo a los musculos esqueléticos. Estas respuestas motoras se pueden regular en forma

consciente.

- Cerebro

| Meédula
espinal

W~ Nervios
periféricos

FADAM.

Fig. 3 Sistema Nervioso Central. (2009). ADAM Iméagenes/

2.1.5.1 Encéfalo.

El encéfalo es un conjunto de sistemas neuronales interrelacionados que regulan muchas
de las actividades del Sistema Nervioso Central se encuentra formado por la corteza
cerebral, sistema limbico, cerebelo, Médula espinal, Mesencéfalo y tallo encefélico.
(Goodman, 2010).

2.1.5.2Corteza Cerebral

En el cerebro hay una zona conocida como corteza cerebral, un manto de tejido nervioso
gue cubre la superficie de los hemisferios cerebrales, formado por miles de neuronas
organizadas en varias capas funcionales, formando asi amplias redes de comunicacion
celular. Su estructura superficial presenta numerosos pliegues, y tiene un espesor de 2 a

4 mm. La corteza cerebral se divide basicamente en tres zonas:

—t—
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1. Neocortex.
2. Peleocbértex.

3. Aquicortex.

A continuacion se muestra un esquema que ilustra las zonas de la corteza cerebral de

acuerdo a su clasificacion filogenenética. (Goodman, 2010)

Meocortex

Paleacortex

Fig. 4 Esquema de la corteza cerebral. (Goodman, 2010).

Al hablar de las capas corticales se debe tomar en cuenta que son histologica y
funcionalmente diferentes y que poseen una gran variedad de neurotransmisores que
permiten una manifestacion de respuestas muy grande. Algunos de estos transmisores
son: glutamato, &cido gamma-aminobutirico (GABA), dopamina, noradrenalina,
acetilcolina, entre otros; los cuales intervienen en la generacion de una respuesta

determinada ante un estimulo. (Goodman, 2010).

2.1.5.3 Sistema Limbico

El sistema Limbico es un conjunto de regiones del encéfalo que comprende la formacion
de hipocampo, complejo amigdaloide, nucleos olfatorios, ganglios basales y algunos
nucleos del diencéfalo, agrupadas alrededor de bordes subcorticales de la parte central
subyacente del encéfalo, a la cual se han atribuido diversas funciones emocionales y

motivacionales complejas. (Goodman, 2010)
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2.1.5.4 Diencéfalo.

El tAlamo se encuentra en el centro del encéfalo por debajo de la corteza y los ganglios
basales y por parte del hipocampo. Las neuronas del tdlamo se hallan distribuidas en
“camulos” definidos, o nucleos que son estructuras pares o de linea media. Estos nucleos
actuan como comunicadores entre las vias sensoriales y la corteza, entre las regiones
definidas del talamo y el hipotdlamo y entre los ganglios basales y las regiones de

asociacion de la corteza cerebral. (Goodman, 2010)

El hipotdlamo es la region de integracion principal de todo el sistema nervioso autbnomo.
Entre otras funciones regula la temperatura corporal, equilibrio hidrico, presion arterial,

ciclos sexual y circadiano, secrecion de la adenohipdfisis, suefio y emociones.
2.1.5.5 Mesencéfalo y tallo encefalico.

Mesencéfalo, protuberancia anular y bulbo raquideo conectan a los hemisferios
cerebrales y a talamo e hipotalamo con la médula espinal. Estas porciones a manera de
puente contiene la mayor parte de los nucleos de los pares craneales, lo mismo que las

principales vias de entrada y salida de las cortezas cerebrales y la médula espinal.

Estas regiones contienen al sistema activador reticular que enlaza los sucesos
sensoriales y motores periféricos con los niveles superiores de la integracién nerviosa que
coordinan los actos reflejos esenciales como deglucién y vomito, y los que abarcan a los

aparatos cardiovascular y respiratorio. (Goodman, 2010)

El sistema activador reticular es esencial para regular suefio, vigilia y nivel de excitacion,

lo mismo que para coordinar los movimientos oculares. (Goodman, 2010).

2.1.5.6 Cerebelo

El cerebelo se origina en la parte posterior de la protuberancia anular, por detras de los

hemisferios cerebrales.

Se encuentra también muy laminado y tiene un orden citolégico estricto: los l6bulos y las

hojas del cerebro se proyectan hacia nucleos cerebelosos profundos especificos, que a su
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vez efectlian proyecciones hacia la corteza motora y hacia los nacleos del tallo encefélico
(Goodman, 2010).

Ademas de regular movimientos voluntarios del tronco y las extremidades, el cerebelo

regula también la funcién visceral, la frecuencia cardiaca (Goodman, 2010).

2.1.5.7 Cerebro composicion quimica, estructuray funcion.

El tejido cerebral tiene una composicién quimica totalmente distinta a la de otros tipos de
tejido como lo muestra la tabla 1. Las células del sistema nervioso contienen una gran
cantidad de agua, observandose que mas de la mitad de peso seco del cerebro esta

compuesto de lipidos.

Tabla 1. Composicion quimica aproximada del cerebro. Goodman, 2010

‘ Componentes Cerebro total (%)
Agua 78
Lipidos 10
Proteinas 8
Carbohidratos 1
Sales inorganicas 1
Otros 2

Sin embargo, las grasas sencillas (triglicéridos) se encuentran en el cerebro en baja
concentracion. Los tres grupos mas importantes de lipidos cerebrales son el colesterol,

los fosfolipidos y los glicolipidos.

El colesterol se encuentra normalmente presente en forma de colesterol libre y la mayoria
se encuentra asociado con las vainas de mielina que cubren las fibras nerviosas. Los
fosfolipidos son compuestos que contienen diglicéridos y ésteres fosforicos y los
glucolipidos contienen acidos grados, azlcar y otras sustancias. Estos compuestos
también se encuentran en forma predominantes en las vainas de mielina de las fibras

nerviosas (Florez, 2003)

El cerebro pesa en promedio 1350 gramos, y alcanza su maximo peso a los 25 afios,
decreciendo progresivamente hasta llegar a perder un 10% de su peso cuando el ser

humano alcanza los 90 afos.

m——
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En el cerebro se encuentran las estructuras especializadas para el funcionamiento de

toda la actividad intelectual del ser humano, y se localizan en diferentes areas de los

I6bulos y hemisferios. Dichas estructuras se relacionan e interconectan se relacionan e

interconectan con el sistema limbico (Florez, 2003)

Las diferentes zonas de la corteza cerebral corresponden a cuatro niveles funcionales:

Las zonas primarias, en relacion con el mundo exterior, corresponden a las
funciones sensitivas, tactiles, visuales, auditivas o a las funciones motoras (Florez,
2003)

Las zonas secundarias estan unidas y enlazadas con las precedentes, los puntos
de la corteza no corresponden ya a una superficie cutdnea o a un masculo, sino a
la sintesis de las sensaciones superficiales y profundas o a una funciébn muscular,

flexion, extension, rotacion de la cabeza y los ojos (Florez, 2003)

Las zonas terciarias son también especializadas y rodean a las anteriores, su
funcién sensitiva es la gnosis, es decir la asociacién y el reconocimiento de la
informacion procedente de diversos modos sensoriales, su funcién es la

coordinacion de gestos (Florez, 2003)

Las zonas superiores no tiene relacion con el mundo exterior y no estan
especializadas, sino que sus funciones son globales; en ellas se elabora el
pensamiento: utilizacion de los recuerdos, conceptos y abstracciones, expresion

verbal, gréfica y gestual (Florez, 2003)

2.1538 Médula espinal.

La médula espinal se extiende desde el extremo del bulbo raquideo hasta las vértebras

lumbares inferiores. Dentro de este cumulo de células y vias nerviosas se coordina de

manera local la informacion sensorial proveniente de piel, musculos, articulaciones y

visceras (Goodman, 2010)

m——
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Se divide en segmentos anatomicos (cervical, toracico, lumbar y sacro) que corresponden

a las divisiones de los nervios periféricos de la columna vertebral.

2.2 Laneurona.

El tejido nervioso sélo tiene dos tipos principales de células: neuronas y células gliales.
Las neuronas se encargan de muchas funciones especiales que se atribuyen al sistema
nervioso como sensaciones, pensamiento, recuerdos, actividad muscular controlada y

regulacion de secreciones glandulares.

Las células gliales brindan sostén, nutriciébn y proteccién a las neuronas, ademas de

mantener la homeostasis del liquido intersticial que bafia las neuronas.

Las neuronas poseen la propiedad de excitabilidad eléctrica, es decir, de general impulsos
en respuesta a estimulos. Una vez que se generan, los potenciales se propagan de un
punto a otro por la membrana plasmética, gracias a la presencia de canales i6nicos

especificos. (Florez, 2003)

2.2.1 Estructura de la Neurona.
La mayoria de las neuronas tienen tres partes:

1. Cuerpo celular.
2. Dendritas.

3. Ax06n o neurita.

El cuerpo celular contiene un nucleo, rodeado por el citoplasma, que incluye organelos
tales como lisosomas, mitocondrias y Aparato de Golgi. Muchas neuronas tienen también
lipofuscina, pigmento que se acumula en forma de grupos de granulos de color pardo
amatrillento en el citoplasma producto de los lisosomas neuronales que se acumulan en el

citoplasma (Nieuwenhuys, et., al, 2009)

El cuerpo celular también incluye grupos prominentes de reticulo endoplasmico rugoso,

llamados Cuerpos de Nissl. Las proteinas que sintetizan estos cuerpos se usan para

m——
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reponer componentes celulares, como material para el crecimiento de las neuronas y

para generar axones dafiados.

El citoesqueleto comprende neruofibrilas que consisten en haces de filamentos
intermedios y brindan sostén y forma a la célula, y microtibulos que ayudan a mover

materiales entre el cuerpo celular y el axon.

Las neuronas pueden tener varias dendritas o un solo axon. Las dendritas son
prolongaciones de las neuronas que reciben impulsos nerviosos. Por lo regular son
cortas, ahusadas y muy ramificadas. En muchas neuronas, las dendritas forman un
conjunto de ramificaciones que nacen del cuerpo celular. Generalmente las dendritas no
estdn mielinizadas. Su citoplasma contiene cuerpos de Nissl, mitocondrias y otros

organelos.

El segundo tipo de prolongacion, el axdn transmite los impulsos nerviosos hacia otras
neuronas, fibras musculares o células glandulares. Un axén es un una prolongacion
cilindrica, delgada y larga, que se une con el cuerpo celular en una elevacién cénica

denominada eminencia del axén (Nieuwenhuys, et., al, 2009)

La primera parte del axdon es el segmento inicial. En la mayoria de las neuronas los
impulsos surgen en la union de la eminencia con el segmento inicial, lo que se denomina

zona de activacion para luego ser conducidas por el axén (Nieuwenhuys, et., al, 2009)

El axén contiene mitocondrias, microtubulos y neurofibrillas. En virtud de la ausencia de
reticulo endoplasmico rugoso, la sintesis de proteinas es imposible en el axon. Al
citoplasma axédnico se le denomina axoplasma, lo envuelve la membrana plasmatica que

se conoce como axolema.

A lo largo del axon, este emite rama laterales, llamadas colaterales axénicos, que en
general forman un angulo recto con el axon. Este Gltimo y sus colaterales, llamados
colaterales terminan al dividirse en muchas prolongaciones finas, las terminales axoénicas.
El sitio de comunicacion entre dos neuronas o entre una neurona y una célula efectora es

la sinapsis.
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El extremo de algunas terminales axonicas se ensancha en estructuras en forma de
tuberosidades denominadas bulbos terminales, mientras que los de otras presentan una
cadena de protuberancias denominadas varicosidades. Ambos tipos de estructuras
contienen muchos sacos membranosos diminutos, llamados vesiculas sinipticas, las

cuales almacenan neurotransmisores (Nieuwenhuys, et., al, 2009).

En cuerpo celular es el sitio donde la neurona sintetiza sus productos o recicla los
existentes. Sin embargo, dado que algunas sustancias son necesarias en el axén o en
sus terminales, hay dos tipos de sistemas transportadores de materiales entre el cuerpo

celular y las terminales axonicas.

1. Transporte axonico lento: Desplaza las sustancias solo en una direccion, del
cuerpo celular hacia las terminales axonicas, para el desarrollo o regeneracion de

axones.

2. Transporte axonico rapido. Utiliza proteinas que fungen como “motores” para el
transporte bidireccional de materiales: hacia el cuerpo celular y de éste por la

superficie de microtubulos. Este tipo de transporte mueve diversos organelos y

materiales.
Cuerpo celular
4 Dendritas
Estructura
basica Madulo de Ranuiar
de una neurona . _Meuralerma
. Vaina de midina
: h:'--ﬁ}ccén
- "S- Meurofibrillas
; Miicleo de una
NDdLﬂD] de calula de Schw ann
/ Ranvier §
Unidn 2 5.,'-‘-75- .
{reuramuscul ar Y ‘x& H‘Ax&nn
"‘-.I_ “Waina de midina
"Meurolerna
Neurona motora
{eferente)

Fig. 5 Partes basicas que forman una neurona. (Nieuwenhuys, et., al, 2009)
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2.2.2 Diversidad Estructural en las neuronas.

Las neuronas presentan gran diversidad en su forma y su tamafio. Se clasifican en tres

clases:

1. Neuronas Multipolares.
2. Neuronas Bipolares.
3. Neuronas Unipolares.

Las neuronas multipolares generalmente varias dendritas y un axén. La mayoria de las

neuronas del encéfalo y la médula espinal son de este tipo. (Poirier, 2004)

Las neuronas bipolares que poseen una dendrita principal y un axon, se localizan en

retina, oido interno y area olfatoria del cerebro (Poirier, 2004)

Las neuronas multipolares son sensoriales. En la siguiente figura se ilustra la clasificacion

estructural de las neuronas.

Q“)’_‘“ﬁ-

e B o Y

> A\ Yo
{
|
|

Bipolar Unipolar Multipolar Pyrimidal

(Interneuron) (Sensory Neuron) (Motoneuron) Cell

Fig. 6 Clasificacion estructural de las Neuronas.( Florez, 2013)

2.2.3 Mielinizacién

Los axones de la mayoria de las neuronas en mamiferos se encuentran rodeados por la
vaina de mielina que es un cubierta de lipidos y proteinas dispuestas en varias capas. La
vaina asila eléctricamente al axén y aumenta la velocidad de conduccién de los impulsos
nerviosos. Se dice entonces que estan mielinizados los axones envueltos por esta vaina,

mientras que los que carecen se llaman amielinicos. (Poirier, 2004)
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Hay dos tipos de células gliales que producen vaina de mielina. Las células de Schwann

en el sistema nervioso periférico y los oligodendrocitos en el sistema nervioso central.

Las células de Schwann del sistema nervioso periférico empiezan a formar la vaina de
mielina alrededor de los axones durante el desarrollo fetal. Cada una de estas células

rodea 1 mm del axdn, envolviéndose varias veces alrededor de éste a manera de espiral.

En el sistema nervioso central, un oligodendrocito mieliniza partes de muchos axones, en
forma muy similar a la célula de Schwann en el sistema nervioso periférico. El
oligodendrocito emite unas 15 prolongaciones anchas y planas que forman la vaina de

mielina a manera de una espiral que rodea los axones nerviosos centrales. (Poirier, 2004)

La cantidad de mielina aumenta desde el nacimiento hasta la madurez y su presencia

acelera mucho la velocidad de conduccién de los impulsos nerviosos. (Poirier, 2004)

2.2.4 Sustancia gris y sustancia blanca.

La denominada sustancia blanca consiste en un conjunto de prolongaciones mielinizadas
de muchas neuronas y es el color blanco de la mielina lo que le confiere su nombre.
(Poirier, 2004)

La Fig. 7 muestra la distribucion de las sustancias gris y blanca en un corte transversal del
encéfalo y la médula espinal, observandose que en la médula espinal la sustancia blanca
rodea una parte central de sustancia gris en forma de mariposa o de letra H, mientras que
en el encéfalo una capa delgada de sustancia gris cubre la superficie de las estructuras
mas grandes del encéfalo, cerebro y cerebelo. La sustancia gris del sistema nervioso
contiene cuerpos celulares, dendritas, axones amielinicos, terminales axoénicas y células

gliales. Su color grisaceo, se debe a la escasez o ausencia de mielina.
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Fig.7 Distribucion de las sustancias gris y blanca en el encéfalo y la médula. (Kolb, 2006)

2.3 Células gliales.

Comprenden casi la mitad de volumen del sistema nervioso central. En general, estas
células son mas pequefias que las neuronas; ademas, su nimero excede el de éstas en
cinco a 5° veces. En contraste con las neuronas, no generan ni propagan potenciales de

accion, pero si pueden multiplicarse y dividirse en el sistema nervioso maduro. (Poirier,
2004)

Existen seis tipos de células gliales, de las cuales solo cuatro se encuentran en el sistema
nervioso central: astrocitos, oligodendrocitos, microglia, y células ependimarias, mientras
que los otros dos, células de Schwann y satélite, se encuentran en el sistema nervioso
periférico.
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Tabla 2. Estructuray Funcidn de las Células Gliales. (Poirier, 2004)

TIPO ASPECTO FUNCIONES

Astrocitos En forma de estrellas, con | Ayudan a mantener el ambiente quimico apropiado para
muchas prolongaciones. que se generen los pontenciales de accion neuronales;
. aportan nutrientes a las neuronas, captan el exceso de
neurontansmisores; participan en el metabolismo de los
neurotransmisores; mantienen el equilibrio adecuado de
- ca® y K*; participan en la migracién de neuronas durante
) el desarrollo enceféalico y son precursoras de la barrera

hematoencefélica.
Oligodendrocitos | Mds  pequefios que los | Forman una red de sostén alrededor de las neuronas del
astrocitos 'y con menos | SNC y producen vainas de mielina que rodean a varios

prolongaciones, cuerpo celular
redondo u oval.

axones adyacentes de neuronas del SNC.

Células pequefias y con pocas

Protege a las células del SNC contra enfermedades al

Microglia prolongaciones, se derivan de | fagocitar microbios invasores, eliminar los desechos de
células mesodérmicas que | células muertas.
también son origen de los
monocitos y macroéfagos.
s i e
Sy
Células Células epiteliales en una sola | Revisten los ventriculos del encéfalo (espacios llenos de

Ependimarias

capa, de forma que va de
cuboidea a cilindrica; muchas
poseen cilios.

liguido cefalorraquideo )
cefalorraquideo.

producen el liquido

Células de

Schwann

Células aplanadas que rodean
a los axones del SNP

Cada célula produce una parte de la vaina de mielina que
rodea un axén en neuronas del SNP participan en la
regeneracion del sistema nervioso periférico.
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Células Satélite Células aplanadas que rodean | Cada célula produce una parte de la vaina de mielina que

Nervioso Periférico regeneracion de axones del SNP.

Células aplandas y dispuestas
alrededor del cuerpo celular de | Brindan sostén a neuronas en los ganglios.
neuronas en los ganglios.

2.4 Neurotransmision en el sistema nervioso central.

Para que las neuronas puedan comunicarse deben producirse sefales eléctricas, que

pueden ser de dos tipos:

e Potenciales de accién que permiten la comunicacion de corta y larga distancia.

e Potenciales graduados que se usan para la comunicacién a corta distancia.

La produccion de ambos tipos de sefiales dependen de dos caracteristicas basica de la
membrana plasmatica en células excitables: un potencial de membrana en reposo y

canales ionicos especificos (Poirier, 2004)

Como en muchas otras células del cuerpo, la membrana plasmética de las células

excitables posee un potencial de membrana, es decir; una diferencia de voltaje eléctrico.

Los potenciales graduados y los de accion ocurren porque la membrana plasméatica de las
neuronas contiene muchos tipos distintos de canales i6nicos que se abren y cierran en
respuesta a estimulos especificos. Dado que la bicapa lipidica de la membrana
plasmatica es un buen aislante eléctrico, las principales vias para que fluya la corriente a

través de dicha membrana son los canales idnicos (Poirier, 2004)
2.4.1 Canales idnicos.

Cuando estan abiertos, los canales i6nicos permiten que iones especificos difundan a
través de la membrana plasmatica conforme a su gradiente electroquimico. Los iones

tienden a moverse de un sitio de mayor a uno de menor concentracion. (Shorvon, 2009)

Hay dos tipos basicos de canales ionicos: canales de filtracién y canales de canales de

compuerta. Los canales de filtracién siempre estan abiertos:

e Canales de Filtracion.
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e Canales de Compuerta.

Los canales de filtracion siempre estan abiertos. La membrana plasmatica suele tener
muchos mas canales de filtracién de iones potasio K* que de iones sodio Na* de modo
que su permeabilidad a los primeros es mucho mayor que a los segundos (Shorvon,
2009)

Los canales de compuerta se abren y cierran en respuesta a algun tipo de estimulo. La
presencia de estos canales en la membrana plasméatica de neuronas y fibras musculares

les confiere su excitabilidad eléctrica (Shorvon, 2009)

Estos dos tipos celulares poseen tres variantes de canales i6nicos de compuerta, que
difieren en el estimulo correspondiente de voltaje, de ligandos y mecéanicos (Shorvon,
2009).

Canal ionico de voltaje: se abre en respuesta a un cambio de potencial de membrana

(voltaje). Estos canales se usan en la generacién y conduccion de potenciales de accion.

Un canal i6nico de ligandos se abre y cierra en respuesta a un estimulo quimico
especifico. Hay una amplia variedad de ligandos quimicos como neurotransmisores,

hormonas y iones, que abren o cierran ese tipo de canales ionicos (Shorvon, 2009).

Un canal i6bnico de compuerta mecénica se abre y cierra en respuesta a estimulos, como
las vibraciones, presion, o estiramiento de tejidos. Estos factores distorsionan la forma

que tiene el canal en reposo, con lo cual lo abren (Shorvon, 2009).
2.4.2 Potencial de membrana en reposo

Este potencial se debe a la pequefia acumulacion de iones con carga en el citosol, a lo
largo de la cara interna de la membrana, y una acumulaciéon similar de iones con carga
positiva en el liquido extracelular, también a lo largo de la superficie externa de la

membrana (Shorvon, 2009)

La separacion de cargas eléctricas positivas y negativas es una forma de energia
potencial, que se mide en voltios o milivoltios. Cuanto mayor sea la diferencia de carga a
través de la membrana, habr4 més potencial de membrana. En otras partes del citosol o

del liquido extracelular, es igual el nimero de cargas positivas y negativas.
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En las neuronas, el potencial de membrana en reposo varia de -40 a -90 mV y
normalmente es de -70 mV, donde el signo de menos indica que el interior es negativo en

relacion con el exterior (Shorvon, 2009)

Se dice que una célula esta polarizada cuando presenta potencial de membrana. La
mayoria de las células corporales estan polarizadas con voltaje de membrana que varia

de +5 mV a -100 mV en los diversos tipos celulares (Shorvon, 2009).
En potencial de membrana en reposo se mantiene principalmente por dos factores:

1. Distribucién desigual de los iones a uno y otro lado de la membrana plasmatica.
Las concentraciones de los aniones y cationes principales difieren dentro y fuera
de las células. Los iones sodio (Na") y cloruro (Cl °) abundan en el liquido
extracelular, mientras que el en el citosol el catién principal es el K+ (iones potasio)
y los dos aniones predominantes son los fostatos orgénicos y los aminoacidos de

las proteinas (Bustamate, 2007).

2. Permeabilidad relativa de la membrana plasmatica a los iones K" y Na*. En una
neurona o fibra muscular en reposo, la permeabilidad de la membrana plasmética

a los iones K" es 50 a 100 veces mayor que a los Na* (Bustamate, 2007).

Con la finalidad de mantener un equilibrio, la membrana es moderadamente permeable a
los iones K" y CI', y muy poco a los iones Na'. En teoria, el efecto eléctrico del flujo de
salida de K* se cancelaria si Na* fluyera hacia el medio extracelular, con lo cual se
intercambiarian unos cationes por otros. Sin embargo, la permeabilidad de la membrana a
los Na* es muy baja, de modo que su velocidad de entrada a la célula es muy lenta para

mantener el ritmo de salida de los K*. (Bustamate, 2007).

El flujo de entrada de CI" conforme a su gradiente de concentracion no puede cancelar el
efecto eléctrico del flujo de salida de K*. Los iones cloruro que entraran a las células sélo
harian que fuera mas negativo su interior. Como resultado de la baja permeabilidad de la
membrana a los Na*, asi como aniones del medio intracelular, y su alta permeabilidad a
los K, el liquido que esta a lo largo de la cara interna de la membrana plasmatica se

vuelve cada vez mas negativo conforme ocurre el flujo de salida de K* (Bustamate, 2007).
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La figura 8 ilustra la distribucion de cargas y iones que producen en potencial de
membrana en reposo. Los gradientes eléctrico y de concentracion estimulan en flujo de
entrada de Na’, la carga negativa de la cara interna de la membrana atrae los cationes y

la concentracion de Na* es mayor fuera de la célula. (Bustamate, 2007)

Aungue como se menciond antes la permeabilidad de la membrana a los Na* es muy
baja, su flujo lento finalmente anularia el gradiente electroquimico. La entrada lenta de
Na+ y la salida de K+ se contrarrestan con las bombas de Sodio (ATPasa de NA*/K") que
ayudan a mantener el potencial de membrana en reposo mediante el bombero de Na"* al

exterior con el mismo ritmo de su flujo a la célula.

Al mismo tiempo, las bombas de sodio generan el ingreso de K+. Sin embargo, los inoes
potasio también se redistribuyen a sus gradientes eléctrico y quimico, segun la

descripcion procedente.

Las bombas de sodio extraen 3 Na* por cada 2 K* que entran a la célula de modo que son
electrégenas, lo cual significa que contribuyen a la negatividad del potencial de membrana

en reposo (Bustamate, 2007).
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Fig. 8 Distribucion de cargas y iones que producen el potencial de la membrana en

reposo.(Bustamante, 2007)
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2.4.3 Potenciales graduados.

Cuando un estimulo hace que los canales i6nicos de ligandos 0 mecanicos se abran o
cierren en la membrana plasmatica de una célula excitable, se produce en esta un
potencial graduado, es decir, una pequefia desviacion respecto del potencial de
membrana que vuelve a la membrana méas polarizada (mas negativa) o menos polarizada
(menos negativa). Si la respuesta es la polarizacion mas negativa, se habla de un
potencial graduado hiperpolarizante y si la polarizacion es menos negativa, se trata de un

potencial graduado despolarizante (Bustamate, 2007).

2.4.4 Potenciales de accién

Un potencial de accién o impulso nervioso es una secuencia de fendmenos que ocurren
con rapidez, disminuyen y en ultima instancia invierten el potencial de membrana para

luego restaurarlo a su estado de reposo.

Durante un potencial de accion, se abren y se cierran dos tipos de canales i6nicos de
voltaje, presentes sobre todo en la membrana plasmatica de axones y terminales
axonicas. Primero se abren canales que permiten la entrada de Na* a la célula, lo cual

provoca despolarizacion.

Luego, se abren canales de K+ con lo que se genera la repolarizacion. En total, las fases

de despolarizacion y repolarizacion suelen durar 1 m/s en las neuronas.

2.4.4.1 Fase de despolarizacion.

Durante la despolarizacién los canales de Na+ se abren unas cuantas diez milésimas de
segundo. Mientras se encuentran abiertos, unos 20 000 Na® fluyen a través de la y
cambian significativamente el potencial de membrana. Al ocurrir esta fase el ingreso de
Na+ se vuelve tan grande que el potencial de membrana cambia de -55mV a o mV y llega

finalmente a +30mV (Bustamate, 2007)
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2.4.4.2 Fase de repolarizacion.

La despolarizacién del umbral abre los canales de Na* y K*. No obstante, los de K* se
abren con més lentitud, por lo que esto ocurre casi al mismo tiempo que se cierran los
canales de Na" originando asi la fase de repolarizacion del potencial de accion, en el que

se restaura el potencial de membrana en reposo (Bustamate, 2007)

La velocidad de entrada de Na* disminuye conforme se inactivan los canales para estos
iones al mismo tiempo se abren los canales de K" y se acelera la salida de iones potasio.
Estos dos fendmenos hacen que el potencial de membrana cambie de +30mV a -70mV.
La repolarizacion también permite que los canales de Na® inactivados reviertan a su

estado de reposo. (Bustamate, 2007)

Mientras se encuentran abiertos los canales de K+ de voltaje, el flujo de salida de iones
potasio pude ser lo suficientemente grande para producir la fase posthiperpolarizaciéon del
potencial de accion. Durante esta, la membrana es incluso mas permeable que en reposo
a los K" y el potencial de membrana se desvia hacia el potencial de equilibrio del K* (unos
-90mV). Sin embargo, al cerrarse los canales de K* de voltaje, el potencial de membrana

regresa a su valor de reposo, de -70mV.

La traduccion de estos cambios de Potencial Eléctrico se observan en la sefal de
integracion que se genera en la membrana neuronal Fig. 9, donde los potenciales locales,
se suman y dan lugar al potencial de accion. Esta zona se caracteriza, por poseer una
concentracion elevada de canales de Na* y K* dependientes de voltaje, si la suma de los
potenciales sindpticos alcanza el umbral, se produce un potencial de accion. La amplitud

de este potencial de accién es de unos 100mV y dura 0.5-2mseg.

Para que ocurra la comunicacion neuronal es necesaria la liberacion de
neurotransmisores, esto ocurre cuando la membrana se despolariza y se produce la sefial
de salida del mismo en las terminales del axon. La liberacién del neurotransmisor
depende de la entrada de Ca* e implica la generacién un potencial local, llamado

potencial secretor. (Bustamate, 2007)
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Fig.
9 Generacion del potencial sinaptico en una neurona. (Bustamate, 2007)

2.5 Propagacion de los impulsos nerviosos.

A fin de comunicar informacion entre diversos partes corporales, los impulsos nerviosos
deben viajar desde el sitio donde surgen, en una zona de activacion, con frecuencia la
eminencia axonica hacia las terminales axonicas; a esto se le denomina propagacion o
conduccion (Bustamate, 2007).

Al ocurrir el flujo de entrada de Na* en la célula, aumenta la despolarizacion y se abren los
canales de Na* de voltaje en porciones adyacentes de la membrana. De esta manera, el
impulso nervioso se propaga por la membrana.

Se le denomina periodo refractario al intervalo en el que una célula excitable no puede

generar otro potencial de accion.

Durante el periodo refractario absoluto, es imposible que se produzca un potencial de
accion, incluso con un estimulo muy fuerte. Dicho periodo coincide con el de activacion e

inactivacion de los canales de Na* (Bustamate, 2007).
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2.5.1 Conduccion continuay conduccion saltarina.

El tipo de conduccion de impulsos nerviosos recién analizado ocurre en fibras musculares
y axones amielinicos. Tal despolarizacion paso por paso de cada porcion adyacente de la
membrana plasmatica se le denomina conduccion continua. Las corrientes iénicas fluyen

por cada porcion adyacente de la membrana (Braillon, 1999).

En los axones mielinicos, la conduccién es distinta. En las areas donde la vaina de
mielina cubre el axolema, son pocos los canales ionicos regulados por voltaje. Sin
embargo, en los nédulos de ranvier se interrumpe la vaina e mielina y tiene densidad alta

de estos canales (Braillon, 1999).

Ocurre la despolarizacion de la membrana en los ndédulos y las corrientes de Na+ y K+
fluyen a través de la membrana plasmatica. Cuando un impulso nervioso se propaga en
un axoén mielinico, las corrientes que producen los iones fluyen en el liquido extracelular

gue rodean la vaina de mielina y en el citosol de un nddulo al siguiente. (Braillon, 1999).

El impulso nervioso en el primero genera corrientes ionicas en el citosol y liquido
extracelular que abren los canales Na* de voltaje en el segundo nédulo. En éste, el flujo
de iones desencadena un impulso nervioso que luego genera una corriente iénica que

abre los mismos canales de Na+ en el tercer nédulo, y asi sucesivamente.

Cada uno se repolariza tras tu despolarizacion. El impulso se propaga en una mayor

distancia del axén mielinico durante el lapso de 10 m/s.

Puesto que la corriente fluye por la membrana sélo en los nodulos, el impulso parece
brincar de n6dulo en nédulo, conforme cada uno de despolariza. Se denomina conduccion
saltatoria a este tipo de transmisién de impulsos y es caracterisitica de los axones

mielinicos.

A continuacién se ilustra la propagacion de un impulso nervioso en axones mielinicos y

amielinicos.
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Fig. 10 Conduccion continta en los axones amielinicos y mielinicos. (Cardinali, 2007)

Los axones de diametro grande conducen los impulsos con mayor rapidez que Iso de
diametro pequefio. Los primeros (con diametro de 5 a 20 uym) se llaman fibras A 'y siempre

son mielinicos. Las fibras A conducen los impulsos con velocidad de 12 a 130 m/s.

De este tipo son los axones de neuronas sensoriales que conducen impulsos
relacionados con el tacto, presion, posicién de articulaciones y algunas sensaciones

térmicas. (Braillon, 1999)

Las fibras B poseen axones con diametro de 2 a 3 ym y periodo refractario absoluto un
poco mas prolongado que el de las fibras A. También son mielinicos, con conduccion
saltatoria a velocidades de hasta 15 m/s. Estas fibras transmiten impulsos sensoriales de

las visceras al encéfalo y a la médula espinal. (Braillon, 1999)

Las fibras C son las de axones con diametro mas pequefio de 0.5 a 1.5 ym y periodo
refractario absoluto més prolongado. La conduccién de impulsos en estas fibras tiene
velocidad de 0.5 a 2 m/s. Se trata de axones amielinicos que transmiten impulsos
sensoriales de calor, dolor, presion, provenientes de la piel. De este tipo de fibras son las
gue nacen de los ganglios autbnomos y estimulan corazén, musculo liso y glandulas.
(Braillon, 1999)
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2.5.2 Velocidad de propagaciéon de los impulsos nerviosos.

La velocidad de propagacion de los impulsos nerviosos no se relaciona con la intensidad
del estimulo que los desencandena. En vez de ello, el diAmetro del axén y la presencia o

ausencia de la vaina de mielina son los factores primordiales que determina la velocidad.

Ademas, los axones transmiten los impulsos con mayor rapidez cuando estan calientes y
a velocidad mas baja si estan frios, de modo que el enfriamiento de un nervio puede

retrasar la conduccion.

2.6 Sinapsis.

Consiste en la comunicacion entre neuronas para la transmision de impulsos nerviosos.

Hay dos tipos de sinapsis que difieren en su estructura y funcion:

e Sinapsis eléctrica.

e Sinapsis quimica.

2.6.1 Sinapsis Eléctrica.

En las sinapsis eléctrica las corrientes idnicas se propagan en forma directa entre células

adyacentes mediante uniones de abertura o nexos (Braillon, 1999)

Cada una de estas uniones contiene aproximadamente un centenar de proteinas
tubulares llamadas conexones, que forman tuneles con los que se conecta el citosol de

dos células.

Tanto moléculas como iones pueden fluir bidireccionalmente por estas proteinas entre las
células adyacentes. En el caso de los iones, esto constituye una ruta para el flujo de
corrientes. Las uniones de abertura son comunes en el musculo liso visceral (Braillon,
1999).

2.6.2 Sinapsis quimica

Se le denomina Sindpsis a la comunicacién entre una neurona presinaptica y una

postsinaptica de proximidad estrecha. Las neuronas estadn separadas por una hendidura
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sindptica, por lo que ocurre una forma alterna e indirecta de comunicacion en dicho

espacio.

La neurona presinaptica libera un neurotransmisor que difunde en la hendidura sinéptica y
actua en receptores de la membrana plasmética de la neurona postsinaptica, con lo que

se produce un potencial postsinaptico, que es un tipo de potencial graduado.

En lo esencial, el impulso eléctrico (impulso nervioso) presindptico se convierte en una
sefial quimica (neurotransmisor liberado). La neurona postsinéptica recibe este mensajero

quimico y, a su vez, genera un impulso eléctrico (potencial postsinaptico).

Una neurona postsinptica, recibe sefiales de muchas presinapticas, de las cuales
algunas liberan neurotransmisores excitatorios y otras, neurotransmisores inhibitorios
(Rudolf, 2009).

La suma de todos los efectos inhibitorios y excitatorios en un momento dado determina el

efecto neto en la neurona postsinaptica que puede responder de las maneras siguientes:

1. Potencial postsinaptico excitatorio. Si el efecto excitatorio total es mayor que el
efecto inhibitorio total y menor que el umbral de estimulacion, el resultado es un
PPSE subumbral. Los estimulos subsiguientes pueden generar con mayor
facilidad un impulso nervioso por sumacion, puesto que la neurona esti

despolarizada parcialmente.

2. Uno o més impulsos nerviosos. Cuando el efecto excitatorio total es mayor que el
inhibitorio total y se alcanza o supera el valor de umbral de estimulacién, el
Potencial Postsingptico se propaga al segmento inicial del exdén y se

desencadenan uno o méas impulsos nerviosos (Rudolf, 2009).

3. Potencial Postsinptico inhibitorio. En el supuesto que el efecto inhibitorio total
sean mayor que el excitatorio, la membrana se hiperpolariza. El resultado es la

liberacién de la neurona postsinaptica y que no se genere el impulso nervioso.
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Fig. 11 Sinapsis Quimica. 2.4  (Escobar, et,. Al. 2006)

2.7 Farmacos que acttan en el sistema nervioso central.

Los farmacos que actuan en la sintesis, almacenamiento, metabolismo y liberacion de los
neurotransmisores se encuentran en la categoria de los presinapticos. La transmision
sindptica puede ser disminuida por bloqueo de la sintesis o almacenamiento del
transmisor (Rudolf, 2009)

Los farmacos también pueden alterar la liberacion del transmisor, una vez que el
neurotransmisor ha sido liberado en el espacio sinptico, deja de ejercer su efecto una
vez que es captado o degradado (Rudolf, 2009)

Otro mecanismo de accion de los farmacos que actian en el sistema nervioso central es
actuar sobre el canal i6nico (Rudolf, 2009)
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La selectividad de la accion farmacologica se basa en el hecho de que diferentes grupos
de neuronas emplean diferentes neurotransmisores, los cuales son a menudo segregados
en los sistemas neuronales que ayudan extensamente a las diferentes funciones del
Sistema Nervioso Central (Rudolf, 2009)

2.7.1 Neurotransmisores.

En la actualidad se sabe que unas 100 sustancias son neurotransmisores, es dificil

determinar la funcién de cada una.

Algunos neurotransmisores se unen con sus receptores y producen rapidamente la
apertura o cierre de los canales ibnicos membranosos, mientras que otros actlan como
mayor lentitud, gracias a sistemas de segundos mensajeros e influyen en reacciones

enzimaticas en el interior de las células.

El resultado de ambos tipos de procesos puede ser la inhibicibn o excitacién de las
neuronas postsinapticas. Muchos neurotransmisores también son hormonas que las
células enddcrinas de 6rganos de todo el cuerpo liberan en el torrente sanguineo. Asi,
mismo ciertas neuronas, las células neurosecretoras secretan hormonas en el encéfalo.
(Rudolf, 2009)

Los efectos de los neurotransmisores en las sinapsis quimicas se pueden modificar de

diversas maneras:

1. Estimulacion o inhibiciéon de la sintesis del neurotransmisor.

2. Bloqueo o intensificacién de la liberacién del neurotransmisor.
3. Estimulacion o inhibicion del retiro del neurotransmisor.
4

Bloqueo o activacion del sitio receptor.

Un agente que aumenta la transmision sinaptica o simula los efectos de un
neurotransmisor natural es un agonista y otro que bloquea la accion de un

neurotransmisor, un antagonista. (Rudolf, 2009)

La tabla 4 muestra un resumen de la farmacologia general de los neurotransmisores no

peptidicos en el Sistema Nervioso Central.
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Tabla 4. Resumen de la farmacologia de los receptores no peptidicos en el SNC.

Neurotransmisor

Anatomia

Mecanismos del Receptor

Todos los niveles: probables

Excitatorio disminucién de la conductancia de K*

Acetilcolina conexiones largas y cortas.
Todos los niveles: probables | Excitatorio aumento de conductancia de Na+ y cationes.
Dopamina conexiones largas y cortas.
GABA Interneuronas supraspinales; | Inhibitorio: Aumento de conductancia de CI

interneurona espinales
relacionadas con la inhibicién

presinaptica

Inhibitorio:  (presinaptico)  posiblemente  disminucién

conductancia de Ca?".

de

Glutamato/aspartato | Neuronas de relevo a todos | Excitatorio: aumento de conductancia de Na+ y cationes.

los niveles.
Glicina Interneuronas espinales Inhibitorio: Aumento de la conductancia de CI.
Histamina Mesencéfalo (4rea | Excitatorio: disminucion de la conductancia de K*

supramamilar) a hipotalamo y

telencéfalo.

5-Hidroxitriptamina Excitatorio: disminucion de la conductancia de K*

(Serotonina) Inhibitorio: aumento de la conductancia de K

Noradrenalina Excitatorio: disminucion de la conductancia de K*

Inhibitorio: aumento de la conductancia de K*

Excitatorio: disminucién de conductancia de K+ mediado por
AMPc.

2.7.2 Transmisién GABA.

El &cido Gamma-aminobutirico (GABA) es el prototipo de los aminoacidos que ejercen
una poderosa funcion inhibidora en el SNC. Se encuentra ampliamente extendido por todo

el SNC, desde la corteza hasta la médula espinal (Rudolf, 2009).

El GABA se identific6 como constituyente quimico Unico del cerebro en 1950, pero no se
reconocio de inmediato su potencia como depresor del SNC. Inicialmente se realizaron
experimentos con el receptor del estiramiento del crustaceo, el GABA imit6 los efectos
observados con la estimulacion de los nervios inhibidores y al administrar picrotoxina se
antagonizaron los efectos del GABA (Rudolf, 2009).

Kravitz y colaboradores (1963) demostraron que el GABA era el Unico aminoacido
inhibidor que se encontraba exclusivamente en los nervios inhibidores del crustaceo y
gue se encuentra exclusivamente en los nerviosos inhibidores del crustaceo y que la

potencia inhibidora de los extractos se debia a su contenido de GABA. (Alcaraz, 2000)
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La descarga de GABA se correlaciond, con la frecuencia de la estimulacion nerviosa. Los
registros intracelulares del musculo indicaron que la estimulacion del nervio inhibidor y la
administracién del GABA producian incrementos idénticos de la conductancia de CI en el

musculo.

De esta forma se concluyé que el GABA media las acciones inhibidoras de las
interneuronas locales en el cerebro, y que puede mediar la inhibicién presinptica dentro

de la médula espinal.

GABA media también la inhibicion dentro de la corteza cerebral y entre el nacleo caudado

y la sustancia gris.

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el SNC del mamifero. Se han

dividido sus receptores en dos tipos principales:

o El receptor GABA,, que es un canal de CI' de compuerta de ligando que se abre
después de la descarga de GABA a través de las neuronas presinapticas.

o Elreceptor GABAg, que es un miembro de la familia de receptores acoplados con
proteina G que actua tanto en las vias bioquimicas como en la regulacion de los

canales de iones.

El papel funcional de GABA es inhibidor. Su accién puede tener lugar en multiples sitios
de la neurona, de acuerdo con el tipo de sinapsis que se establezca. De este modo,

puede producir inhibicién presinaptica y postsinaptica. (Alcaraz, et., al, 2000)

La inhibicion postsinaptica conlleva la apertura del canal de CI- en la membrana
postsinatpica produciendo la entrada masiva de este ion e hiperpolarizacion de la célula.
(Alcaraz, et., al, 2000)

En la inhibicion presinaptica que se aprecia en las terminaciones de las neuronas
sensoriales primarias, la activacion del receptor GABAA axonico provoca un fenédmeno de
despolarizacion porque el equilibrio de CI- provoca la salida del ion en lugar de la entrada,
esta despolarizacion local de la terminacion nerviosa hace que disminuya la liberacion el
neurotransmisor, ya que en etas condiciones de despolarizacién es menor la entrada de
Ca®". (Alcaraz, 2000)
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A continuacion se ilustra el mecanismo de Accion del neurotransmisor GABA.
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Fig. 12 Mecanismo de Accidn del Neurotransmisor GABA. (Harper, et.al, 2003)

2.7.3 Barrera hematoencéfalica
2.7.3.1 Estructuray Funcion

La barrera hematoencefalica (BHE) es una estructura histolégica y funcional que protege
al Sistema Nervioso Central, se encuentra constituida por células endoteliates
especializadas que recubren el sistema vascular cerebral y tienen una importancia capital
en el mantenimiento de la homeostasis de las neuronas y las células gliales y en el

blogueo del acceso de sustancias enddgenas y exdgenas. (Rudolf, 2009)
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Las células endoteliales cerebrales son diferentes a las de otros érganos en dos aspectos

fundamentales:

1. Presentan uniones intracelulares que evitan el paso transcapilar de moléculas

polares como iones y proteinas.

2. Carecen de vesiculas pinociticas.

Como resultado de estas caracteristicas anatdémicas, las células endoteliales cerebrales
conforman una barrera celular entre la sangre y el espacio intersticial para un adecuado

funcionamiento neuronal.

La barrera hematoencefédlica mas que una capa pasiva de células es un complejo
metabdlico activo con multiples bombas, transportadores y receptores para

neurotransmisores.

Los vasos capilares en el tejido neuronal estdn constituidos por una capa simple de
células endoteliales, asociadas a una membrana basal, y una capa casi continua de
astrocito. Las células endoteliales de los capilares cerebrales tienen una alta resistencia

eléctrica y presentan una relacion mitocondria/citoplasma alta.

Las uniones intercelulares que constituyen la barrera hematoencefdlica son
extremadamente densas y complejas. Estucturalmente se encuentra formada por red de
filamentos entrelazados con pocos espacios entre ellos y células endoteliales que yacen

en una membrana basal cuya composicién se describe en la siguiente tabla.

Tabla 5. Composicion de la Membrana Basal de la Barrera Hematoencefalica. (Gert, 2003)

Composicion de la membrana basal de la Barrera
Hematoencefalica

Coléageno tipo IV

Laminina

Fibronectina

Proteoglicano

Heparano Sulfato

Adosados a la membrana basal se encuentran los pericitos que son células fagociticas

contractiles que desempefian un papel importante en la presentacion de antigenos
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actuando como una segunda linea de defensa. A continuacion se ilustra la estructura de
la Barrera Hematoencefalica. (Gert, 2003)

Fig. 13 Estructura de la Barrera Hematoencefalica. (Gert, et., al 2003)

2.7.3.2 Mecanismos de transporte en la barrera hematoencefalica.

El endotelio capilar que constituye la barrera hematoencefalica es permeable a ciertas
sustancias necesarias para el metabolismo cerebral, tales como oxigeno, glucosa y
aminoacidos esenciales. (Gert, 2003)

Para que ocurra este transporte es necesario considerar las caracteristicas de la Barrera
Hematoencefalica como epitelio:

e Es unalamina de células sobre la membrana basal.

e Las células estan unidas por uniones gruesas.
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e La permeabilidad es baja para las sustancias hidréfilas sin carga eléctrica

en ausencia de transportadores de membrana.

e Existe un transporte facilitado de ciertos solutos organicos que presentan
cinética de saturacion, estereosopecificidad e interacciones competitivas

entre compuestos semejantes.

e Datos que apoyan la existencia de sélidas uniones epiteliales son: alta
resistencia eléctrica, permeabilidad idnica baja y baja conductancia

hidraulica.

La glucosa es un sustrato energético primordial para el cerebro, por lo que requiere un
sistema de transporte que le permita atravesar el endotelio facilmente y asegure un aporte

adecuado y constante de la misma (Gert, 2003).

Existen cuatro sistemas transportadores para aminoacidos en el endotelio de los capilares
del sistema nervioso central. Estos sistemas de transporte tienen una baja capacidad
debido a que varios de los compuestos se requieren en bajas cantidades y existen
mecanismos homeostéticos que preservan su contenido sin necesidad de grandes flujos
desde la sangre (Gert, 2003).

Las células endoteliales de los capilares cerebrales estan dotados de una ATPasa Na'/K*
que transporta el sodio hacia el intersticio cerebral y al potasio en direccion opuesta,
regulando la concentracion extracelular de este Ultimo generada por la actividad neuronal
(Gert, 2003).

La Barrera Hematoéncéfalica desempefia una funcion esencial en el mantenimiento de la
homeostasis cerebral. Debido a su composicién, las sustancias liposolubles entran al

cerebro por difusion a través de la lamina endotelial. (Gert, 2003).

La mayoria de los nutrientes, que suelen ser hidrosolubles requieren de mecanismos de
transporte especializados para glucosa. De esta manera, existen transportadores
especializados para glucosa, aminoacidos, &cidos monocarboxilicos y precursores de
acidos nucléicos y aminas, que garantizan el aporte de nutrientes, hormonas y sustancias

precursoras de neurotransmisores cerebrales. (Gert, 2003).
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Por consiguiente la barrera hematoencefalica regula el entorno nutritivo y homeostatico
del sistema nervioso central permitiendo el acceso de sustancias a través de tres

mecanismos:

e Rutas extracelulares.
¢ Difusion a través del plasma.

e Sistemas selectivos de transporte.

Las rutas extracelulares funcionan mediante el pasaje residual que ocurre en torno a las
células ependimales, el espacio subaracnoideo y otros puntos de posible trasvase de
sustancias desde el torrente sanguineo. La cantidad de sustancias que pasa por esta ruta
es muy baja, con un riego de sangre al cerebro unidireccional y una constante de entrada
de 10° a 10° mL/g/min (Gert, 2003).

La segunda ruta, representada por la difusion a través de membranas depende de las
sustancias que entran en la vertiente luminal-sanguinea de las células emergiendo de la

parte abluminal o cerebral (Gert, 2003).

Las propiedades de esta difusion plasmalemal dependen fundamentalmente de las
caracteristicas quimicas de cada molécula, su liposolubilidad, sus enlaces hidrogenados,
su peso molecular, carga idnica, estructura tridimensional, unién a proteinas y capacidad

de autoagregacion (Gert, 2003).

Las propiedades de la membrana a través de la cual pasan estas sustancias también

importan, sobre todo la carga de la superficie y la fluidez de la membrana (Gert, 2003).

La tercera ruta de los sistemas selectivos de transporte, transporta la glucosa al interior
del cerebro. Estos sistemas permiten el acceso de sustancias especificas al cerebro con
una velocidad de 10° veces superior a la que les permitirian otros sistemas no saturables.
(Gert, 2003)

La barrera hematoencefalica muestra una reducida endocitosis comparada con otros
tejidos, no obstante, el transporte vesicular (via receptor, por adsorcion o endocitosis de
fluido de fase) tiene una funcién importante en la liberacion de diversos compuestos hacia
el cerebro. (Gert, 2003)

La barrera hematoencefalica posee una permeabilidad para diversos solutos,

dependientes de sus propiedades fisicoquimicas, tales como:
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e Liposolubilidad.
e Unidn a proteinas plasmaticas.
e Grado de lonizacion a pH fisiolégico.

Los solutos hidrosolubles y polares atraviesan la barrera hematoencefalica con dificultad a
no ser que dispongan de transportadores especiales como en el caso de la glucosa y los

aminocidos (Gert, 2003).

La barrera hematoencefélica posee una importante regulacion osmética siendo casi libre
el paso del agua, pero presentando una importante restriccion al paso de cationes como
el sodio o potasio, que a pesar de poseer transportadores especificos sélo logran el

equilibrio con el plasma.

Los farmacos pueden ser transportados via transporte activo primario localizado en la
barrera hematoencefalica, que incluyen a la glicoproteina-P, miembros de la familia de
proteinas, transportadores de acidos monocarboxilicos y transportadores de iones

organicos.
2.7.3.3 Transporte de farmacos en BHE.

No sélo las moléculas bioldgicas, sino también los farmacos estan sometidos a control por
la barrera hematoencefélica. Los factores a tener en cuenta para que un farmaco

atraviese la BHE son:

e Tamafio molecular y su unioén a proteinas plasméticas (los farmacos mas unidos a
las proteinas tiene poca posibilidad de atravesar la BHE, ya que solo la fraccion

libre de farmaco permea a través de ésta) (Hans, 2004).

e La solubilidad en lipidos (los farmacos més liposolubles atraviesan la BHE con
mayor facilidad) (Hans, 2004).

e EIl pH, la acidez o alcalinidad del medio influye en la disociacion de farmacos
(bases o &cidos débiles), los pH’s plasmaticos bajos favorecen el paso de los
acidos al aumentar su concentracion no iénica y viceversa con las bases. (Hans,
2004).
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e Su farmacocinética, los farmacos pueden competir entre si o con diversos

sistemas de transporte.
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Fig. 14 Transporte de farmacos a través de la BHE. (Harper, et.,al 2003)

2.8 Epilepsia.

La epilepsia es una alteracion neurolégica con alta incidencia alrededor del mundo. De

acuerdo a las estadisticas se estima que mas de 40 millones de personas sufren de esta

enfermedad de los cuales més del 80% viven en paises en vias de desarrollo (Noboku,

2007).

El término epilepsia proviene del griego epilenbanein que significa “ser atacado o tomado

por sorpresa”’ haciendo alusion a la severidad de las crisis epilépticas, siendo asi una

patologia que afecta no solo al individuo, sino a su entorno.
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Desde el punto de vista biogquimico se define la epilepsia como un trastorno de la
actividad de las neuronas corticales de la corteza cerebral, que es traducido en descargas

eléctricas que provocan una crisis en forma de convulsiones. (Noboku, 2007).

El cerebro esta perfectamente disefiado para interpretar toda la informacién que llega
tanto del interior como del exterior y para ordenar las respuestas adecuadas a cada
situacion, controlando asi los movimientos del cuerpo, pensamientos y percepcion del
entorno. Para que esto ocurra, es necesario que exista un potencial eléctrico que permite
a las neuronas comunicarse entre si y transmitir la informacion a través de las fibras

nerviosas al resto del organismo (Noboku, 2007).

Para que ocurra la comunicacion entre neuronas y se desencadenen estas descargas
eléctricas antes mencionadas, es necesario que ocurra una entrada y salida de iones en

las neuronas (Noboku, 2007).

Cuando se presenta el estado epiléptico, ocurre una descarga eléctrica brusca en un
grupo neuronal denominado foco epiléptico. Los factores que detonan dicha descarga aln
no han sido conocidos por completo. La descarga eléctrica es el resultado de una

despolarizacion intensa y mantenida que no es controlada por algun sistema inhibidor.

Un foco eléctrico, es el resultado de una descarga controlada por los sistemas de
inhibicion fisiolégicos. La pérdida de esta inhibicién o una excitacion exagerada induce un
ritmo fuerte en el &rea epileptdégena y una expansion de la descarga hacia areas cercanas
y hacia el tronco cerebral dando lugar a crisis generalizadas y a una pérdida de
conciencia. A su vez, desde el tronco se induce una retroalimentacion excitatoria del foco

cortical.

Existen varios tipos de estados epilépticos:

Parciales.
Generalizados.

Convulsivos (ténicos, clénicos, mioclénicos).

P w N PR

No convulsivos (status de ausencia).
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2.8.1 Clasificacion de las crisis epilépticas.

El termino convulsion se refiere a un trastorno transitorio de la conducta, causado por la
activacion desordenada, sincrénica y ritmica de poblaciones enteras de neuronas
cerebrales. En la epilepsia se presentan convulsiones periédicas e impredecibles que son

originadas en la corteza cerebral. (Noboku, 2007)

De manera general las crisis epilépticas se han clasificado de acuerdo a su severidad en

dos tipos:

1. Cirisis parciales. Que se inician de manera focal en un sitio cortical.

2. Crisis generalizadas: Abarcan ambos hemisferios de la corteza cerebral.

La mayor parte de las convulsiones parciales complejas se originan en el I6bulo temporal.

Son ejemplos de convulsiones generalizadas

Las manifestaciones conductuales en las crisis convulsivas dependen de las funciones
gue ejerza normalmente el sitio de la corteza donde se originan las convulsiones. Por
ejemplo, la crisis convulsiva que afecta la corteza motora se relaciona con sacudidas

clénicas de la parte del cuerpo controlado por esa region de la corteza (Noboku, 2007).

Una convulsion parcial parcial simple se vincula con la preservacion del conocimiento o
estado de conciencia. Una convulsiéon parcial compleja conlleva un trastorno del
conocimiento. La mayor parte de las convulsiones parciales complejas se originan en el
[6bulo temporal (Noboku, 2007).

A continuacion se muestra una tabla que describe la clasificacion de las crisis convulsivas

y el cuadro que se presenta en cada una.

Tabla 6. Clasificacion de las crisis epilépticas.

TIPO DE CONVULSION CARACTERISTICAS

CONVULSIONES PARCIALES

Diversas manifestaciones que dependen de la
Parciales Simples region de la corteza activada por la crisis
convulsiva que duran aproximadamente de 20 a 60

segundos.

Pérdida del conocimiento que dura 30s a 2 min, en

Parciales Complejas muchos casos aunada a movimientos propositivos,
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como chasquear los labios o agitar la mano.

Parciales con convulsiones tonicoclénicas

generalizadas de manera secundaria.

La convulsion simple o parcial compleja evoluciona
hasta convulsién ténico-clénica con pérdida del
conocimiento y contracciones sostenidas (tonicas)
de los musculos de todo el cuerpo, a lo que siguen
periodos de contraccion muscular alterada con
periodos de relajacion (convulsiones clonicas) que
en su forma caracteristica duran uno a dos

minutos.

CONVULSIONES GENERALIZADAS

Crisis de Ausencia

Inicio repentino de pérdida del conocimiento,
aunado a mirada fija e interrupcion de las
actividades que estaba efectuando, y que dura de

manera caracteristica menos de 30 segundos.

Convulsién Mioclénica

Contracciéon muscular leve (un segundo de
duracion) de tipo choque eléctrico, ya sea en una

extremidad o generalizada.

Convulsién ténico-clénica

Lo mismo que en el caso de las convulsiones
parciales con  convulsiones  tonicoclonicas
generalizadas de manera secundaria salvo que no

van precedidas por una convulsién parcial.

El estado epiléptico segun su gravedad puede representar riesgo de muerte, dafio
neuronal y dafio sistémico. Se reconocen varios tipos de estado epiléptico. Su duracion

oscila entre 30 minutos (Noboku, 2007).

El criterio de clasificacion mas conocido estima que el tiempo de inclusion de crisis debe

ser a los cinco minutos de una actividad epiléptica continua, considerando que la duracion

de una crisis generalizada no es mayor a dos minutos.
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Convulsivo

Estatus Epiléptico

No Convulsivo

Fig. 14 Clasificacion del status epiléptico.

2.8.2 Vias de propagacion de las crisis epilépticas.

Generalizado

Parcial Simple

Ténico Clénico
Satil
Mioclénico
Tonico
Clénico

Somotomotor
Motor postural.
Parcial Continuo

Generalizado Ausencias
Somatosensitivo
Parcial Simple Sensorial
Automico
5 Psiquico
Complejo

En la siguiente imagen se muestran los circuitos involucrados en las crisis focales (A) y en

las Crisis Generalizadas Primarias (B). Inicialmente la descarga se propaga por las

proyecciones intrahemisféricas hacia la corteza ipsilateral (1), por las fibras comisurales

hacia la corteza contralateral (2) y hacia los centros subcorticales (3).

Las crisis generalizadas de un foco se producen propagandose primero a los centros

subcorticales (4) los cuales a su vez irradian rapidamente y expresan la actividad

paroxistica a nivel cortical en las conexiones difusas entre el tAlamo y el cortex. (Noboku,

2007)
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Fig. 15 Expresion clinica de las Crisis Convulsivas. Modelos fisiopatoldgicos para las convulsiones
focales y generalizadas primarias y secundarias. (Gill, et., al. 2006)

2.8.3 Naturaleza y mecanismo de las convulsiones.

Hace méas de un siglo John Hughlings Jackson, postuld que las convulsiones eran
causadas por “descargas ocasionales repentinas, excesivas, rapidas y locales de la
sustancia gris”, y que sobrevenia una crisis convulsiva generalizada cuando el tejido

cerebral normal se veia invadido por actividad convulsiva iniciada en un foco anormal.

Esta importante deduccién brindé una estructura muy valiosa a los conceptos sobre los
mecanismos de la epilepsia parcial. El uso y desarrollo del Electroencefalograma en 1930
permitié el registro de la actividad eléctrica y mayor conocimiento de la epilepsia (Noboku,
2007).

De esta manera ya en 1950 se sabia que la reduccion de la actividad sinptica inhibidora
podia originar convulsiones; es decir se concluyé que la reduccion inhibidora y el aumento

de la actividad sinaptica excitadora desencadenan una crisis convulsiva.
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Los neurotransmisores que median de manera global la transmision sinaptica son
aminoacidos, &cido Y-aminobutirico (GABA) y glutamato, como principales

neurotransmisores inhibidores y excitadores, respectivamente. (Gill, 2006)

Los estudios farmacoldgicos pusieron en claro que la microinyeccion de antagonistas del
receptor GABA, 0 de los agonistas en diferentes subtipos de receptores del glutamato

desencadenan convulsiones en animales de experimentacion in vivo. (Gill, 2006)

Los agentes farmacolégicos que estimulan la inhibicion sinaptica mediada por el GABA
inhiben las convulsiones en diversos modelos. Los antagonistas del receptor del
glutamato, bloguean también las convulsiones en diversos modelos, entre ellas las

evocadas por convulsivos quimicos como el Pentilentetrazol (Gill, 2006).

Durante la época de 1960 los estudios electrofisioldgicos celulares de la epilepsia se
centraron en la dilucidacién de los mecanismos de los mecanismos de “cambio de la

despolarizacion” que produce una descarga de potencial de accién (Gill, 2006).

En la mayor parte de las neuronas corticales, el cambio de despolarizacién consiste en
una gran despolarizacion de la membrana neuronal, aunada a una descarga de

potenciales de accion (Gill, 2006).

En 1970 se llevaron a cabo estudios in vito de convulsiones en tejido encefalico,
realizando registros mediante electroencefalogramas, observandose que las reducciones
de la funcion sinptica inhibidora podian desencadenar la actividad epileptiforme (Gill,
2006).

2.8.4 Tratamiento farmacoldgico de la epilepsia.

Hasta hace poco tiempo, el tratamiento farmacoldgico de la epilepsia se sustentaba en los
farmacos convencionales: fenitoina (PHT), carbamazepina (CBZ), fenobarbital (PB),
benzodiacepinas (BZDs), valproato (VPA), y etosuximida (ESM). Debido a su alta
biodisponibilidad, las BENZODIACEPINAS han sido utilizadas ampliamente en el

tratamiento de la epilepsia.

Para el desarrollo del presente proyecto se decidi6é utilizar Clonazepam como farmaco
anticonvulsivo debido a su accién prolongada con eficacia en crisis clonicotonicas y su

alta potencia farmacolégica (Gill, 2006).
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A partir de los ultimos 60 afios, cientificos e investigadores de todo el mundo se han
centrado en el estudio e investigacion de la epilepsia con la finalidad de describirla e
identificar sus factores de riesgo, prevalencia, susceptibilidad a padecerla, desde la
perspectiva celular y sistémica. Desarrollando asi terapias que hoy en dia han posibilitado

el tratamiento de la enfermedad (Gill, 2006).

Recientemente se han detectado algunos factores importantes que han dificultado la
realizacion de estudios farmacéuticos que posibiliten el desarrollo de nuevas terapias

eficaces para la epilepsia, algunos que podemos mencionar son los siguientes:

¢ Dificultad para definir y clasificar las crisis epilépticas.

¢ Necesidad de diferentes tipos de estudios especializados segun el enfoque de la
investigacion.

¢ Dificultad para diferenciar claramente los eventos no epilépticos.

e Falta de aplicacion de nuevas tecnologias en la investigacion farmacéutica.

El objetivo de los tratamientos antiepilépticos desarrollados consiste en lograr el control de

las crisis epilépticas y la disminucién de sus efectos adversos (Fejerman y Medina, 1986 ).

En la actualidad un 30% de los pacientes que padecen epilepsia que se encuentra bajo
algun tratamiento no presenta un control adecuado de las convulsiones, normalmente
presentan convulsiones parciales sin que se presente la generalizacién secundaria.
(Bravo, 2005)

De este porcentaje de pacientes, un 20% responde al tratamiento, pero tiende tendencia a
presentar crisis generalizadas si suspende la medicacion, y otro 20% de los pacientes no

logra suprimir las crisis, presentdndose efectos adversos. (Bravo, 2005).

No todos los tipos de epilepsia responden al mismo medicamento e incluso existen
farmacos anticonvulsivos que son eficaces en cierto tipo de crisis, pero agravan otras.

El tratamiento de la epilepsia se debe iniciar siempre con un solo farmaco, incrementando
las dosis lentamente hasta un control total de la crisis o la aparicion de efectos adversos
(Gill, 2006).
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El tratamiento farmacoldgico de la Epilepsia se inici6 a mediados del siglo XIX cuando Sir
Charles Locock propone la introduccién del bromuro. En 1912 se empez6 a utilizar el
fenobarbital como anestésico. Desde entonces, durante un cuarto de siglo fue el Unico
farmaco utilizado como antiepiléptico hasta la introduccion de la Fenitoina, a la que ha
seguido un numero importante de farmacos, que intentan de una forma u otra

aproximarse a la del antiepiléptico ideal.

Los farmacos antiepilépticos se han desarrollado en varias etapas. Hasta 1970 se
disponia de los antiepilépticos clasicos con caracteristicas bien conocidas. En los ultimos
afios se han incorporado moléculas mas eficaces, con menores efectos adversos y
mecanismos de accion mejor entendidos que sus predecesores, mientras que otros se

encuentran en diferentes etapas de investigacion clinica (Gill, 2006).

Muchos de los farmacos antiepilépticos son utilizados para el tratamiento de crisis
parciales o sin generalizacion secundaria y otros como asociacion al tratamiento
preventivo en pacientes que no se controlan satisfactoriamente con los antiepilépticos

convencionales (Gill, 2006).

A continuaciéon se muestra una tabla que describe el porcentaje de éxito de las terapias
antiepilépticas (Gill, 2006).

Tabla 7. Porcentaje de Exito de la terapia antiepiléptica

Tipo de Convulsion Supresion total (%) Mejorias (%)
Ausencias 50 25
Ténico-Clonicas 60 a 65 20

Parcial Simple Valor desconocido 20

Parcial Compleja Menor a 30 Menor a 50

2.8.5 Farmacos antiepilépticos

2.8.5.1 Mecanismo de accion y clasificacion.
Los medicamentos antiepilépticos son disefiados bajo dos enfoques terapéuticos basicos:

1. Impedir las génesis de la descarga epiléptica.
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2. Impedir o dificultar la difusion de la descarga epiléptica.

Hasta ahora no se ha encontrado ningin farmaco eficaz que logre prevenir la génesis de
las crisis. Sin embargo, algunos farmacos si logran evitar o moderar la propagacion de la

descarga actuando a distintos niveles (Velasco, 2003).

Las crisis convulsivas se originan por un desequilibrio entre procesos excitadores e

inhibidores.

La transmisién del impulso nervioso a nivel sindptico estd mediada por dos

neurotransmisores principales:

e El acido glutdmico que actia como excitador que favorece la despolarizacién de la
neurona al abrir los canales i6nicos de Na+.

e GABA que actua como inhibidor al inducir la apertura de canales de Cl-. (Velasco,
2003)

De forma general, los antiepilépticos pueden actuar a dos niveles:

e Inhiben la accién del Acido Glutamico.

e Favoren la accion de GABA.

Por otra parte, el mecanismo de accion puede centrarse en la liberacion del
neurotransmisor a nivel presinaptico o en la accién sobre los canales i6nicos a nivel

postsinaptico (Velasco, 2003).

Los canales ionicos sobre los que es posible actuar incluyen los canales de Na+
dependientes de voltaje, que median el ascenso de los potenciales de accion, y los

canales de CI- que inducen a la hiperpolarizaciéon de la membrana (Velasco, 2003).

La activacion neuronal viene dada por el potencial de membrana, y éste depende
directamente de las concentraciones de iones en el espacio intra y extracelular el flujo de

los mismos a través de la membrana. (Velasco, 2003)

Se han clasificado a los farmacos antiepilépticos de acuerdo a su mecanismo de accion
en Farmacos Antiepilépticos de Primera, Segunda y Tercera Generacion, como se

muestra en la siguiente tabla:
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Tabla 8. Clasificacion de FArmacos Antiepilépticos.

Fenitoina o difenilhidantoina(Epanutin ®, Neosidantoina@’)
Primera Generacion
Fosfenitoina (Cereneu 1E1’)

Fenobarbital (Gerdeal ®  Luminal ®, Luminaletas 1E1’)
Primidona (Mysoline 1E1’)

Etosuximida (Zarontin 1E1’)

Acido Valproico (Depakine ® )
Segunda Generacion
Valpromida (Depamide 1E1’)

Carbamacepina (Tegretol 1E1’)

Clonazepam (Rivotril 1E1’)

Vigabatrina (Sabrilex 1E1’)
Tercera Generacion Lamotrigina (Crisome'@, Lamictal®, Labileno®)
Felbamato (Taloxa 1E1’)

Gabapentina (Gabatur ®, Neurontin 1E1’)
Tiagavina (Gabitril ® )

Topiramato (Topamax ® )

Levetiracetam (Kepra ® )

Oxcarbazepina (Trileptal 1E1’)

2.8.5.2 Antiepilépticos clasicos o de primera generacion.

Ejercen una fuerte induccion/inhibicion del sistema citocromo P 450 y se unen en gran
medida a proteinas plasmaticas, por lo que habitualmente precisan monitorizacion. Los
pacientes que los consumen presentan reacciones adversas en los sistemas nerviosos

central, hematoldgico, hepatico y otros (Velasco, 2003).

Fenitoina. La utilizacion de Fenitoina es uno de los grandes avances de la neurologia
moderna, ya que controla las crisis de manera adecuada sin excesiva sedacion. La
Fenitoina regula el transporte de sodio, actuando sobre la ATPasa Na'/K* para
restablecer el desequilibrio i6nico provocado por un exceso de despolarizacion. Se
absorbe bien por via oral, se une en parte a proteinas plasmaticas y se metaboliza en el
higado (Velasco, 2003)
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Fenobarbital. Presenta efectos anticonvulsivos a dosis bajas. Su accion es menos
selectiva que la de la fenitoina ya que actla a distintos niveles. Facilita la accion del
GABA uniéndose al receptor GABA, y prolongando el tiempo en el cual se encuentra
abierto el canal de cloro (Velasco, 2003).

Con concentraciones superiores, inhibe el canal de Na* y los canales de Ca*? de tipo L Y
N presinapticos deprimiendo la propagacion de descargas paroxisticas y la actividad de

ciertos focos epilépticos (Velasco, 2003).

Se puede administrar por via oral o Intravenosa. El efecto indeseable mas frecuente es la
sedacion. Produce también alteraciones Oseas, ataxia y polineuropatia. Se pueden
presentar también cuadros alérgicos como dermatitis y reacciones de hiperexcitabilidad,

particularmente en nifios (Velasco, 2003).

Se utiliza principalmente en casos de epilepsias tonico-clonicas generalizadas en
convulsiones neonatales y, en epilepsias parciales, convulsiones febriles, convulsiones

alcohdlicas y status epiléptico (Velasco, 2003).
Etosuximida

Es un medicamento que se desarrollé especificamente para el tratamiento de epilepsias
generalizadas en la variedad de ausencias. Los efectos colaterales de la administracion
de este medicamento incluyen molestias gastrointestinales, somoloencia, mareo y
problemas de equilibrio. Algunos disminuyen a medica que se continda el tratamiento
(Velasco, 2003).

Primidona. Es un agente Util en ausencias generalizadas. Quimicamente se asemeja al
Fenobarbital, con el cual comparte la mayor parte de sus propiedades, ya que se
metaboliza en el higado dando lugar al propio fenobarbital y a otro metabolito activo, la
feniletiimanolamida. Por ello, los efectos terapéuticos (y toxicos) se deben en realidad a

su conversion a Fenobarbital (Velasco, 2003).

2.8.5.3 Antiepilépticos de segunda generacién

Los farmacos de Segunda Generacion tienen una eficacia similar, mayor tolerabilidad y

mejor perfil farmacocinético que los de primera generacion (Velasco, 2003).
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Acido Valproico.

Es un farmaco de amplio espectro que cubre tanto crisis parciales como generalizadas.
Es altamente eficaz en las ausencias Yy en las epilepsias mioclonicas. Se puede

administrar por via oral e intravenosa.

Su amplio espectro se puede atribuir a sus mdultiples mecanismos de accién, ya que
inhibe los canales de Na+ (afectando de forma directa la excitabilidad de la membrana).
Facilita la accion de GABA aumentando su sintesis (por estimulo de la Acido Glutamico
descarboxilasa ) y reduciendo su degradacion (por inhibicion del Acido Succinico-
Deshidrogenasa y de la GABA transaminasa). Este incremento de la concentracion
cerebral de GABA inhibe la generalizacién de las crisis y la propagacion de las descargas

tanto de baja como de alta frecuencia. (Velasco, 2003)

Produce efectos secundarios-dosis dependientes, como molestias gastrointestinales
(sensacion de ardor, nauseas, vomito, anorexia, disrrea y estrefiimiento), que va
decreciendo a medida que avanza el tratamiento; también produce de forma frecuente

temblores. (Velasco, 2003)

2.8.5.4 Antiepilépticos nuevos o de tercera generacion.

En los ultimos afios se ha comercializado una serie de farmaco con caracteristicas
farmacocinéticas y un perfil de seguridad que en principio mejoran los de los farmacos
tradicionales. Se absorben en el intestino y se metabolizan por vias independientes del
sistema microsomal hepatico, por lo que presentan escasa interacciones significativas
desde el punto de vista clinico. Los efectos adversos suelen ser tolerables y la incidencia

de reacciones medicamentosas es mucha. (Velasco, 2003).

Tabla 9. Ventajas e Inconvenientes de los Antiepilépticos Nuevos o de Tercera Generacion

FARMACO VENTAJAS INCONVENIENTES
Util en convulsiones infantiles. Tres dosis/dia
Vigabatrina Escasas interacciones. Alteraciones de la conducta.
Escasos efectos adversos. Alteraciones visuales.
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Amplio espectro de accion. Alergia.

Lamotrigina Util en crisis generalizadas. Abundantes interacciones.

Buena Tolerancia. Tres dosis/dia
Gabapentina No origina Interacciones. Eficacia limitada
Tiagabina Buena Tolerancia. Tres dosis/dia

No origina interacciones. Eficacia limitada

Util en crisis parciales. Pérdida de Peso
Topiramato No origina interacciones. Nefrolitiasis

2.8.6 Benzodiacepinas como antiepilépticos.

Las benzodiacepinas fueron sintetizadas por el Quimico Polaco Stembach en los
Laboratorios Hoffman la Roche, en Nutley, Nueva Jersey; y comercializadas a partir de
1957.

La estructura quimica de las benzodiacepinas es muy similar, ya que poseen un mismo
anillo heptagonal (Fig 21) mejor conocido como anillo B, el nucleo benzodiazepinico, con
dos nitr6genos, que segun su disposicion permite distinguir entre:1,4-benzodiacepinas

(con nitrégenos en posicion 1y 4, las 1,5 Benzodiacepinas y las 3,4 Benzodiazepinas).

Todos estos compuestos presentan un mismo perfil farmacodindmico, pero sus

propiedades farmacocinéticas son diferentes.

A continuacién se muestra la estructura general de las Benzodiacepinas.

e
]J

I
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/ \‘\n_

Fig 16. Estructura General de las Benzodiacepinas (R, radical; A, By C son la distincién de anillos

heterociclicos)
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2.8.6.1 Actividad terapéutica de las benzodiacepinas.

Las benzodiacepinas pueden producir efectos hipnéticos, ansioliticos, anticonvulsivos y

miorrelajantes, de acuerdo a como se describe en la siguiente tabla.

Tabla 10. Efectos producidos tras la administracion de benzodiacepinas

Accion Uso Clinico
Ansiolitico (Alivio de ansiedad) Ansiedad y trastornos de pénico, fobias.
Hipnético (Facilita el suefio) Insomnio
Miorrelajante (Relajacion muscular) Espasmos musculares, trastornos espasticos.
Anticonvulsivo (Contra crisis epilépticas) Ataques causados por intoxicacion a causa de la

ingestion de drogas, algunas formas de epilepsia.

Amnesia (deterioro de lamemoria a breve Premedicacion antes de operaciones, sedacion en

plazo) intervenciones de cirugia menor.

La familia de las benzodiacepinas incluye una gran cantidad de moléculas que comparten
estas propiedades terapéuticamente. Los farmacos pertenecientes a esta familia tienen
propiedades anticonvulsivantes. Sin embargo, solo algunas se administran primariamente

para este fin. (Velasco, 2003)

Facilitan la accion GABAérgica, fijandose al lugar benzodiacepinico del receptor GABAA y
aumentando la afinidad del receptor por el GABA. En altas concentraciones inhiben los
canales de Na+, reduciendo las descargas de alta frecuencia. En dosis altas inhiben
también los canales L y N de Calcio, reduciendo la liberacion de neurotransmisores.
(Velasco, 2003)

El Diazepam se utiliza como farmaco de eleccion en casos de crisis epilépticas. La
inyeccion intravenosa es capaz de interrumpir esta hiperactividad cerebral en la mayoria

de los casos. (Velasco, 2003)

Otras benzodiacepinas usadas en la epilepsia en la variedad de ausencias y en epilepsias
miocldénicas que no responden a estas sustancias son el Clonazepam y el Cloracepato,
también utilizadas en neuralgias, jaquecas y tic dolorosos. (Velasco, 2003)

La principal ventaja de las Benzodiacepinas es su gran margen de seguridad terapéutica.

Sin embargo, efectos secundarios como la somnolencia, la ataxia, la confusion, el vértigo,
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son habituales. Ademés se ha establecido que su uso prolongado produce dependencia.
(Velasco, 2003)

2.8.6.2 Mecanismo de accion y receptores para benzodiacepinas.

La accion molecular de las benzodiacepinas se basa en dos hechos fundamentales;
facilitan la transmision fisiol6gica de caracter inhibidor mediada por GABA vy se fijan en el
Sistema Nervioso Central a sitios especificos con una afinidad que guarda estrecha

relacion con su potencia farmacolégica. (Velasco, 2003)

Las Benzodiacepinas facilitan la transmision mediada por GABA, mediante una accion
sinérgica ejercida a nivel postsinaptico. En cuanto a los receptores especificos en el
Sistema Nervioso Central para las Benzodiacepinas, éstos forman parte del complejo
Acido Gamma-aminobutirico. Las BZD potencian la accién inhibitoria medida por el
GABA. Los receptores de las BZD se distribuyen por todo el cerebro y la médula espinal.
(Velasco, 2003)

Todas las BZD actuan aumentando la accion de este neurotransmisor. GABA inhibe la
comunicacion de las neuronas. Aproximadamente el 40% de los 10000 millones de
neuronas del cerebro responden a GABA, por ello podemos afirmar que el efecto que

ejercen las BZD es eficaz. (Velasco, 2003)

Lo que hacen las BZD es aumentar la accién del GABA para evitar la excitacion de las

neuronas de la siguiente manera:

GABA es liberado en el espacio interneuronal.
2. El GABA reacciona con los receptores de la neurona postsindptica, la reaccion
producida permite la entrada de iones CI" en la neurona.
Este efecto inhibe o detiene el progreso del impulso nervioso.
Las BZD reaccionan con el sitio de refuerzo de los receptores GABA.
Esta accion aumenta los efectos inhibidores del GABA; el impulso nervioso en

curso puede quedar bloqueado completamente.

Las BzZD también reaccionan en sus propios sitios especiales (receptores
benzodiacepinicos) que estan ubicados en los receptores GABA. La combinacién de una

BZD con su receptor potencia la accion de GABA, lo cual permite que entre en las
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neuronas una mayor cantidad de iones de cloruro, aumentando asi la resistencia de la
neurona a la excitacion. Los distintos subtipos de receptores benzodiacepinicos tienen
acciones levemente distintas. Uno de estos subtipos, (el a-1) es el responsable de los
efectos sedativos, el otro (a-2), es el que ejerce efectos ansioliticos, mientras que ambos

el (a-1,a-2,0-5) son los responsables de los efectos anticonvulsivos (Velasco, 2003).

Como resultado de este incremento de la actividad inhibidora del GABA causada por las
BZD, hay una disminucion de la produccion cerebral de neurotransmisores excitatorios,
incluso se reduce la produccién de norepinefrina (noradrenalina), serotonina, acetilcolina 'y
dopamina. Esos neurotransmisores son necesarios para las funciones involucradas en el
estado normal de vigilia y alerta, memoria, tono muscular coordinacién, respuestas
emocionales, secreciones de las glandulas enddcrinas, control del ritmo cardiaco y
tensién sanguinea, todas las cuales pueden resultar en efectos adversos producidos por
las BZD (Velasco, 2003).

2.8.6.3 Farmacocinética de las benzodiacepinas.

Las BZD se absorben por via oral. El tiempo que tardan en alcanzar las concentraciones
maximas oscila entre 30 minutos y 6 horas. La biodisponibilidad oral de las BZD fluctia
entre el 75% y 100%. Por via intramuscular su absorcion es muy irregular con el riesgo de

gue precipiten (Velasco, 2003).

Algunas benzodiacepinas se unen a las proteinas plasméticas (albumina) entre un 85y
100% salvo en el caso de Clonazepam (50%) y Alprazolam (70%). Su metabolismo se da
en mayor o menor medida por el sistema microsomal hepatico. Una de las
particularidades de la Biotransformacion es que la mayor parte de ellas origina

metabolitos activos (Velasco, 2003).
2.8.7 Clonazepam farmaco anticonvulsivo

El Clonazepaml,4-benzodiacepina, cuya férmula quimica se muestra en la figura 18 y
corresponde a (5-(2-clorofenil)-1,3-dihidro-7-nitro-2H-1,4-benzodiacepina-2-ona) que es

un derivado clorado del nitrazepam en la posicion 2 del anillo C. (Florez, 2003)
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Fig. 18 Estructura quimica del Clonazepam

La tabla 10 resume las propiedades farmacoldgicas del Clonazepam. En estudios de
relacion estructura-actividad biolégica de BZD se ha encontrado actividad biol6gica por el

efecto en particular de la sustitucion en la posicion 7 del anillo A. (Florez, 2003)

Tabla 11. Propiedades farmacoldgicas y fisicoquimicas del Clonazepam

NAZEPAM

Férmula Quimica C15H10CIN3O3

Peso Molecular 315.715 g/mol
Biodisponibilidad 90%

Metabolismo Hepatico

Vida Media 30-40 Horas
Excrecién Renal

Categoria Embarazo D

Status Legal Psicotropico: Lista IV
Vias de Administracion Oral e IV

Su eficacia al ser administrado Via Intravenosa es alta en la disminucién de estado
epiléptico clonico ténico en nifios, y estudios recientes revelan que ha mostrado una
mayor potencia farmacolégica en comparacion al Diazepam administrado Via Intravenosa
(Florez, 2003).

Otros estudios reportados en articulos arbitrados sefialan que el Clonazepam es también
efectivo en el tratamiento de epilepsia fotosensitiva y epilepsia mioclénica juvenil. Esta
indicado en el tratamiento de crisis mioclonicas, ausencias de tipo epiléptico, crisis

convulsivas ténico clénicas y trastornos de panico o suefio (Florez, 2003).
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2.8.7.1Dosis

Las dosis de Clonazepam deben adaptarse en forma individual para cada paciente de
acuerdo a la respuesta clinica y tolerancia. Se recomienda fraccionar la dosis diaria en

dos o tres tomas a fin de reducir los efectos adversos.

Para el tratamiento de la actividad Anticonvulsiva.

Adultos. La dosis inicial recomendada es de 1 a 2 mg/dia, la cual es incrementada entre
0.5 a 1 mg cada 3 dias hasta alcanzar la dosis de mantenimiento. La dosis habitual es de

2 a4 mg/dia y la maxima de 20 mg/dia (Florez, 2003).

Nifios: La dosis inicial para nifios de 10 a 16 afios es similar a la de los adultos (1 a 2

mg/dia) y la dosis habitual recomendada de 1.5 a 3 mg/dia (Florez, 2003).

2.8.7.2 Propiedades farmacocinéticas

28.7.2.1 Absorcion.

Después de la administracion oral se absorbe en forma rapida y total. Las
concentraciones plasméticas maximas se registran al cabo de 1-4 horas después de la
administracién. La biodisponibilidad por via oral es del 90%. Tras la administracion diaria
de 6 mg (3 dosis diarias), las concentraciones plasmaticas oscilan entre 25 y 75 ng/mL.

Es un fArmaco que se absorbe en el tracto gastrointestinal.

Las concentraciones plasméticas en estado de equilibrio después de la administraciéon de
dosis repetidas pueden llegar a ser cuatro veces (dosis Unica diaria) u ocho veces (tres
dosis diarias) superiores a las observadas tras la administracion de una sola dosis (Florez,
2003).

El efecto Optimo se obtiene con concentraciones plasmaticas de 20-70ng/mL

aproximadamente (Florez, 2003).
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2.8.7.2.2 Distribucién

El volumen medio de distribucion de clonzepam se calcula en 3L/kg. Tiene una Vida
Media de 30 a 40 horas. Su union a proteinas es alta aproximadamente del 86%. Es
altamente soluble en lipidos, lo cual facilita una rapida distribuciéon y facilita el paso a

través de la barrera Hematoenceféalica (Florez, 2003).

2.8.7.2.3 Biotransformacion

La transformacién metabdlica de Clonazepam se produce por hidroxilacién oxidativa y
reduccion del gupo 7-nitro, con formaciéon de compuestos 7-amino o 7-amino-clonazepam,
con escasa actividad anticonvulsivante. Se han identificado otros cuatro metabolitos que
son farmacoldgicamente inactivos, se glucoronidan en el higado y se excretan por via
renal (Florez, 2003).

Su biodisponibilidad después de la administracion oral es mayor del 80% observandose

una mayor concentracion en un periodo de 1 a 4 horas.

2.8.7.24 Eliminacion

En un plazo de 4-10 dias, se elimina por la orina el 50-70% de una dosis de Clonazepam
y por las heces, el 10-30%. Estos porcentajes en forma de metabolitos libres o

conjugados. Menos del 0.5% se recupera en la orina en forma de Clonazepam inalterado.

Su eliminacion es lenta, ya que los metabolitos activos pueden permanecer en la sangre

varios dias (Florez, 2003).

2.8.7.2.5 Mecanismo de accion del clonazepam como

anticonvulsivante

Como ya se mencioné antes, el cuadro epiléptico ocurre cuando se ve alterada la funcion

primordial de la sinapsis entre las neuronas del cerebro.

El Clonazepam inactiva los canales de Na+ y por tanto reduce la capacidad de las
neuronas para efectuar activacion a frecuencias altas. El canal queda inactivado al

conservarse abierto, pero queda bloqueado por la compuerta de la inactivacion.
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El Clonazepam regula la inhibicion sindptica mediada por GABA a través de una actividad
en sitios distintos de la sinapsis. La activacion de éste inhibe a la célula posinaptica, al
incrementar el flujo de iones de CI hacia el interior de la célula, lo cual tiende a

hiperpolarizar a la neurona. (Florez, 2003).
2.8.7.2.6 Modelos experimentales de epilepsia.

Para facilitar el estudio de la epilepsia, desde las causas hasta sus consecuencias, se
han desarrollado modelos experimentales basados principalmente en reproducir las crisis

epilépticas en animales de experimentacién (Villarejo, F. 1998).

Existen al menos tres categorias aceptadas para clasificar a los modelos experimentales
de epilepsia, esto es, considerando la duracion del protocolo para inducir las crisis
epilépticas, la causa de la actividad epiléptica, estimulos fisicos, alteraciones metabdlicas,

o bien el tipo de actividad epiléptica que se genera.

Tabla 12. Modelos Experimentales de Epilepsia en Ratas y Ratones.

Tipo Agente Agente Causante Tipo de Actividad Tipo Protocolo

Proepiléptico Epiléptica Generada (Duracion)
Acido kainico Crisis parciales | Agudo, Cronico.
complejas
secundariamente
generalizadas status
epilépticus

Pilocarpina Crisis parciales | Agudo, Crénico.
complejas
secundariamente
generalizadas
statsepilepticus
Pentilentetrazol Crisis clénico-ténicas | Agudo
generalizadas

Quimico
Crisis parciales | Cronico  (kinding
complejas quimico)
secundariamente

generalizadas.

Crisis Generalizadas Agudo

Glutamato monosoédico Crisis tonico-clénicas | Agudo-cronico
generalizadas.

Fluoroetil Crisis tonico-clénicas | Agudo
generalizadas
Toxina Tetanica Crisis secundariamente | Crdnico

generalizadas
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Kinding eléctrico Crisis parciales | Crénica
complejas
secundariamente
generalizadas.
Generacion de Postdescargas corticales. Crisis parciales | Agudo
complejas o crisis
miocldnicas.
Fisico
Electrochoques Crisis mioclonicas Agudo
Crisis clénico-tonicas
Hipertemia Crisis parciales | Agudo Crénico
complejas
secundariamente
complejas
Hipoxia Crisis clonicos-tonicas Agudo
Ratas generalmente propensas a crisis de
ausencia GAERS
(GenertiAbsenceEpilepsyRatfromStrasbourg)
Descargas
electrogréficas tipo
Genético Crisis de Ausencia espiga onda
espontanea
Ratas genéticamente propensas a crisis de
ausencia WAG/Rij (WistarAbsenceGlaxorat)
Ratas Genéticamente Porpensas a la Epilepsia | Crisis convulsivas | Sonido
GPR (GeneticallyEpilepsy-ProneRats) primarios o

2.8.7.3Crisis convulsivas inducidas con Pentilentetrazol.

El modelo de crisis agudas clonico-tbnicas producidas por el agente quimico
Pentilentetrazol, es el modelo de primera eleccibn para la investigacion efectos

anticonvulsivos, el cual permite observar tres tipos de crisis convulsiva en animales de

laboratorio:

1. Crisis Mioclénica

2. Crisis Generalizada.
3. Crisis Clénico-Ténica.

m——
——

61



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

El Pentilentetrazol (PTZ) es un antagonista no competitivo de los receptores GABAx
(interaccion con el sitio de union a la picrotoxina). Las manifestaciones conductuales
causadas por el PTZ lo hacen un modelo de crisis generalizadas, cuando se emplean
dosis bajas (20-30 mg de peso) o crisis clénico tdnicas con dosis altas 40-100 mg/Kg de
peso (Villarejo, F. 1998).

Este modelo animal de evaluacion de crisis convulsivas consiste en administrar via
sistémica el PTZ en una dosis suficiente para inducir crisis de tipo clonico-tdnicas
registrando la latencia a la primer crisis mioclonica, generalizada y/o clonico-tonica. El
PTZ se administra en una dosis de 80 mg/kg, dosis a la cual se alcanza el umbral para
inducir los tres tipos de crisis antes mencionadas. Las concentraciones necesarias para
inducir las crisis requieren de ocupar cierto numero de receptores para provocar la
sincronizacion de actividad paroxistica a nivel generalizado en el cerebro del ratébn como

se muestra a continuacion:

=2

=N =
& N
] A\ lt":“a'\
CEREBRO NORMAL CEREBRO EPILEPTICO
Actividad aplléptica Actividad apilaptica
aguda cronicalespontanea

| TR —

Fig. 19 llustracion que describe el modelo PTZ. (Gill et.al., 2006)
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Tabla 14. Crisis Convulsivas observadas en el Modelo PTZ

Crisis Epiléptica

Descripcion

Crisis Miocl6nica

Crisis anterior a la Generalizada. Es una manifestacion del status generalizado no ténico-clonico.
Durante este estadio se presentan movimientos ritmicos focales y multifocales.

No hay alteracion de la conciencia. Consiste en contracciones musculares repetidas y breves de
extremidades.

En los ratones se observa mediante movimientos rapidos e involuntarios en orejas y patas.

Se observa una conducta de sobresalto y nerviosismo.

Crisis
Generalizada

Es el segundo tipo mas frecuente de Status Epiléptico. Las crisis generalmente se originan en las
&reas motoras del I6bulo frontal.

Se caracteriza por crisis somatomotoras y mioclonias que involucran la extremidad
contralateral.

Existe un aumento marcado de la actividad motora con movimientos violentos.

Su duracién es de aproximadamente dos minutos.

Crisis Ténico-
Clénica

Se caracteriza por contracciones musculares sostenidas y de corta duracion.
Las extremidades se tensan y ocurre la abduccion de las patas.

Se observa una crisis de ausencia, en la que hay pérdida de conciencia y se produce la muerte
del animal.

Este estadio es de corta duracion, apenas unos segundos.

2.9 Nanotecnologia aplicada a sistemas farmacéuticos.

2.9.1 Nanotecnologia.

La Nanotecnologia es el &rea encargada del saber y control de la materia en dimensiones

cercanas al intervalo de 1 a 100 nanémetros. En esta escala la materia o materiales

muestran propiedades nuevas a nivel fisico, quimico y bioldgico (Nanobot, 2005).

La nanotecnologia se orienta al estudio y fabricacion de estructuras y dispositivos en una

dimension nanométrica, donde el prefijo “nano” significa 10°m (Kohler, 2008).
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De acuerdo a la FDA, se denomina nanotecnologia a todo aquello que abarca los

siguientes tres aspectos fundamentales:

e Investigacion y desarrollo de tecnologia a nivel atémico, molecular o
macromolecular, en un rango de longitud de escala de aproximadamente 1-100

nanémetros.

e Creacion y uso de estructuras, dispositivos y sistemas que tienen propiedades y

funciones nuevas debido a su tamafio pequefio o intermedio.
e Capacidad para controlar o manipular sobre la escala atémica.

La investigacion en nanotecnologia provee una comprension fundamental de materiales y
fendmenos, que facilitan la creacion y uso de estructuras, dispositivos y sistemas que
tienen propiedades y funciones nuevas debido a su tamafio extremadamente pequefio
(Villarejo, F. 1998).

2.9.2 Nanomedicina

Actualmente los ultimos avances en la investigacion a escala atdbmica han supuesto el
despertar de una nueva disciplina conocida como Nanomedicina. Esta disciplina consiste
en la aplicacion de técnicas pertenecientes al campo de la Nanotecnologia en beneficio
de la salud humana (Kohler, 2008).

La interaccion entre la Nanotecnologia y la medicina constituyen una oportunidad para
llevar a cabo nuevos tratamientos farmacolégicos o mejorar los que ya existen. (Kohler,
2008).

Las técnicas que forman parte de esta nueva tecnologia nanométrica permiten la
produccion de nanoestructuras con una dimension de una millonésima parte de un metro,
las cuales siendo del mismo tamafio que las biomoléculas pueden interaccionar con las

células de los sistemas bioldgicos (Kohler, 2008).

Por este motivo, la Nanomedicina, ofrece nuevas soluciones en el diagnostico,

tratamientos inteligentes, y medicina regenerativa, actuando y estimulando los propios
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mecanismos controladores y reparadores del cuerpo humano, lo cual abre las puertas a
nuevas posibilidades en terapias mas eficaces y con menos efectos adversos.

En la siguiente imagen se puede observar que las nanoestructuras tienen tamafios
menores que las células y se encuentran en el tamafio comprendido por los principales

constituyentes estructurales del organismo vivo.

-
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Atomos de Si Pelo
0,1 nm (distancia) (diametro} 2-12 nm 4 um 15 pm 0,1 mm 5 mm

I L1 IIIIII‘ Ll IIIIIlI L1 IIII"I 11 |||“]I | 1 |:|“I| L1 IIIIIII L1 lllllll L1 IIIIIII
dA 1 nm 10nm 100nm  1pm 10 pm 100 pm 1 mm 1 cm

¢§:.g§°

Moléculas s i Célula
equefas Virus acteria  animal  vegetal

p q 0,5-5 um g 0,2 mm
~1nm 10-300 nm 20 pm 35 um

Figura. 20 Escala numérica comparativa de tamafo de diferentes cuerpos. E.Hester and Roy M.
Harrison. 2007. Nanotechnology: Consequences for Human Health and the Environment.

2.9.3 Nanotecnologia Farmacéutica.

Se define a la nanotecnologia farmacéutica como el uso de la nanotecnologia para la
prevencion, diagndéstico y tratamiento de enfermedades, asi como para mejorar la salud
(Kohler, 2008).

Las aplicaciones de la nanotecnologia farmacéutica se orientan al descubrimiento de
nuevos agentes farmaceéuticos, el desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos con

localizacion o direccion especifica, mediante las siguientes acciones:

o Disefio de materiales estructurados, multifuncionales, capaces de atacar
enfermedades especificas.
¢ Disefio de materiales que contienen funciones que permitan el transporte a través

de barreras bioldgicas.
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¢ Disefio de plataformas nanoestructuradas para la ingenieria de tejidos.

e El disefio de tratamientos orientados fisicamente para la administracion local de
productos terapéuticos.

e Disefio de transportadores de farmacos y sistemas de liberacion de genes

supramoleculares autoensambles.

Se considera, que la nanotecnologia al enfocarse en lo mas pequefio, es un medio
adecuado para la creacion o disefio de sistemas que puedan suministrar mejor los
farmacos en &reas especificas del organismo. El suministro de farmacos
nanoencapsulados permite una permeacion mas eficaz a través de las membranas
celulares (Kohler, 2008).

Las estructuras nanométricas tiene la ventaja de ser capaces de atravesar barreras
como la Hematoencefélica y la del tracto gastrointestinal. Se considera que los
compuestos farmacéuticos formulaos como nanoparticulas también pueden ser
biolégicamente més activos, debido a su &rea superficial muy grande que podria
aumentar, debido a su éarea superficial muy grande que permite aumentar la
biodisponibilidad del farmacos (Kohler, 2008).

Entre las tecnologias basadas en nanoparticulas:

e Los liposomas furtivos o encubiertos que funcionan como transportadores de
farmacos.

e La tecnologia de nanocristales, en este caso los farmacos se reducen hasta
particulas de tamafio nanométrico a través de molienda en hiamedo. Estos

nanocristales se formulan con estabilizadores para evitar la reaglomeracion.

e Las tecnologias Nanocap System y Medicelle System, de la empresa Nanocarrier
son tecnologias de nanoparticulas de nanoparticulas micelares basadas en
polimeros. Su objetivo es mejorar la solubilidad de los farmacos, y su utilizacion

como medio de suministro de DNA y proteinas (Jores, et. al. 2004 ).
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2.9.4 Aspectos sanitarios de la nanotecnologia.

La Agencia Sanitaria de los Estados Unidos, la FDA, explica que los materiales en
nanoescala frecuentemente tienen propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas que son
diferentes que son diferentes a las mostradas por sus contrapartes de mayor tamafio.
Estas diferentes incluyen alteraciones en las propiedades magnéticas, eléctricas, Opticas,
una mayor integridad, estructural o alteraciones en sus propiedades quimicas y de
actividad bioldgicas.

Se considera que debido a tales alteraciones en las propiedades de los materiales en
nanoescala estos pueden poseer diferentes en los temas de seguridad ya establecidos

para sus contrapartes de mayor tamafio (a nivel molecular).

La FDA se encuentra estudiando continuamente como es que las propiedades pueden
afectar los controles, los estandares, las especificaciones, el desempefio de los productos
y si es que estas propiedades complican el desarrollo y la manufactura de estos productos
(Van Amum, 2008).

Desde el punto de vista del control de la calidad, algunos parametros de los
nanomateriales que podrian influir las propiedades de los productos nanotecnologicos
son:

e Tamafio de particula y distribucion.

e El &rea superficial.

e La hidroficilicidad, la densidad de cargas sobre la superficie.
e Lapureza, la esterilidad.

e La estabilidad (agregacion, adsorcion de proteinas).

o Verificar si el compartimiento in vitro refleja el comportamiento in vivo.

Otros parametros que influirian la calidad del producto terminado serian pruebas de
liberacién del farmaco y estudios de bioequivalencia.

Entre las consideraciones preclinicas de los medicamentos nanotecnoldgicos se podrian
incluir estudios in Vitro; los cuales tendrian como obijetivo las barreras para la unién a los
receptores, la capacidad de las células para capturar el farmaco y los estudios de
citotoxicidad.
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Entre los estudios con modelos in vivo, las consideraciones preclinicas incluirian estudios

de la eficacia, toxicologia y farmacocinética.

De esta manera se estima la relacion riesgo/beneficio en los efectos agudos y cronicos de
los nanomedicamentos.

2.9.5 Transportadores de farmacos submicronicos.

La mayoria de los farmacos existentes y candidatos a farmacos tienen una escasa
solubilidad en fluidos bioldgicos, lo cual da como resultado una biodisponibilidad baja y

muy variable (Amalina, 2010).

Una de las mejores soluciones para resolver este tipo de problemas es utilizar nuevas
tecnologias en la formulacion de medicamentos. La Nanotecnologia permite que la
liberacién del farmaco sea minimamente invasiva, ya que posibilita la fabricacién de
estructuras a escala nanométrica, tamafio que permite atravesar poros y membranas

celulares, en este caso barrera hematoencefalica para llegar a cerebro (Amalina, 2010).

Otra gran ventaja que ha aportado la Nanotecnologia a la liberacion de farmacos es que
se ve incrementada la efectividad del medicamento mediante el control preciso de la dosis
requerida y del tamafio, morfologia y de las propiedades superficiales del compuesto
(Amalina, 2010).

Los Transportadores de Farmacos Submicronicos son solamente definidos por su tamafio
menor a 1 pm, son variables en sus propiedades fisicoquimicas (estabilidad
termodindmica, composicion quimica) y el estado fisico (los hay solidos, liquidos, o

dispersiones cristalinas liquidas) (Amalina, 2010).
Los ejemplos més representativos de este tipo de sistemas son:

¢ Nanoparticulas.

e Nanoemulsiones.

¢ Nanocapsulas.

e Liposomas.

e Nanosuspensiones.

¢ Micelas.
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El principal objetivo de los TSF esté relacionado con:

a) Incremento en el transporte de farmaco.
b) Posibilidadad de liberaciéon controlada.
c) Entrega en el Sitio de Accion.

d) Reduccién de Efectos Adversos.

En la actualidad, los transportadores coloidales de farmacos han sido de especial
atencion para los investigadores; estos incluyen nanoparticulas, nanoemulsiones,

nanosuspensiones y micelas (Amalina, 2010).

2.9.6 Nanotecnologia como alternativa para el transporte de farmacos hacia

el Cerebro.

Como se menciond en el apartado correspondiente, la composicion y estructura de la

Barrera Hematoencefalica constituyen un impedimento para el libre paso de farmacos.

Ante esta problematica, la estrategia propuesta para lograr el paso de farmacos hacia el
cerebro es el uso de acarreadores o transportadores que incorporan al farmaco dentro de
ellos y por su composicion afin a la BHE logran traspasar el muro que constituye la
Barrera Hematoencefalica., de ahi que a estos sistemas se les denomina Caballos

Troyanos (Amalina, 2010).

Considerando todo lo anterior mencionado se propone encapsular el Clonazepam en

Micelas Mixtas de tipo Lipidico (Amalina, 2010).

2.9.7 Nanoparticulas Lipidicas.

La nanotecnologia inicié su desarrollo como una estrategia para solucionar problemas de
formulacion asociados con farmacos que son poco solubles en agua o que son poco

solubles tanto en agua como en lipidos.
Entre las ventajas de usar nanoparticulas lipidicas se encuentran:

¢ Una mejor biodisponibilidad gracias al tamafio de particula tan pequefio.

¢ Mayor velocidad de disolucion.
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Las nanoparticulas lipidicas sdlidas se desarrollaron a principios de 1990 como una
alternativa a sistemas de farmacos como las emulsiones, liposomas y nanoparticulas

poliméricas.

Las ventajas de la utilizacion de NPL como transportadores de farmacos son la utilizacion
de lipidos fisiologicos en su formulacion y la posibilidad de evitar el uso de solventes

organicos para su preparacion.

Entre sus desventajas se encuentran el crecimiento de las particulas, una tendencia hacia
una gelificacion impredecible, cambios inesperados en sus transiciones polimorficas y su

inherente baja capacidad de incorporacion de los farmacos al 100% (Amalina, 2010).

2.9.7.1 Transportadores lipidicos nanoestructurados (NLC).

Estos sistemas de transporte de farmacos tienen las mismas ventajas del las SLN. Sin
embargo, los NLC presentan una matriz solida lipidica menos ordenada incorporando el
farmaco entre las capas lipidicas o en las imperfecciones conocidas como depoésitos

amorfos del farmaco (Chavez, F. 2002).

Hay tres modelos que explican la forma de incorporar el farmaco en un SLC, a

continuacion una imagen que ilustra cada uno (Chavez, F. 2002).
Modglos de incorporacion de farmacos en SLN:

Modelo de matriz homogénea =———p»

Modelo de una cubierta ==
enriquecida con farmaco

Modelo de un nicleo —_—
enriquecido con firmaco

Fig. 21 Modelos de Incorporacion de Farmacos en Nanoparticulas Lipidicas. (Kohel, et.,al 2008)
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29.7.1.1 Liposomas.

Las moléculas anfiflicas como los fosfolipidos forman espontaneamente membranas
formadas por bicapas que pueden convertirse en vesiculas. Estas vesiculas son
denominadas liposomas. Los liposomas se forman espontaneamente cuando ciertas

mezclas de fosfolipidos se dispersan en una fase acuosa (Chavez, F. 2002).

Los liposomas son estructuras esféricas formadas por una o mas capas que contienen en
su interior un espacio acuoso separado del resto del medio, también acuoso, en el que se

encuentran suspendidos.

La bicapa que forma la esfera sirve de barrera, por lo que se considera que es un vehiculo
adecuado para transportar farmacos. Esta barrera protege a los farmacos de su

degradacién en el medio bioldgico.

Al estar formados por enlaces no covalentes, los liposomas pueden manipularse con
facilidad para alterar su composicion quimica, la fluidez de las cadenas hidrocarbonadas,

la hidrofilicidad de su superficie y su tamafio promedio.

Los sistemas de liberacion de farmacos con liposomas se han utilizado para mejorar el
efecto terapéutico. Actualmente, se considera que la mayoria de las formulaciones

reducen la toxicidad (Lian y Ho, 2001).

2.10 Micelas Mixtas de Sales Biliares.

2.10.1 Digestion.

La Digestion consiste en la conversion (ruptura) de grandes moléculas de nutrientes en

moléculas pequefas que sean posibles de absorber (Hammad, 1998).

Desde el punto de vista quimico la digestién es un proceso de hidrélisis, en el cual se
introduce una molécula de agua para romper enlaces en las moléculas por accion de

enzimas especificas.
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Se le denominan jugos digestivos a la mezcla de enzimas necesarias para que ocurra
este proceso de digestion. Desde que el alimento es ingerido en la boca, la saliva

contiene enzimas para digestion de carbohidratos y lipidos (Hammad, 1998).

En el estdbmago, el alimento es degradado por medio de la pepsina que permite la ruptura
de proteinas. Posteriormente las secreciones pancredticas vertidas en el duodeno y una

gran cantidad de enzimas degradan proteinas, carbohidratos y grasa.

La secrecidn biliar es necesaria para la emulsificacion de las grasas y formaciond e

micelas para el transporte de éstas para su posterior absorcion (Hammad, 1998).

Finalmente las enzimas que se encuentran en la superficie de las células intestinales se

encargan de la digestion de carbohidratos y proteinas (Hammad, 1998).

2.10.2 Digestion de lipidos y formacion de micelas.

La emulsificacién de las grasas inicia en el estbmago, este proceso permite que gotas
grandes de lipidos se conviertan en gotas muy pequefias aumentando el area superficial,
sin aumentar el volumen total, esto permite una mayor actividad de la enzima lipasa
(Hammad, 1998).

La funcién de la lipasa es actuar en la interfase agua-aceite y convierte los triglicéridos a
monoglicéridos y acidos grasos libres. Las sales biliares que estan en el duodeno al pasar

por un punto de concentracion critico forma micelas espontdneamente (Waiter, 1991).

Las sales biliares son moléculas anfipaticas, tienen un lado polar hidrofilico y otro
hidrofébico, de esta manera forman vesiculas con el centro hidrofébico envolviendo a los
lipidos insolubles como el colesterol y transportandolos. En la pared de esta vesicula que
se forma se transportan fosfolipidos que tienen un polo hidrofilico hacia afuera y otro
hidrofébico hacia adentor (Waiter, 1991).
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Estas vesiculas que se forman se denominan micelas, las cuales suelen ser de un tamafio
nanomeétrico, y su funciébn en el proceso de digestion es transportar lipidos a la
membrana celular de los enterocitos para que sean absorbidos (Waiter, 1991).

Las micelas formadas tienen dos caracteristicas importantes:

e Son esferas de 3 a 4 nm de didmetro, compuestas de aproximadamente 30
moléculas de sal biliar.

o Engloban la grasa pues su extremo liposoluble queda hacia el centro y el polar
hacia afuera de la micela como lo ilustra la Figura 22.

{’,’p
e \/\/\/\L -

fudrofilica

hidrafobica

Fig. 22 Micela mixta. Las cabezas hidrofilicas de las grasas forman un centro hidrofébico que permite
el transporte de lipidos en la esfera. (Bales, et., al. 2003)

En resumen para que las grasas puedan absorberse deben pasar por tres procesos:

1. Emulsificacion.
2. Hidrdlisis.

3. Solubilizacién.

2.10.2.1 Emulsificacién

Este proceso comienza en el estdbmago, gracias a las contracciones peristélticas
ayudadas por las sales biliares en el intestino que actian como detergentes que bajan la

tension superficial. Esto disminuye el tamafio de las gotas de grasa, aumenta sunimero
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de mayor superficie para que actle la enzima lipasa en la interfase grasa-agua en la luz

intestinal, como se ilustra en la Figura 23.

Emulsificacion

Proceso de desintegracion de las
grasas en minusculas gotas para que
las enzimas tengan mas superficie de
absorcion

Jugos gastricos

Grasa Membrana

Fig. 23 Emulsificacion de las grasas y formacién de Micelas Mixtas. (Bales, et., al. 2003)

2.10.2.2 Solubilizacién e Hidrdlisis.

La bilis es una solucion compuesta principalmente por lipidos: Sales biliares (68%, lecitina
22%, colesterol libre 4% proteinas 4.5% bilirrubina 0.3%), se trata de un fluido complejo
generado por la secrecion hepética y modificado por la denominada via biliar, en su tréfico
desde el hepatocito hacia la vesicula biliar y el intestino.

La principal funcién de la bilis es la solubilizacion y el transporte de lipidos polares en
forma de micelas mixtas durante el proceso digestivo, la formacion de estas es posible
cuando se logran producir asociaciones moleculares en las que se efectda la union de
sales biliares y lecitina en relaciones de concentracion definidas que le dan la estabilidad

en solucion acuosa (Waiter, 1991).

Para que se lleve a cabo la absorcion de las grasas, es necesario que sean
emulsificadas, por medio de las sales biliares en el intestino que actian como
tensoactivos que disminuyen la tension superficial. Esto permite la formacion de pequefias
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vesiculas, lo que posibilita una mayor accion de la enzima lipasa para la ruptura de

enlaces y su absorcion (Waiter, 1991).

Los distintos tipos de grasas necesitan de degradacion enzimatica o solubilizacion en

micelas para ser absorbidos (Waiter, 1991).

2.10.2.3 Estructura de una micela mixta.

Son pequefias vesiculas de 3-6 nm que tiene 20-40 moléculas de sales biliares que se
disponen espontaneamente hacia afuera con sus lados polares y dejando un centro
hidrofébico.

Formacion de micelas

Monocapa — K o
Lisofosfolipido ‘ ;
? I, :
& 2 | Vesicula
& T
Micela —. &2 “"?}J bicapica
| H,O
Fosfolipido —- 9 i

Fig. 24 Estructura de una micela Mixta en solucion donde se indican sus componentes. (Arunima,
2011)

2.10.3 Formacién de micelas mixtas.

Se denominan micelas mixtas a las asociaciones moleculares compuestas de sales
biliares, lecitina, colesterol, y se denominan liposomas si se componen de lecitina y
colesterol.

Se trata de un sistema coloidal termodindmicamente inestable, en el existe una superficie
de separacion entre dos fases. Esta superficie de contacto entre las particulas y el medio
de dispersion (area interfacial) es muy elevada, de esta manera se concentra una mayor

cantidad de energia del sistema. (Antelo, 2011)

m——
——

75



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Este exceso de energia libre, asociada a la gran superficie existente entre las particulas y
el medio, da lugar a que las particulas tiendan a aglomerarse, para reducir su energia
libre interna (Antelo, 2011).

La capacidad de las sales biliares de solubiizar lipidos mediante la formacion de micelas
mixtas con el colesterol es una de las propiedades fisicoquimicas y biol6gicas mas
importantes de los &cidos biliares.

Las sales biliares y los fosfolipidos por sus propiedades anfipéticas, orientan sus regiones
polares hacia la fase acuosa manteniendo sus regiones apolares alejadas del agua y
veran un centro micelar hidréfobo donde se disuelve el colesterol (Antelo, 2011).

Acidos grasos saturados = 1 de colesterol
insaturados = | nivel

Moléculas anfipaticas

(sas) 02/pos ojeyns|ivepop

{ superficie
del agua

mdndcé.p.a moléculas de aceite en interfase aire a'ghu'a
Fig. 25 Estructura de las moléculas anfipéaticas y formacion de micelas. (Bales, et., al. 2003)

Una vesicula esti formada por fosfolipidos y surfactantes (sales biliares) que deben ser
mezclados en proporciones especificas para poder formar liposomas o micelas. La
naturaleza de la vesicula y sus propiedades fisicoquimicas depende del porcentaje de
fosfolipidos y sales biliares que se asocien (Antelo, 2011).

De acuerdo a estudios realizados para preparar estructuras micelares como acarreador
de farmacos, se reporta que al incrementar la concentracion de fosfolipidos el tamafio
obtenido de las micelas es cada vez menor, tendiendo a los 3nm (Antelo, 2011).

El proceso a seguir para obtener micelas mixtas consiste en preparar una emulsion con
dos componentes que son solubilizados en un medio especifico:
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e Componente 1: Tensoactivo (sal biliar)

e Componente 2: Fosfolipido.

Al llevar a cabo el proceso de emulsificacion, se forman estructura nanométricas
discoidales (vesiculas) compuestas de una pequefa bicapa de fosfolipidos (liposomas) o

una sola capa (micelas) (Antelo, 2011).

La figura 21 muestra un tridngulo de fases en porcentaje molar de los constituyentes de la
bilis, al mezclar cantidades definidas de los componentes, se obtienen micelas o vesiculas
con caracteristicas fisicoquimicas distintas. Este diagrama de fases permite conocer y
determinar la proporcién de componentes que debe tener una formulacion si se desean

obtener micelas mixtas (Antelo, 2011).

a) Zona de dos fases: vesiculas y micelas mixtas.

b) Zona de tres fases: vesiculas, micelas mixtas y colesterol cristalino.
C) Zona de tres fases: colesterol cristalino y micelas mixtas.

d) Zona de Unica presencia de micelas mixtas.

3 Fases Vesiculas
Cristalina Micelas

e\)\}‘?a'\

2 Fases Vesiculas
Wicelas

1 Fase Micelas
100

Sales Biliares

Fig. 26 Diagrama de fases en porcentaje molar de los constituyentes de la bilis, que posibilitan la formacion de micelas
mixtas. (Antelo, 2011)

Para obtener micelas mixtas se deben mezclar la Sal Biliar en una menor proporcion y
fosfolipidos en una mayor proporcién (Antelo, 2011).
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2.10.3.1 Acidos biliares.

Se considera acido biliar o sal biliar a cualquiera de los &cidos resultantes de la
modificacion quimica del colesterol que presenta una estructura que deriva del acido
colénico, un grupo estructurado de 24 atomos de carbono con un nicleo compuesto por

cuatro anillos saturados y una cadena lateral alifatica corta (Antelo, 2011).

Los acidos biliares mas comunes presentan como base la estructura del acido célico con
las posiciones 3y 7 hidroxiladas. Por lo general, con orientacion alfa, el nacleo esteroide

de los acidos biliares consiste en una estructura hidrocarbonada (Antelo, 2011).

La mayoria de los acidos biliares se encuentran en la naturaleza en forma de sus sales
sddicas aunque en algunos casos pueden aparecer conjugados con amino&cidos como la

glicina. Poseen una estructura tridimensional perfectamente conocida (Antelo, 2011).

Los &cidos biliares C,4 suelen presentar con o menos frecuencia, un grupo hidroxilo
adicional, ya sea en el nacleo o en la cadena lateral. La hidroxilacion en la cadena lateral
se produce en la posicion C,; generando los acidos a-hidroxi-biliares, en la Cj,

constituyen los &cidos B-hidroxi-biliares. (Antelo, 2011)

La naturaleza anfipatica de los acidos biliares se debe a que presentan una estructura
convexa hidrofoba superior, cara B, en las que se sitan dos grupos metilo Ci;g y Cig
apolares y una zona inferor concava e hidrofoba superior, cara B en las que se sitdan
dos grupos metilo C;5 y C19 apolares, y una zona inferior concava e hiddfila, cara a, cuyo
caracter hiddfilo se debe a la existencia de los grupos OH orientados hacia esa cara
(Antelo, 2011).

También los confiere caracteristicas tensoactivas la cadena lateral con un grupo carboxilo
en el extremo en el extremo. Esta polaridad explica las tendencias de estas moléculas a

autoasociarse en medio acuoso para formar las micelas (Antelo, 2011).

La figura 27 muestra la estructura quimica de algunos Acidos Biliares que ilustran lo

mencionado anteriormente.
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Eﬁr
{‘

Cholic acid

Cheno-
deoxycholic acid

o~ chol)i:gacid

Fig. 27 Estructura quimica de &cidos biliares.

2.10.3.1.1 Glicocolato de Sodio

Tabla 15. Propiedades fisicoquimicas del Glicocolato de Sodio.
Férmula Quimica Propiedades Fisicoquimicas
Punto de Fusion: 210-215° C

Posicion Hidroxilada: 3a,7a,122

‘uu||g

N I\ Solubilidad en Agua: 1.67

0: ’ indice de Refraccién: 30°C

b
%,
2
o
%

HO
pH Optimo para agregacion: 7.6

2.10.3.2 Fosfolipidos

Los fosfolipidos o Fosfoglicéridos tienen en su estructura una cadena larga

hidrocarbonada, un grupo éster y un grupo fosfato.
L-a Fosfatidilcolina
La L-a Fosfatidilcolina es un glicerofosfolipido, una lipoproteina sintetizada a partir del

glicerol. En el ser humano se sintetiza por dos vias diferentes: a partir de la colina

procedente de la dieta (legumbres, carne, huevo, semillas etc) o a partir de la etanolamina
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humana. Es una sustancia presente en todas las membranas celulares y participa de

manera activa en la estructura y el transporte celular (Antelo, 2011).

Esta presente en todas las membranas celulares y participa en la estructura y transporte

celular. Esta compuesta de colina, fosfato y dos acidos grasos (Antelo, 2011).

En su estructura quimica, la L-a Fosfatidilcolina tiene una parte polar y una no polar . Es

un agente tensoactivo natural y una forma de reserva de colina, componente fundamental

del neurotransmisor acetilcolina (Antelo, 2011).

De forma natural, se segrega en la bilis para facilitar la emulsion, el transporte y la

absorcion de las grasas al ser una molécula anfipatica (Antelo, 2011).

Tabla 16. Propiedades Fisicoquimicas de la L-a Fosfatidilcolina.

Estructura Quimica Peso
Molecular
Q0
¢ YW
v e b
L 2 -
/'\./“"/\ S ad O"‘f
790.15

L-ALPHA-PHOSPHATIDYLCHOLINE, DISTEAROYL
Ca4HgsNOgP

Es soluble a temperatura ambiente
en cloroformo, etanol, y hexano.
(100mg/ml en metanol)

2.10.3.3 Modelos de Agregacién de Micelas Mixtas.
Se han aceptado dos modelos de agregacion de micelas mixtas:

1. Modelo discoidal.
2. Modelo Helicoildal.
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El primer modelo considera que la formacion de micelas por parte de las sales biliares se
debe a una interaccion entre las caras hidréfobas de los esteroides. Este tipo de micelas

denominadas primarias tendrian una forma de disco con la cara hidréfoba dirigida hacia el
disolvente (Antelo, 2011).

Fig. 28 Estructura Discoidal de una micela

El segundo modelo acepta que la estructura de los agregados es helicoidal, y los grupos

polares se ubican en la cara lateral de la hélice, como si se tratara de una micela inversa
(Antelo, 2011).

5
f & r {;IIII.

e ¢ Wb J
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=
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}'{,_;_:f—i

Fig. 29 Estructura helicoidal de una micela. (Antelo, 2011)

8
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2.11 Produccion de micelas mixtas.
2.11.1 Método de Coprecipitacion.

El material lipofilico es disuelto en un solvente organico inmiscible en agua que
posteriormente es emulsificado en una fase acuosa para formar una emulsion

aceite/agua. Durante la evaporacion del solvente mediante presion reducida se forma la
dispersion de nanoparticulas lipidicas solidas.

Se ha comprobado la reproducibilidad de éste método y el diametro de la particula mas
pequefia se obtuvo utilizando sales biliares como co-surfactante. El tamafio de particula

promedio depende de la concentracion de lipido en la fase organica, cuando se
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incrementa el contenido de lipido disminuye la eficiencia de la homogeneizacion debido a
la alta viscosidad de la fase dispersada.

Fosfolipido
—
Tensoactivo (5al
Biliar)
- )
Fén!'aou
o
Ewvaporar Solventes
[ e Orgénicos , hasta observar
. la formacion de una
Pesar componentes Disolves e Solverts pelicula {Micela en estado
de la Formulacién Organico Cristaling)

Dispersar la
pelicula en
solucion acuosa
|Solucidon Buffer)
para que ocurra la
emulsificacion

Suspension de > o
Micelas Mixtas Agitar a presion y
temperatura amhbiente

Fig. 30 Diagrama general del método de co-precipitacion para la sintesis de micelas mixtas.
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ll. HIPOTESIS.

El clonazepam encapsulado en micelas mixtas de sales biliares mediante el
método de coprecipitacion teniendo un tamafio de particula, morfologia, y
estabilidad adecuados para administracion por via oral, facilitara el transporte de
clonazepam a través de la barrera Hematoencefélica, aumentando su eficacia

anticonvulsiva al aumentar la latencia a las crisis inducidas con PTZ en ratones.
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IV. OBJETIVOS

General

Preparar y caracterizar micelas mixtas cargadas con clonazepam mediante el
método de coprecipitacion y evaluar su efecto en las crisis convulsivas inducidas
con pentilentetrazol en ratones, para analizar su viabilidad como vector de

transporte de éste farmaco al cerebro.

Particulares

. Optimizar el método de co-precipitacion para la preparacion de micelas
mixtas para obtener un tamafio de particula homogéneo y reproducible
en el rango de 5-20 nm.

. Caracterizar las micelas mixtas mediante el tamafio de particula y el
analisis de su morfologia en TEM, el potencial Z y su estabilidad como

un transportador submicronico de farmacos.

. Encapsular el clonazepam mediante el método de co-precipitacién para
elaborar una formulacion alternativa para la terapéutica de las

convulsiones.

. Desarrollar y validar un método analitico para el andlisis de la
concentracion de clonazepam encapsulado en micelas mixtas mediante

c+romatografia de liquidos de alta resolucion.

. Evaluar el efecto anticonvulsivo de clonazepam encapsulado en micelas
mixtas mediante su administracion oral en ratones y la determinacién de
la latencia a las crisis convulsivas producidas por pentilentetrazol para
determinar su potencial uso como transportador submicronico de

farmaco.

m——
——

84



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

V. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 MATERIALES Y REACTIVOS.

5.1.1

Equipo

Agitador magnético de velocidad variable (Caframo® RZR-1;Canada).
Balanza microanalitica (Mettler®; Suiza ).

Balanza analitica (Boeco® BBC 32; Alemania).

Centrifuga (HettichZentrifugen® EBA 12; Alemania).

Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (Varian Pro Star® 360; E.U.A.).
Sonicador (Bransonic® Branson 5210; E.U.A.).

Espectrofotémetro UV-Vis (Varian® Cary |E 95031003; Australia).
Microscopio electrénico de transmision (JEOL Modelo JEM-1200; E.U.A.).
Nanosizer (Coutler® N4 Plus; E.U.A.)

Parrilla de agitacién magnetic (Cimarec®, Thermoline, E.U.A.)
Potenciémetro (Corning® 430; Alemania).

Rotaevaporador (Laborota Heidolph® 4000; Alemania).

Zetasizer ZEN 3600 (Malvern Instruments®; Inglaterra).

Sistema de purificacion de agua (Milli-Q®).

5.1.2 Material de laboratorio

Barra magnética.

Celda de cuarzo para nano sizer.

Celda para espectrofotometro.

Celdas con electrodos para medir potencial Z.

Crondémetro.

Columna cromatogréfica X-Terra C-18 RP. Tamafio de Poro de 5um, 150 mm
de largo y 4.6 mm de ancho.

Electrodos de cobre.

Filtro millipore, membrana hidroféba de 0.45um.

Frascos viales de 2 mL para cromatografia.

m——
——

85



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

e Gradilla.

e Jaula para animales.

e Jeringa desechable de (1, 2y 3 mL).

e Mangeras de plastico.

e Matraz alargado de fondo redondo de 25 mL.
e Matraz alargado de fondo redondo de 50 mL.
e Matraz erelenmeyer de 25 mL.

e Matraz kitazato de 1 L

e 30 Matraces volumétricos de 25 mL.

e 6 Matraces volumétricos de 5 mL.

e 4 Matraces volumétricos de 50 mL.

e Microespatula.

e Micropipeta

e Pinzas de metal de 27 cm.

e Pipeta pasteur.

e Pipeta volumétrica de (1,2,3,4,5y 6 mL)

e Piseta de 500 mL.

e Placa con soporte de carbono.

e Probeta graduada de 50 mL.

e Vaso de precipitados de (1000, 500, 100, 50, 25 y 10 mL).
e 18 Tubos de ensaye de 25 mL.

e Tubos eppendorf de 25 mL.

e Tubos de plastico de 50 mL para Centrifuga.
e Tubos de vidrio de 5 mL con Tapén de Pléastico.

e Termo.

5.1.3 Reactivos.

e Agua destilada (Milli-Q®; Francia).

e Acetonitrilo (Grado HPLC, J.T. Baker ®; E.U.A. K08C81)

e Clonazepam materia prima.

e Clonazepam sustancia de referencia.

e Cloroformo R.A. (J.T. Baker ®; E.U.A.)

e Fosfato monobasico de amonio (J.T. Baker ®; E.U.A D16460.)
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e Fosfato monobasico de potasio (Femont ®; México FMBR).
e Glicocolato de sodio (Sigma Aldrich ®; 67132-16)

e L-afosfatidilcolina (Sigma Aldrich ® México)

e Metanol R.A. (J.T. Baker ®; E.U.A.)

e Pentilentetrazole (Sigma Aldrich®)

e Sephadex G-10 (Sigma Aldrich ®; G10120-100)

5.1.4 Material bioldgico.

Ratones machos y hembras de la cepa Swiss webster (25-30 g de peso corporal),
mantenidos a temperatura controlada de 25+2 °C con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h se

utilizaron para el desarrollo del protocolo experimental.

Las evaluacion in vivo se realizé siguiendo los lineamientos del comité de Etica del

Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiiz.
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5.2 Metodologia general.

A continuacibn se muestra un diagrama general que describe los procedimientos
experimentales efectuados. Inicialmente se llevd a cabo la sintesis de las micelas mixtas
conteniendo clonazepam, su caracterizacion y finalmente la evaluacion in vivo del efecto

anticonvulsivo

DIAGRAMA 1.- Descripcion general de los procedimientos experimentales desarrollados en el protocolo

Antecedentes previos ala sintesis de micelas mixtas

Busqueda bibliografica.

Pruebas preliminares

Caracterizacion del principio activo y excipientes Método de coprecipitacion

1 I
Optimizacion para obtener el
tamafio de particula deseado.

-Solubilidad.

-Espectros de absorcion.
I |

¥

Sintesis de micelas mixtas
| |

Preparacién de micelas mixtas cargadas con clonazepam

|
Caracterizacion

- Tamafio de particula

- Potencial Z

- Microscopia de transmision.

- Eficiencia de encapsulamiento.
- Porcentaje de encapsulamiento.
- Estabilidad de la formulacion

¥

Evaluacién in vivo

Modelo de crisis convulsivas inducidas con PTZ.

- Registro y analisis de latencia a la crisis mioclénica, generalizada y
tonica.
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5.3 Pruebas Preliminares.

5.3.1 Principio activo

Un estudio acerca de la solubilidad de clonazepam en micelas mixtas realizado por M.A.
Hamman et, al., describe que el farmaco es estable al ser encapsulado al 5% en micelas
mixtas de glicocolato de sodio y I|-a fosfatidilcolina, resuspendidas en solucion

amortiguadora de fosfatos de pH 6.5.

Considerando lo anterior y que el farmaco presenta una alta lipofilicidad se detemind
encapsularlo en el interior hidréfobo de la micela, y de esta manera obtener una eficiencia

de encapsulamiento aceptable.

Cabe sefalar que la presencia del grupo NO; en la posicién 7 limita en gran medida la
interaccion del clonazepam con los lipidos que conforman la micela, asi al llevar a cabo la

ruptura de la estructura micelar, el farmaco no quedara unido a los lipidos y sera liberado.

Por otro lado, la alta liposolubilidad del clonazepam le permite ser de facil absorcion y de
rapida distribucion entre las membranas celulares y por lo tanto su paso a través de la

BHE se ve facilitado.

5.3.2 Solubilidad del Farmaco.

A partir de los valores de solubilidad reportados para clonazepam se realizaron pruebas
de solubilidad a 25 °C en tres diferentes disolventes organicos cloroformo, metanol y una
mezcla metanol-cloroformo al 1% considerando que los componentes de la formulacion

son altamente solubles en etanol y poco solubles en cloroformo.

Asimismo, se determind la solubilidad de clonazepam en solucién diluente
acetonitrilo/solucién amortiguadora de amonio pH:8 (45:55) utilizada para llevar a cabo la

cuantificacion de farmaco por HPLC.
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5.3.3 Solubilidad de los componentes lipidicos.

A partir de los valores de solubilidad reportados para glicocolato de sodio y I-a
fosfatidilcolina se determiné la solubilidad de ambos componentes lipidicos a 25°C en

cloroformo, metanol y una mezcla metanol-cloroformo al 1%.

Todas las determinaciones de solubilidad se realizaron mediante el siguiente

procedimiento:

1. Pesar 1 mg de clonazepam en papel encerado, con ayuda de una balanza
microanalitica.
Agregar el sélido pesado en un tubo de ensaye de vidrio.
Adicionar 1 mL de solvente organico y agitar con vortex.
Si no se observa la disolucion del sélido, continuar agregando cada vez 1 mL de
solvente organico hasta observar una completa disolucion.

5. Registrar los mL de solvente necesarios para disolver al principio activo.

5.3.4. Espectro de absorcidn.
5.3.4.1 Espectro de absorcién del farmaco.

Se prepar0 una solucién estandar de clonazepam a una concentracion de 60 pg/mL
pesando 3 mg de farmaco y llevando a volumen de 50 mL con una mezcla metanol-

cloroformo al 1%.

Con la finalidad de conocer el maximo de absorbancia del clonazepam se realiz6 un

barrido por espectrofotometria UV-Vis en una region de 250 a 400 nm.

5.3.4.2 Espectros de Absorcion de los componentes Lipidicos.

Una solucién estandar de glicocolato de sodio y I-a fosfatidilcolina se prepararon a una
concentracion de 60ug/mL en solucion metanol-cloroformo al 1% para llevar a cabo un

barrido por espectrofotometria UV-Vis en una region de 250 a 400 nm.
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5.4 Método de coprecipitacion

Para la elaboracién de las micelas mixtas cargadas con clonazepam se emple6 el método
de coprecipitacion descrito por M.Hammad, et al, que describe la encapsulacién de

clonazepam en micelas mixtas.
5.4.1 Descripcion del método de coprecipitacion.

La siguiente tabla describe la formulacién de micelas mixtas cargadas con Clonazepam.

Tabla 17. Formulacion para la Preparacion de Micelas Mixtas Cargadas con Clonazepam.

COMPONENTE CANTIDAD PORCENTAJE

Clonazepam 2.50%
L-a Fosfatidilcolina 23.7 mg 59.38%
Glicocolato de Sodio 15.21 mg 38.11%
Total 39.91 mg 100 %

El glicocolato de sodio y la I-a fosfatidilcolina se pesaron en una balanza microanalitica en
porcentajes de 36.2% Yy 56.4% con respecto al 100% de la formulacion. De la misma
manera se pesa 2.5% de principio activo. Todos los componentes fueron disueltos en 5
ml de una mezcla de metanol-cloroformo al 1% (v/v). Posteriormente los solventes
organicos son evaporados a 25°C bajo condiciones de vacio en un rotaevaporador. Se
observa la formacién de una pelicula, la cual es dispersa en 780 pL de solucién buffer de
gosfatos 0.2 M a pH=6.5 +2.

La dispersion es colocada en un rotaevaporador y se agita a 30 rpm durante 2 horas,
hasta observar una soluciébn micelar transparente y clara. Finalmente se filtra esta

solucion por membrana hidrofébica de 0.22um de poro.

5.4.1.1 Incorporacion de farmaco en micelas mixtas.
El principio activo es incorporado junto con los componentes lipidicos en el solvente

organico.

5.4.1.2 Preparacién de micelas mixtas placebo.
Para la preparacion de Micelas Mixtas placebo, se sigue el procedimiento de

coprecipitacion antes descrito sin la incorporacion de farmaco.
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5.5 Caracterizacién de Micelas Mixtas.

Para poder explicar el comportamiento de las micelas mixtas como transportador

submicrénico de farmacos, se realiz6 la caracterizacion de las mismas en los siguientes:

5.5.1 Tamafio de Particula.

El tamafio de particula fue determinado mediante mediciones en Zeta Ziser ZEN 3600
(Malvern Instruments). En este equipo el tamafio de particula es determinado al medir el
movimiento browniano de la particula en una muestra liquida usando el método de

dispersion dinamica de la luz (DLS) .

El movimiento browniano se define como: “El movimiento aleatorio de las particulas en un
liquido debido al bombardeo por las moléculas que las rodean”. Es conocido que las
particulas pequefias se mueven rapidamente en un liquido y las particulas mas grandes
se mueven mas lentamente. De esta manera podemos determinar las particulas en

funcion de su tamarnio.

Si una particula pequefia es iluminada por un rayo de luz como el laser éste incidira en
todas direcciones. Si una pantalla se mantiene cerca de la particula la pantalla se ilumina
por la luz dispersada. A continuacion se muestra una imagen que ilustra el fundamento de

la medicion efectuada para determinar el tamafio de particula.

Fig. 31 Rayo que incide en particulas de diferentes tamafios. Se observa que hay éareas de luz

brillante y zonas oscuras donde no se detecta laluz.

El siguiente diagrama muestra las ondas que son propagadas en las particulas. Las areas
mas iluminadas son aquellas donde la luz es dispersada por las particulas llega a la

pantalla con la misma fase e interfiere para formar una banda iluminada.
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Las areas oscuras son donde las inmersiones de fase se cancelan entre si, como se

muestra a continuacion

f /N Intensidad

Detector

Fig.32 Luz dispersada que cae sobre el detector.

Como se menciono antes, las particulas se encuentran en movimiento constante,
presentando un movimiento Browniano. La relacion entre el tamafio de una particula y su

rapidez asociada al movimiento Browniano se define en la ecuacion de Stokes-Einstein.

Como las particulas se encuentran en movimiento constante, se presentan fases de
construccion o destruccion que causan las areas oscuras y brillantes. El Zetasizer mide la

tasa de fluctuacion de esa intensidad y la utiliza para calcular el tamafio de particula.

El tamafio de particula se obtuvo de una dispersion de un haz de luz proveniente de una
lampara He/Ne con una intensidad a una longitud de 622nm. Las mediciones se
realizaron con un detector ubicado a 90°C y con una temperatura de 25°C, el medio de
dispersion utilizado en todas las mediciones fue solucion amortiguadora de fosfatos de

pH=6.5. Se realizaron las mediciones por triplicado.

Se tomo6 un mililitro de Solucién Micelar y se efectu6 una dilucién con 5 ml de Solucién

Amortiguadora. Las determinaciones se realizaron utilizando una celda de cuarzo.

5.5.2 Potencial Z

Para la determinacion de Potencial Z se utilizo el equipo Zetasizer Malvern Systems ZEN

3600 cuyo fundamento radica en la aplicacion de un campo eléctrico que genera un
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fendmeno de migracion de particulas en solucion seguln sea la carga eléctrica que posee
la particula, moviéndose hacia el electrodo de carga opuesta, la velocidad con la que

migran se mide y se expresa en unidades de campo de fuerza como su movilidad.

Las determinaciones fueron realizadas utilizando una celda de capilar doblado para la
medicién de potencial Z colocando aproximadamente 500 puL de soluciéon micelar hasta

llenar la celda.

El ZetaSizer calcula el potencial Z determinando la movilidad electroforética de los iones
que conforman la muestra, aplicando la Ecuacion de Henry. Para llevar a cabo las
mediciones es necesario utilizar una celda donde se lleva a cabo electroforesis,
determinando asi la velocidad de las particulas utilizando velocimetria laser Doppler
(LDV).

Las particulas presentan una carga eléctrica en su superficie que afecta la distribucién de
iones en la region interfacial, resultando en un aumento de la concentracion de iones con

carga opuesta a la de la particula en estudio.

De esta forma, se observa una doble capa eléctrica que existe alrededor de cada
particula. La capa del liquido rodea la particula como dos partes; una region interior
llamada capa de Stern, donde los iones se unen fuertemente y una capa difusa exterior,
regién en la que no estan unidos firmemente. Dentro de la capa difusa hay un limite
dentro de la cual los iones y particulas forman una entidad estable, cuando una particula
se mueve, los iones dentro del ambito se mueven con ella, pero los iones alejados no se

mueven con la particula.

Este limite se llama superficie de cizallamiento hidrodindmico o plano deslizamiento. El
potencial que existe en este limite se denomina Potencial Zeta. A continuacién se muestra

una imagen que ilustra el fundamento de la medicion de Potencial Z.
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Fig. 33 Medicién del Potencial Z. La magnitud del Potencial Z indica la estabilidad de un sistema
coloidal. Si todas las particulas en suspensién tienen una gran potencial Z negativo o positivo tienden
a repelerse entre si. De manera general, las particulas con un valor de Potencial Z mas positivos que

30mV o -30mV normalmente se consideran estables.

De manera general, las particulas con un valor de Potencial Z méas positivos que 30 mV o
-30mV normalmente se consideran estables. El factor mas importante que afecta el

potencial Z es el pH.

Cuando un campo eléctrico es aplicado a través de un electrolito, las particulas cargadas
son atraidas hacia los electrodos, a una velocidad constante, que depende del gradiente

del voltaje, la viscosidad del medio, el potencial Z y la constante dieléctrica del medio.

Conociendo la velocidad de la particula en un campo eléctrico, podemos conocer el

Potencial Z de la particula aplicando la Ley de Henry.

U. = 2¢ z f(ka)
Donde: E 3h

- Z:Potencial Z

- UE: Movilidad electroforética.

- & Constante dieléctrica.

- u: Constante dieléctrica.

- f(ka): Funcion de Henry. Se utilizan dos valores: 1.5 aproximacién de Smoluchowski (medio acuoso,

particulas grandes) 6 aproximacion de Huckel (medio no acuoso, particulas pequefias)
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La determinacion de la movilidad electroforética se lleva a cabo en un sistema micro-
electroforético clasico que consiste en una celda con electrodos en cada costado terminal
a la cual se aplica un potencial. Las particulas se mueven hacia el electrodo de carga
opuesta, la velocidad con la que migan se mide y expresa en unidades de campo de

fuerza como su movilidad.

Detector
Celda
G & © .::fJ @
e : ;
o
3 5 [
= -3 /¢ A f ."'-I ll"ul II"II Intensidad de luz
= | :
e }II II'.,'II I|Iul|I I'.L,-'I IUI I'u dispersa
T

Haz incidente

Fig. 34 Técnica utilizada para determinar Potencial Z

La esencia de un sistema clasico de microelectroforesis es una celda con electrodos en
cualquiera de los extremos a los que se aplica un potencial. Las particulas se mueven
hacia el electrodo de carga opuesta, su velocidad se mide y expresa como funcion de la

fuerza de su movilidad.

La luz dispersada en un angulo de 17° se combina con el haz de referencia, éste produce
una sefal de intensidad fluctuante, donde la tasa de variacion es proporcional a la
velocidad de las particulas. Un procesador de sefial digital se utiliza para extraer las
frecuencias caracteristicas de la luz dispersada.

5.5.3 Morfologia observada con microscopia electronica de transmision.

La observacion de micelas mixtas en microscopia de Transmision se llevé a cabo en el

Instituto de Investigaciones en Materiales en la UNAM a cargo del Dr. Enrique Lima.

Se analizaron dos muestras de micelas mixtas: placebo y cargadas con clonazepam, las
cuales se dejaron equilibrar durante al menos 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se tomaron aproximadamente 50 pl de muestra, los cuales fueron
aplicados a una pelicula de carbono perforado en una rejilla de cobre. Una vez realizado

esto, se coloco la placa en un bafio de etano liquido llevando a cabo asi la evaporacion
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del buffer de fosfatos. El rapido cambio de temperatura asegura la vitrificacion, es decir;

no hubo cambio en las estructuras micelares, ni en los arreglos moleculares.

Para la observacion de las muestras, se coloco la placa de carbono en la cAmara del
microscopio electronico de transmision para su observacién directa, controlada por el
técnico, a 120 Kv. Se utilizé un microscopio electrénico de transmision JEDL Modelo
JEM-1200 Ex ElectronMicroscope.

Este tipo de Microscopia nos permite observar imadgenes por medio de electrones que
atraviesan la muestra como lo hace la luz en un microscopio 6ptico pero con mayor poder

de resolucion, lo que nos permite observar detalles muy pequefios de la muestra.

En el microscopio electrénico de transmision (TEM) un haz de electrones proveniente de
un cafion de electrones atraviesa una muestra ultradelgada. El haz se enfoca sobre un
area pequefia de la muestra mediante un condensador electromagnético que dirige el haz

de electrones en una linea recta para iluminar la muestra.

El TEM contiene lentes electromagnéticos para controlar la intensidad del haz de
electrones, el enfoque y los aumentos. En lugar de colocar la muestra en un portaobjetos
de vidrio suele utilizarse una rejilla de cobre. El haz de electrones atraviesa primero la
muestra y después las lentes electromagnéticas del objetivo, con lo cual aumenta el
tamafio de la imagen. Por ultimo, los electrones son enfocados por las lentes

electromagnéticas proyectoras sobre una pantalla flourescente o una placa fotografica.

La imagen final, denominada microfotografia electrénica de transmisién aparece en forma
de zonas claras y oscuras de acuerdo con el numero de electrones absorbidos por las
diversas areas de la muestra. Utilizando TEM podemos observar objetos separados por
una distancia de 2.5 nm y aplicarlos de 10, 000 a 100,000 X. Dado que la mayoria de las

muestras son muy delgadas, el contraste entre sus ultraestructuras y el fondo es débil.

La microscopia electrénica de transmision tiene una alta resolucion y es extremadamente
atil para examinar capas distintas de una muestra. Sin embargo, no se logra observar un
aspecto tridimensional. Por otro lado, la muestra debe ser fijada, deshidratada vy

observada en condiciones de vacio estricto.
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Fig. 35 Comparacién entre Microscopia electrénica, TEM, y Microscopia Electrénica

5.5.4 Estabilidad de micelas Mixtas de sales biliares.

Se efectud la preparacion de un lote de micelas mixtas de 22 nm, determinando el tamafio

de particula inicial.

Se realiz6 una evaluacion de tamafo de particula del lote durante 30 dias, realizando
mediciones peridédicas que nos permitieron conocer si las micelas se agregan al
mantenerse a una temperatura de 5°C, suspendidas en una solucién amortiguadora de

fosfatos pH:6.5.

El tamafio de particula fue determinado mediante mediciones en ZetaZiser ZEN 3600

Malvern Instruments.

5.5.5 Porcentaje de encapsulamiento de clonazepam en micelas mixtas.
Con la finalidad de establecer una concentracion para la evaluacion in vivo fue necesario

determinar el porcentaje de encapsulamiento de clonazepam en micelas mixtas.
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5.5.5.1 Filtracion en gel para eliminar farmaco libre.
Al llevar a cabo la incorporacion de farmaco en las micelas mixtas no todo se encapsula,
existe una fraccién libre que queda en el medio acuoso en el que se encuentran

suspendidas las micelas.

El método de cuantificacién no seria exacto si este farmaco libre no es eliminado. Para
este fin se recurre a la cromatografia de exclusiébn molecular, mediante la cual las micelas

son separadas del farmaco libre por diferencia de peso molecular.

Una vez separadas, las micelas fueron filtradas, posteriormente se efectla la ruptura de la

estructura micelar, liberandose el clonazepam encapsulado para ser cuantificado.

Con la finalidad de conocer la velocidad y el tiempo de centrifugacion que garantizara la
separacion de la micela y el farmaco libre se realizaron detecciones de clonazepam por

UV y HPLC, centrifugando a 3500 rpm durante ciclos de 60 s.

Metodologia para la detecciéon de clonazepam y optimizacién del método de
Filtracion en Gel.

1. Pesar aproximadamente exacto 0.3 mg de clonazepam con una balanza
microanalitica, en un vaso de precipitados de 5 mL.

2. Adicionar 1mL de metanol y agitar mec&nicamente hasta observar completa
disolucion.
Transferir la solucion anterior a un matraz volumeétrico de 50 mL .
Enjuagar el residuo del vaso de precipitados con solucion diluente.
Llevar al aforo con solucion diluente en el caso de deteccion por HPLC y con

solucién metanol-cloroformo al 1% en el caso de deteccion por UV.

Se prepararon 8 muestras de las cuales se tomaron 500 pL, centrifugando a distintas rpm

hasta observar alguna sefial de clonazepam.
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5.5.5.2 Método de cuantificacién de clonazepam encapsulado en micelas mixtas.

Debido a la alta sensibilidad de los métodos cromatograficos y a la naturaleza lipofilica
del clonazepam se utiliz6 un método con HPLC fase reversa para llevar a cabo la
cuantificacion de clonazepam nanoencapsulado, sabiendo que esté se encontraria en
solucién al momento de romper la estructura micelar posterior a la cromatografia de

exclusion.

Las Condiciones Cromatogréficas del método de cuantificacidon fueron las siguientes:

| Tabla 18. Condiciones Cromatograficas

Longitud de Onda 310 nm

Columna X-Terra RP 18 tamafio de poro de 5um, 150
mm de largo y 4.6 mm de ancho.

Flujo 1 ml/min

Volumen Inyectado 100 pL

Tiempo de Corrida 5 min.

Fase Mavil Acetonitrilo-agua (45:55)

Diluente Acetonitrilo-buffer de Amonio 1N pH=8

Preparacion de la fase movil.

- Adicionar en un vaso de precipitados de 2 L, 550 mL de H,O desionizada 450
mL de ACN grado HPLC.

- Medir los reactivos con probeta graduada de 1000 mL.

- Mezclar bajo agitacion magnética.

- Esperar a que la temperatura de la fase mévil se encuentre a 25°C.

- Filtrar con membrana millipore de 45 um hidrofilica.

- Desgasificar durante 20 minutos.
Preparacion de la solucion buffer de amoniaco pH=8

- Pesar aproximadamente exacto 6.6 mg de fosfato dibasico de amonio anhidro en
un vaso de precipitados de 100 mL.

- Adicionar agua destilada y agitar mecanicamente hasta observar completa
disolucion.

- Transferir la solucién anterior a un matraz volumétrico de 1L y adicionar 900 mL

de agua destilada.
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- Ajustar el pH con &cido fosférico 1N o con hidroxido de sodio 1N a un pH de 8
+0.3.

- Transferir la solucion anterior a un matraz volumétrico de 1L y aforar con agua
destilada.

- Etiquetar perfectamente.

Preparacion de solucién de NaOH 1N

- Pesar aproximadamente exacto 2.17 mg de NaOH en un vaso de precipitados de
100 mL.

- Adicionar agua destilada y agitar mecanicamente hasta observar completa
disolucion.

- Adicionar la solucién anterior en un matraz volumétrico de 50 mL.

- Enjuagar 3 veces el vaso de precipitados con agua destilada y adicionar el
volumen en el matraz volumétrico de 50 mL.

- Llevar al aforo con agua destilada.

- Etiquetar la solucion.

Preparacion de solucion diluente.

- Adicionar en un vaso de precipitados de 2 L, 550 mL de solucion amortiguadora de
Amoniaco pH=8 y 450 mL de acetonitrilo grado HPLC.

- Medir los reactivos con probeta graduada de vidrio de 1000 mL.

- Esperar gque la solucién tenga una temperatura de 25°C.

- Filtrar con membrana millipore de 45um.

Se construy6 una curva de calibracion a partir de una solucion Stock de clonazepam S.R.
utilizando seis diferentes concentraciones como se describe a continuacién en la siguiente
tabla:

Tabla 19. Sistemas propuestos para la Curva de Calibracion de Clonazepam.

‘ Sistema Concentracioén
1 2.4
2 4.8
3 7.2
( |
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9.6
12
14.4

Preparacion de la solucion stock

1.

ok~ wD

Pesar 3 mg de clonazepam sustancia de referencia en un vaso de precipitados
de 50 mL.

Adicionar 1mL de metanol y disolver bajo agitaciéon magnética.

Adicionar la solucion anterior en un matraz volumeétrico de 50mL.

Llevar a volumen con solucion diluente.

Etiquetar perfectamente.

Preparacion de las soluciones para la curva de calibracion a diferente

concentracion.

© ® N o Ok~ 0DdR

Tomar 1 mL de la solucién Stock, adicionar en un matraz volumétrico de 25mL.
Llevar al aforo con solucion diluente.

Tomar 2 ml de Solucién Stock, adicionar en un matraz volumétrico de 25 mL.
Llevar al aforo con solucion diluente.

Tomar 3 ml de solucion Stock, adicionar en un matraz volumétrico de 25 mL.
Llevar al aforo con solucion diluente.

Tomar 4 ml de solucion Stock, adicionar en un matraz volumétrico de 25 mL.
Llevar al aforo con solucion diluente.

Tomar 5 ml de solucion Stock, adicionar en un matraz volumétrico de 25 mL.

10. .Llevar al aforo con soluciéon diluente.

11. Tomar 6 ml de solucién Stock, adicionar en un matraz volumétrico de 25mL.

12. Llevar al aforo con solucién diluente.

Realizar la curva de calibracion por triplicado. Filtrar todas las soluciones con membrana

millipore de 0.45um. Adicionar en viales para HPLC e inyectar en el cromatografo.
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Cuantificacion de Clonazepam.

Una vez que se obtuvo la curva de calibracion para la cuantificacion de clonazepam,

obteniendo un C.V. menor al 2% Yy un r* aproximado a 1, se llevo a cabo la cuantificacion

de la muestra analitica como se describe a continuacion.

Procedimiento General para Cuantificacion de Clonazepam.

Hidratar durante 24 horas,
Pesar 1.6 g de Sephadex G con 6 mL de agua q

destilada

Colectar el centrifugado en un matraz .
s Filtrar por membrana
volumétrico de 5 mL, llevar al aforo con .
. millipore de 0.45um
solucion diluente

Adicionar 300 pl de .
. Centrifugar el exceso de
Centrifugar a 1500 rpm _ suspension de micelas - a0ua a9500 oM. bor 2
por 3 min ( 2 Ciclos) mixtas g i pm.

Llenar una minicolumna
de 3mL con gel

min.

Adicionar en viales para
HPLC

Inyectar como blanco solucién -
diluente.

Inyectar en el cromatégrafo con las
condiciones antes sefialadas

5.5.6 Validacién del Método de Cuantificacioén.

El método analitico propuesto debié ser validado para justificar que la cuantificacion

realizada es confiable y se encuentra dentro de los pardmetros establecidos por la USP.

Los pardmetros evaluados se mencionan a continuacion:

Linealidad.
Especificidad.

Limite de Deteccidn.

0N

Limite de Cuantificacion.
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5. Precision.

5.5.6.1 Linealidad. Es la capacidad del método analitico para obtener resultados
directamente proporcionales a la concentracion o cantidad del analito en un rango
definido. Se determiné mediante el tratamiento matemético de los resultados obtenidos en

el analisis del analito a diferentes concentraciones (Aguilar 2009).

El andlisis de linealidad del sistema se realiz6 mediante una curva de calibracion con seis
diferentes concentraciones, partiendo de una solucion Stock de concentracién 60ug/ml
(Aguilar 2009).

Se evaluaron los seis puntos por triplicado y se calcul6 el coeficiente de variacion y r.

El andlisis de linealidad del método se realiz6 cuantificando cinco muestras de Micelas
Mixtas a diferentes concentraciones, evaluando las tres cuantificaciones por triplicado.
(Aguilar 2009)

Se evaluaron los cinco puntos por triplicado, se calculé el coeficiente de variacion y r.

Tomar una alicuota de 1 mL de un lote de micelas mixtas.

Filtrar en gel a 3500 rpm durante dos ciclos de 60 segundos.

Tomar 300uL de filtrado y colocar en un vaso de precipitados de 10 mL.
Adicionar un mL de metanol, para romper la estructura micelar.
Adicionar la solucion anterior en un matraz volumétrico de 5 mL.

Llevar al aforo con solucién diluente.

N o o s~ wDdhRe

Leer bajo las condiciones cromatogréficas antes mencionadas por HPLC.

5.5.6.2 Precision.

Grado de concordancia entre los resultados el test individual cuando el procedimiento es
aplicado repetidas veces para una muestra homogéneas. Generalmente la precision de
un método se expresa en términos de desviacion estdndar o de coeficiente de variacion,

el cual debe ser menor al 2% (Aguilar 2009).

En este caso particular se analizo la precision del sistema y del método mediante analisis
matematicos observandose que el grado de concordancia entre los resultados de las

muestras analizadas no fuera mayor al 2% (Aguilar 2009).
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5.5.6.3 Especificidad.

Para realizar el analisis de especificidad se preparé una muestra de |-a fosfatidilcolina y
glicocolato de sodio con una concentracion de 60 pg/ml. Se realizaron barridos de las
muestras a 310 nm, descartando asi una interferencia de los componentes de

formulacion.

Asi mismo, se prepararon muestras de micelas mixtas conteniendo clonazepam para

descartar la aparicién de alguna sefal por parte de los componentes de la formulacion.

De la misma forma se realizé andlisis estadistico a la curva de calibracion por HPLC para
verificar que a 310 nm no se observara sefial relacionada con la presencia de los

componentes lipidicos.

5.5.6.4 Limite de Deteccion.

Para un resultado analitico se plantea la duda de si el valor corresponde a valores
aleatorios del blanco a la presencia real del analito. La sefial del fondo es producida por el
blanco y exhibe ruido. El limite de deteccion corresponde a una sefial k veces la

desviacion del ruido de fondo.

Para fines practicos se calculd utilizando la siguiente relacion matematica, de acuerdo a

los datos de la curva de calibracién del sistema.
LD=3.3(D.E./m)

5.5.6.5 Limite de Cuantificacion.

Es considerado como el limite de concentraciones mas bajo para mediciones
cuantitativamente precisas. Se define como la cantidad del analito que proporciona una

sefial igual a la del blanco més diez veces la desviacion estandar del blanco.
Para fines préacticos se calculé utilizando la relacién

L.C.= 10(D.E./m)
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5.6 Evaluacién In Vivo.

Para la evaluacion de la actividad anticonvulsiva de clonazepam cargado en micelas
mixtas se utilizé la via esofdgica (A) y 30 min después se indujeron las crisis con la
administracion intraperitoneal del agente convulsivante PTZ 80 mg/kg (B), siguiendo el

protocolo del diagrama que se muestra en la figura 37.

Fig.36 Administracion oral de micelas mixtas de clonazepam e intraperitoneal de PTZ (80 mg/kg).
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EVALUACION DEL EFECTO ANTICONVULSIVO DE MICELAS
MIXTAS CARGADAS CON CLONAZEPAM

Marcar y pesar 6 ratones por cada dosis a evaluar

Verificar que los pesos entre los ratones estén entre 25-30 g preferentemente y estén
adecuadamente identificados.

Partiendo de la concentracion de Clonazepam encapsulado 1.36 mg/ml, realizar calculos para
efectuar diluciones a concentraciones de 0.01 mg/ml, 0.03 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.3 mg/mly 0.5 mg/ml.
Utilizar relacion C,V,=C,V,

Administrar via oral en un volumen de 0.1 mL/10 g de peso corporal del ratén para la administraciéon de
las siguientes dosis:

|
| | | |
0.01 mg/Kg 0.03 mg/Kg 0.1 mg/Kg I I 0.3 mg/Kg
| ] ] ]
]
Esperar 30 min después de la administracion para la absorcion del farmaco
]
Administrar pentilentetrazol (PTZ, 80 mg/kg) via Intraperitoneal para inducir la conducta
convulsiva
]

PTZ se prepara a la concentracién 8 mg/ml y se administré en 0.1ml/ 10g I

I Inmediatamente

Registrar el tiempo de inicio después de la administracion de
PTZ, enseguida anotar la latencia a la manifestacion de cada
una de las crisis convulsivas en cada raton durante 30
minutos, registrando los datos en unidades de minutos en el
gue se presenta cada crisis

Crisis miocldnica I Crisis generalizada I I Crisis Ténica

Fig. 37 Evaluacion del efecto anticonvulsivo de micelas mixtas cargadas con clonazepam.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Seleccién del principio activo a utilizar

El Clonazepam es un farmaco que posee propiedades fisicoquimicas que posibilitan su
estabilidad al ser encapsulado en micelas mixtas de sales biliares y debido a sus
propiedades farmacoldgicas resulta ser ampliamente utilizado en el tratamiento de las
crisis epilépticas. A continuacion se describen las caracteristicas principales que

determinaron la eleccién de Clonazepam como principio activo modelo.

1. Lipofilia. ElI Clonazepam al ser un farmaco lipofilico es viable para su
encapsulacion en el interior hidréfobo de micelas mixtas de sales biliares,
observandose asi porcentajes altos referentes a la eficiencia de encapsulamiento

y capacidad de carga del farmaco (M.A. Hammad and Muller, 1998).

La lipofilia del Clonazepam favorece su paso a través de la BHE con una
concentracion lineal entre el cerebro y la concentracion en plasma, por ello resulta

ser un farmaco de facil absorcién y rapida distribucion (Ned H. 1994).

2. Estabilidad en micelas mixtas de sales biliares. El Clonazepam es altamente
estable al ser encapsulado al 5% en micelas mixtas de glicocolato de sodio y L-a
fosfatidilcolina resuspendidas en solucion amortiguadora de Fosfatos de pH 6.5.
La presencia del grupo NO, en la posicion 7 en la estructura quimica del
Clonazepam limita en gran medida la interaccion del farmaco con los lipidos que

conforman la micela (M.A. Hammad and Muller, 1998).

3. Biodisponibilidad en sistema nervioso central. Su biodisponibilidad después
de la administracion oral es mayor del 80% observandose una mayor

concentracion plasmatica en un periodo de 1 a 4 horas (Noboku, 2007).

4. Selectividad. El Clonazepam tiene mayor afinidad por los receptores GABA que el

Diazepam (farmaco anticonvulsivante de primera eleccién), ademas de unirse a
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las subunidades del receptor GABAa en forma exclusiva respecto del resto de las

benzodiacepinas logrando asi una mayor potencia farmacoldgica (Noboku, 2007).

5. Reduccién de efectos adversos. El Clonazepam no bloguea los receptores de
dopamina por lo tanto no se presenta el efecto secundario de disnesia (temblores)
producido por la administracion de otros farmacos anticonvulsivantes de la familia
de las benzodiacepinas. Asimismo, no tiene accion anticolinérgica, no altera la
presion arterial o la funciéon cardiovascular, y no se reporta toxicidad renal

relacionada con su administracion (Ned H, 1994).

6.2 Seleccion de los componentes de la formulacion para la preparacion de micelas

mixtas.

Se determing utilizar L-a fosflatidilcolina y glicocolato de sodio como biosurfactantes en la

sintesis de micelas mixtas por las siguientes razones:

1. De acuerdo al modelo de agregacion de micelas mixtas de Mazer, al encontrarse
en un medio acuoso, la fosfatidilcolina y el glicocolato de sodio crean un centro
micelar hidr6fobo debido a sus propiedades anfipaticas. Por lo tanto, el
clonazepam al ser un farmaco con naturaleza lipdfila se encuentra embebido

dentro de la matriz de la micela mixta.

2. La L-alfa fosfatidilcolina es el fosfolipido mas abundante en los mamiferos, se
sintetiza a partir de la colina procedente de la dieta mediante una serie de
reacciones donde la fosfatidiletanolamina es convertida a fosfatidilcolina por la

accion de la enzima fosfatodilentanolamina metiltransferasa (ver Fig.33).

La importancia de este fosfolipido recae en la formacion de micelas mixtas para
digestion de grasas asi como el control y regulacion de muchas rutas metabdlicas
involucradas en la sintesis de lipidos, siendo también un componente principal de
la membrana celular. Esta ultima caracteristica la convierte en un excelente
biosurfactante, ya al ser un componente de las micelas mixtas facilitara el

transporte del farmaco a través de la membrana hematoencefalica (Berg, J, 2008).
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Se reporta La composicion de la fosfatidilcolina es aproximadamente 33% de acido

palmitico, 11% de acido estearico, 35% de &cido oleico y 2% de &cido araquidonico,

3 5-3 S-adenosil- 3 S-adenosil- CHy
metionina homocisteina *'Ilr,.-’CHE
R P MNH3* \ R - pyt|
e —/ b o " - - " -
o ‘;l" - / [ CHi
H H H H
Fosfatidiletannlam Focfatidilenli

Fig. 38 Sintesis de Fosfatidilcolina

La estructura quimica de la fosfatidilcolina consta de dos partes como se muestra en la
fig 24, una cabeza donde se encuentran los grupos ionicos fosfato y colina, y en la cola

dos cadenas no polares de ésteres de &acidos grasos.

i
C—0O=—CH,
CH; ™ T T T
1l
C=—0=—CH
CH e e T T T ‘ '|:[) cH,
CH—0—P—0—C1 1,—CH,—N—CH,
\ / o CH,
i ;
Cola no polar o regidn hidrofibica
Cabeza idnica o regidn hidrofflica
Colas Caboza

Fig. 39 Estructura quimica de fosfatidilcolina

3. Por otro lado, el glicocolato de sodio cumple un papel importante también en la
digestion de lipidos, ya que al ocurrir el proceso de emulsificacion con la
fosfatidilcolina da lugar a la produccion de micelas mixtas donde se almacenan y
disuelven triacilgliceroles los cuales son transportados al intestino para su
absorcién, esta ultima propiedad es posible debido a su estructura quimica
anfipatica similar a la fosfatidilcolina, con grupos hidrofilos y un cuerpo no polar

como se muestra en la siguiente figura.
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Fig. 40 Formula quimica de una molécula de glicocolato, se observa una superficie hidrofoba (color
gris claro) y los grupos hidrofilicos (sefialados en color gris oscuro). (P. Garidel, 2007)

Al encontrarse en un medio acuoso, la parte polar de la molécula se orienta hacia el
exterior, y la parte hidrofoba se asocia a la porcion lipdfila del glicocolato de sodio

formando la estructura caracteristica de las micelas.

El estudio de las propiedades fisicoquimicas en disolucion acuosa del glicocolato de sodio
muestra que el cambio de grupo carboxilico en la posicion 24 no compromete la
capacidad de formacion de micelas, siendo la Unica diferencia que se observa cuando

pasa a ser cationico a pH fisiolégico (Queijo, A).

6.3 Pruebas preliminares.

6.3.1 Solubilidad.

6.3.1.1 Solubilidad de los componentes de la formulacién para determinar el

disolvente a utilizar en el método de coprecipitacion.

La fase inicial de la preparacion de micelas mixtas consiste en la formacion de una
pelicula lipidica formada por la disoluciéon de fosfatidilcolina y glicocolato de sodio en un
disolvente organico. Es también en esta primera etapa del proceso cuando el farmaco es
incorporado para ser encapsulado dentro de las micelas formadas por el fosfolipido y la

sal biliar.

Por ello es importante considerar que tanto el farmaco como el fosfolipido y la sal biliar
sean solubles en el mismo disolvente organico a temperatura ambiente, pues resulta mas

facil y practico el proceso de elaboracion.
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Tomando como base el método utilizado por M. Hammad, et. al, para la preparacion de
micelas mixtas de sales biliares, conociendo que el clonazepam es identificado como un
farmaco muy poco soluble en agua, ligeramente soluble en etanol y poco soluble en
cloroformo, y sabiendo que la l-alfa fosfatidilcolina y el glicocolato de sodio son solubles
en cloroformo, metanol y hexano a temperatura ambiente, se realizaron pruebas de
solubilidad para confirmar la informacion reportada y de esta manera elegir el disolvente

idéneo para la solubilizar a todos los componentes de la formulacion.

Tabla. 20 Solubilidad del Clonazepam en cloroformo y metanol.

Disolvente Cloroformo ‘ Metanol
Clonazepam en disolvente organico puro a25~C | Ligeramente Soluble Soluble
L-a Fosfatidilcolina en disolvente organico puro a Muy soluble Ligeramente
25°C soluble
Glicocolato de Sodio en disolvente organico puro | Ligeramente soluble Soluble
a25°C
Farmaco, sal biliar y fosfolipido en solvente Muy Soluble Soluble
orgéanico a 25°C

Los resultados de la tabla anterior indican que los componentes de la formulacion no son
totalmente solubles en un mismo disolvente, por ello se prepar6 una solucibn metanol-
cloroformo al 1%, y se realizaron pruebas de solubilidad del farmaco, la sal biliar y el

fosfolipido, obteniendo los resultados indicados en la tabla 34.

Tabla 21. Solubilidad de los componentes de la formulacién en solucién metanol-cloroformo
al 1%.

Disolvente ‘ Mezcla metanol-cloroformo al 1%
Clonazepam en disolvente organico puro a 25°C Soluble
L-a Fosfatidilcolina en disolvente organico puro a 25° Soluble
Cc
Glicocolato de Sodio en disolvente orgénico puro a Soluble
25°C
Farmaco, sal biliar y fosfolipido en solvente organico Soluble
a25°C
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Todos los componentes de la formulacion resultan ser totalmente solubles en la mezcla
metanol cloroformo al 1% razon por la cual fue seleccionado para llevar a cabo la fase de

disolucion de los componentes y formacion de la pelicula lipidica.

6.3.1.2 Solubilidad del farmaco para llevar a cabo su cuantificacion.

Para conocer la cantidad de clonazepam encapsulado dentro de la micela mixta se
desarroll6 un método analitico por HPLC en fase reversa, el cual fue validado. Uno de los
parametros que debe de cumplir un método para asegurar su validacion es la exactitud,
es decir; se debe demostrar que al aplicar el método analitico se esta cuantificando del
98-100% del analito en la muestra, esto reduce errores y es una prueba fehaciente de que

los resultados son confiables.

Para lograr esta exactitud el farmaco debe encontrarse solubilizado en el medio en el cual
se va a cuantificar. En este caso, para la preparacion de la muestra, se rompe la micela
mixta y el farmaco es liberado en una solucidbn metanol-cloroformo al 1%, posteriormente
se toma una muestra y se lleva a un volumen con solucién diluente, para poder ser

inyectada en el cromatégrafo.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, el farmaco inicialmente se encuentra
encapsulado en la micela mixta, la cual a su vez se encuentra suspendida en una
solucién acuosa (solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.5) que también contiene

fracciones de farmaco libre que no fue encapsulado.

Partiendo de este hecho el fArmaco para poder ser cuantificado debe ser primero liberado,
esto se logré por medio de cromatografia de exlusion molecular para separar el farmaco

libre de las micelas.

El farmaco es atrapado en gel y solo las micelas son liberadas al pasar por la columna de
exclusiéon. Esto permite que al tener solo la estructura micelar esta se pueda romper al
solubilizar los componentes lipidicos que contienen la micela. De acuerdo a la tabla 34,
los componentes lipidicos son solubles en una mezcla metanol-cloroformo al 1%, esta
misma mezcla es utilizada para solubilizar los componentes de la micela y liberar el

farmaco que esta contenido dentro de ellas.
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Para efectuar la cuantificacion fue necesario elegir la solucion diluente que mantuviera
soluble al clonazepam y que asegurara que al ser arrastrado por la fase mévil (no polar) a

través de la columna cromatografica fuera detectado para su determinacion.

La solucién diluente utilizada consiste de una mezcla acetonitrilo-solucién amortiguadora
45:55. La eleccion de la solucién diluente se realiza en funcion de la fase movil,
Agua:ACN 55:45% que fue utilizada para cuantificar clonazepam por HPLC reportada por

M. Hammad et. al,

Para desarrollar el método de cuantificacion se consider6 todo lo antes mencionado y fue
necesario realizar pruebas de solubilidad del farmaco en solucion diluente, y en la fase

mévil obteniéndose los siguientes resultados:

Farmaco Solubilidad en diluente ACN-Buffer Solubilidad en fase movil ACN-

amoniaco (45:55) pH=7. 2 H20 (45:55) b

Clonazepam Soluble Ligeramente soluble

a. Temperatura 25°C 25 rpm agitacion durante 1 min

b. Temperatura 25°C 25 rpm agitacion durante 1 min

El clonazepam resulta ser soluble en la solucion diluente, esto se explica a la presencia
del buffer de amoniaco pH 8 en la mezcla, cuya funciébn es mantener un pH alcalino,
asegurando que el farmaco siempre se encuentre en su forma ionizada y de esta forma

llevar a cabo la cuantificacion de manera exacta.

A continuaciéon se muestra la escala de zonas de predominio del clonazepam la cual se

construye considerando sus valores de pKa y su basicidad.
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La escala anterior explica el comportamiento del farmaco al encontrarse en un medio con
diferentes valores de pH, observandose que al encontrarse en solucion amortiguada a pH
8, el clonazepam se encuentra soluble (no ionizado), por ello no se precipita y es
facilmente eluido por la fase mavil, reflejandose en el tiempo de retencion bajo obtenido al

efectuar la cuantificacion, y en la exactitud demostrada en el método.

Se reporta en el método desarrollado por M. Garcia et, al. para la determinacion de
Clonazepam en tabletas y en el método utilizado por Leyva G, 2006 para la cuantificacion
de clonazepam en nanoparticulas lipidicas, que al preparar las muestras a temperatura
ambiente y sin proteccion de la luz se observa una disminuciéon en la concentracion de
farmaco debida a su degradacion hidrolitica, por este motivo, en todas las muestras se
protegi6 de la luz solar al farmaco, cubriendo los matraces e inyectando al cromatografo

utilizando viales de color ambar.

6.3.2 Espectros de Absorcion de los componentes de la formulacion para la

cuantificacion de clonazepam.

Para realizar la cuantificacion de farmaco por el método de HPLC descrito en la parte
experimental, fue necesario realizar barridos de los componentes de la formulacion para
seleccionar la longitud de onda de deteccion del clonazepam y asegurar que los lipidos no

interfieren en la cuantificacion.

Los resultados se muestran a continuacion:

2 -
1.8 4
1.6 4 Maximodeteccion 310 nm
1.4 4 A
1.2 4

1 4

Abs

0.8 4
0.6 4
0.4 4
02 -

o T -
260 280 300 320 340 360 380 400

Lengitud de onda (nm)

Fig. 41 Barrido de Clonazepam en una solucién Metanol-Cloroformo al 1%. Concentracién 60ug/ml. Se observa su
méximo de absorciéon a 315 nm.
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Fig. 42 Barrido de Glicocolato de Sodio en una solucién Metanol-Cloroformo al 1%. Concentracion 60ug/ml. No se
observa sefial de interferencia a 315 nm.
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Fig. 43 Barrido de Glicocolato de Sodio en una solucién Metanol-Cloroformo al 1%. Concentracion 60ug/ml. No se
observa sefial de interferencia a 310 nm

La figura 41 muestra el espectro de absorcion de clonazepam, observandose que a 310
nm presenta su longitud de maxima absorcién, este resultado determing la longitud de
deteccion de clonazepam para el método por HPLC, asi como las condiciones para la
optimizacion del método de cromatografia de exclusion utilizado para la separacion de

micelas mixtas y farmaco libre.

Se observa también que a la longitud de deteccion del farmaco, no existe ningun tipo de
interaccion con el fosfolipido ni con la sal biliar, al no presentarse ningun tipo de sefial
analitica emitida por los componentes antes mencionados, lo que es un buen indicio de

especificidad del método.
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6.4 Método de coprecipitacion para la preparacion de micelas mixtas de sales

biliares.

El método de coprecipitacion llevado a cabo para la obtencion de micelas mixtas, fue
modificado del método descrito por Almong et. al., 1990 el cual consiste preparacion de
una suspension acuosa de fosfolipidos estructurados en una capa (micela), en la cual se

encuentra embebido el principio activo.

La formacion de la pelicula de lipidos representa la primera etapa de preparacion de
micelas mixtas, se requiere del uso de disolventes organicos (solucion metanol/cloroformo
al 1%), con la finalidad de solubilizar los componentes lipidicos que formar la estructura

micelar.

Una vez que los lipidos son disueltos, se adiciona a la mezcla el clonazepam disuelto en

la solucién metanol/cloroformo al 1%.

Lo que se busca al adicionar el clonazepam en ultimo lugar es que los componentes
hidrofobos interactien primero de manera homogénea formando una capa de lipidos en la
superficie, el farmaco al ser de naturaleza lipidica queda por debajo de ésta, como se

muestra en la siguiente figura.

Fosfolipido y sal biliar

Farmaco liposoluble

Fig. 44 Fosfolipido, sal biliar y farmaco liposoluble en una mezcla metanol/cloroformo , al 1%.

Una vez que se tienen en solucion los componentes de la formulacion, se sometio la
mezcla a evaporacion del disolvente organico para la obtencion de un film lipidico, el cual

es hidratado con solucion acuosa (buffer de fosfatos pH 6.5)
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En la etapa de incorporacion de la fase acuosa al sistema, ocurre la formacion de micelas

y el farmaco es encapsulado dentro de ellas.

6.4.1 Velocidad de agitacion.

La velocidad de agitacion es un factor importante que se encuentra relacionado con la
disminucion de la tension superficial, factor que se ve reflejado en el tamafio de particula

obtenido.

Para determinar la velocidad de agitacion Optima se prepararon e hidrataron peliculas
lipidicas, las cuales fueron sometidas a diferente velocidad de agitacion en
rotaevaporador, determinando el tamafio de particula obtenido como se muestra a

continuacion:

160.00 -
140.00 -
120.00 -
100.00 -
80.00 -
60.00 -
40.00 -
20.00 -

0. 00 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Tamafio de Particula (nm)

Velocidad de Agitacién (rpm)

Fig 45 Efecto de la velocidad de agitacion en el tamafio de particula. Las evaluaciones se llevaron a
cabo a 25°C.

La figura anterior sefiala que al aumentar la velocidad de agitacion el tamafio de particula
obtenido es menor, observandose que a baja velocidad de agitacion en rotaevaporador se
forma un agregacion micelar, que es facilmente observada al tornarse més turbia la

suspension.
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Al suministrar energia en forma de agitacion, se produce una marcada disminucion de la
tension superficial, el fosfolipido y la sal biliar se asocian entre ellos formando capas

esféricas donde queda atrapado el farmaco.

6.4.2 Temperatura de formacion de micelas mixtas.

El proceso de evaporacion de disolvente organico e hidratacion del sistema se realizd
a 25 °C, por encima de la temperatura de transicion de fase de la fosfatidilcolina y el
glicocolato de sodio, evitando asi la coexistencia de liposomas en suspension, de acuerdo

al modelo propuesto por Helenius y Simos para la formacion de micelas.

Se considera que si se lleva a cabo todo el proceso de coprecipitacion por debajo de la
temperatura requerida para transicion a micelas mixtas, en la etapa Il coexisten

estructuras formadas por una y dos capas lipidicas (liposomas) (Lépez, et. al 1998).

En la siguiente tabla se menciona la temperatura de transicion de vesiculas a micelas

mixtas para el fosfolipido y la sal biliar utilizados en la formulacion:

Tabla 22. Temperatura de transicion para L-a Fosfatidilcolina y Glicocolato de sodio. (Gruyter, W 1997)

Componente Temperatura de Transicion
L-a Fosfatidilcolina 21°C
Glicocolato de Sodio 19 °C

Como se sefiala, ambos componentes de la formulacion, presentan temperaturas de
transicion por debajo de la temperatura a la cual se llevé a cabo todo el proceso, esto se
ve reflejado en el tamafio de particula menor a 50 nm y la morfologia esferoide de las

micelas obtenidas, como se describe mas adelante.

6.4.3 Seleccion del pH 6ptimo para la formacion de micelas mixtas.

Con la finalidad de determinar el pH éptimo requerido para que las micelas mixtas
conserven su estabilidad se consideré el resultado del trabajo de M.H Mamadd et, al. en
el cual se describe el efecto del pH sobre la estructura y estabilidad de micelas mixtas de

clonazepam como se muestra a continuacion:
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Fig. 46 Degradacion de Soluciones de Micelas Mixtas de Clonazepam a diferentes Concentraciones y

valores de pH. M.A. Hammad and Muller, 1998).

Los resultados reportados muestran que clonazepam se degrada al aumentar el pH en un
tiempo de 180 horas, observandose una menor degradacion en un pH de 6.5. De ahi
parte la determinacion de suspender las Micelas Mixtas en un Buffer de Fosfatos de
pH=6.5 0.2M

6.4.4 Efecto de la concentraciéon de fosfolipido y sal biliar en la formacion de

micelas mixtas.

Como se mencion6 anteriormente, cuando se adiciona el buffer de fosfatos de pH 6.5, las
moléculas de fosfolipido y sal biliar se estructuran en funcion de su lipofilicidad, formando

una capa continua de aproximadamente 5nm de ancho (Faustino, C. et, al. 2011).

Una vez que se forma la capa lipidica, ocurre una asociacion de las moléculas
individuales de la sal biliar y el fosfolipido, que fueron adicionados en una concentracion

superficie; es decir se encuentran en una concentracién micelar critica.

De acuerdo al modelo de agregacion de micelas mixtas propuesto por Helenius y Simos,
la CMC (concentracion micelar critica) se ve influida por la estructura de los

biosurfactantes involucrados en la formulacion. En este caso la L-alfa fosfatidilcolina y el
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glicocolato de sodio presentan una cadena hidrocarbonada larga correspondiente a la

parte hidréfoba, esto se traduce en una alta CMC que posibilita la formacion de micelas.

Al ser la concentracion micelar critica alta, la superficie esta ocupada por una capa
monomolecular de surfactante, y la tension superficial disminuye linealmente con el

logaritmo de la concentracion; segun la isoterma de Gibbs que se muestra en la Fig.33.

El agua atrae los grupos polares del lipido y la sal biliar, pero repele sus colas de
hidrocarburo. En consecuencia, el glicocolato de sodio y la fosfatidilcolina se concentran
formando una estructura con una capa de lipidos. Los grupos de las cabezas polares
estan en la interfase situada entre el medio acuoso (solucion amortiguadora de fosfatos
pH 6.5) y el lipido, y las colas hidrofobicas forman un centro donde se encapsula el

clonazepam.
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Fig. 47. Tensién superficial en funcién de la concentracion de surfactante (fosfolipido y sal biliar). La
siguiente figura indica la variacion de la tensién superficial en funcién de la concentracién de
fracciones de biosurfactante. A partir del valor que corresponde al agua pura (72 mN/m), se observa
una disminucion de la tension superficial con el aumento de concentracion de surfactante, en esta
primera zona (l), la gran mayoria de las moléculas de surfactante se adsorben en la superficie agua-

aire, y la concentracién superficial crece rapidamente.

La fase acuosa se satura en moléculas individuales y se observa un cambio a la zona
marcada con el numero Ill en el diagrama, en la cual la tension superficial permanece
constante, las interacciones hidréfobas entre moléculas de sal biliar y fosfolipido se tornan
altas respecto a las interacciones hidrofilicas para que se forme de manera espontanea la

asociacion micelar.
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Fig. 48 La concentracién de componentes lipidicos determina la formacién de micelas mixtas
En la siguiente figura se observa que la estructura micelar satisface la doble afinidad de

las moléculas de L-a fosfatidilcolina y glicocolato de sodio.

Cuando se satura la superficie ...

<ebbtlebbbsd

no hay agua

i ? ‘\r .\ en el centro

e .._/ \_.. il
AN

se forman agregados * MICELAS

Fig 49. Micela: agregado de moléculas de surfactante

Las estructuras formadas al final del proceso, son micelas mixtas cuyo didmetro es

aproximadamente de 20 nm, por lo cual se obtiene una solucion transparente.

6.5 Caracterizacién de micelas mixtas.
Una vez que las micelas mixtas fueron preparadas por el método de coprecipitacion, se
realizé la caracterizacion de las mismas, con la finalidad de conocer su capacidad para

actuar como transportador submicrénico de farmacos.
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6.5.1 Tamafio de particula

El tamafio de particula es una propiedad que nos permitio determinar si el clonazepam
encapsulado en micelas mixtas es viable para su paso a través de la barrera
hematoencéfalica considerando que el paso de sustancias a través de esta depende de la

liposolubilidad y el tamafio de particula obtenido.

Otro parametro importante que podemos conocer en funcion del tamafio de particula de la
micela mixta es la capacidad para que sean absorbidas en la pared intestinal al ser
administradas por via oral, considerando que los procesos mediante los cuales las
micelas mixtas pueden alcanzar su sitio blanco implican atravesar blancos
intravasculares, los cuales presentan endotelios con tamafio de poro de alrededor de 100
a 200 nm que pueden ser atravesados por particulas menores a ese tamafio como por

ejemplo, la mucosa intestinal con tamafio de poro de 50 nm, (Roerdink et al., 1984).

En la actualidad se conocer principalmente tres mecanismos por los cuales podrian llegar
las micelas mixtas a su sitio de accion si son administradas por via oral, cada mecanismo

posible depende en gran medida del tamafio de particula:

1. Endocitosis
2. Fagocitosis

3. Ingreso trans-paracelular.

Cualquiera que sea el mecanismo de absorcion de las micelas mixtas, es necesario que el
tamafo de particula sea menor a 100 nm, como se expresa en la siguiente tabla (Hodges
et, al., 2000)

Tabla 24. Mecanismos y sitios involucrados en la captacion de particulas.

‘ SITIO MECANISMO TAMANO DE PARTICULA
Enterocitos Endocitosis Menor a 200 nm
Macrofagos intestinales Fagocitosis Menor a 50 nm
Células M (Placas de Peyer) Ingreso trans-paracelular Menor a 100 nm
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Los resultados del tamafio de particula obtenido para micelas mixtas con clonazepam

encapsulado se muestran a continuacion:

£
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Fig 50. Tamafo de particula de micelas mixtas encapsuladas con clonazepam, distribucion de tamafio

por volumen.

Tabla 25. Tamafio de particula para micelas mixtas encapsuladas con Clonazepam.

Tamafio Promedio Porcentaje de Area Total (%)  Indice de polidispersion
(nm)
Lote 1 18.13 86.2 0.344
Lote 1 21.21 96.6 0.281
Lote 1 21.26 92 0.237
Lote 2 21.74 96.4 0.233
Lote 2 21.74 95.2 0.214
Lote 2 22.88 95.6 0.202
Lote 3 23.49 95.1 0.22
Lote 3 23.84 94.8 0.223
Lote 3 24.36 95.3 0.234
Promedio 22.07 94.13 0.24
Error STD 0.63 3.25 0.04

a) Se realizaron 9 mediciones a un tres lotes de micelas mixtas encapsuladas con Clonazepam

con un tamafio de particula promedio de 22 nm

De manera general, el lote preparado de micelas mixtas con Clonazepam encapsulado
presenta un tamafio submicrénico, como se observa en la fig 47, donde todas las
particulas obtenidas son menores a 70 nm. El lote preparado resulta homogéneo al no

presentar un indice de polidispersion mayor a 0.5.
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Para lograr el control en el didmetro de las micelas y su homogenidad, se lleva a cabo
filtracion a través de membrana con tamafio de poro de 22 um., una vez que estas son

suspendidas en agua.

Con la finalidad de conocer la diferencia existente entre la formulacion de micelas mixtas
con principio activo y la formulacién placebo, se realizd la determinacion de tamafio de
particula a 3 lotes diferentes de micelas mixtas placebo, obteniéndose una distribucion

normal como se muestra a continuacion.

E1n .................é..................E.. ...............é.................é.................é
g . :
E st
: 5 /: : = :
ni i 10 100 4000 10000

Sire (drm)
Fig 51. Tamafio de particula de micelas mixtas placebo, distribucidon de tamafio por % de intensidad.

Tabla 26. Tamafio de particula de micelas mixtas placebo

Tamafio Promedio (nm) Porcentaje de Area indice de
Total (%) polidispersion
Lote 1 22.17 82.3 0.292
Lote 1 21.3 76.5 0.289
Lote 2 21.21 74.5 0.286
Lote 2 211 81.2 0.279
Lote 2 21.01 78.3 0.276
Lote 3 21.71 77.3 0.284
Lote 3 22.28 77.2 0.282
Lote 3 22.24 76.9 0.28
Lote 3 22.47 76.8 0.27
Promedio 21.72 77.89 0.28
Error STD 0.19 242 0.01

En la figura 48 se observa el tamafio promedio de particula obtenido para micelas mixtas
placebo, el cual oscila entre 21.72 nm. Los lotes son homogéneos, ya que el indice de

polidispersion es menor a 0.5.

Al realizar una comparacion entre el tamafio de particula de micelas mixtas placebo y

micelas encapsuladas con Clonazepam, se obtuvieron los siguientes resultados:
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Comparacion Tamafio de Particula Promedio de Micelas Mixtas
Placebo y Micelas con Clonazepam
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Fig. 27 Comparacion del tamafio promedio de particula entre micelas mixtas encapsuladas con

clonazepam y micelas mixtas placebo.

E clonazepam encapusulado en micelas mixtas presenta una mayor desviacion estandar
lo cual es indicativo de que los lotes aumentan su indice de polidispersidad. El indice de
polidispersidad indica que tan homogénea es la dispersion; asi para considerar que una
poblacion es monodispersa su indice de polidispersion debe encontrarse en un rango de 0
a 0.5.

Para conocer si hay diferencia significativa entre el tamafio de particula de micelas mixtas
placebo y micelas encapsuladas con clonazepam se realiz6 una prueba estadistica t,

como se muestra a continuacion.

t= 75.500 Valor P=0.353
Grados de libertad = 8 Nivel de confianza = 95%
Grupo Media 75% 25%
Tamafio de  particula | 22.07 21.25 23.58
micelas mixtas con
clonazepam
Tamafio de  particula | 21.72 21.18 22.25
micelas mixtas placebo
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Para la prueba t-student con un nivel de confianza del 95% se obtuvo que no existe
variacion significativa entre el tamafio de particula de micelas mixtas placebo y micelas

mixtas cargadas con clonazepam.

Sin embargo, se observa que el tamafio de particula de micelas mixtas con farmaco es
relativamente mayor al de micelas mixtas placebo. Rupp, C. et. al, al encapsular
diazepam en micelas mixtas, sefiala que al incrementar la proporcion de principio activo

encapsulado, el tamafio de particula aumenta.

Por otro lado, como se mencion6 anteriormente, la filtracion de micelas por membrana de
poro 0.22 um determina el tamafio de particula obtenido e influye en la homogeneidad del
sistema. El nimero de veces que se repite la operacion determina la lamelaridad y la

dispersion de tamafios en la suspension final de micelas.

Cabe sefalar que el tamafio de las micelas mixtas es similar al tamafio de micelas mixtas
de sales naturales puras, esto se debe a la proporcidon de &cido biliar en la formulacion,
sabiendo que al aumentar la fraccion de sales biliares el tamafio de particula aumenta.
(Mazer et al., 1980)

El tamafio de particula de 22 nm es favorable para el ingreso de las micelas mixtas por la
pared intestinal mediante endocitosis. Asimismo el tamafio de particula favorece el paso a
través de la barrera BHE (Eldridge et al, 1990)

6.5.2 Potencial Z.

Una vez que se obtuvo la talla de particula de las micelas mixtas, fue necesario
determinar el potencial Z de la particula con la finalidad de analizar su estabilidad al

encontrarse en suspension y al ser administrada como nanotransportador de farmacos.

Es necesario que la suspension de micelas mixtas se mantenga estable, es decir; sin
presentar aglomeracion entre las particulas. Para entender la propiedad que permite que
las particulas se mantengan separadas, se estudia cada micela como una particula
aislada que estd inmersa en un liquido (solucion amortiguadora de fosfatos), la cual esta

rodeada por una doble capa eléctrica. La primera capa corresponde a la carga en la
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superficie de la particula. La segunda capa estd formada por el exceso de iones de igual
signo y de signo contrario en la soluciéon acuosa (solucién amortiguadora de fosfatos pH
6.5).

Fisicamente el potencial Z es un pardmetro fisico que caracteriza la carga electrostatica
de las particulas, que a su vez, es el origen del movimiento de éstas haca el polo de carga
opuesta. De acuerdo con la teoria de Helmoltz hay una atraccion entre las particulas y
esta depende de la concentracién de iones en el sistema. De esta manera, se juzga la
estabilidad de las suspensiones coloidales de acuerdo al valor de potencial Z medido en

mV, como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 28. Potencial Z y estabilidad de suspensiones coloidales.

Valores de potencial Z Caracteristicas de la suspension

+3a0mVv Aglomeracion maxima y precipitacion
-la-5mV Excelente aglomeracién y precipitacion.
-5a-10 mV Buena aglomeracion y precpitacion.

-11 a -20mV Comienzo de la aglomeracién (agregados de 2 a

100 coloides)

-21 a-30 mV Ligera estabilidad

-31 a-40 mV Sin agregados. Estabilidad media.

-41 a -50 mV Buena estabilidad.

-51 a -60 mV Estabilidad muy buena

-61 a -80 mV Excelente estabilidad

-81 mV y en adelante | Estabilidad maxima.

Se determiné el potencial Z a cuatro lotes de micelas mixtas encapsuladas con

Clonazepam, obteniéndose los siguientes resultados.
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Tabla 29. Potencial Z de micelas mixtas encapsuladas con Clonazepam al 0.35%.

‘ Lote Potencial Z (mV)
Lote 1 -29.65
Lotel -29.24
Lote 1 -29.82
Lote 2 -30.12
Lote 2 -30.16
Lote 2 -30.35
Lote 3 -30.14
Lote 3 -30.11
Lote 3 -30.14
Lote 4 -30.23
Lote 4 -30.21
Lote 4 -30.32

Promedio -30.04
Desviacion STD 0.32

Potencial Z

30.6

30.4

30.2

30

29.8

29.6

29.4

29.2

29

Estabilidad media (sin agregados)

Zona de ligera estabilidad
(leve dispersion)

2 4 6 8 10 12
Medicién

14

Fig. 52 Potencial Z micelas mixtas encapsuladas con clonazepam
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La figura 50 muestra los registros de potencial Z para micelas mixtas encapsuladas con
conazepam, observdndose que éstas presentan una estabilidad media sin presencia de
agregados, resultado que concuerda con el indice de polidispersidad reportado en la

determinacion de tamafio de particula.

En este caso, se considera que la suspension micelar no tiene una carga eléctrica neta,
por tanto, la carga primaria de las particulas debe equilibrarse con la disolucion acuosa,
logrando una fuerza repulsiva suficiente para lograr una estabilidad media del sistema. Sin
embargo, al aumentar la concentracion de alguno de los componentes lipidicos ocurriria
una concentracion de iones, lo cual provocaria un apantallamiento de la carga de la
particula que podria traducirse en una disminucion de la barrera del potencial ocurriendo

una agregacion critica.

Se determinGd también el potencial Z de micelas mixtas placebo con la finalidad de
conocer su estabilidad al ser suspendidas en medio acuoso, los resultados se muestran a

continuacion:

Tabla 30. Potencial Z de micelas mixtas placebo.

Lote Potencial Z (mV)

Lote 1 -31.83
Lotel -31.74
Lote 1 -31.71
Lote 2 -31.96
Lote 2 -31.92
Lote 2 -31.89
Lote 3 -31.73
Lote 3 -31.68
Lote 3 -31.69
Lote 4 -31.63
Lote 4 -31.59
Lote 4 -31.61
Promedio -31.75
Desviacion STD 0.12
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Fig. 53 Potencial Z micelas mixtas placebo.
La figura 53 muestra que las micelas mixtas placebo presentan una estabilidad
intermedia, sin presencia de agregados en solucién acuosa, las particulas se estabilizan

por la composicion hidrdéfila externa.

Se podria presentar la ionizacion de grupos OH- o de COOH- que constituyen a los
componentes lipidicos que forman al glicocolato de sodio, aportando carga negativa a la
particula. Por otro lado, la L-a fosfatidilcolina, componente mayoritario de la formulacion
presenta un sal cuaternaria de amonio en su estructura, la cual aporta cargas positivas a

la micela.

Se observa asi un sistema micelar en el que las cargas negativas estabilizan a las cargas
positivas para evitar su agregacion, presentandose asi una densidad de carga negativa

reflejada en el potencial Z promedio obtenido.

Con la finalidad de conocer si el farmaco encapsulado en las micelas mixtas provoca
cambios en la estabilidad del sistema, se realiz6 un andlisis estadistico del potencial Z
obtenido para micelas mixtas placebo y micelas encapsuladas con Clonazepam, como se

muestra en la siguiente figura.
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Potencial Z micelas mixtas placebo y micelas mixtas con
clonazepam
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Fig.54 Potencial Z determinado a micelas mixtas con Clonazepam y micelas mixtas placebo

Comparacion Potencial Z promedio de Micelas Mixtas
Placebo y Micelas con Clonazepam

- 325

31.5
- 31
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- 235
- 29

- 285
Micelas Mixtas Clonazepam Mice las Mixtas Placebo

Fig. 55 Comparacion potencial Z promedio de micelas mixtas placebo y micelas con clonazepam

De acuerdo a las figuras 54 y 55 las micelas mixtas presentan un valor de potencial Z
relativamente mayor al de las micelas mixtas encapsuladas con Clonazepam. Sin
embargo, esta diferencia resulta ser estadisticamente significativa como se describe a
continuacion, al aplicarse un andlisis estadistico de comparacionm Mann Whitney,

obtencieno un valor de P menor a 0.001
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Pese a tener un valor de potencial Z con una diferencia estadistica significativa, las
micelas mixtas encapsuladas con farmaco mantienen una estabilidad media al igual que
las micelas mixtas placebo. Como regla, si queremos asegurar que exista repulsién y por
ende estabilidad en la dispersion entre las particulas debemos asegurarnos que el
potencial z sea mayor a +30mV o menor a -30mV. (Radomska, A. 2007) En el caso de
micelas mixtas encapsuladas con Clonazepam no se observa una disminucion en el valor

de potencial Z, o presencia fisica de aglomeracion en solucién.

Cabe sefalar que la estabilidad de las micelas se puede ver influida por cambios en la
concentracion de componentes lipidicos y cambios de pH. Se observa también que no
existe un cambio importante en el tamafio de particula como consecuencia de la
disminucion de los mecanismos de estabilizacion de las micelas mixtas, ya que este

permanece constante en las mediciones realizadas.
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6.5.3 Andlisis morfolégico de clonazepam encapsulado y micelas mixtas
placebo por microscopia electréonica de transmision.

El analisis morfolégico de micelas mixtas mediante TEM permiti6 confirmar que las
particulas presentan una forma esférica respondiendo al modelo de agregacion en forma
de esfera propuesto por Kawamura, et. al, como se puede observar en las siguientes

micrografias:

6.5.3.1 Morfologia de micelas mixtas encapsuladas con clonazepam.

NICELAS CLO —

Fig. 56 Micelas mixtas micelas mixtas Fig. 58 Micelas mixtas micelas mixtas
encapsuladas con clonazepam al 0.35% 100 encapsuladas con clonazepam al 0.35% 50
nm 20,000 X nm, 30,000 x

Fig. 58 Micelas mixtas micelas mixtas encapsuladas con clonazepam. 15,000 x. A
laizquierda, micelas mixtas encapsuladas de 25 nm.
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6.5.3.3 Morfologia de micelas mixtas placebo.

Fig. 59 Vista de una micela mixta placebo de
20 nm. Se observa una regién circular
hidréfila al exterior, y al centro las colas
hidréfobas del fosfolipido v la sal biliar.

Fig. 60 Region de micelas mixtas placebo.
Se observa una agrupacion de tamafio
homogéneo que oscila entre 20-22 nm.

Fig. 61 En el centro una regién circular formada por micelas mixtas placebo
de tamafio homogéneo. A la izquierda, un acercamiento a 60, 000 x donde se
observa una micela mixta de 20 nm.

Las figuras 56 a 58 muestran micrografias del acarreador lipidico encapsulado con
clonazepam al 0.35% y micelas mixtas placebo preparadas por el método de

precipitacion.

De manera general, se observa que no existe una diferencia significativa entre el tamafio

de particula entre las micelas mixtas con farmaco encapsulado y las micelas que no
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contienen clonazepam. Se observa también que las particulas presentan una forma
esferoide, termodinamicamente estable y no hay una diferencia notable entre la forma de

micelas mixta placebo y micelas mixtas encapsuladas con farmaco.

Los estudios realizados por Kawamura, et. al; indican que las micelas mixtas presentan
una forma de disco con cara hidréfoba de las sales biliares orientada hacia el interior de la
micela y la cara hidrdfila dirigida hacia el disolvente (Fig. 45). Tal modelo esta de acuerdo
con la morfologia que presentan las micelas mixtas placebo y encapsuladas y concuerda
con el estudio de fluorescencia de sondas solubilizadas en el interior de agregados
micelares realizada por Jover et, al., el cual describe que farmacos liposolubles se
encuentran embebidos dentro de la matriz de la particula como se observa en el

acercamiento realizado en la figura xx a micelas mixtas encapsuladas con clonazepam.

Por otro lado se comprueba lo descrito por Coello, et. al, quien menciona que los
componentes de los agregados micelares se orientan alternativamente hacia arriba y
hacia abajo. Dos grupos carboxilicos deben estar orientados en la misma direccion, la
ubicacion de un contraién (normalmente Na+) entre dos grupos carboxilato permite reducir

las repulsiones electrostaticas, como se muestra en la siguiente figura:

Fig. 60 Asociacion micelar formada por el glicocolato de sodio y L-a Fosfatidilcolina. Se observa la formacion de

una particula discoide, que responde ala morfologia observada en las micrografias obtenidas.
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Se presenta entonces, una capa de fosfatidilcolina cuando esta es dispersada con
dimeros de sal biliar formando el cuerpo del disco mientras que un anillo de sales biliares
rodean el perimetro del cuerpo micelar y reduce la exposicion de la cadena

hidrocarbonada a la soluciéon acuosa donde estan suspendidas.

En la figura 59 y 61 se observa una regién ovoide donde se encuentran juntas las micelas
mixtas, rodeada por un borde que separa una region de otra. Esto se produce porque las
micelas discoides aumentan su tamafio de particula cuando ya no hay suficiente sal biliar
para estabilizar los bordes, entonces forma solo una capa lipidica y las micelas pasan a

ser vesiculas al disminuir el radio hidrodindmico. (Long, M. et. al., 1994 )

Estudios realizados con SANS (difusion de neutrones a bajo angulo) muestran que al
preparar soluciones concentradas de fosfatidilcolina y sales biliares se obtienen
agregados con forma de cilindros, no discos (Hjelm et al., 1988,1990, Long et al, 1994)
en los cuales las moléculas de fosfatidilcolina se orientan de manera radial a lo largo de la
interfase (Hjelm et al, 1992).

El tamafio y forma de la micela depende de las propiedades de las cadenas
hidrocarbonadas, de esta forma, las micelas pueden ser esféricas, elipsoidales o similares

a un disco plano (Bergethon, 1998), aunque la forma mas comun es la esférica.

El andlisis morfolégico de micelas mixtas por TEM confirma que éstas son estructuras
estables, mantenidas por las fuerza hidrofébicas de las cadenas hidrocarbonadas y las
interacciones de las cabezas hidrofilicas con el agua. De las interacciones de las cadenas
hidrocarbonatadas resulta la menor area posible de estas las que esté en contacto con el

agua, quedando asi el agua excluida del interior de éstas.

Se comprueba entonces que las micelas estan estabilizadas por las interacciones no
covalentes (predominantemente hidrofobicas), lo cual le confiere tres consecuencias

farmacologicamente significativas:

1) Presentan una tendencia inherente a ser extensas, favoreciendo una capacidad de

carga de farmaco aceptable.
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2) Se cierran sobre si mismas, de manera que no existen bordes con cadenas
hidrocarbonatadas expuestas, y por lo tanto, forman el compartimento donde el

farmaco es transportado.

3) Son autosellantes, es decir; se cierra sobre si misma estructura esférica que
separa el compartimento interno del medio acuoso externo, esto impide la salida
de farmaco. (Berg, 2008)

6.6 Estabilidad de micelas mixtas.

Una vez caracterizadas las micelas mixtas encapsuladas y placebo, resulté importante
evaluar el tamafio de particula y el potencial Z como una medida de posible cambio

estructural reflejado en la estabilidad de la formulacion a través del tiempo.

Se realizaron determinaciones de tamafio de particula y potencial Z siguiendo la
metodologia mencionada en el apartado referente al desarrollo experimental, durante un
mes, buscando indicios de agregacion (aumento de tamafio de particula) o disminucion de

potencial Z, indicadores de inestabilidad en el sistema.
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6.6.1 Tamafio de particula de micelas mixtas placebo a través del tiempo.
Los resultados referentes a la estabilidad de micelas mixtas placebo relacionados al
tamafo de particula, muestran que hay un aumento considerable en el diametro de las

particulas producto de una posible agregacion molecular.

Tabla 31. Estabilidad de micelas mixtas placebo reflejada en el tamafio de particula evaluado durante
31 dias.

Tamafio de particula indice de
promedio (nm) Error STD polidispersion
20.59 0.13 0.241
3 19.53 0.11 0.283
21.38 0.05 0.294
7 25.48 0.1 0.281
11 26.28 0.07 0.298
13 26.4 0.16 0.297
15 27.53 0.14 0.315
17 29.52 0.09 0.398
19 24.83 0.15 0.384
21 39.5 0.31 0.345
23 456 0.19 0.356
25 56.7 0.17 0.314
27 65.5 0.15 0312
29 70.37 0.14 0.432
31 72.49 0.4 0.412
80
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Fig. 62 Estabilidad de micelas mixtas placebo reflejada en el tamafio de particula evaluado durante 31

dias.
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Como se describe en la figura 62, las micelas mixtas placebo aumentan su tamafo
promedio alrededor de tres veces al ser mantenidas a 5°C durante 31 dias. Cabe sefialar
que el indice de polispersion registrado nos habla de una homogeneidad entre las
particulas, por lo cual se descarta la posibilidad de la formacion de agregados o

precipitacion.

Es importante sefalar que cada vez que se realizaron las determinaciones de tamafio de
particula, se filtr6 la suspension de micelas por membrana de poro 0.22um, lo cual
favorece la reduccion de diametro de particula y la ruptura de posibles agregados en
suspension. Asi mismo, se registro la turbidez de la suspensién micelar con la finalidad de
comprobar los resultados obtenidos en el andlisis de estabilidad. Los resultados fueron los

siguientes:

Tabla 32. Resultados turbidimétricos de la estabilidad de micelas mixtas placebo.

Dia Turbidez
5 -

10 -

15 +

20 ++

25 ++

30 ++

Escala: nada (-), poco (+), regular (++), mucho (+++)

De acuerdo a los resultados descritos en la tabla 28, las micelas mixtas no tienden a
agregarse en un periodo de un mes, sin embargo, se presenta un aumento ligero en el
tamafo de particula, considerando lo anterior se puede decir que el sistema es estable a
pH 6.5y 5°C.

6.6.2 Tamafo de particula de micelas mixtas encapsuladas con farmaco al 10.5% a

través del tiempo.

Se realizaron determinaciones de tamafio de particula a micelas mixtas encapsuladas con

farmaco, obteniéndose los siguientes resultados:
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Tabla 33. Tamafio de particula promedio de micelas mixtas encapsuladas con clonazepam al 0.35% a

través del tiempo.

Tamafio de Particula Promedio indice de
(nm) Error STD  Polidispersion
1 21.6 0.09 0-21
3 20.2 0.12 0-26
5 23.7 0.12 0-27
7 26.5 0.12 0.28
9 25.5 0.23 0-29
11 37.3 0.12 0-32
13 50.5 0.12 0-38
15 714 0.12 0-32
17 82.1 0.12 037
19 97.3 0.21 0-29
21 120.3 0.19 031
23 145.5 0.15 045
25 1515 0.09 0-38
27 152.7 0.2 042
29 161.3 0.21 0-58
31 160.4 0.09 0.62
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Fig.

63 Estabilidad de micelas mixtas encapsuladas con clonazepam al 10.5, durante 31 dias.
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Los resultados expuestos en la tabla 33 y en la figura 63 muestran que las micelas mixtas
encapsuladas con clonazepam tienden a incrementar considerablemente su tamafio de

particula.

El indice de polidispersion reflejado en las diferentes determinaciones nos indica que el
lote evaluado es homogéneo pese a haber aumentado el tamafio de particula. Esto puede
deberse al filtrado por membrana 0.22 pum que se realiza previo a cada medicion.
Normalmente, un aumento en el tamafio de particula se atribuye a la formacion de

agregados provocada por una inestabilidad del sistema por factores como:

e Aumento en la concentracidon micelar critica.

e Cambios de pH.

Cabe sefalar que no todo el farmaco se encuentra encapsulado en las micelas mixtas,
existe una fraccién que se encuentra de forma libre en solucién, cabe la posibilidad que

estas particulas se encuentren formando agregados en el sistema.

Es importante considerar que al ser homogéneo el sistema, probablemente no existe una
alta interaccion entre las moléculas que forman a la micela y el farmaco, o exhiben
propiedades diferentes inherentes a la molécula de cada tipo (interacciones entre grupos)

gue provoguen una asociacion entre micelas y farmaco libre.

De manera general, a partir del dia 20 el tamafio promedio de particula muestra un
aumento importante. Experimentalmente se observo la formacién de precipitado en las

formulaciones. A continuacién se muestran los resultados:

Tabla 34. Resultados turbidimétricos de la estabilidad de micelas mixtas encapsuladas con

clonazepam al 10.5%.

Dia Turbidez
5 -

10 -

15 +

20 ++

25 +++

30 +++

Escala: nada (-), poco (+), regular (++), mucho (+++)
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Se puede proponer que la fraccion dispersa de farmaco ademas de formar aglomerados
en solucion y sedimentar (precipitados), aumenta la concentracién de farmaco en el medio

disperso.

La micela mixta es mantenida por un mecanismo de estabilidad debido a la repulsion de
cargas, pero el farmaco libre estaria disminuyendo la efectividad de la capa de Stern de

ofrecer el mecanismo de estabilidad por cargas.

Las muestras que habian formado precipitado y que fueron filtradas resuspendian
facilmente pero al cabo de aproximadamente 3 minutos volvian a sedimentar, esto resultd

ser un fendmeno irreversible.
6.6.3 Potencial Z de micelas mixtas placebo a través del tiempo.

Se realizaron determinaciones a un lote de micelas mixtas placebo durante 31 dias,

obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 35. Potencial Z de micelas mixtas placebo en un periodo de 31 dias.

Dia Potencial Z Error STD

1 -36.17 0.15
3 -32.37 0.15
5 -34.43 0.19
7
9

-29.50 0.12
-35.40 0.23
11 -23.17 0.18
13 -20.30 0.12
15 -19.30 0.12
17 -18.50 0.06
19 -20.47 0.12
21 -19.26 0.19
23 -17.60 0.12
25 -19.34 0.15
27 -18.33 0.15
29 -19.40 0.06
31 -17.40 0.12
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Fig. 64 Potencial Z de micelas mixtas placebo en un periodo de 31 dias.

De acuerdo a los resultados de la fig. 35 y la tabla 64, las micelas mixtas placebo
mantienen un potencial Z que determina una estabilidad moderada en suspension,
resultado que concuerda con la determinacion de tamafio de particula, donde no se
presenta la presencia de aglomerados.

Pese a aumentar el tamafio de particula de las micelas mixtas placebo, el sistema se
mantiene con una estabilidad moderada durante un mes, por lo cual se descarta la
posibilidad de una agregacion micelar considerable.

6.6.4 Potencial Z de micelas mixtas encapsuladas con clonazepam al 0.35 % a
través del tiempo.

Como se demostré anteriormente, las micelas mixtas placebo no presentan asociacion
entre las particulas producto de una disminucion en el potencial Z. Sin embargo, las
micelas mixtas encapsuladas con clonazepam si presentan una aglomeracion después de

las dos primeras semanas de haber sido preparadas y mantenidas a 5°C como se
muestra a continuacion:

Tabla 36. Potencial Z de micelas mixtas encapsuladas con clonazepam al 10.5 % a través del tiempo.
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Dia Potencial Z Error STD

1 -40.03 0.07
3 -37.63 0.18
5 -36.53 0.09
7 -36.47 0.23
9 -40.07 0.15
11 -35.60 1.95
13 -29.15 0.13
15 -25.70 0.06
17 -22.27 0.09
19 -18.23 0.12
21 -17.73 0.12
23 -15.45 0.08
25 -13.61 0.06
27 -11.44 0.08
29 -10.33 0.06
31 -8.46 0.08

- &5.00

- a0.00

-35.00

B
i w =
8 B8
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f
2 8
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Figura 65. Potencial Z de micelas mixtas encapsuladas con clonazepam al 0.35 % a través del tiempo.

De acuerdo a los resultados mostrados anteriormente, las micelas mixtas encapsuladas

con farmaco presentan una buena estabilidad durante los 15 primeros dias posteriores a
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su preparacion. Sin embargo, a partir del dia 25 se presenta una aglomeracion entre las

particulas, pese a ser filtradas las muestras antes de las mediciones.

Los resultados descritos en la figura 57 concuerdan con los resultados del analisis
cualitativo donde se observa a simple vista la presencia de agregados, por lo tanto

aumenta también el tamafio de particula.

6.7 Determinacion del porcentaje de clonazepam encapsulado en micelas

mixtas.

6.7.1 Aplicacién de cromatografia de exclusion molecular en la separacion de

farmaco libre y micelas mixtas conteniendo clonazepam.

Al encapsular el farmaco en las micelas mixtas, se propone que una fraccion de
clonazepam se encuentra libre en suspension y otra se encuentra encapsulada. Resulta
entonces necesario separar esta fraccion de farmaco libre, para facilitar la cuantificacion
exacta de farmaco encapsulado en micelas mixtas y la administracion via oral como se

menciona en el apartado referente a evaluacion in vivo.

Bloois et, al. reporta la cuantificacion de clonazepam en micelas mixtas separando la
fraccibn de farmaco libre mediante ultracentrifugacion, especificando realizar la

separacion a 13,000 rpm durante 5 minutos.

Sin embargo, al realizar la separacion mediante ultracentrifugacion se presentaron
resultados poco exactos de porcentaje de farmaco encapsulado, ya que no se logré
recuperar todo el clonazepam contenido en el acarreador lipidico, por la posible ruptura de

estructuras micelares.

Fue necesario entonces recurrir a la cromatografia de exclusion molecular, este método
también conocido como filtracion en gel es una clase de cromatografia solido-liquido que
permite la separacion de moléculas en funcién de su tamafio.

En la técnica propuesta, la fase estacionaria es un gel que se introduce en una columna
qgue sirve como soporte comatogréfico. Este gel estd constituido por particulas esféricas

gue tienen poros de tamaiio determinado.
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Las moléculas de tamafio pequefio difunden a través de los poros de las particulas de gel
y por ello son retardadas en su paso por la columna. Las moléculas grandes no entran en
los poros de las particulas de gel y por ello eluyen rdpidamente en lo que se conoce como

“volumen vacio” de la columna. Se dice entonces que son excluidas en gel.

Se consideraron los siguientes parametros:

1. Intervalo de Fraccionamiento: como valores externos (maximo y minimo) de poros
moleculares entre los cuales el gel tiene capacidad de separar. Sabiendo que las
micelas mixtas encapsuladas con farmaco tienen un tamafio promedio de 22 nm.

2. Volumen de elucién: El volumen necesario para eluir las micelas mixtas de la
columna.

3. Volumen de Exclusion: Volumen al que eluyen las micelas mixtas.

Un gel es una red tridimensional cuya estructura esta entrecruzada al azar como se

muestra en la siguiente figura:

Mallade particulas
entrecruradas

Particulas grandesque
guedan excluidas

Las particulas pequefias
penetranen &l pars

Fig. 66 Estructura de gel para cromatografia de exclusién molecular.

Los geles normalmente utilizados son de tres tipos:

1. Dextrano.
2. Agarosa.

3. Poliacrilamida.
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El gel de dextrano (polimero ramificado) se comercializar con el nombre de Sephadex,
existen distintos tipos, segun el tamafio de poro, proporcionando limites de exclusion
comprendidos entre 1 y 20000 Daltons. Esos geles se identifican con una denominacion
de 6-10 hasta 6-200 lo que se refiere a la capacidad de retencion del agua del gel
multiplicada por 10.Para fines de esta investigacion se realiz6 Sephadex G 10 con las

siguientes caracteristicas:

Tabla 37. Caracteristicas del Sephadex G-10

Tipo P.M. Limite de Fraccion Agua Retenida Volumen de gel hidratado mg/g de gel

seco

Hasta 700 polisacaridos 1.0 g/g de gel seco

Una vez analizadas las propiedades fisicoquimicas del clonazepam y su peso molecular
(315.715 g/mol), se deduce que las micelas mixtas encapsuladas seran las primeras en

eluir, logrando asi su separacion del farmaco libre en suspension.

Por otro lado, la naturaleza anfipatica de las micelas mixtas y su peso molecular mayor,

posibilitan ocupen el segundo lugar en el orden de elucion.

De acuerdo a la metodologia descrita en el apartado referente a filtracion en gel, se
sugiere que las columnas conteniendo suspension micelar se centrifuguen con la finalidad

de lograr una rapida separacion de micelas y farmaco libre.

Para comprobar la hipétesis planteada acerca de la separacion de farmaco libre y micelas
mixtas encapsuladas con farmaco se determiné la velocidad de centrifugacion y namero
de centrifugaciones necesarias para separar el clonazepam libre de las micelas mixtas.

Los pasos a seguir se ilustran en la siguiente figura:
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Clonazepam

000 <— Solutos

Flujo del
eluyente

O €— Sephadex G-10

Micelas
Mixtas

Ruptura de la micela

Fig. 67 Proceso de filtracion en gel para Micelas Mixtas de Clonazepam.

Como se ilustra en la figura 66 una vez que la micela es filtrada se lleva a cabo la ruptura
de la misma para liberar el farmaco encapsulado y cuantificarlo por HPLC. Las pruebas
preliminares para la deteccion de la sefial analitica se realizaron mediante

espectrofotometria UV y se comprobaron por HPLC.

Para llevar a cabo la ruptura de las estructuras micelares y liberar el farmaco contenido en
ellas se utilizé solucion metanol-cloroformo al 1%, sabiendo que la I-a Fosfatidilcolina y el

glicocolato de sodio son muy solubles en esta mezcla de disolventes.

Siguiendo la metodologia descrita en el apartado de metodologia referente a filtracion en
gel para micelas mixtas con clonazepam, se prepararon 8 muestras de las cuales se
tomaron 500 uL, centrifugando a distintas revoluciones por minuto hasta observar alguna

sefal de Clonazepam.

Se determind identificar las condiciones espectrofotométricas y cromatogréaficas en las
cuales no se presentara sefial analitica de clonazepam, una vez que se recibe la sefial del
farmaco se infiere que este ya fue excluido de la columna y que no se trata de farmaco

encapsulado sino de farmaco libre.
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El farmaco encapsulado en las micelas mixtas es excluido dentro de la micela y no
presenta ningun tipo de sefial en forma de absorbacia o &rea bajo la curva, ya que se

encuentra embebido dentro de la matriz del acarreador lipidico.

Tabla 38. Resultados obtenidos para la optimizacion del método de filtracion en gel, Deteccion
por UV.

Absorbancias

Numero de Ciclos Muestra 1 2 3

1 Ciclo 1 0.0057 0.0059 0.0051
1Ciclo 2 0.0069 0.0079 0.0078
2 Ciclos 3 0.0016 0.0015 0.0018
2 Ciclos 4 0.0020 0.0022 0.0023
3 Ciclos 5 0.0659 0.0659 0.0689
3 Ciclos 6 0.0668 0.0673 0.0687
4 Ciclos 7 0.1014 0.1057 0.1045
4Ciclos 8 0.1011 0.1036 0.1047

Por otro lado, se prepararon muestras para ser detectadas por HPLC comprobando los

resultados obtenidos por espectrofotometria, como se describen en la siguiente tabla:

Tabla 39. Resultados obtenidos para la optimizacion del método de filtracion en gel, deteccién por
HPLC.

Numero de Tiempo Observaciones

ciclos

1 Ciclo No se observa sefial correspondiente a la presencia de Clonazepam en la muestra filtrada.
2 Ciclos 120s No se observa sefial correspondiente a la presencia de Clonazepam en la muestra filtrada.
3 Ciclos 180s Se observa sefial analitica de Clonazepam.

Tiempo de retencion: 4.155 min.

Area bajo la curva: 641,023.42

4Ciclos 24 Se observa sefial analitica de Clonazepam.
Tiempo de retencion: 4.115 minutos.

Area bajo la curva: 1,703,471.63
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Fig. 68 Cromatograma que muestra la ausencia de sefial de farmaco en la muestra centrifugada a 1500

rpm durante 120 segundos.
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Fig. 69 Cromatograma que muestra la sefial de farmaco en la muestra centrifugada a 1500 rpm durante

180 segundos.

Se concluy6 que las condiciones de tratamiento de la muestra son 1500 rpm durante 2
ciclos de 60 segundos. Al realizar las determinaciones bajo estas condiciones a una
longitud de onda de 310 nm, no se observa sefal del clonazepam, las micelas son

filtradas y el farmaco es retenido en la columna.

Una vez determinadas las condiciones de separacion del farmaco, se procedi6 a

desarrollar un método para cuantificar el clonazepam encapsulado en las micelas mixtas.
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6.7.2 Validacion de método analitico para la cuantificacion de farmaco contenido en

micelas mixtas.

Debido a la alta sensibilidad de los métodos cromatograficos y a la naturaleza lipofilica
del Clonazepam se utiliz6 un método con HPLC fase reversa para llevar a a cabo la
cuantificacion de Clonazepam encapsulado en micelas mixtas, sabiendo que esté se
encontraria en soluciébn al momento de romper la estructura micelar posterior a la

cromatografia de exclusion.

En la USP se reporta que para llevar a cabo la cuantificacion de Clonazepam en una
forma farmacéutica solida se debe preparar un sistema comatografico como se enuncia a

continuacion:

Cromatdégrafo de liquidos con un detector UV

Longitud de onda: 254 nm

Columna L7 de 4.6 mm x 15 cm.

Velocidad de Flujo: 1ml/min

Fase Movil: Mezcla filtrada y desgasificada de Solucién Amortiguadora, Metanol y Tetrahidrofurano
en una proporcién (60:52:13).

La Solucion Buffer debe ser de Amonio a un pH de 8.

Diluente: debe utilizarse una mezcla de Agua:Metanol:Tetrahidrofurano (60:52:13).

Inicialmente se realiz6 la cuantificacion reproduciendo el método farmacopéico. Sin
embargo, se observo que la presion en el cromatografo era demasiado alta para llevar a
cabo la cuantificacion y la respuesta analitica manifestaba un tiempo de retencion de 6

minutos.

Para dar solucion al problema anterior se decidié utilizar un método que no involucrara

tetrahidrofurano en la fase mévil ni en la solucién amortiguadora.

De acuerdo a lo propuesto por M.A. Hammad y Muller, se determin6 que a 310 nm , se
puede llevar a cabo la cuantificacion de Clonazepam, utilizando una fase mévil Agua-
acetonitrilo (55:45 v/v) con un flujo de 1ml/min y una columna C-18 de tamafio de poro de

5um, 150 mm de largo y 4.6 mm de ancho.
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La solucién diluente consisti6 de una mezilca de Buffer de Amoniaco de pH=8 y
Acetonitrilo (55:45 v/v), la columna utilizada fue una X-Terra C-18 RP.
Al reproducir estas condiciones se obtuvieron respuestas analiticas con un tiempo de

retencién promedio de 3.8 min.

Una vez filtrada la micela, esta se destruye con una solucion de metanol-Cloroformo al 1%
y se libera el clonazepam, del cual se toma una muestra que es llevada a volumen con
solucién diluente, para ser inyectado. De esta manera, el Clonazepam sera eluido
rapidamente ya que es de polaridad baja. Se utiliza un Buffer de Amonio de pH=8 para
asegurar que la molécula se encuentre en su forma no ionizada y sea capaz de

mantenerse estable en solucién.

6.7.2.1 Linealidad y precision del sistema

Se prepar6 una curva estandar como se describe en el apartado referente a metodologia

para preparacion de curva de calibracion para la cuantificacion de clonazepam.

Tabla 40. Resultados de los cromatogramas correspondientes a los puntos referentes a la curva de

calibracion parala cuantificacion de clonazepam.

Concentracion Area bajo la Tiempo de Area bajo la curva/concentracion
pg/mL curva Retencion
2.408 308291.51 3.221 128028.04
4.816 616463.33 3.335 128003.18
7.224 913662.27 3.359 126475.95
9.632 1221183.44 3.257 126783.99
12.04 1512515.94 3.421 125624.25
14.448 1849791.66 3.356 128030.98
Promedio 127157.73
Desviacion STD 1018.91
Coeficiente de 0.801
variacion

Cabe sefalar que la curva estandar se realiz6 por sextuplicado, los resultados expresados

de area bajo la curva son el resultado promedio de las seis curvas de calibracion
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reproducidas, donde se obtiene un coeficiente de variacion menor a 2%, lo cual es

indicador estadistico de precision en el sistema.

Por otro lado, la linealidad del sistema qued6 demostrada al realizar andlisis de regresion
lineal a la curva de calibracion preparada, siendo el factor de correlacion lineal muy

cercano a la unidad r’=0.9997, como se describe a continuacion:

Curva de calibracion para la cuantificacion de
clonazepam en micelas mixtas

2000000.00
1800000.00 y = 126995x + 0.0494 4
2=
1600000.00 R /03?7
< 1400000.00
§ 1200000.00 /
‘o 1000000.00
< 800000.00
(]
\3: 600000.00 /
400000.00
/
200000.00
0.00 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentracién Soluciones de Clonazepam [pg/ml]

Fig. 70 Curva de calibracién parala cuantificacion de clonazepam contenido en micelas mixtas.
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En la siguiente figura se presentan los cromatogramas correspondientes a los puntos que
conforman a la curva de calibracion para la cuantificacion de clonazepam en micelas

mixtas.
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Fig. 71 Cromatogramas correspondientes a la curva de calibracion para la cuantificacion de

clonazepam.

6.7.2.2 Limite de deteccién.

Es la cantidad o concentracion minima de sustancia que pude ser detectada con fiabilidad
por el método analitico propuestos,
LD= 3.3(1819.91/126995)

Limite de deteccion: 0.048 pg/mL

De acuerdo al limite de deteccién calculado, la cuantificacién de clonazepam se realiza de
manera confiable, al no presentarse ningun tipo de sefial analitica por parte del blanco
utilizado (solucion diluente).
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mivalts

6.7.2.3 Limite de cuantificacion

Se realiz6 el céalculo del limite de cuantificacién de método de acuerdo a lo
L.C.=10(1819.91/126995)

Limite de deteccion: 0.143 pg/mL

El resultado anterior expresa la concentracion minima obtenida a partir de la medida de
una muestra (que contiene el analito) que podria discriminarse de la concentracion
obtenida a partir de la medida de un blanco, es decir, de una muestra sin analito presente.
Tanto el limite de deteccion como el limite de cuantificacion nos permiten determinar que
bajo las condiciones experimentales propuestas para la determinacion de clonazepam

contenido en micelas mixtas, el analito ser4 detectado y cuantificado de manera confiable.

6.7.2.4 Especificidad del método.

Para demostrar la especificidad del método de cuantificacién de clonazepam en micelas
mixtas prepararon muestras placebo, y se sigui6é el método de cuantificacién de farmaco
en micelas mixtas, desde el proceso de filtracion hasta la deteccion por HPLC, buscando
alguna sefial que pudiera interferir con el area bajo la curva de clonazepam. El proceso se
llevd a cabo por triplicado.En la siguiente figura se muestra un cromatograma
correspondiente a una muestra placebo de micelas mixtas. No se observa ninguna sefial
de interferencia de los componentes lipidicos en el tiempo de retencién donde aparece la

sefial analitica de clonazepam.
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Fig. 72 Cromatograma de andlisis de especificidad del método.
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Por otro lado, se observa en la figura 69 que la curva de calibracion para la cuantificacién
de clonazepam tiene intercepto en 0.04, lo cual estadisticamente indica que no hay

presencia de interferencias en el sistema.

6.7.2.5 Determinacion cuantitativa de clonazepam contenido en micelas
mixtas.

Se determing la cantidad de farmaco contenido en las micelas mixtas por medio de HPLC,
para establecer una concentracion para la administracion y la evaluacion in vivo. Después
se procedié a calcular la eficiencia de encapsulamiento, las formulas empleadas fueron

las siguientes:

Ecuacién 1. Porcentaje de farmaco encapsulado.

Cantidad de farmaco encapsulado (mg)

% Clonazepam cargado en micelas mixtas = x100

cantidad de micelas mixtas (mg)

Ecuacion 2. Eficiencia de encapsulamiento.

% de farmaco encapsulado

Eficiencia de encapsulamiento = x 100

% de farmaco inicial

Siguiendo la metodologia correspondiente se analizaron muestras de micelas mixtas
encapsuladas con clonazepam. Una vez separado el farmaco libre y liberado el
clonazepam contenido en la estructura micelar, se llevd a cabo la deteccién de la sefial

analitica de clonazepam como se muestra a continuacion:
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Fig. 73 Cromatograma que muestra la sefial de clonazepam contenido en micelas mixtas.

La respuesta analitica (drea bajo la curva) es interpolada en la curva estdndar para

estimar el resultado de concentracién, se multiplica por el factor de dilucién y se obtiene el

resultado de farmaco contenido en micelas mixtas expresado en mg por ml de

suspension.

Area bajo la curva—0.0494
126995

Interpolacion de clonazepam en suspension =

Sustituyendo el area obtenida en la ecuacion = % =8.1229ug/mL

Concentracion Interpolada = 8.1229 pg/ml

Factor de dilucién (5 ml)/(0.3 ml)= 16.66 ml

Concentracion de clonazepam 8.1229g+5mL

S = 0.1353 mg de clonazepam/ ml
en suspension micelar mi*0.3mL

i 0.1353
Clonazepam cargado en micelas _ mg 100 = 0.35 %
mixtas 38.21mg

0.1353g de clonazepam encapsulados

ici i I = = 0,
Eficiencia de Encapsulamiento 1.2821g de clonazepam inicial _ * 100 = 10.55%
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De la misma manera que se ilustra en el ejemplo anterior, se prepararon tres lotes de
micelas mixtas, y se realiz6 la determinacion por triplicado para garantizar que el método

de cuantificaciéon fuera reproducible. Todos los lotes fueron preparados con la siguiente

formulacion:

COMPONENTE CANTIDAD PORCENTAJE
Clonazepam 1mg 2.50%
L-a Fosfatidilcolina 23.7mg 59.38%
Glicocolato de Sodio 15.21 mg 38.11%
Total 39.91 mg 100 %

Tabla 41. Determinacién de clonazepam encapsulado.

Concentracién de Porcentaje de
clonazepam clonazepam Eficiencia de
Lote encapsulado pg/mL encapsulado (%) Encapsulamiento (%)
1 0.1353 0.35 10.6
1 0.1385 0.36 10.8
1 0.1348 0.35 10.5
Promedio 0.136 0.353 10.63
Error STD 0.001 0.00 0.09
2 0.1259 0.33 9.81
2 0.1247 0.33 9.72
2 0.1278 0.33 10
Promedio 0.13 0.33 9.84
Error STD 0.001 0.00 0.08
3 0.1321 0.35 10.3
3 0.1342 0.35 10.5
3 0.1356 0.36 10.6
Promedio 0.13 0.35 10.47
Error STD 0.001 0.00 0.09
[ 150 )
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Fig. 74 Grafica de determinacién de clonazepam contenido en tres lotes de micelas mixtas.

Se observa que el porcentaje de encapsulamiento determinado referido como % p/p es
considerado segun la cantidad inicial de clonazepam puesta en la formulacion, y es

distinto a la eficiencia de encapsulamiento.

La figura 72 muestra que no hay una diferencia significativa entre los resultados
referentes a la determinacién de clonazepam contenido en los tres lotes evaluados de

micelas mixtas.

Letellier, P. et. al., y Mayafre, A., refieren que una de las desventajas principales de los
acarreadores lipidicos es su retransformacion estructural al momento de evaporar los
disolventes organicos y recristalizar en fase soélida, se plantea que en los proceso de
obtencién de acarreadores lipidicos de talla submicrénica el componente lipidico (que no
es completamente puro, cominmente suele ser una mezcla de diversos constituyentes
grasos) cristaliza en una forma termodindmicamente no estable. De esta manera, se
podria estar presentando la fuga de farmaco y una disminucion en la cantidad de
clonazepam encapsulado.Se observa que al cuantificar clonazepam en diferentes lotes de
micelas mitas Unicamente se logro retener entre 0.12 y 0.13 mg de clonazepam, la ventaja
gue se puede tomar de este tipo de fArmacos es su alta potencia de accion terapéutica, ya
que la mayoria de las formulaciones disponibles comercialmente se encuentra en

cantidades de 0.5 a 1 mg.
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6.7.2.6 Precision del método analitico.

Con la finalidad de determinar la precision del método analitico, se prepararon seis

muestras de micelas mixtas a las que se les determiné el contenido de clonazepam,

siguiendo el método analitico antes sefialado, los resultados fueron los siguientes.

Tabla 42.Contenido de clonazepam en micelas mixtas.

Tiempo de Concentracion de clonazepam Concentracion/Area bajo
Muestra | Area bajo la curva retencion encapsulado (mcg/mL) la curva

1 1032571.36 3.412 8.13 127007.5474
2 1031475.12 3.516 8.12 127028.9557
3 1033329.14 3.218 8.14 126944.6118
4 1032560.41 3.315 8.13 127006.2005
5 1032126.17 3.437 8.13 126952.7884
6 1032458.23 3.519 8.13 126993.6322
Promedio 8.13 126988.96
Desviacion STD 0.006 33.28

Coeficiente de
variacion 0.078 0.026

Se observa que el método analitico utilizado resulta ser preciso al no observarse un

coeficiente de variacion mayor al 2%

- - -
040 L bim AT 3 S e aaE B BIHS S0.E R
R B h Sk b RS i S B 33 2 R
[ E [ S e L AR
' cqrd Pty 20 0
O Lo waseemg 11 7 e
i §
w-
n-
W4
n-
.;\ 1'Ah | =7 —
A X \"‘Y— A !/\‘_k Y
e /LF'I/K T T : 20 . v
FAN NI L. _ . !
1 i e O AL e G Ty, Y
5 > =y % 53 i 1
o-
] 2 k] ] 1]

Fig. 75 Cromatogramas correspondientes a la cuantificacién de clonazepam en micelas mixtas.
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6.8 Evaluacioén in vivo.

La evaluacion del efecto anticonvulsivante de las micelas mixtas conteniendo el
clonazepam se realizé mediante el modelo de induccién de crisis convulsivas que consiste
en la administracién de Pentilentetrazol y medicién de la latencia a cada una de las crisis

convulsivas.

El principal indicativo de un efecto anticonvulsivo en este modelo es el registro de un
aumento en el tiempo en el que se presentan las crisis convulsivas, las cuales se

caracterizan por un comportamiento especifico que es observado en el animal.

Descripcion del comportamiento del raton al inducir crisis epilépticas con PTZ.

Crisis Descripcion
Epiléptica

Crisis anterior a la Generalizada. Es una
manifestacion del status generalizado no ténico-
clénico.

Durante este estadio se presentan movimientos
Crisis ritmicos focales y multifocales.
Mioclénica g I .
No hay alteracion de la conciencia. Consiste en
contracciones musculares repetidas y breves de

extremidades.

En los ratones se observa mediante movimientos
rapidos e involuntarios en orejas y patas.

Se observa una conducta de sobresalto y
nerviosismo.

Es el segundo tipo mas frecuente de Status
Epiléptico. Las crisis generalmente se originan en
las &reas motoras del |6bulo frontal.

Se caracteriza por crisis somatomotoras y
mioclonias que involucran la extremidad
contralateral.

Crisis
Generalizada

Existe un aumento marcado de la actividad
motora con movimientos violentos.

Su duracion es de aproximadamente dos
minutos.
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Se caracteriza por contracciones musculares
sostenidas y de corta duracion.

Crisis Las extremidades se tensan y ocurre la
Ténico- abduccion de las patas.
Clonica

Se observa una crisis de ausencia, en la que hay
pérdida de concienciay se produce la muerte del
animal.

Este estadio es de corta duracion, se presenta a

La evaluacion del acarreador lipidico conteniendo al clonazepam se realiz6 administrando
dosis tres veces por debajo de la dosis terapéutica (1-1.5 mg/kg), suponiendo que las
micelas mixtas mejorarian el paso del clonazepam a travées de la barrera
hematoencefélica y por lo tanto se observaria un efecto semejante al terapéutico a una

dosis menor.

Cabe sefialar que las crisis convulsivas son inducidas por la administracion de PTZ via
intraperitoneal en una dosis de 80mg/Kg, ya que es a esta dosis que el agente quimico

presenta su mayor potencia al inducir convulsiones en ratones (Luszczki, et., al. 2006).

6.8.1 Evaluacién de latencia a la crisis convulsiva por género.

Uno de los factores mas importantes a considerar en la evaluacion del efecto producido
por un farmaco es la variabilidad bioldgica, y el sexo de los sujetos de investigacion. Por
ello fue necesario realizar un andlisis de actividad convulsiva a ratones machos vy
hembras de 30 a 35 g de peso, a los cuales se les administr6 PTZ en una dosis de 80
mg/kg de peso via I.P., observdndose que no hay una diferencia estadisticamente
significativa en la latencia a las crisis dependiente del sexo de los animales utilizados en

la experimentacion, como se muestra en la siguiente grafica.

Tabla 43. Evaluacion de controles por género.

Sexo Latencia promedio a Latencia promedio Latencia promedio a
la crisis mioclénica crisis generalizada crisis ténica (min)
(min) (min)
Machos 0.81 0.93 4.93
Hembras 0.78 1.32 2.93
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Fig. 76. Evaluacion de latencia a crisis convulsivas por género.

Se realiz6 un andlisis estadistico aplicando una prueba t-student obteniéndose los

siguientes resultados:

t=0.419 11 g.l.,, P=0.683 Crisis mioclénica
t=-0.92011 g.l.,, P=0.377 Crisis generalizada
t=0.753 11 g.l.,, P=0.467 Crisis tonica

Se concluye que no hay una diferencia significativa entre los resultados de latencia a las
crisis convulsivas dependiente del sexo, por lo tanto se utilizaron ratones machos y

hembras indistintamente para llevar a cabo la experimentacion.
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6.8.2 Evaluacién in vivo de micelas mixtas placebo.

Se evaluo el efecto producido por micelas mixtas placebo a una dos de 0.3 mg/Kg de
peso en ratones hembra de 30-35 g de peso a los cuales se les administr6 PTZ treinta

minutos después de administrado el tratamiento.

Los resultados obtenidos de la latencia a las crisis convulsivas muestran que no hay
diferencia significativa entre el lote control y el lote administrado con micelas mixtas
placebo, en las crisis mioclénicas y generalizadas, por lo cual se infiere que el acarreador
lipidico sin farmaco no presenta ningun tipo de efecto que retrase la latencia a las crisis

convulsivas.

14.00 -
12.00 -
10.00 -
8.00 -

m Solucién salina fisioldgica
6.00 -

Tiempo (min)

H Micelas mixtas placebo

4.00 -

2.00 -

0.00 -
Latencia Latencia crisis Latencia ténica
mioclénica  generalizada

Fig. 77 Evaluacion de latencia a las crisis convulsivas producidas en el lote administrado con micelas
mixtas placebo y lote control administrado con SSF.

En la figura 77 se observa que en la latencia a presentar la crisis tonica es mayor en el
grupo administrado con micelas mixtas, para tener un resultado mas exacto se realizo
una prueba estadistica t-student en la cual se comprobé que no hay diferencia
significativa entre la latencia a la crisis mioclonica y generalizada entre el grupo control y
el grupo administrado con micelas mixtas placebo. Sin embargo, se afirma con un 95% de
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confianza que hay una diferencia estadisticamente significativa a la latencia a la crisis

ténica producida por la administracién de micelas mixtas placebo.

Prueba t-student para evaluar diferencia entre el grupo administrado con micelas mixtas y el grupo

control administrado con SSF.

Latencia mioclonica t=2.145, 12 g.l., (P=0.053) No hay diferencia
significativa

Latencia Crisis generalizada t=1.753, 12g.l. (P=0.0105) No hay diferencia
significativa

t=2.262, 12g.1.,(P=0.043) No hay diferencia
significativa

El lote administrado con micelas mixtas placebo observa una mayor latencia a la crisis
ténica. Para que se presente una crisis epiléptica, debe ocurrir una descarga eléctrica
brusca en un grupo neuronal, provocada por una despolarizacién intensa de la
membrana. En el caso del lote control, no hay ningun tipo de agente inhibidor que evite o
merme la salida brusca de iones, la pérdida de esta inhibicion o una excitacion exagerada
induce una expansion de la descarga hacia el tronco cerebral dando lugar a crisis
generalizadas y a una pérdida de conciencia. A su vez, desde el tronco se induce una
retroalimentacion excitatoria del foco cortical, manifestdndose asi una latencia corta a la

presencia de cada una de las crisis epilépticas.

La evaluacion a cada uno de los lotes se realizé durante 30 minutos, observandose que
todos los animales administrados murieron después de haber presentado la crisis

epiléptica tonica.

En el caso del lote administrado con micelas mixtas placebo, se observa una mayor
latencia a la crisis tonica comparada con la que presenta el lote control administrado con
SSF.

Es importante considerar que la |-a fosfatidilcolina es un componente presente en la
formulacion que promueve la produccién de colina en el cerebro, el cual es componente
principal de la membrana celular, y estimula los procesos sinapticos. Este fosfolipido
podria estar funcionando como neuroprotector que retrasa unos segundos la crisis ténica
pero no la evita. (Hoft J.T., 1996)
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6.8.3 Evaluacién dosis-respuesta.

Para la evaluacidén del potencial uso de clonazepam encapsulado en micelas mixtas en
las crisis convulsivas, se administré la formulacion a dosis menores a la dosis terapéutica
administrada para la forma farmacéutica convencional, de acuerdo a la metodologia

sefialada en el apartado referente a administracion para la evaluacion in vivo.

Para contrastar el efecto producido por farmaco contenido en el acarreador lipidico se una
solucién acuosa de clonazepam m.p. via oral en las mismas dosis que fueron

administradas las micelas mixtas cargadas con clonazepam.

Es importante mencionar que las micelas mixtas fueron filtradas para eliminar el farmaco
libre y solo administrar el farmaco contenido en el acarreador lipidico y que los lotes

evaluados fueron conformados por seis ratones cada uno.

Se realizo la evaluacion de la latencia a las crisis miclénicas, generalizadas y tonico
clénicas al administrar dosis de clonazepam encapsulado en micelas mixtas en dosis de
.01 mg/kg, 0.03 mg/kg, 0.1 mg/kg y 0.3 mg/kg en ratones Swiss webster, realizando una
comparacion con el lote control al cual le fue administrada SSF a las mismas dosis, el lote
blanco al que se le administraron micelas mixtas placebo. Para tener una mayor
aproximacion de los resultados obtenidos se evalu6 el efecto producido por el clonazepam
clasico via oral, para ello se prepar6 una dispersion de clonazepam m.p. en agua a pH=7,
la cual fue administrada a las mismas dosis a las que se administr6 el farmaco

encapsulado en micelas mixtas.
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Latencia {min)

6.8.3.1 Evaluacidon de latencia a la crisis mioclénica.

Tabla 44. Resultados latencia a la crisis mioclénica.

0.01 mg/kg

0.03 mg/kg
1.68 min

0.1 mg/kg

0.3 mg/kg

30 min (no se
presenta muerte
del animal)

1.27 min

1.9 min

30 min (no se
presenta la
muerte del

animal)

0.71 min

0.93 min

0.48 min

1.07 min

1.15 min

1.21 min

B Clonazepam Clasico

B Micelas mixtas encapsuladas con Clonazepam

B Lote control 55F

B Lote micelas mixtas placebo

Figura 78. Evaluacion de la latencia a crisis mioclénica mediante el modelo de crisis convulsivas

inducidas con PTZ.
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Los resultados de la latencia a la crisis mioclonica a las dosis de 0.01 mg/kg, 0.03 mg/kg,
y 0.1 mg/kg muestran que el clonazepam clasico administrado via oral resulta ser
relativamente més eficaz que el tratamiento con clonazepam encapsulado en micelas
mixtas, al observarse una mayor latencia a la crisis. Sin embargo al realizar una
comparacion con los lotes control, la diferencia entre la latencia a las miclonias no resulta

ser estadisticamente significativa.

Por otro lado, al administrar clonazepam encapsulado en micelas mixtas a una dosis de
0.1 mg/kg, se presenta un efecto anticonvulsivante mas prolongado al verse retrasada la

latencia a la crisis mioclonica en comparacion con el tratamiento clasico.

Finalmente al administrar clonazepam nanoencapsulado en una dosis de 0.3 mg/kg la
latencia a la crisis micolénica se prolonga hasta por 30 minutos que dura la evaluacion e

incluso no se observa la presencia de movimientos ritmicos focales.

Se puede decir que el clonazepam encapsulado en micelas mixtas produce un mayor
efecto anticonvulsivante a las crisis mioclénicas al ser administrado a una dosis de 0.1
mg/kg en comparaciéon con el clonazepam clasico. Presentandose una mayor latencia a
las mioclonias a una dosis diez veces menor a la dosis terapéutica de la forma

farmacéutica convencional.

6.8.3.2 Evaluacion de latencia a la crisis generalizada.

Tabla 45. Resultados latencia a la crisis generalizada.

0.01 mg/kg 0.03 mg/kg 0.1 mg/kg 0.3 mg/kg

Clonazepam 7.4 min 7.5 min 7.9 min 30 min (no se

clasico presenta muerte
del animal)

Micelas mixtas | 8.04 min 10.7 min 30 min (no se |30 min (no se

encapsuladas con presenta la muerte | presenta la muerte

clonazepam del animal) del animal)

Lote control SSF 0.83 min 0.93 min 1.3 min 1.2 min

Micelas mixtas | 1.53 min 1.73 min 1.89 min 2.13 min

placebo.

m——
——

169



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

[ Clenazepam Clasico B Mice las mixtas encapsuladas con Clonazepam M Lote control 55F B Micelas mixtas placebo

Fig. 79 Evaluacion de la latencia a la crisis generalizada mediante el modelo de crisis convulsivas
inducido por PTZ.

La figura 79 muestra que en el lote administrado con clonazepam a partir de una dosis de
0.01 mg/kg observé una mayor latencia a la crisis generalizada comparado con el lote

administrado con clonazepam clasico.

Se presenta también un aumento en la latencia a la crisis generalizada, al administrar el
tratamiento de clonazepam contenido en micelas mixtas a una dosis de 0.03 mg/kg en
comparacion con el clonazepam clasico. Es importante mencionar que el tiempo que dura
la actividad motora caracteristica de las crisis generalizadas en los ratones se ve
disminuida en el lote administrado con el farmaco contenido en el acarreado lipidico a la

dosis antes mencionada.

Se puede decir que se hay un efecto anticonvulsivante atenuado al administrar el farmaco
contenido en el acarreador lipidico a una dosis diez veces menor que la dosis terapéutica
indicada para la forma farmacéutica convencional, los biolégicos administrados con
clonazepam encapsulado en micelas mixtas a una dosis de 0.1 mg/kg no presentan

pérdida de consciencia, ni muerte al final de la evaluacion.
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Al administrar clonazepam encapsulado en el acarreador lipidico a una dosis de 0.1 mg/kg
no se presentan las crisis convulsivas generalizadas en los animales evaluados. Se
promueve la llegada del farmaco a su lugar de accion debido al tamafio y composicion de
las micelas mixtas que lo contienen, aumentando su absorcion intestinal y su paso por la
barrera hematoencefalica, potenciando asi la accion GABAérgica al inhibirse los canales
de Na’, reducciéndose las descargas eléctricas que provocan la crisis generalizada

6.8.3.3 Evaluacion de latencia a crisis tonico-clénicas.

Tabla 46. Latencia a crisis ténico-clénicas.

0.01 mg/kg

0.03 mg/kg 0.1 mg/kg 0.3 mg/kg

Clonazepam clasico 12.81 min 30 min 30 min (no se |30 min (no se
presenta muerte | presenta muerte
del animal) del animal)

Micelas mixtas | 16.4 min 30 min 30 min (no se |30 min (no se

encapsuladas con presenta muerte | presenta la muerte

clonazepam del animal) del animal)

Lote control SSF 3.6 min 4.9 min 5.8 min 7.3 min

Micelas mixtas | 11.12 min 11.92 min 13.12 min 14.5 min

placebo.
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Clonazepam Clasico M Micelas Mixtas encapsuladas con Clonaze pam B lote control 85F W Micelas mistas placebo

Fig. 80 Evaluacién de la latencia a la crisis tonico-clénica mediante el modelo de crisis convulsivas inducido por
PTZ.

Se observa que al administrar clonazepam encapsulado en micelas mixtas se presenta un
efecto anticonvulsivante atenuado en las crisis convulsivas clonico-tonicas, comparado

con el clonazepam clasico.

Como se describe en las figuras 67 y 68, el lote administrado con clonazepam contenido
en micelas mixtas a un dosis de 0.1 mg/kg presenta una mayor efecto anticonvulsivante
respecto al clonazepam clasico. Los biol6gicos que recibieron la administracion de
clonazepam a dosis de 0.1 mg/kg y 0.3 mg/kg no presentan crisis generalizadas ni tonico-

clénicas.

No se produjo la muerte ni pérdida de consciencia bajo la administracion de clonazepam
encapsulado en micelas mixtas a partir de una dosis de 0.1 mg/kg de peso.
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6.8.3.4 Efecto anticonvulsivante de clonazepam encapsulado en micelas mixtas
comparado con el efecto producido con la administracion de clonazepam

convencional.

De acuerdo a los resultados referentes a la evaluacion in vivo del efecto anticonvulsivante
de clonazepam encapsulado en micelas mixtas, se puede decir que el farmaco produce
un mayor efecto al ser administrado contenido en el acarreador lipidico en una dosis de
0.1 mg/kg.

El farmaco ejerce su mayor potencia farmacolédgica al ser administrado encapsulado en
micelas mixtas a una dosis diez veces menor que la dosis terapéutica sefialada para la
forma farmacéutica convencional y cuando es administrado en su forma clasica en una
dosis de 0.3 mg/kg, evidenciando que las micelas mixtas resultan tener un potencial uso

como transportador submicrénico de farmaco.

En las figuras 67 y 68 puede observarse como también las micelas mixtas con
clonazepam a una dosis de 0.1 mg/kg vy 0.3 mg/kg presentan su mayor efecto

anticonvulsivante y evitan la muerte que sucede a las crisis clonico tonicas.

Se puede observar también en la figura 66 que cuando se administraron micelas mixtas
con clonazepam a dosis de 0.01 y 0.03 mg/kg se logré un efecto que retardd la crisis

miocldnica logrando un efecto anticonvulsivante, pero no fue sostenido.

Por otro lado, a dosis de 0.01 y 0.03 mg/kg el lote administrado con la dispersion acuosa
de clonazepam y el lote administrado con micelas mixtas que contienen farmaco
presentan una latencia a las crisis convulsivas mioclonicas similar al del lote control, a
partir de lo cual puede decir que no existe un efecto atenuado en las crisis mioclonicas
cuando el farmaco es administrado de esta manera, aun si el efecto registrado
correspondiera a un efecto efectivamente anticonvulsivo, significaria que el clonazepam

es absorbido por su forma no ionizada.
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6.8.3.5 Ruta que siguen el clonazepam contenido en micelas mixtas para ejercer su

efecto farmacoldégico.

Todos los resultados analizados muestran que el clonazepam encapsulado en micelas
mixtas al ser administrado via oral a una dosis de 0.1 mg/kg muestra un efecto
anticonvulsivante atenuado comparado con el clonazepam administrado en su forma
clasica, infiriéndose asi el potencial uso de micelas mixtas como transportadores de

farmacos.

Se podria decir que el farmaco llega al cerebro debido a la composicion de su acarreado y
al tamafio de particula que promueven su absorcidn en intestino y su paso a través de la

barrera hematoencefalica. (Hildebrand et al., 2004).

Resulta indispensable conocer el comportamiento del sistema frente a tensoactivos
naturales como las sales biliares. Se propone que una vez que ingresa en el organismo
por la boca, las micelas mixtas se encuentran con enzimas como la amilasa y la lipasa
lingual, sin embargo, el corto tiempo de residencia practicamente impide que ejerzan

alguna accién sobre la misma.

En el estdmago, por el contrario, se enfrenta a una gran dilucion debida a la secrecién de
acido clorhidrico del epitelio estomacal, llevando el pH a valores tan bajos como 1 o 2.

La principal secrecion enziméatica en este compartimento es la pepsina, una proteasa con
alta actividad a pH &cido, también se observa la presencia aunque en menor

concentracion de lipasa géastrica. (Susuki, 2000)

En el transito desde el estbmago hasta el intestino se produce un gran cambio de pH,
desde 1 hasta 5 y 7, dependiendo de la zona y las condiciones fisiologicas. La
alcalinizacion esta dada por la secrecion de bicarbonato principalmente, el cual proviene

del pancreas, al duodeno que es la primera porcion de intestino delgado. (Susuki, 2000)

Se podria pensar que estos cambios de pH podrian estar provocando una degradacion
del sistema farmacéutico, la forma de comprobar esta hipétesis seria someter las micelas
mixtas a condiciones de pH acido a una temperatura de 37°C. En la actualidad no se han

realizado estudios para comprobar que los cambios de pH gastrico no afectan a las
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micelas mixtas. Sin embargo, se ha estudiado como varia el pH interno cuando vesiculas
con distinta composicion fosfolipidica son sometidas a gradientes de protones que
simulan los hallados en el TGI, observandose que los sistemas lipidicos

agregaban luego de la incubacion a pH 2, pero no se evidenciaba un alto porcentaje de
reacciones de oxidacion ni hidrdlisis, ni siquiera después de 24 horas (Norris y Powell,
1990; Barreto y Lichtenberger, 1992).

Considerando los resultados de los estudios realizados, podriamos inferir que las micelas
mixtas no son degradadas a pH géstrico, pero podriamos aceptar la idea de que alguna

fraccion de farmaco podria estar saliendo del sistema.

El intestino delgado es la zona donde se lleva a cabo la digestion de numerosas
sustancias cuya funcion es la digestion de diversos tipos de alimentos para facilitar su
absorcion. Cuando el sistema terapéutico (micelas mixtas) llega al duodeno, se encuentra
con enzimas que degradan lipidos (lipasas), hidratos de carbono (amilasas) proteinas
(quimiotripsina) etc. (Susuki, 2000) Lichtenberg, D.; Robson, R.J. and Dennis, E.A., 1983.
Solubilization of phospholipids by

detergents. Structural and kinetic aspects. Biochim Biophys Acta, 737: 285-304.

La lipasa gastrica, presenta en el estbmago, es incapaz de digerir los fosfolipidos. Por el
contrario, las fosfolipasas presentes en las secreciones pancreaticas son un factor e
inestabilizacion de los liposomas ya que hidrolizan fosfolipidos para dar acidos grasos. En
este caso, se supone que una fraccion de farmaco contenido en micelas mixtas sale del
sistema y es absorbido en el intestino. Por otro lado, se puede inferir que al estar unidos
covalentemente los componentes de las micelas, no hay una expulsién de farmaco, ya

gue no se presenta una interaccion con enzimas. (Shen et, al, 2001)

Al llegar al intestino, las micelas mixtas son sometidas a la accion de las sales biliares, sin
afectar su estructura, de acuerdo a los estudios realizados por O’ Connor et al, y Muller y
Schuster, donde se observé que cuando las concentracion de sales biliares en el lumen
del intestino excede la concentracion micelar critica, se favorece la incorporacion de
sustancias como micelas mixtas de tamafio promedio de 20 nm. Esta teoria de la accion

favorable de las sales biliares en la absorcion intestinal de sustancias incorporadas a
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acarreadores lipidicos fue postulada por otros grupos de investigacion (Nagata et, al.,
1992).

Las micelas son transportadas hacia el intestino delgado donde se produce la absorcion
de sistemas terapéuticos nanométricos. El epitelio del intestino delgado tiene la capacidad
de estar plegado y formar vellosidades, que son proyecciones de tejido hacia el lumen,

cubiertas por enterocitos y células productoras de mucus.

Debido a que el lumen del TGl esta expuesto a microorganismos potencialmente
patdégenos, existen mecanismos de defensa especificos que se especializan en capturar
material particulado del lumen intestinal y transportarlo al tejido linfoide subyacente. Este
epitelio esta formado por enterocitos intercalados con algunas células escamosas
conocidas como células M que desempefian un papel fundamental en la fagocitosis de

material particulado como las micelas mixtas.

Si bien la captacién de micelas mixtas por las células M es muy eficiente, esta ruta no
resulta adecuada cuando el objetivo es la absorcion del farmaco via intestinal, ya que las

micelas captadas serian mayormente fagocitadas antes de llegar a la circulacion.

Suponiendo que las micelas mixtas son transportadas a través de un epitelio polarizado
via paracelular o transcelular, diriamos que éstas podrian ingresar a los enterocitos por

diversos mecanismos, mayormente por endocitosis.

Teniendo en cuenta la ruta transcelular un sistema particulado podria ingresar a los
enterocitos por distintos mecanismos. Una vez en el interior de los enterocitos, se ha
propuesto que las micelas mixtas seguirian la ruta endosomal, siendo degradadas en los
lisosomas donde liberarian su contenido, de esta manera el farmaco capaz de atravesar
la membrana endolisosomal podria alcanzar el citoplasma y luego atravesar la membrana

plasmatica serosal para acceder a circulacion.

Al atravesar la membrana endolisosomal, podrian alcanzar el citoplasma y luego

atravesar la membrana plasmatica serosal para acceder a la circulacion. Otra posibilidad
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es que las micelas mixtas pudieran atravesar la célula sin desintegrarse y alcanzar la

circulacion intactas.

Finalmente las micelas mixtas que pasaron casi intactas por la pared intestinal (efecto de
caballo troyano) hacia el torrente sanguineo son distribuidas por todo el organismo y

llegan a estar en contacto con la barrera Hematoencefalica.

El farmaco atrapado en micelas es muy probable que sea liberado al torrente sanguineo y
viaje como fraccion libre y unido a proteinas. De esta manera, una aportacion al efecto
terapéutico final observado es por el farmaco libre (unido a proteinas y completamente
libre) en el torrente sanguineo es como queda dispuesto después de la administracion en
la forma convencional (clonazepam clasico) y la segunda via en la que el farmaco
contenido en micelas mixtas se encuentra en el torrente sanguineo y dispuesto como

parte de una distribucion corporal para atravesar la BHE.

Mientras las pequefias moléculas de farmaco entran a las células por difusion, los
farmacos incluidos en acarreadores submicrénicos e farmacos interactian con la
membrana celular y después son endocitados en vesiculas. La micela mixta es degradada

y el farmaco es liberado.

Para el incremento observado del efecto terapéutico en los lotes administrados con

micelas mixtas que contienen clonazepam se proponen los siguientes mecanismos:

1. La micelas mixtas cruzan el endotelio capilar cerebral que forma la BHE por
difusion pasiva o mediado por receptores especificos.

2. Las micelas mixtas penetran los capilares fenestrados de los dérganos
circuventriculares.

3. Elfarmaco es endocitado por las células M intestinales.

En este caso, el mecanismo atribuido como paso en la BHE es un efecto atribuido a
lipoproteinas de baja densidad. La glicoproteina P es una de las que constituyen al grupo
de proteinas que muestran resistencia al paso de farmacos en la BHE y que modula a
bombas de transporte activo primario. Las micelas mixtas contendiendo clonazepam

podrian atravesar la BHE via transporte activo primario.
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En el caso de acarreadores de farmacos de caracter lipidico se ha reportado una mayor
absorcion de la apolipoproteina A que la apolipoproteina B, de esta maera las mielas
mixtas son transportadas por el torrente sanguineo sin sufrir degradacion y en la BHE
existen receptores para apolipoproteina A que aumentan el posible paso de las micelas
mixtas con la adsorciébn de apolipoproteina A, dandose el efecto de caballo troyano.
(Gessner, A. 2001)

Con lo antes mencionado, se puede observar que no existe un mecanismo predominante
para el paso de micelas mixtas conteniendo farmaco hacia el cerebro a través de la BHE.

Sin embargo se pueden proponer dos vias viables para que ocurra este proceso:

1.Las micelas mixtas transportan al farmaco, cuando llegan a la BHE y entran en contacto
con las membranas celulares (con su alta adhesion) son endocitadas. En el interior de las
células son degradadas y el farmaco empieza a liberarse. Se supone que una parte del
farmaco es degradado, la fraccion libre puede atravesar por difusion la membrana celular

y fluir al medio cerebral.

2. La apolipoproteina A o en todo caso la apolipoproteina B pueden recubrir a las micelas
mixtas que contienen al fArmaco para que pasen intactas por el proceso digestivo, una
vez que esto ocurre, estarian viajando por la circulacion general y al entrar a la BHE, los
receptores para apolipoproteina A y B son reconocidos y atraviesan la BHE en forma
enmascarada. En el interior del cerebro las apoliproteinas son catalizadas y las micelas

mixtas son degradadas liberando el farmaco.
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VIl. CONCLUSIONES

e Se prepard y caracterizé a clonazepam en micelas mixtas mediante el método de
coprecipitacion, al obtener lotes de tamafio nanométrico que oscila entre 20-22

nm de manera reproducible.

e Con el método de coprecipitacién se incorporé el clonazepam en micelas mixtas,
al obtener un porcentaje de encapsulamiento de farmaco entre 0.35% con una
eficiencia de entrampamiento de 10.5%, que permitid tener la cantidad suficiente
de farmaco como para administrar una dosis que produjera un efecto

anticonvulsivante.

e Las micelas mixtas obtenidas presentaron un tamafo de particula promedio de 20
+ 2_nm, las micrografias por TEM mostraron particulas esferoides, corroborando el
tamafio submicrénico para la formulacién conteniendo clonazepam y para la

formulacion placebo.

e Con la determinacién de potencial Z se evalud la estabilidad de micelas mixtas

conteniendo farmaco observandose un umbral de leve dispersion.

o El comportamiento obtenido entre micelas mixtas encapsuladas con clonazepam y
micelas mixtas placebo no resulta estadisticamente significativo en las

evaluaciones de tamafio de particula y potencial Z.

e Las pruebas de estabilidad hasta por un mes mediante la determinacién de
tamafio de particula y potencial zeta demostraron un incremento de
aproximadamente 60 nm en el caso de micelas mixtas que contienen clonazepam
y una disminucion del potencial zeta de -8.5 mV aproximandose a un umbral de

aglomeracion.

e Se cuantificé clonazepam contenido en micelas mixtas mediante un método
validado por HPLC que demostré ser especifico, lineal y preciso, obteniéndose asi

resultados confiables.
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Con las evaluaciones in vivo se registro un efecto anticonvulsivante administrando
por via oral micelas mixtas con clonazepam en dosis diez veces menores a la
dosis terapéutica. Las micelas mixtas mejoraron la absorcion intestinal del
clonazepam al observarse un efecto terapéutico atenuado que detiene la aparicion
de crisis convulsivas generalizadas y ténicas al ser administrado en dosis de 0.1
mg/kg, en comparacion de cuando se administra en dispersién acuosa. Se logro

mejorar el paso de clonazepam a través de la BHE.
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VIIl. PERSPECTIVAS.

El presente estudio es una prueba preliminar para encaminar la nanotecnologia aplicada a
sistemas farmacéuticos en la investigacion de nuevas terapias que sigan dando respuesta
a enfermedades que hasta ahora no han encontrado respuesta en la medicina

convencional.

1. A partir de este estudio se abren nuevas opciones de investigacion encaminadas a
evaluar el efecto terapéutico in vivo de otros farmacos que podrian encapsularse
en micelas mixtas, como hipoglucemiantes, ansioliticos, e incluso
anticancerigenos, con diferentes tipos de lipidos, o con una combinacion de ellos

para mejorar el encapsulamiento del farmaco.

2. Seria conveniente seguir estudios de estabilidad por més tiempo apegados a la
Norma Oficial Mexicana 077. De la misma manera, es importante investigar y
describir la ruta seguida por las micelas mixtas por el tracto intestinal mediante
estudios de estabilidad donde se simulen los diferentes transitos de pH a través
del TGl a 37°C.

3. Se debe estudiar la region cerebral donde ejerce su mayor efecto el clonazepam
encapsulado en micelas mixtas, se propone realizar un estudio con marcadores

fluorescentes.

4. De la misma manera, seria importante ampliar la informacién obtenida con

evaluaciones con electroencefalogramas.

5. Se propone realizar un estudio de cuantificacion de la cantidad de farmaco que
llega al cerebro, mediante el desarrollo de un método analitico biolégico que nos

permita relacionar el porcentaje de farmaco con el efecto anticonvulsivo producido.

6. Se sugiere realizar la encapsulacion a diferentes concentraciones de clonazepam
en micelas mixtas y de esta manera conocer su capacidad de carga optima. Asi se
podria aumentar el encapsulamiento de farmaco evaluando diferentes tipos de

lipidos que se asocien formando micelas o la combinacion de ellos.
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10.

11.

12.

13.

Se propone realizar estudios de permeabilidad mediante el modelo de intestino
invertido donde sea posible determinar si la micela mixta es capaz de atravesar el

epitelio intestinal y llegar a torrente sanguineo intacta.

Se debe estudiar el paso de las micelas mixtas conteniendo farmaco en barrera
hematoencefalica in vitro, para determinar el mecanismo de penetracién de

farmaco en este tipo de acarreadores lipidicos.

Se deben realizar estudios de farmacocinética y perfiles de liberacion del farmaco

contenido en micelas mixtas.

Seria conveniente determinar el grado de encapsulamiento de otros farmacos
anticonvulsivantes y compararlos con clonazepam. De la misma manera podria

utilizarse el modelo de crisis convulsivas para evaluar su efecto in vivo.

Se propone evaluar el efecto del farmaco contenido en micelas mixtas mediante su
administracién por via oral e intravenosa, para determinar cual seria la via de

administracién mas viable para observar un mayor efecto farmacoldgico.

Seria conveniente realizar estudios e toxicidad in vivo e in vitro, con placebos y
micelas mixtas conteniendo el farmaco, considerando que en el proceso de

elaboracion se utilizan disolventes organicos toxicos.

A futuro seria conveniente evaluar el escalamiento del proceso de elaboracion y

estudios de costo-beneficio para su preparacién comercial.
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