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Capitulo 1. Introduccion.

1.2. Introduccion

1.2.1. Desarrollo de formulaciones farmacéuticas

Se estima que mas del 40% de las nuevas entidades quimicas son insolubles o poco
solubles en agua y debido a ello muchas de estas moléculas potencialmente activas no
Ilegan nunca a la clinica dado los problemas que supone desarrollar una formulacion
segura y eficaz. A pesar de ello, en las ultimas décadas se ha producido un avance
fundamental en la innovacién farmacéutica que ha tenido un impacto fundamental en el
desarrollo y produccion de medicamentos que permiten tratar y prevenir enfermedades
con mayor eficacia y seguridad, y como consecuencia de ello es posible mejorar e
incrementar la calidad y la sobrevida del paciente?.

La investigacion y el descubrimiento de nuevos medicamentos es un reto global en el
que tanto la academia como la industria farmacéutica tienen un papel fundamental. El
procedimiento para desarrollar una forma farmacéutica conteniendo un nuevo farmaco
(o, como lo define Farmacopea Argentina en su 7° edicidn, ingrediente farmacéutico
activo) involucra muchas etapas y tiempo y requiere una gran inversion, sin olvidar que
antes de que un medicamento llegue al mercado, ha de pasar por un largo proceso que
implica el descubrimiento y la experimentacion con la molécula elegida, ensayos en
animales y pruebas en humanos.

En relacion a estos avances de la terapéutica moderna y disefio de medicamentos, la
solubilidad, velocidad de disolucion, y permeabilidad gastrointestinal son pardmetros
fundamentales que controlan la velocidad y extension de la absorcion de los farmacos y
su biodisponibilidad a partir de la administracion por via oral?.

En este sentido, y tomando en consideracion las dificultades encontradas en el
desarrollo de medicamentos conteniendo farmacos con propiedades lipofilicas, en 1995
se desarrolla un sélido fundamento cientifico, que establece la posibilidad de reemplazar
los estudios realizados in-vivo por ensayos in-vitro (bioexencion), siempre y cuando el
farmaco reuna ciertas condiciones y se presente como una forma farmacéuticas solida
de liberacion inmediata. Esta opcion de realizar los estudios in-vitro propone un camino
mas sencillo a la hora de efectuar los tramites de registros sanitarios, generando asi una
contribucion en el campo regulatorio que garantiza la seguridad, calidad y eficacia del
medicamento a un costo menor. Estos aspectos forman la base del Sistema de

Clasificacién Biofarmacéutica (SCB). De acuerdo con dicho Sistema, un farmaco se
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considera altamente soluble cuando la mayor concentracién a la cual se dosifica es
soluble en un volumen de medio acuoso de 250 ml (este volumen se deriva de
protocolos de estudios de bioequivalencia) en un rango de pH de 1,0 a 7,5. En caso
contrario, este farmaco se considera poco soluble. Por otra parte, la clasificacion de
permeabilidad se basa directamente en el grado de absorcion intestinal de un farmaco en
seres humanos o indirectamente en las proporciones (en peso) que atraviesan una
membrana, ya sea intestinal humana, de animales o de modelos in-vivo. Se considera
que un farmaco es altamente permeable cuando se determina un grado de absorcidn
intestinal de 90% o superior basado en el balance de masa o en comparacién con una
dosis de referencia intravenosa®.

Segun el SCB, se distinguen los cuatro tipos diferentes de regimenes de absorcion del
farmaco que se nombran a continuacion:

1) Clase I: los farmacos se disuelven rapidamente en un ambiente acuoso y son
rapidamente transportados y adsorbidos a través de la membrana

2) Clase Il: la velocidad de disolucion in-vivo es el paso limitante en la absorcién
del farmaco, siendo para este grupo poco solubles en agua

3) Clase IlI: se disuelven facilmente, pero no pueden penetrar en biomembranas
de tracto gastrointestinal

4) Clase IV: se caracterizan por una baja solubilidad y permeabilidad altamente
deficiente.

Para mejorar la solubilidad acuosa y la velocidad de disolucion de farmacos
hidrofobos en el sitio de absorcidn han surgido numerosas metodologias. Algunos de los
métodos mas frecuentemente empleados (alteracion de la composicion solvente,
formacion de complejos, modificacion quimica y modificacion fisica, entre otros)* se

muestran en la Figura 1.1.
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Farmacos poco solubles en agua
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Figura 1.1. Metodologias empleadas para aumentar la solubilidad y mejorar la disolucion de

farmacos poco solubles.

En este contexto, el desarrollo y empleo de los sistemas micro- y nanoparticulados de
farmacos se ha incrementado notablemente durante los ultimos afios. Principalmente, se
han utilizado para reducir la toxicidad y los efectos secundarios de los farmacos, asi
como para otorgarles proteccion frente a diferentes condiciones externas (pH, humedad,
luz, temperatura, entre otras>®). Ademas, el uso de dichos sistemas permite el
biodireccionamiento a células, 6rganos o tejidos blanco especificos y, en el caso de los
nanovectores, su tamafo subcelular les permite una mayor captacion intracelular
comparada con la de particulas de mayor tamafio”®. Debido a su aplicacion en clinica
médica, los materiales que constituyen el nanotransportador deben ser biocompatibles,
estables en condiciones fisioldgicas, con gran capacidad de carga de farmacos® y baja

toxicidad®.

12.2. Empleo de biomateriales como trasportadores de farmacos

Los biomateriales se definen como cualquier sustancia 0 combinacion de sustancias no
farmacoldgicas, de origen natural o sintético, disefiadas para actuar en la interfase con
sistemas bioldgicos, que potencian o sustituyen las funciones de los 6rganos y tejidos
corporales con el fin de evaluar, tratar, aumentar o sustituir algun tejido, 6rgano o

funcion del organismo humano'®. Los polimeros son utilizados cada vez mas como
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soporte y herramienta para la liberaciéon controlada de farmacos o sustancias activas.
Estos materiales deben ser biocompatibles y en el caso de sistemas parenterales,
también biodegradables.

Las propiedades fisicoquimicas de los polimeros influyen en la elaboracion de los
sistemas farmacéuticos, en la estructura de los mismos, en la relacion del principio
activo con el polimero y en el proceso de liberacion del farmaco. La caracteristica mas
destacable de los polimeros en estos sistemas es que pueden brindarles proteccion,
ademas de soporte, buena procesabilidad, caracter hidrofilico o hidrofébico segun el
requerimiento, liberacion rapida o sostenida de la sustancia activa y mejorar la
estabilidad de la formulacion, asi como también su absorcion, biodisponibilidad y
aceptabilidad del medicamento por parte del paciente, y finalmente, su uso seguro.

Dentro de los materiales poliméricos que se conocen, aquellos con propiedades
biodegradables son los mas importantes en el campo bioldgico. Las principales
condiciones que afectan su proceso de degradacion son temperatura, humedad y pH*Z.

Estos materiales tienen la capacidad de ser compatibles con el tejido y de degradarse,
dando lugar a productos que no son toxicos y que pueden ser eliminados por el
organismo 0 metabolizados por este. Por lo tanto pueden ser definidos como aquellos
polimeros que son degradados en un ambiente biolégico a través de hidrolisis
enzimatica y no enzimatica'?.

Las principales caracteristicas que han de considerarse en los materiales
biodegradables para poder ser utilizados en aplicaciones clinicas son: la velocidad de
degradacion, la resistencia mecanica del material, sus sub-productos no deben ser
mutagenos, carcinogénicos, antigénicos, toxicos ni teratogénicos; y légicamente deben
ser esterilizables y biocompatibles con el tejido receptor®®.

Dependiendo de su origen, los materiales biodegradables pueden clasificarse en:

1) Naturales: son materiales complejos, heterogéneos vy dificilmente
caracterizables y procesables (Ej.: catgut, colageno reconstituido, celulosa, quitina,
quitosano y albumina)

2) Sintéticos: pueden ser metales, ceramicas o polimeros y comunmente se
denominan materiales biomédicos (Ej.: poli(acido lactico), poli(acido glicélico),
polietilenglicoles (PEGSs), alcohol poli(vinilico) (PVA), copolimeros a base de

acido metacrilico y policaprolactona).
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1.2.2.1. Biomateriales empleados en este trabajo de tesis

Los Eudragits®: son polimeros sintéticos obtenidos por polimerizacion del &cido
acrilico y acidos metacrilicos o sus ésteres como éster butilico o éster dimetilamino. En
este trabajo hemos utilizado Eudragit® RLPO (EuRLPO): se trata de un copolimero de
acrilato de etilo, metacrilato de metilo y un bajo contenido de éster de acido metacrilico
con grupos de amonio cuaternario. Los grupos amonio estan presentes como sales y
hacen que el polimero sea permeable. EI EURLPO es insoluble en agua y jugos
digestivos; pero al hidratarse se hincha y es permeable, lo que permite que los farmacos
incluidos en sus matrices puedan liberarse por difusion®*.

Los PEGs: son polimeros hidréfilos, que se pueden sintetizar mediante polimerizacion
anionica, por apertura del anillo de 6xido de etileno, en un rango de pesos moleculares y
con diversos grupos finales. Cuando se reticulan en redes (mediante radiacién ionizante
0 mediante la reticulacion covalente de macromeros de PEG con extremos de cadena
reactiva), el PEG puede tener un alto contenido de agua, formando "hidrogeles”. A
medida que su peso molecular aumenta también lo hace su viscosidad. Pesos
moleculares menores a 800 son liquidos, mayores a 1500 semisélidos, y cuando su peso
molecular es superior a 3000 se presentan como escamas solidas. Los PEGs son
solubles en agua, solventes organicos, y son miscibles con otros PEGs, lo que permite
obtener mezclas poliméricas de distintas viscosidades y con distintas capacidades
solubilizantes. Estos polimeros exhiben la propiedad de ser quimica, fisica y
térmicamente estables, fisiologicamente inertes y no toxicos. Estos polimeros tienen la
particularidad de mejorar la humectabilidad de los farmacos poco solubles
incrementando asi su solubilidad y velocidad de disolucion®®. Es importante destacar
que el PEG es un material adecuado para aplicaciones bioldgicas porque no
desencadena una respuesta inmune®’,

PVA: se trata de un polimero lineal hifrofilico que se forma a partir de copolimeros de
alcohol vinilico y acetato de vinilo. Sus propiedades estructurales dependen del grado
de polimerizacién e hidr6lisis. Dichos cambios causan modificaciones quimicas y
fisicas, tales como la esterificacion, la eterificacion, la cristalizacion y la formacion de
complejos, entre otras. Las estructuras de PVA modificadas son Gtiles en aplicaciones
biofarmacéuticas®®.

El Kolliphor® HS15 (K-HS15): es un detergente no iénico obtenido a partir de 6xido
de etileno y &cido hidroxiestearico. Es un potente solubilizante no i6nico y un agente

emulsionante, con baja toxicidad. Es muy empleado para solubilizar sustancias de baja
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solubilidad en microemulsiones. También se utiliza para la preparacién de soluciones
parenterales acuosas®®.

Los poloxameros: son copolimeros formados por blogues de 6xido de etileno (OE) y
Oxido de propileno (OP) organizados en una estructura del tipo OE-OP-OE. Esta
disposicion resulta en un compuesto de caracteristicas anfifilicas no idénicas donde una
parte de la molécula exhibe afinidad por el agua y la otra por los lipidos®.

El nimero de unidades de OE (hidrofilicos) y OP (hidrofobicos) pueden variar, lo que
determina su peso molecular. La distribucion de los grupos OE en la molécula y la
estructura del segmento hidrofébico OP afectan las caracteristicas del copolimero. Su
solubilidad en agua dependera del largo de la cadena alquilica y del nimero de unidades
de OE en la molécula. A medida que aumenta su concentracion en solucion tienden a
autoensamblarse en la interfase hasta alcanzar la concentracion micelar critica (CMC)
donde forman agregados llamados “micelas”®!. En soluciones acuosas, estas micelas
presentan un interior hidrofébico conformado por las cadenas de OP que sirve de
reservorio para farmacos poco afines al agua, y exhiben su parte exterior hidrofilica,
constituida por los bloques de OE en contacto con el medio acuoso? 24, La diferencia
entre P-188 y P-407 depende de la longitud de los blogues del polimero, lo que le otorga
distintas propiedades. ElI peso molecular se obtiene se multiplicar los dos primeros
digitos por 100, y el ultimo digito multiplicado por 10 hace referencia al porcentaje de
contenido de polioxietileno (P-188 tiene una masa molecular de 1800 g/mol y 80 % de
polioxietileno, mientras que P-407 es un poloxdmero con masa molecular 4000 g/mol y
un contenido de polioxietileno del 70%).

Biomateriales lipidicos: Labrafac™ WL 1349, Labrafac™ PG, Labrasol® ALF, y
Capryol™ 90. Se trata de aceites usados frecuentemente como fase oleosa, ya que
tienen la capacidad de solubilizar una gran cantidad de compuestos hidrofobicos. Estas
biomoléculas lipidicas se han empleado en este trabajo para la formulacién de

nanosistemas para el transporte de los farmacos modelos.

1.2.3. Micro- y nanosistemas farmacéuticos

Las microparticulas (MPs) se definen como estructuras con un tamafio entre 1 y 1000
um, mientras que las nanoparticulas (NPs) son sistemas de menos de 1 pum, ambas
compuestas principalmente por agentes encapsulantes o precipitantes que puede ser de
variada naturaleza: proteinas, lipidos, tensioactivos, polimeros naturales y derivados

sintéticos, capaces de formar una estructura sélida que puede contener moléculas de
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distinta naturaleza®>2®.

Estos sistemas poseen muchas ventajas para su uso como sistemas de vehiculizacion
de farmacos, entre las que se destacan:

1) Proteccion de compuestos inestables al medio ambiente (por ejemplo inestables
frente al oxigeno, luz o humedad, entre otros)

2) Permiten transformar compuestos liquidos en sélidos, facilitando su manejo

3) Pueden ser modificadas quimicamente para actuar en un sitio especifico

4) Admiten la disminucidn de la dosis de farmaco administrado

5) Mejoran la utilizacion de los farmacos

6) Al disminuir la cantidad de farmaco utilizada disminuyen los costos de
fabricacion

7) Disminucion de fluctuaciones en las concentraciones plasméticas

8) Mejoramiento sustancial de la biodisponibilidad del farmaco

9) Optimizacion del tratamiento y aceptacion por el paciente

10) Enmascaramiento de olores o0 sabores.

Estas particulas pueden ser preparadas mediante diferentes técnicas, todas con
distintos requerimientos, ventajas y desventajas. Cabe destacar que no todos los
materiales encapsulantes son compatibles con todas las técnicas de encapsulacion, por
lo que este aspecto debe ser considerado al momento de planificar la formulacion a
desarrollar. En muchos casos el objetivo de desarrollar este tipo de sistemas, es modular
la liberacion de farmacos en el tiempo, haciéndola mas lenta y controlada®’28,

En particular, las NPs se clasifican, atendiendo a su composicion, en NPs organicas
(poliméricas, dendrimeros, micelas y liposomas) y en NPs inorganicas (de oro, de
oxidos de hierro, de silice mesoporosa y nanotubos de carbono), tal como se representa
en la Figura 1.2. También hay nanotransportadores que combinan los dos tipos de
componentes, son NPs hibridas. Los farmacos pueden incorporarse por encapsulacion
(en cuyo caso quedan recluidos en el interior del sistema), por adsorcion a su superficie,
por absorcion y por conjugacion (de este modo el principio activo queda unido

covalentemente al nanotransportador)?.
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Figura 1.2. Representacion de los distintos tipos de NPs utilizados como sistemas de liberacion

de farmacos.

Dentro de la gran variedad de nanovectores que han sido desarrollados en las Gltimas
décadas (como micelas®®34, liposomas®~%), uno de los mas interesantes, desde el punto
de vista fisicoquimico y biologico, son las nanocapsulas lipidicas solidas (NCLs)**. Las
NCLs, son una nueva generacion de nanovectores vesiculares formados por un
reservorio interno, que puede estar constituido por agua o aceite, rodeado de una
cubierta polimérica. El nucleo tiene la funcion de favorecer la encapsulacion del
farmaco y protegerlo del entorno fisioldgico. La cubierta polimérica, ademas de aportar
estabilidad al sistema dentro y fuera del organismo, puede tener distintas funciones:
interaccionar con membranas celulares y favorecer el transporte del farmaco, su acceso
a las células diana, y/o controlar la liberacion del farmaco®.

Estas NCLs se obtienen por un método de emulsificacion de baja energia y se puede
formular en ausencia de disolvente organico y con excipientes reconocidos como
seguros®’. Por otra parte, estudios previos demostraron su capacidad para aumentar la
biodisponibilidad oral de diversos farmacos®*°, lo que puede explicarse por una mayor
estabilidad gastrointestinal de las particulas respecto al farmaco s6lo** ademas de una
mejora de la permeabilidad intestinal®.

NANOPARTICULAS LIPIDICAS NANOCAPSULAS LIPIDICAS

POLIMERO

Fase acuosa — LIPIDO ANFIFILICO Fase acuosa

ACEITE
AGENTE POLIMERO
\ TENSIOACTIVO LIPOFILICO

AGENTE
TENSIQACTIVO

Figura 1.3. Representacion de los distintos tipos de nanosistemas lipidicos utilizados como
sistemas de liberacion de farmacos.
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1.24. Farmacos modelos

Los farmacos modelos seleccionados en este trabajo poseen similares propiedades
fisicoquimicas en relacion al comportamiento frente al agua. Son todos lipofilicos y su
principal desventaja es la escasa solubilidad que presentan y que posee una directa
influencia sobre la absorcion, biodisponibilidad y eficacia terapéutica. Otra
caracteristica en comun es que se emplean en el tratamiento de distintas infecciones

producidas por parasitos.

Las parasitosis, 0 enfermedades parasitarias, se definen como una asociacion bioldgica
entre dos o mas seres vivos, donde un ser de organizacion simple, conocido como
"parasito”, vive a expensas de otro de estructura mas compleja, conocido como
"hospedador o huésped”, causandole o pudiéndole causar algin perjuicio. Los parasitos
se pueden clasificar de diferentes maneras, segun la localizacion de los mismos en el
organismo hospedador, encontramos asi, ectoparasitos (aquellos que se ubican en la
superficie exterior de su huésped) o endoparasitos (se ubican en tejidos, sangre o
cavidades internas)*. En general, la mayoria de las parasitosis estan incluidas en la lista
de las enfermedades infecciones desatendidas*. Las enfermedades desatendidas u
olvidadas incluyen a un grupo de patologias las cuales reciben poca atencion por parte
de los sistemas de salud, debido a que los mas afectados son poblaciones con escasos
recursos econémicos, que residen en zonas rurales remotas, barrios suburbanos,

marginales, o zonas de conflicto®.

1.2.4.1. Glibenclamida

La glibenclamida (GB), también conocida como gliburida (Figura 1.4), es un farmaco
de administracion oral de la clase de las sulfonilureas que se utiliza en el tratamiento de
la diabetes mellitus tipo 2 ya que es un bloqueador de canales de K dependientes de
ATP (K) y de glicoproteina P (gpP)* . Pertenece a la clase 11 del SCB debido a su
baja solubilidad (menor a 8 pg/ml a pH 7,4 y 37 °C*) y la lenta velocidad de

disolucion®0°1,
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Cl
Figura 1.4. Estructura quimica de la GB. N- [4 -B - [2-metoxi-5- clorobenzamido] -etil) -
bencenosulfonil] -N-ciclohexil-urea.

Ademas de ser uno de los farmacos de eleccion para el tratamiento de la diabetes, hay
estudios que indican la susceptibilidad de Leishmania sp. a GB. Leishmania sp. son
protozoos trematodos causantes de aproximadamente 1,5 millones de nuevos casos de
leishmaniasis por afio en todo el mundo. La leishmaniasis (0 leishmaniosis) es una
enfermedad compleja causada por diferentes especies del parasito protozoario
Leishmania. La enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en el mundo
presentando un amplio espectro de manifestaciones clinicas. Se estima que alrededor de
12 millones de personas se encuentran infectados con este parasito®>4,

El tratamiento de la leishmaniasis se lleva a cabo principalmente mediante
quimioterapia, a través de la administracion de agentes antimoniales pentavalentes,
aunque dada la toxicidad y el desarrollo y expansion de resistencia a estos agentes, en
los ultimos afios ha incrementado la demanda de nuevos farmacos para el tratamiento de

esta enfermedad®* 6.

1.2.4.2. Benznidazol

La enfermedad de Chagas, también conocida como tripanosomiasis americana, es una
infeccion de protozoos potencialmente mortal causada por el Trypanosoma cruzi (T.
cruzi). Esta enfermedad muestra un notable impacto en comunidades de muy bajos
recursos, principalmente en paises en desarrollo en cuanto a la carga de morbilidad y
calidad de vida, y se transmite a los humanos principalmente por los insectos Triatoma
infestans, Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiate.

A pesar de que el control de vectores ha sido aplicado con éxito en varios paises de
América Latina, esta infeccién parasitaria sigue siendo un problema de salud publica
importante y es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en América
Latina debido a que méas de 10.000 personas mueren cada afio y aproximadamente 25

millones personas estan en riesgo de adquirirla®. Ultimamente, se ha detectado la
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enfermedad de Chagas en areas no endémicas, como resultado de los procesos
migratorios de la poblacion infectada hacia Estados Unidos, Canada y Europa.

Segin lo recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
quimioterapia es crucial para los pacientes que estan en la fase aguda de la enfermedad,
ya que en esas circunstancias la infeccion puede ser casi totalmente suprimida,
especialmente en los nifios. Hasta la fecha, el benznidazol (BNZ) y el nifurtimox son las
Unicas moléculas activas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas®®. Aunque el
BNZ (Figura 1.5) se prescribe ampliamente en muchas regiones endémicas presenta una
muy baja solubilidad acuosa (0,23 mg/ml) y una erréatica biodisponibilidad. La OMS lo
ha incluido dentro de la lista de medicamentos esenciales aplicable a los planes

internacionales de control de enfermedades tropicales™.

Figura 1.5. Estructura quimica del BNZ. N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il) acetamida.

1.2.4.3. Praziquantel

El praziquantel (PZQ) (Figura 1.6) es un farmaco clinicamente activo contra
trematodos del género Schistosoma, entre estos Schistosoma mansoni (S. mansoni),
donde es préacticamente el Unico tratamiento disponible y del que ain no se ha
informado resistencia alguna®. Ademas, es el farmaco de eleccion para el tratamiento
de la cisticercosis, como la causada por Taenia crassiceps (T. crassiceps) y ha sido
informado que mejora significativamente la condicion clinica de los pacientes®. Su
actividad antiparasitaria se basa en un incremento en la actividad muscular del paréasito
seguido por contracciones y paréalisis espastica. Este hecho puede inducir a que los
parasitos se desprendan de los tejidos del huésped causando, en el caso del Schistosoma,
el pasaje de las venas mesentéricas al higado, la expulsion de los cestodos intestinales y
la degeneracion de su tegumento®?,

Quimicamente es un derivado de la pirazinoisoquinolina, desarrollado después que en
1972 se descubri6 la actividad antihelmintica de esta clase de compuestos®?. Se presenta
como un producto racémico de dos enantiomeros®®. Uno de ellos es llamado dextro-
PZQ, el otro levo-PZQ), siendo el levo-PZQ quien posee la actividad farmacoldgica. La

dosis necesaria por tratamiento es de aproximadamente 40 miligramos por kilo de peso
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corporal®. Su solubilidad en agua es de aproximadamente 0,4 mg/ml a 20 °C.

Al igual que al BNZ, la OMS ha incluido al PZQ dentro de la lista de drogas esenciales
aplicable a los planes internacionales de control de enfermedades tropicales®.

o

A

N

0]

Figura 1.6. Estructura quimica del PZQ. 2-(Ciclohexilcarbonil)-1, 2, 3, 6, 7,11b- hexahidro-4H-
piracino[2,1-a]isoquinolina-4-ona.

Este farmaco es de facil absorcién por via oral y con pocos efectos secundarios, es
efectivo y de bajo costo, pero es muy poco soluble en agua y por ende en los liquidos
bioldgicos, lo que limita su biodisponibilidad. EI PZQ, al igual que la GB, pertenece a la
Clase 11 del SCB®.

1.2.4.4. Fenbendazol

El fenbendazol (FNZ) (Figura 1.7) se presenta como un polvo cristalino insoluble en
agua (0,01 pg/ml a 37 °C) y muy poco soluble en la mayoria de los solventes
organicos®. Se trata de un benzimidazol con actividad antiparasitaria antihelmintica de
amplio espectro que mostro ser eficaz contra nematodos y cestodos. En este sentido, se
ha demostrado que el FNZ es eficiente en la inhibicion de la formacion de vesiculas de
Echinococcus multilocularis (E. multilocularis), ademas de favorecer la la reduccion de
la carga de gusanos y en el nimero de protoescoles en infecciones con dicho parasito®®.
Adicionalmente, FNZ es ampliamente empleado en animales de granja para el

tratamiento de helmintiasis gastrointestinales®’.

H Qv
O Crd™

Figura 1.7. Estructura quimica del FNZ. Metil-(5-fenil-tio)- benzimidazol-2-carbamato.
1.25. Disefio y optimizacion de experimentos

El disefio y optimizacion de experimentos (DOE) consiste en una herramienta
estadistica para determinar las condiciones ideales (u 6ptimas) para disefiar un producto,

proceso 0 servicio que cumpla con las expectativas usando el minimo numero de
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experimentos o pruebas.

Esta metodologia de disefio y posterior optimizacién es sumamente Util cuando un
producto (proceso o servicio) es complejo y cuyo resultado puede depender de una gran
cantidad de variables que no controlamos y que se deben ajustar para optimizarlo.

En nuestro grupo se han aplicado distintas metodologias de DOE para el desarrollo y
formulacion de sistemas farmacéuticos®®®°, permitiendo asi predecir el comportamiento
de los sistemas y optimizar las respuestas multiples mejorando de esta manera las
propiedades de las formulaciones desarrolladas.

En este trabajo se emplearon dos tipos de disefio de experimentos. El primero consistio
de dos etapas, una primer fase conocida como “screening” donde se seleccionaron los
factores y las respuestas, empleando para ello el disefio de Plackett-Burman. Luego de
esto, aquellos factores y respuestas que resultaron significativos fueron sometidos a la
segunda fase, la de optimizacion, empleando un disefio Central Compuesto.

El segundo tipo consistié en un disefio de una Unica etapa, donde un Unico factor fue
variado cuantitativamente. Para este trabajo se empled un disefio de tipo Simple
Centrado.

En ambos casos detallados, cuando una Unica respuesta es estudiada, el analisis del
modelo indica cuales son las areas en la region del disefio en las que es probable que el
sistema arroje resultados deseables. Sin embargo, cuando se necesita optimizar varias
respuestas simultdneamente puede ser empleada la funcién de deseabilidad, que es una
funcién de mas de una respuesta.

La funcion de deseabilidad incluye las prioridades de optimizacion para la
investigacion que se lleva a cabo. El procedimiento implica la creacion de una funcién
para cada respuesta individual (deseabilidad individual, d;) y la obtencion de una
funcion de deseabilidad global (D), en esta se debe maximizar la eleccion de las mejores
condiciones de las variables disefiadas. La funcién D oscila entre 0 (valor totalmente
indeseable) a 1 (cuando todas las respuestas estan en un rango deseable
simultaneamente) y se define como se muestra en la Ecuacion 1.1, donde
dy,d,, ..., dy corresponden a la funcién de deseabilidad individual para cada respuesta
que se estd optimizando. Por otro lado Wn es el peso de cada uno de los factores
analizados sobre la deseabilidad, y esta dado por la importancia relativa de cada uno®.

1
D = [[1N=1(dn)""] /SNiWa  Ecuacion 1.1
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1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue incrementar la solubilidad y la velocidad de
disolucién del farmacos modelos lipofilicos mediante la aplicacion de alternativas
tecnologicas empleando diversos biomateriales y evaluar el impacto resultante sobre la

actividad bioldgica en modelos in-vitro y en modelos de animales infectados.

1.3.2. Objetivos especificos

eFormular micro- y nanocristales de glibenclamida, benznidazol, praziquantel y
fenbendazol mediante cristalizacion controlada

e Desarrollar nanocépsulas de benznidazol, praziquantel y fenbendazol empleando
diferentes lipidos

e Aplicar disefio de experimentos para optimizar la formulacion de los distintos
sistemas

e Caracterizar fisicoquimicamente los sistemas obtenidos en estado solido y en
suspension

e Evaluar la influencia de las nanocédpsulas sobre la activacion del sistema del
complemento

e Caracterizar in-vitro los sistemas empleando células Caco-2

eEvaluar in-vitro la eficacia antiparasitaria de las nanocapsulas lipidicas de
fenbendazol sobre cultivos de Echinococcus multilocularis

eEvaluar in-vitro la eficacia antiparasitaria de las nanocépsulas lipidicas de
praziquantel sobre gusanos Schistosoma mansoni

e Evaluar in-vivo el efecto de los nanosistemas de praziquantel sobre el metabolismo
de ratones infectados con Taenia crassiceps

e Evaluar in-vivo la eficacia de los nanosistemas de benznidazol en ratones infectados

con la cepa Trypanosoma cruzi Nicaragua
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2.2.Materiales y metodologia

2.2.1. Materiales

BNZ fue provisto por el Instituto Nacional de Parasitologia, ANLIS Malbrén,
Ministerio de Salud de la Nacion, (Argentina). PZQ y FNZ fueron suministrados por el
Laboratorio Proagro (Argentina), mientras que GB fue proporcionado por Parafarm
(Argentina).

EuRLPO, Tween® 20, PVA, diéxido de silicio (Sipernat® 50), PEGs y todos los
solventes empleados fueron de grado analitico. P-188, P-407, K-HS15, Labrafac™ WL
1349, Labrafac™ PG, Labrasol® ALF y Capryol™ 90 fueron donados por BASF SE
(Alemania). Lipoid S75-3 fue proporcionado por Lipoid Gmbh (Alemania).

Los reactivos empleados para el cultivo fueron obtenidos de Lonza (Verviers,

Bélgica). Todos los otros reactivos quimicos empleados fueron de grado analitico.

2.2.2. Metodologia

La metodologia llevada a cabo en este trabajo se separé en 6 etapas:
1) Formulacion de sistemas farmacéuticos
Desarrollo de micro y NPs, y NCLs de GB, BNZ, PZQ y FNZ.
2) Cuantificacién de farmacos
Cuantificacion de los farmacos empleados por medidas de absorbancia y HPLC.
3) Caracterizacion fisicoquimica de los sistemas
Determinacion del tamafio de particula (Tpgrticuia). indice de polidispersidad (/Pd) y
potencial zeta (PZ). Ensayos de microscopia electronica de transmision (MET) vy
microscopia electrénica de barrido (MEB), calorimetria diferencial de barrido (CDB),
analisis de difraccion de rayos X (DRX), eficacia de entrampado (EfE) o cantidad de

farmaco nanocristalizado (Farmacoy), rendimiento (R) y ensayos de estabilidad.

4) Caracterizacion in-vitro de los sistemas
Analisis de la solubilidad acuosa (Srsrmaco), €quilibrio de disolucién en diferentes
medios simulando tracto gastrointestinal y modelado matematico de los perfiles.
Evaluacion de la activacion del sistema del complemento, comportamiento frente
proteinas del mucus y la interaccion con cultivos celulares de células Caco-2

(viabilidad, integridad epitelial, permeabilidad y control de la captacion de farmacos a
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través de membrana celular).
5) Eficacia antiparasitaria in-vitro
Ensayos in-vitro sobre E. multilocularis empleando NCLs de FNZ.
Ensayos in-vitro sobre gusanos S. mansoni empleando NCLs de PZQ.
6) Estudios in-vivo de los sistemas formulados empleando animales de
experimentacion
Ensayos in-vivo del efecto de NPs de PZQ sobre el metabolismo de T. crassiceps y
evaluacion antiparasitaria in-vivo de NPs de BNZ sobre T. cruzi.
7) Disefio de experimentos y posterior optimizacion
DOE para la formulacién de MPs de FNZ, NPs de GB, NPs y NCLs de BNZ.

8) Analisis estadistico de los resultados
2.2.2.1. Formulacion de sistemas farmacéuticos

2.2.2.1.1. Elaboracion de micro y nanoparticulas de glibenclamida

2.2.2.1.1.1. Formulacién de nanoparticulas de glibenclamida para la evaluacién
del tipo y concentracion de estabilizante

Las particulas fueron elaboradas mediante la técnica de cristalizacion controlada. A
partir de 18 ml de fase organica (etanol: acetona 1:2) conteniendo 200 mg de GB y
Eudragit® RLPO (de 0 a 200 mg). Esta solucién fue adicionada por un sistema de goteo
sobre 80 ml de agua destilada conteniendo P-188, P-407 o PVA (400 mg) y PEG 400,
1500, 3000 y 6000 (0, 100 o 200 mg) a una velocidad de 1 ml/min. Se evalué el efecto
del tipo y la velocidad de agitacién, trabajando con agitacion magnética a 300 rpm o
mediante un homogeneizador a 7.000 rpm (dispersor Ultraturrax®, Alemania), durante
30 minutos. Luego se eliminé el solvente organico mediante agitacion magnética (250
rpm) durante 16 horas en campana de extraccion de gases.

Las suspensiones obtenidas fueron centrifugadas (centrifuga MIKRO 220 Hettich,
Alemania) a 15.000 rpm durante 20 minutos a 15 °C para separar la fase acuosa de las
particulas de GB. En la Tabla 2.1 se detallan los ensayos realizados para evaluar el tipo
y concentracion de estabilizante. En todos los casos el precipitado fue separado en dos
partes: una parte de cada muestra se seco en estufa a 80 °C durante 16 horas y la otra

parte se liofilizo.
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Tabla 2.1. Protocolo de las muestras de GB ensayadas para comparar el tipo y concentracion de

estabilizante.

Muestra GB PEG 6000 | EURLPO | P-188 P-407 Agitacién
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
GB 1M 200 0 0 400 0 Magnética
GB 1H 200 0 0 400 0 Homogeneizador
GB 2M 200 0 0 0 400 Magnética
GB 2H 200 0 0 0 400 Homogeneizador
GB 3M 200 200 0 400 0 Magnética
GB 3H 200 200 0 400 0 Homogeneizador
GB 4M 200 200 0 0 400 Magnética
GB 4H 200 200 0 0 400 Homogeneizador
GB 5M 200 0 200 400 0 Magnética
GB 5H 200 0 200 400 0 Homogeneizador
GB 6M 200 200 0 400 Magnética
GB 6H 200 200 0 400 Homogeneizador
GB 7M 200 100 200 400 0 Magnética
GB 7H 200 100 200 400 0 Homogeneizador
GB 8M 200 100 200 0 400 Magnética
GB 8H 200 100 200 0 400 Homogeneizador
GB 9M 200 200 200 400 0 Magnética
GB 9H 200 200 200 400 0 Homogeneizador
GB 10M 200 200 200 0 400 Magnética
GB 10H 200 200 200 0 400 Homogeneizador
GB 11M 200 200 200 0 0 Magnética
GB 11H 200 200 200 0 0 Homogeneizador
2.2.2.1.1.2. Formulacién de nanoparticulas de glibenclamida empleando

polietilenglicoles de diferente peso molecular

Por otro lado se comparo0 el efecto del peso molecular (PM) del PEG empleado sobre

las NPs que fueron formuladas también mediante cristalizacion controlada. Los ensayos

realizados se muestran en la Tabla 2.2. Para estas muestras el secado se llevo a cabo por

liofilizacion.
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Tabla 2.2. Protocolo de las muestras de GB ensayadas para estudiar el efecto del PM del PEG.

o GB | EURLPO |PEG 400 |PEG 1500(PEG 3000|PEG 6000

Muestra Agitacion

(mg) | (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
GB 11M Magnética 200 200 0 0 0 200
GB 11H [ Homogeneizador | 200 200 0 0 0 200
GB 12M Magnética 200 200 0 0 200 0
GB 12H | Homogeneizador | 200 200 0 0 200 0
GB 13M Magnética 200 200 0 200 0 0
GB 13H | Homogeneizador | 200 200 0 200 0 0
GB 14M Magnética 200 200 200 0 0 0
GB 14H | Homogeneizador | 200 200 200 0 0 0
GB 15M Magnética 200 200 0 0 0 0
GB 15H [ Homogeneizador | 200 200 0 0 0 0

2.2.2.1.2. Elaboracion de las nanoparticulas de praziquantel. Evaluacion del tipo

y concentracion de estabilizante.

Las NPs de PZQ fueron elaboradas empleando nanocristalizacion controlada. Para

esto, el PZQ (800 mg) se disolvio en 20 ml de etanol y la solucion se adiciond por goteo

a una velocidad de 1 ml/min en 50 ml de agua destilada conteniendo 250 mg de P-188,

P- 407 o PVA. Estos sistemas se mezclaron por medio de agitacion magnética a 300

rpm o mediante homogeneizador a 7.000 rpm, durante 30 minutos. Luego se elimind el

solvente organico mediante agitacion durante toda la noche. De la misma manera que

con los sistemas de GB, las nanosuspensiones de PZQ obtenidas fueron centrifugadas a

15.000 rpm durante 20 minutos a 10 °C para separar la fase acuosa de las particulas de

PZQ.
Tabla 2.3. Protocolo resumido de las nanosuspensiones de PZQ elaboradas.
Muestra Agitacion PZQ (mg) | P-188 (mg) | P-407 (mg) | PVA (mg)
1 Magnética 800 250 0 0
2 Magnética 800 0 250 0
3 Magnética 800 0 0 250
4 Homogeneizador 800 250 0 0
5 Homogeneizador 800 0 250 0
6 Homogeneizador 800 0 0 250

En la Tabla 2.3 se muestran los ensayos llevados a cabo durante este estudio. En este

caso, todos los sistemas fueron secados empleando liofilizacion.

2.2.2.1.3. Elaboracion de nanoparticulas de benznidazol

Las NPs de BNZ fueron preparadas mediante una metodologia de nanocristalizacion.

Para esto se empled P-188 como estabilizante de las particulas. Una solucion de BNZ en
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etanol (concentraciones entre 5y 25 mg/ml) se adicion6 gota a gota (1,5 ml/min) sobre
una solucion acuosa del estabilizante P-188 (en concentracion entre 0,005 y 0,05 g/ml)
disuelto en agua destilada previamente filtrada. El volumen relativo de fase organica
empleado con respecto al de la fase acuosa estuvo entre 10 y 25 %. La suspension se
mantuvo en agitacién por medio de un equipo de paletas (IKA, Alemania) durante 60
minutos a velocidades entre 140 y 2.000 rpm, y luego se elimino el solvente organico
mediante agitacion magnética (250 rpm) durante 16 horas en campana de extraccion de
gases.

A continuacidn, el sistema fue centrifugado a 15.000 rpm, y el sobrenadante se analizd
por espectroscopia UV-Vis (Boeco S-26, Boeco, Alemania) para determinar, de manera
indirecta, el porcentaje de BNZ nanocristalizado. Posteriormente el precipitado fue

liofilizado. El sistema fue estudiado por triplicado.

2.2.2.1.4. Elaboracion de microparticulas de fenbendazol

El FNZ (3 mg/ml) se disolvié en 150 ml de una mezcla de etanol, acetona y acido
acetico 20 % (4:4:1) y se agreg6 a una solucion acuosa conteniendo PVA (de 0,5 a 3 g).
La suspension formada se mantuvo en agitacion magnética (250 rpm) en un vaso con
tapa durante 60 minutos, posteriormente se retird la tapa del vaso y el solvente organico
se elimind mediante agitaciéon magnética (250 rpm) durante 16 horas en campana
extractora de gases. El sistema obtenido se mezclo con una solucion de Sipernat® 0.75
% p/v (desde 50 a 200 ml), y la suspensidn resultante se secé con un equipo de rociado
por aspersion, empleado los siguientes pardmetros, modificando la potencia de la bomba
(desde 10 a 17) y la temperatura de entrada (entre 100 y 140 °C). El sistema fue

ensayado por triplicado.

2.2.2.1.5. Desarrollo de nanocapsulas lipidicas a través del método de inversion
de fase

Las NCLs se obtuvieron a través del método de inversion de fase. Para esto, se
pesaron los componentes (Tabla 2.4), previamente reportadas por Moysan y
colaboradores?, diferenciando entre tres diferentes tipos de NCLs (de tamafios
aproximados de 25, 50 y 100 nm). Se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente
durante 5 minutos, la emulsion resultante fue sometida a 3 ciclos de aumento y descenso
de temperatura de entre 55 a 90 °C. En el tercer ciclo, durante la fase de descenso de la
temperatura se hizo el Gltimo agregado de agua a 4 °C en la zona en que se da la

inversion de fases para producir un golpe térmico y diluir las NCLs. Todas las NCLs
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fueron ensayadas por triplicado.

Tabla 2.4. Composicion de las NCLs convencionales sin farmacos.

Muestra K-HS15 Lipoid S | NaCl | Labrafac | H.O destilada | H2O destilada
(mg) | 75-3(mg) | (mg) | (mg) (mg) a4°C (ml)
S1 1934 75 156 846 4055 3
S2 846 75 156 1028 2962 5
S3 484 75 156 1209 3143 5

2.2.2.1.5.1. Nanocépsulas lipidicas conteniendo benznidazol, praziquantel, y
fenbendazol

Las NCLs se prepararon empleando las cantidades mencionadas para las NCLs sin
farmaco (Tabla 2.4) se prepararon nanosuspensiones conteniendo los farmacos
hidrofébicos: BNZ (S4, S5 y S6) con las cantidades empleadas para S1, S2 y S3
respectivamente, PZQ (S7) y FNZ (S8), con las proporciones empleadas para S2.

Se prepararon soluciones saturadas de los farmacos en acetona (BNZ y PZQ 20
mg/ml; FNZ 0,8 mg/ml) que fueron incorporadas sobre las fases oleosas, y se
mantuvieron en M. Luego se eliminé completamente la acetona y se someti6 a los tres

ciclos de temperatura de 55 a 90 °C. Todos los sistemas fueron ensayados por triplicado.

2.2.2.1.5.2. Nanocapsulas lipidicas con diferentes excipientes oleosos

Adicionalmente fueron ensayados otros tipos de NCLs, en las que se emplearon
diferentes proporciones de los siguientes: Labrafac™ WL, Labrafac™ PG, Labrasol®
ALF y Capryol™ 90.

2.2.2.2. Cuantificacion de farmacos
2.2.2.2.1. Cuantificacion de glibenclamida

2.2.2.2.1.1. Cuantificacién por medidas de absorbancia

Se llevaron a cabo dos curvas de calibracion para GB a las longitudes de onda donde
se encuentran los picos maximos de absorcion en el espectro ultravioleta (UV) del
farmaco (230 y 300 nm) partiendo de soluciones de 1 mg/ml y haciendo sucesivas
diluciones de las mismas en los diferentes medios de trabajo.

Para los estudios de solubilidad y cantidad de GB encapsulada se emplearon las
medidas de absorbancia a 300 nm, mientras que para la cuantificacion de GB en
ensayos disolucion se basaron en absorbancias a 230 nm. Estas diferencias fueron

debido a la diferencia en la sensibilidad de GB a cada longitud de onda?.
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2.2.2.2.1.2. Cuantificacién por cromatografia liquida de alta eficiencia

Para determinar las cantidades de GB en las muestras también se empled
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), con deteccion UV a 230 nm. La fase
movil consistié en metanol: buffer fosfato 0,2 M pH 7,0 (70:30) y el flujo fue fijado en

1 ml/min. Se empled una columna C18 (100 mm x 4,6 mm, 5um)?3.
2.2.2.2.2. Cuantificacion de benznidazol

2.2.2.2.2.1. Cuantificacién por medidas de absorbancia

Con el objetivo de determinar las cantidades de BNZ en los sistemas se llevo a cabo
una curva de calibracion a la longitud de onda donde se encuentran el pico maximo de
absorcion en el espectro UV del farmaco (324 nm) partiendo de soluciones de 1 mg/ml

y haciendo sucesivas diluciones de las mismas en los medios de trabajo.

2.2.2.2.2.2. Cuantificacion por cromatografia liquida de alta eficiencia

En algunos casos la cantidad de BNZ fue determinado empleando HPLC, con
deteccion UV a 316 nm. La fase movil consistié en una mezcla en iguales proporciones
de acetonitrilo: agua (1:1). El flujo del proceso cromatografico fue fijado en 1 ml/min.

Como fase estacionaria se emple6 una columna C18 (125 mm x 4 mm, 5um)*,
2.2.2.2.3. Cuantificacién de praziguantel

2.2.2.2.3.1. Cuantificacion por medidas de absorbancia

Se construyd una curva de calibracion para el PZQ a la longitud de onda donde se
encuentran el pico maximo de absorcién en el espectro UV del farmaco (263 nm)
partiendo de soluciones de 1mg/ml y haciendo sucesivas diluciones de las mismas en

los medios de trabajo.

2.2.2.2.3.2. Cuantificacién por cromatografia liquida de alta eficiencia

La cantidad de PZQ en las diferentes muestras fue determinado también mediante
HPLC (Agilent Technologies, Estados Unidos), empleando un detector UV a 263 nm.
La fase movil consistié en una mezcla de acetonitrile: agua (3:2) y el flujo fue fijado en

1 ml/min. Se empled una columna C18 (240 mm x 4 mm, 5um)>.
2.2.2.2.4. Cuantificacion de fenbendazol

2.2.2.2.4.1. Cuantificacién por medidas de absorbancia

La cantidad de FNZ en los sistemas fue determinada empleando medidas de
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absorbancia a 292 nm. Se partié de soluciones saturadas del farmaco en los diferentes

medios de trabajo y se realizaron sucesivas diluciones.

2.2.2.2.4.2. Cuantificacién por cromatografia liquida de alta eficiencia

Las determinaciones de FNZ mediante HPLC fueron llevadas a cabo empleando
deteccion UV a 292 nm. La fase mavil consistié en la mezcla de acetonitrilo: agua, con
agregados de acido acético glacial (0,5 % v/v). La fase estacionaria empleada fue una
columna C18 (150 mm x 4,6 mm, 4 um). El flujo de la corrida fue de 1 ml/min
empleando un gradiente lineal desde 35:65 (acetonitrilo:agua) a 60:40 durante 9

minutos; de 60:40 a 35:65 por 1 minuto y 35:65 durante 2 minutos®.
2.2.2.3. Caracterizacion fisicoquimica de los sistemas

2.2.2.3.1. Determinacion del tamafio de particula, indice de polidispersidad,
potencial zeta y conductividad

Para estimar el Tpqrticuia, IPd y €l PZ de las particulas se realizaron experimentos de
dispersion de luz dinamica. Los ensayos fueron llevados a cabo utilizando un Nano
Particle Analyzer SZ-100 (Horiba, Japdn) a un angulo de dispersién de 90 ° a 25 °C.

Se determind el radio hidrodindmico empleando diluciones de las particulas
previamente formuladas en medios previamente filtrados de Tween® 20 0,1 % p/v 0 en
agua. Se empled una cubeta con las cuatro caras transparentes. La muestra fue
ligeramente turbia, sin ser opaca o completamente clara y no contenia mas del 0,01 %
en volumen de particulas. EI programa que controla el equipo suministra valor del radio
hidrodindmico y potencial zeta de las particulas en suspension.

Mediante este ensayo se logré obtener el valor de tamafio de particula solo de aquellas

cuyo radio hidrodindmico no era superior a los 3 pm.

2.2.2.3.2. Ensayos de microscopia electrénica de barrido

La morfologia superficial de las MPs y NPs contendiendo los diversos farmacos fue
estudiada mediante el empleo de MEB, se emple6 un Leitz SEM AMR 1000T (Amray,
Bedford, Estados Unidos) y las observaciones se realizaron a 3 kV. En todos los casos
se compararon las micrografias obtenidas con las del farmaco de origen.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas usando el programa Image-pro Plus

software 6.0.
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2.2.2.3.2.1. Fijacion apical de células Caco-2

Por otro lado, el epitelio celular fue observado también empleando MEB. Para ello las
células fueron fijadas (luego de los ensayos de transporte que se detallan mas adelante)
siguiendo el protocolo que se describe a continuacion.

En todos los casos el buffer fue eliminado de los compartimientos apical y
basolateral. Se adicion6 glutaraldheido 3% (en buffer fosfato salino) y se dejé durante 2
horas. Luego de remover el glutaraldehido el compartimiento apical fue lavado con
etanol al 30%, se repitid esto para otras diluciones de etanol (40, 50, 60, 70, 80, 90, 96 y
100%), en todos los casos se dejé actuar durante 10 minutos. Finalmente se agregaron
200 pl de dodecilsulfato sddico y se dejo secar durante toda la noche bajo campana.

Luego del pulverizado con oro las células fueron observadas empleando MEB.

2.2.2.3.3. Estudios de microscopia electronica de transmision

Se llevaron a cabo experimentos de MET usando un instrumento JEOL 100 CX
(JEOL-France, Francia), para el analisis de la estructura de las NCLs con diferente
composicion de sus fases oleosas. Todos los ensayos se llevaron a cabo directamente

sobre las suspensiones preparadas.

2.2.2.3.4. Evaluacion de los sistemas por calorimetria diferencial de barrido

Se evaluaron mediante CDB los farmacos de partida y los sistemas formulados. Los
termogramas se registraron con un calorimetro diferencial de barrido (Shimadzu DSC-
50, Japon). Se utilizd nitrégeno ultra puro a una velocidad de flujo de 50 ml/min. Las
muestras se analizaron en cubetas de aluminio ondulado y se calentaron de 20 a 250 °C

a una velocidad de calentamiento lineal de 10 °C min 2.

2.2.2.3.5. Ensayos de difraccion de rayos X

Los patrones de DRX se registraron con un difractdbmetro X'Pert Phillips 5000
(Holanda) a temperatura ambiente, con una fuente de rayos X monocromatica de Cu (K)
operando a 40 kV y 20 mA para todos los datos obtenidos. Se analizaron mediante esta

técnica los farmacos puros y los sistemas formulados previamente.

2.2.2.3.6. Determinacion de la eficacia de encapsulacién o contenido de farmaco

en los sistemas

2.2.2.3.6.1. Eficacia de encapsulacion
La EfE se calculo, a partir de la Ecuacion 2.1, empleando la cantidad de farmaco en el
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sobrenadante de las suspensiones.

m -m, -z
E/E = empleado™ISN . 100  Ecuacion 2.1
MmYempleado

donde mgempieaao €S 12 cantidad de farmaco empleada (en mg) y mgsy es la cantidad de
farmaco que se encuentra en el sobrenadante (en mg).

Por otro lado, en el caso de las NCLs, las cantidades de farmaco no incorporadas
fueron determinadas después de separar las NCLs mediante centrifugacion a 4.000 rpm
durante 30 minutos. Luego de esto, las NCLs fueron disueltas en metanol para liberar el
farmaco del interior y las cantidades de los mismos fueron determinados mediante el
uso de HPLC, empleando la ecuacidén que se muestra a continuacién. Las cantidades
iniciales también fueron determinadas por HPLC, disolviendo las nanosuspensiones sin

centrifugar en metanol. Luego de esto se calculd la E-E empleando la Ecuacion 2.2.

m -m -7
EfE — Yempleado—MY encapsulado +100 Ecuacion 2.2
mYempleado

donde mgencapsuiado €S la cantidad de farmaco en el interior de las NCLS Y mgempieado
es la cantidad total de farmaco empleado, que se obtiene de sumar la cantidad
encapsulado y la cantidad de farmaco libre.

2.2.2.3.6.2. Determinacion del porcentaje de farmaco nanocristalizado

Empleando medidas de absorbancia se determina la cantidad de farmaco en los
sobrenadantes obtenidos luego de separar las NPs. La cantidad de farmaco cristalizado
(%) fue calculada entonces por diferencia con la cantidad de partida empleando la

Ecuacion 2.3.

) MY empleado—MYISN i 2
Farmacoyp = —2=2 * 100 Ecuacion 2.3
mygempleado

donde Farmacoyp €S el porcentaje de principio activo nanocristalizado en forma de
nanoparticula, mgempieqado €S la cantidad de farmaco de partida y mgsy es la masa de

farmaco que se encuentra en el sobrenadante.

2.2.2.3.7. Determinacion del rendimiento
El rendimiento (R) fue calculado como la relacién entre el peso del producto obtenido
experimentalmente y la suma de los pesos de todos los componentes, como se muestra

en la Ecuacion 2.4.
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mg P
Mmgempleadotmyg E

R(%) = * 100 Ecuacion 2.4

donde mg P es el peso total del producto obtenido, mg, es la cantidad de farmaco
empleado en mg y mg E es la suma de las masas de los excipientes empleados en cada

Caso.

2.2.2.3.8. Ensayos de estabilidad

Se realizaron ensayos de envejecimiento acelerado y se compararon con los resultados
obtenidos por envejecimiento natural. Para este analisis se empled la ecuacion de
Arrhenius que permitio determinar el valor de las constantes de degradacion

determinadas a temperaturas superiores a la ambiente.
2.2.2.4. Caracterizacion in-vitro de los sistemas

2.2.2.4.1. Estudio del equilibrio de solubilidad de los farmacos

Una masa de aproximadamente 100 mg de cada una de las muestras ensayadas se
colocé en un frasco con 5 ml de agua destilada. Se mantuvo en agitacion orbital a 150
rpm durante 72 horas a temperatura ambiente. Luego de pasado ese tiempo, el contenido
de los frascos fue centrifugado, a 13.600 rpm a 25°C durante 10 minutos, para separar
las particulas de la solucion. En todos los casos a los sobrenadantes se les determind la
concentracion de farmaco mediante espectroscopia UV o HPLC, para determinar la
cantidad de farmaco disuelto en cada caso. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado

con las particulas ensayadas y con los farmacos de partida.

2.2.2.4.2. Ensayos de disolucion o liberacion de farmacos en diferentes medios.
Modelado mateméatico de la cinética de disolucion

2.2.2.4.2.1. Ensayos de disolucion o liberacion

Se colocaron las muestras los diferentes medios: 1) 500 ml de buffer fosfato regulado
a pH 7,5; 2) acido clorhidrico 0,1 N con agregado en algunos casos de lauril sulfato de
sodio 0,2 % p/v; 3) fluido gastrico simulado a pH 1,6; 4) fluido intestinal simulado a pH
6,5; 5) fluido intestinal simulado a pH 6,5 con agregado de enzimas (incluidas lipasas).

Para los ensayos de disolucion de los farmacos, los sistemas se mantuvieron en
agitacion a 50 rpm mediante el método de paletas a 37 °C. A tiempos fijos
predeterminados se tomaron alicuotas (por triplicado) que fueron filtradas y la
concentracion de farmaco en solucién se determind por espectroscopia UV.

Los estudios de liberacion de los farmacos fueron llevados a cabo empleando la
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técnica de la bolsa de dialisis’. Los ensayos se llevaron a cabo a 37 °C con agitacion
magnética a 250 rpm. Las alicuotas fueron extraidas (por triplicado) a tiempos
prefijados, fueron filtradas y la concentracion de farmaco en solucion se determino por
HPLC.

Cada experimento se realizd6 con una masa constante de farmaco para todos los

sistemas y el farmaco de partida.

2.2.2.4.2.2. Modelado cinético de disolucion de farmacos en sistemas poliméricos
Todos los ajustes matematicos del fendmeno de disolucion de los farmacos a partir
de las formulaciones ensayadas fueron llevados a cabo empleando el programa Sigma
Plot 12.0.

1) Modelo de Korsmeyer—Peppas
Korsmeyer y colaboradores® desarrollaron una simple relacion para describir la

liberacion de un farmaco desde un sistema polimérico, descripto por la Ecuacién 2.5.

g—t =ax* t" Ecuacion 2.5

m

donde: g—t es la fraccion de farmaco liberado en el tiempo t, a es la constante de

m

velocidad y n el exponente de liberacion®.

En este modelo el valor de n es empleado para definir los diferentes mecanismos de
liberacion de farmacos.

Se diferencian dos tipos de mecanismos de difusion: el de Fick que se caracteriza por
un n menor a 0,45, mientras que para transportes de tipo no Fickiano el valor de n va de
0,45 a 0,89%1°,

2) Modelo de Weibull modificado
Este modelo refiere para diversos procesos de disolucion la Ecuacion 2.6.
¢ = Qo[1— e ¥t=D] Ecuacion 2.6
donde: Q; es la cantidad de farmaco disuelto en el tiempo ¢, Q, es la cantidad inicial de
farmaco empleada, T representa el tiempo de retardo medido del proceso de disolucion,
conk = i , siendo a un parametro del ajuste que denota la dependencia en el tiempo.

Los perfiles de disolucion que caracterizan este modelo son representados por curvas
de tipo sigmoideas. EI modelo de Weibull es méas util para comparar los perfiles de

liberacion de farmacos de tipo matricial®.
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2.2.2.4.3. Evaluacion de la activacion del sistema del complemento

Este estudio se llevo a cabo en colaboracion con el grupo de investigacion del Dr.
Guillaume Bastiat (Universidad de Angers, Francia).

La activacion del sistema del complemento fue evaluado en suero humano normal
(SHN), proporcionado por el Etablissement Francais du Sang (CHU, Francia) mediante
la medicion de la capacidad hemolitica residual del sistema en presencia de los
nanosistemas ensayados.

La técnica consiste en determinar la cantidad de suero capaz de lisar el 50 % de un
numero fijo de eritrocitos de oveja previamente sensibilizados, seglin un procedimiento
descripto previamente por Vonarbourg y colaboradores®?.

La activacion del complemento se expresé como una funcién del area de la superficie
de las NCLs para comparar particulas con diferentes didmetros. Todos los experimentos
fueron llevados a cabo por triplicado.

2.2.2.4.4. Evaluacion de la interaccion entre sistemas nanoparticulados y
mucinas

Este estudio se llevd a cabo en colaboracion con el grupo de investigacion del Dr.
Claus Michael Lehr (Universidad de Saarland, Alemania).

Con el objetivo de determinar posibles interacciones entre sistemas nanoparticulados y
las proteinas que componen el mucus fueron realizados ensayos in-vitro donde se
determind la capacidad de formar complejos entre las mucinas y los nanosistemas. Para
ello se formularon los nanosistemas con las mismas proporciones estudiadas y se
reemplazé en cada caso el farmaco por NileRed. Se determiné el tamafio de dichos
sistemas, empleando el equipo NanoSight LM10 Malvern (Reino Unido), en ausencia y
en presencia de mucinas.

En presencia de las proteinas del mucus los sistemas pueden disminuir su movilidad
relativa ya que interaccionan con las mismas, obteniéndose como resultado tamafios
relativos mas elevados. Aquellos sistemas que no interaccionan o interaccionan poco
con mucinas tienden a mantener los valores de tamafios similares a los obtenidos en
ausencia de las mismas. Se llevaron a cabo diferentes diluciones de los nanosistemas en
presencia de 0,1 % p/v de mucinas en todos los casos.

Cada sistema fue comparado con NPs comerciales (controles positivos y negativos
respecto a la interaccion) de tamafios aproximadamente similares a los sistemas

formulados.
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2.2.2.4.5. Cultivo celular

Este estudio se llevo a cabo en colaboracion con el grupo de investigacion del Dr.
Claus Michael Lehr (Universidad de Saarland, Alemania).

Los cultivos celulares se realizaron con células Caco-2, las células fueron crecidas en
incubadoras con 5% de CO, a 37 °C. Con fines experimentales las células fueron
sembradas en placas para ensayos de viabilidad (96 pocillos, de los cuales fueron
sembrados 60 dejando en todos los casos el pocillo del borde libre) y placas para
estudios de transporte (Transwells® permeables de 12 pocillos con 2 compartimientos:
aplical y basolateral). Los Transwells® presentaban un area de 1,12 cm? y un tamafio de
poro de 0,4 um. Los volimenes de fluido apical/ basolateral fueron de 500 pl/ 1.100 pl,

respectivamente. EI medio de cultivo se reemplazo cada 2 o 3 dias.

2.2.2.4.6. Ensayos de viabilidad celular

Este estudio se llevo a cabo en colaboracion con el grupo de investigaciéon del Dr.
Claus Michael Lehr (Universidad de Saarland, Alemania).

Los nanosistemas preparados se diluyeron y se incubaron con células Caco-2 durante
24 y 48 horas. Luego de ese tiempo se llevo a cabo el ensayo conocido como MTT. Este
procedimiento se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de
formazan producido. Se consideré 100 % de viabilidad a las medidas obtenidas de las
células en presencia del medio de cultivo, y 0 % a las obtenidas luego de tratarlas con
Triton X-100 0,1 %.

2.2.2.4.7. Interaccion de los farmacos contenidos en los nanosistemas con de
celulas Caco-2

Este estudio se llevo a cabo en colaboracion con el grupo de investigacion del Dr.
Claus Michael Lehr (Universidad de Saarland, Alemania).

Monocapas de células Caco-2 fueron cultivadas en medios sumergidos durante 7 dias,
y la integridad final de la monocapa fue controlada con medidas de resistencia eléctrica
transepitelial (TEER). Los controles se llevaron a cabo empleando el mismo buffer de
crecimiento. Durante todo el ensayo (hasta 24 horas) las células fueron incubadas a 37
°C y 5 % de CO- en posicion horizontal y agitacion suave. Diferentes diluciones de los
nanosistemas (en todos los casos concentraciones por debajo del limite de toxicidad
celular de los mismos segln los resultados obtenidos en el punto anterior) fueron

incubadas.
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Se llevaron a cabo 3 controles:

1) Integridad epitelial: por medidas de TEER en diferentes tiempos, durante el
experimento completo y visualizacion del epitelio por MEB (ver punto
2.2.2.3.2.1)

2) Permeabilidad de los farmacos a través de la membrana celular: en este caso se
determind la cantidad de farmaco que atravesé la membrana celular por HPLC,

tomando a distintos tiempos muestras del compartimiento basolateral

3) Control de la captacion de farmaco por parte de las células: empleando
citometria de flujo y microscopia confocal.

El coeficiente de permeabilidad aparente (P,,,) se calculd aplicando la ecuacion:

_(dQ .
Py, = (E) %(A * Cy) Ecuacion 2.7

donde Z—f es el cambio en la cantidad de farmaco permeado en el tiempo (ug de

farmaco permeado por segundo, obtenido de la pendiente de la regién lineal de cada
perfil de permeacion individual), A es el area del filtro (cuyo valor fue 1,12 cm?) y C, la

concentracion inicial del farmaco.
2.2.2.5. Eficacia antiparasitaria in-vitro

2.2.2.5.1. Evaluacién de la actividad antiparasitaria in-vitro sobre Schistosoma
mansoni empleando nanocapsulas lipidicas de praziquantel

Este estudio se llevo a cabo en colaboracion con el grupo de investigacién del Dr.
Conor Caffrey (Universidad de California San Diego, Estados Unidos).

Se llevaron a cabo ensayos in-vitro sobre gusanos adultos S. mansoni en placas. En
este trabajo se estudio el efecto del PZQ de partida y de las NCLs de PZQ en diferentes
concentraciones y distintos tiempos (1 hora, 5 horas y 24 horas). Ademas, estos
resultados fueron comparados con los obtenidos para las NCLs sin farmaco.

Gusanos adultos S. mansoni fueron incubados con los nanosistemas o el PZQ sin
tratar. Se estudié la movilidad de los gusanos segun el protocolo descripto previamente

por Marcellino y colaboradores*?.

2.2.2.5.2. Evaluacion de la actividad antiparasitaria in-vitro de sobre
Echinococcus multilocularis empleando nanoacapsulas lipidicas de fenbendazol
Este estudio se llevd cabo en colaboracion con el grupo de investigacion del Dr.

Andrew Hemphill (Universidad de Berna, Suiza).
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En esta parte del trabajo se estudié la eficacia antiparasitaria de NCLs de FNZ sobre E.
multilocularis, llevandose a cabo los ensayos enzimatico de la fosfoglucosa isomerasa

(PGI), Alamar Blue y ensayos de movilidad, como se explican a continuacion.

2.2.2.5.2.1. Ensayo enzimatica de la fosfoglucosa isomerasa

Se llevaron a cabo ensayos in-vitro contra metacestodos de E. multilocularis basado en
el control de la liberacion de la enzima PGI. La preparacion de metacestodos de E.
multilocularis se desarroll6 a partir de ratones BALB/c infectados intraperitonealmente.
Luego, se midié la liberacion de la enzima en base al deterioro fisico de los
metacestodos.

Este ensayo permite identificar dafio en las vesiculas del metacestodo a causa de algun
tratamiento. La etapa metacestodo de E. multilocularis fue cultivada como vesiculas de
hasta 8 mm in-vitro. Estas vesiculas se llenan con un fluido denominado fluido
vesicular. La enzima PGI esta presente en el fluido vesicular, pero no en el medio en el
que se cultivan las vesiculas del parasito.

Aquellos farmacos que son activos frente al parasito conducen a la liberacion de la
enzima al medio®.

Se tomaron muestras de los sobrenadantes de los medios luego de 5 y 12 dias de
incubacion con los sistemas probados y el farmaco de partida. La actividad de PGI se
determiné agregando fructosa-6-fosfato y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que cataliza
la formacion de nicotinamida adenina dinucleétido (NADH). EI NADH absorbe a 340
nm, y la absorcion medida es proporcional a la cantidad de PGI liberada, y por lo tanto
al dafio vesicular. Se empled Triton X-100 como control positivo, ya que destruye todas

las vesiculas (fue considerado un dafio del 100 %).

2.2.2.5.2.2. Ensayo Alamar Blue

También se evaluo la viabilidad del metacestodo mediante el ensayo Alamar Blue.

Alamar Blue (o Resazurin) es un indicador redox ampliamente empleado para medir la
funcion metabdlica y la viabilidad celular en bioensayos. El producto de oxidacion de
Resazurin se puede detectar mediante medicion de fluorescencia®®.

La configuracion general de las vesiculas y los farmacos fue la misma que para el
Ensayo PGI. Estas células se incubaron con Resazurin durante 5 h, en presencia de
celulas vivas esta se oxida (a través de la actividad mitocondrial).

La fluorescencia se midié a 586 nm, excitando a 572 nm, (Resazurin no emite luz a

esta longitud de onda). Se us6 medio de cultivo como control negativo, ya que las
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células permanecen vivas en dichas condiciones (se consider6 el 100% de viabilidad).

2.2.2.5.2.3. Ensayo de movilidad

Esta prueba es llevada a cabo sobre otra etapa de la vida del parasito, que representa la
preforma de tenia adulta y son empleadas para identificar sustancias con potencial
actividad frente a cestodos intestinales.

Se basa en que la movilidad durante esta etapa presenta una configuracion automatica,
y los compuestos pueden reducir dicha movilidad en funcién de la dosis y el tiempo
cuando son activos®®.

Para esto, los paréasitos fueron extraidos del tejido metacestodo de los roedores. Los
mismos fueron incubados en placas de 384 pocillos (15 por pocillo) con 20 uM de los
compuestos evaluar durante 12 horas. Cada anlisis se realiz6 con 6 réplicas y 2

controles (establecidos como 100% de movimiento).

2.2.2.6. Estudios in-vivo de los sistemas empleando animales de

experimentacion

2.2.2.6.1. Ensayos in-vivo de sobre Taenia crassiceps empleando nanoparticulas
de praziquantel

Este estudio se Ilevo cabo en colaboracion con el grupo de investigacion de la Dra.
Marina Vinaud (Universidad Federal de Goias, Brasil).

2.2.2.6.1.1. Evaluacion del metabolismo energético, infeccion de ratones y
tratamiento

Se estudio el efecto de NPs de PZQ sobre el metabolismo energético de cisticercos de
T. crassiceps (se emplearon las NPs 1, 2 y 3 detalladas en la Tabla 2.3). Para esto,
ratones hembras BALB/c fueron inoculados de manera intraperitoneal con 10
cisticercos de T. crassiceps en fase inicial. Treinta dias después de la infeccion fueron
tratados con cada una de las formulaciones, luego de 24 horas del tratamiento fueron
sacrificados y se estudiaron los efectos bioquimicos de los farmacos sobre los

cisticercos. Los ratones infectados se dividieron en los siguientes grupos:
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1) Control negativo: ratones infectados que no recibieron tratamiento

2) Control positivo: 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de PZQ

3) Poloxamero188 (P-188): 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de P-188

4) Poloxamero 407 (P-407): 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de p-407

5) Alcohol de polivinilo (PVA): 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de PVA

6) NPs 1: 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de NPs de PZQ: P-188 (800: 250)
7) NPs 2: 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de NPs de PZQ: P-407 (800: 250)
8) NPs 3: 5 ratones infectados tratados con 50 mg/kg de NPs de PZQ: PVA (800: 250).

2.2.2.6.1.2. Andlisis bioquimicos de los cisticercos

Los cisticercos removidos de los ratones se fijaron en nitrogeno liquido, y fueron
homogeneizados con buffer tris-HCI 0,5 M, a pH 7,6 con inhibidor de proteasa. El
extracto obtenido se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. 500 pul del
sobrenadante fueron pasados por una columna de extraccion en fase sélida para la
extraccion de &cidos organicos y el posterior analisis por HPLC. Otros 500 pl del
sobrenadante se analizaron en un espectrofotometro para la cuantificacién de glucosa,
urea, creatinina y lactato deshidrogenasa (LDH).

Los &cidos organicos se identificaron a través de HPLC de acuerdo con el tiempo de
retencion determinado previamente durante la calibracién. Los &cidos organicos
analizados fueron los indicadores de glucolisis: piruvato y lactato; del ciclo de acido
citrico: citrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato, malato y oxaloacetato; del
metabolismo de los acidos grasos, tales como acetato, acetoacetato, B- hidroxibutirato y
propionato. El analisis cromatografico fue llevado fue llevado a cabo de acuerdo a lo

descripto por Vinaud y colaboradores®®.

2.2.2.6.2. Eficacia antiparasitaria in-vivo de nanoparticulas de benznidazol sobre
Trypanosoma cruzi
Este estudio se llevd cabo en colaboracion con el grupo de investigacion de la Dra.

Laura Fichera (Instituto de Parasitologia “Fatala Chaben”, Buenos Aires).

2.2.2.6.2.1. Ensayos de toxicidad celular

Se sembraron las células (1x10°) en una placa de 96 pocillos y se incubaron durante
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toda la noche a 37 °C, aumentando las concentraciones de las NPs de BNZ (10, 25 y 50
pug/ml). La viabilidad de las células Vero (células epiteliales de rifion) fue determinada
por la reduccion de la sal de bromuro de difeniltetrazolio (desde amarillo) a su producto
cristalino (azul). El color desarrollado se midi6é a 540 nm en un lector de microplacas

(modelo 3550, Bio-Rad). Cada experimento se realizo6 por triplicado.

2.2.2.6.2.2. Ensayos de hemolisis

Se prepard una suspension al 4% de sangre humana fresca desfibrinada en una
solucion estéril de glucosa al 5% y fue tratada con las NPs de BNZ (100, 50, 25 y 10
pg/ml) durante 24 horas a 37 °C. Después de la centrifugacion, se determind la
absorbancia del sobrenadante a 540 nm para evaluar el porcentaje de hemdlisis. Se
utiliz6 BNZ de partida como referencia hemolitica y Triton X-100 como control

positivo.

2.2.2.6.2.3. Actividad tripanocida

Los tripomastigotes de T. cruzi Nicaragua (TcN), se obtuvieron a partir del cultivo de
células Vero. El ensayo se realizd en microplaca estéril de 96 pocillos con 50.000
tripomastigotes por pocillo. Los cultivos se incubaron a 37 °C durante 24 horas bajo una
atmosfera de CO2 al 5% con 90 pl de medio fresco suplementado con 20% de suero
fetal bovino al 20% y 10% de sangre de raton y con 10 ul de cada dilucién del BNZ de
partida y las NPs de BNZ para obtener la concentracion deseada (de 5-100 pg/ml). La
concentracion de farmaco a la que se lis6 el 50% de los parasitos (CLso) se calculo
contando las células de acuerdo con el método Brener'’. Para detectar una potencial
actividad tripanocida del excipiente, se llevo a cabo este estudio ademas utilizando solo
P-188. El ensayo se realizd por duplicado para cada uno de los tres experimentos.

2.2.2.6.2.4. Preparacion de miocitos ventriculares

Los miocitos ventriculares se aislaron a partir de ratones de 5 dias. Los fragmentos de
corazon se disociaron con buffer en presencia de tripsina al 0,02% a 37 °C durante
cuatro ciclos de 15 minutos cada uno. Las células se resuspendieron en el medio con
10% de suero fetal bovino y 10% de suero de caballo y se transfirieron a cubreobjetos
de 12 mm contenidos en placas de cultivo de 24 pocillos. Estos cultivos se mantuvieron
en una incubadora de CO. al 5% a 37 °C para permitir que las células se adhieran

firmemente a los cubreobjetos.
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2.2.2.6.2.5. Ensayo de inhibicion del crecimiento de amastigotes

Se incubaron los miocitos cardiacos (MC) y ceélulas Vero en placas de cultivo de
tejidos de 24 pocillos en cubreobjetos de 12 mm como se describe en la seccion anterior
(punto 2.2.2.6.2.4). Después de 48 horas, las celulas cultivadas se infectaron con
tripomastigotes de TcN (relacion parasitos: células 10:1) y se incubaron durante 3 horas
a 37 °C en un 5 % de atmdsfera de CO2. Después de lavar los MC vy las células Vero
para eliminar los parasitos no internalizados, se incubaron con 10, 25 y 50 ug/ml de NPs
BNZ durante 24 y 48 horas, respectivamente. Se retiraron los cubreobjetos, se lavaron
con buffer, se fijaron en metanol y se tifieron con Giemsa. En cada experimento, se
evaluaron un total de 300 células para cada tratamiento seleccionadas aleatoriamente. El
porcentaje de inhibicion del crecimiento (IC) se calculé como se muestra en la Ecuacion
2.8.

IC = células infectadasexperimentalmente —Células infectadas control Ecuacién 2.8

células infectadas ontrol

2.2.2.6.2.6. Modelo animal
Ocho grupos, cada uno compuesto por 10 ratones hembra de 1 mes de edad, fueron
inoculados intraperitonealmente con 1.000 tripomastigotes derivados del cultivo de

TcN. Los ratones infectados se dividieron en los siguientes grupos:
1) Ratones infectados sin tratamiento

2) Ratones tratados con BNZ de partida con dosis diarias de 50 mg/kg de peso corporal

durante 15 dias (de 2 a 17 dias después de la infeccidn)

3) Ratones tratados con NPs de BNZ durante 15 dias con dosis diarias de 50 mg/kg/dia
4) Ratones tratados con NPs de BNZ durante 30 dias con dosis diarias de 50 mg/kg/dia
5) Ratones tratados con NPs de BNZ durante 15 dias con dosis diarias de 25 mg/kg/dia
6) Ratones tratados con NPs de BNZ durante 30 dias con dosis diarias de 25 mg/kg/dia
7) Ratones tratados con NPs de BNZ durante 15 dias con dosis diarias de 10 mg/kg/dia
8) Ratones tratados con NPs de BNZ durante 30 dias con dosis diarias de 10 mg/kg/dia

9) Ratones sin infeccion tratados con NPs de BNZ durante 30 dias con dosis diarias de 50

mg/kg/dia.

El BNZ de partida y las NPs de BNZ se dispersaron en aceite de oliva y se
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administraron a ratones a través de sonda oral. La sobrevida de los ratones se registrd
diariamente. Todos los procedimientos que involucran protocolos experimentales en
animales se llevaron a cabo de acuerdo con la legislacion ética y las entidades
reguladoras establecidas en Argentina y fueron aprobados por el Comité de Bioética del
Instituto Nacional de Parasitologia "Dr. Mario Fatala Chaben" (registrado RENIS N:
000028), y cumplié con las recomendaciones internacionales para el uso de animales de

laboratorio (Asociacion Médica Mundial en la Declaracién de Helsinki).

2.2.2.7. Disefio de experimentos y optimizacion en la formulacion de micro-

y nanoparticulas

2.2.2.7.1. Disefio y optimizacion en la elaboracion de nanoparticulas poliméricas
de glibenclamida

Se formularon, mediante la metodologia de DOE, NPs de GB optimizando las
condiciones de produccion, para esto se utilizo el programa Design Expert® 7.0.0.

Se llevé a cabo una primera fase de screening empleando un factor categorico: el tipo
de agitacion empleado, y cuatro factores numéricos: la cantidad de P-188, la cantidad
de P-407 y la cantidad de PEG 6000 que conforman la fase acuosa, y la cantidad de
EUuRLPO que forma parte de la fase organica. Las respuestas que se evaluaron fueron: R

total en masa obtenido y la ExE ambos en %, el Tyqrticuiq €N NM Y 12 Sgp en pg/ml.

2.2.2.7.2. Disefio y optimizacion en la elaboracion de nanoparticulas de
benznidazol

Se llevd a cabo la elaboracion de NPs poliméricas de BNZ y P-188 mediante el DOE
empleando el programa “Design Expert”.

Al igual que en la seccion anterior se llevo a cabo una primera fase de screening
empleando como factores: la concentracion de BNZ empleada y la concentracion del
estabilizante P-188, el porcentaje de fase organica usada, la velocidad de agitacion en
rpm y la temperatura de cristalizacion en °C. Las respuestas evaluadas fueron: R total en
masa obtenido y el porcentaje de BNZyc en %, el Tpgrticuiq €N NM Y la Spyz €n mg/ml.
Luego de esto, aquellos factores que resultaron ser significativos sobre alguna de las
respuestas estudiadas fueron sometidos a la fase de optimizacion empleando un disefio

del tipo Central Compuesto.

47



Capitulo 2. Materiales y Métodos.

2.2.2.7.3. Disefio y optimizacion en la elaboracién de nanocépsulas lipidicas de
benznidazol

Para determinar la proporcién optima de aceites para elaborar NCLs se llevo a cabo un
DOE, empleando el programa Design Expert® 7.0.0.

Se emplearon como factores las cantidades de: Labrafac™ WL 1349, Labrafac™ PG,
Labrasol® ALF y Capryol™ 90, variando de 0 a 1.028 mg de cada una (la masa final de
aceites se mantuvo fija en 1.028 mg). Las respuestas que se evaluaron fueron: Tyqrticuia
e IPd ambos en nm, ademas del cambio de tamafio de las NCLs luego de 15 y 30 dias
almacenadas en heladera de 2 a 4 °C (A15 y A30 respectivamente) también en nm.

Luego, se selecciond el sistema que el programa calcula con mayor deseabilidad y se
estudiaron sus propiedades. Se buscaron NCLs con un bajo diametro, IPd pequefio y

minimos cambios de tamafio a los 15 y 30 dias.

2.2.2.7.4. Diseflo y optimizacion en la elaboracion de microparticulas de
fenbendazol

Se llevd a cabo la elaboracion de MPs de FNZ y PVA mediante es secado por rociado,
empleando DOE y la posterior optimizacion empleando el programa “Design Expert”.

Para esto se desarrollé una primera fase de screening empleando un disefio de tipo
Plackett-Burman, siendo los factores: la cantidad de PVA en fase acuosa, el volumen
usado de solucion de Sipernat® (Vs;;), la potencia de la bomba del rociador (Bomba) y
la temperatura de entrada del rociador (Teptrqaq)- Las respuestas evaluadas fueron: el R
total en masa obtenido en %, la cantidad de FNZ en el solido (FNZ,) en pg/mg sélido,
la Spnz en pg/ml y la cantidad de FNZ disuelta durante los primeros 30 minutos (Dgyz)-

Luego de esta primera fase, aquellos factores que resultaron ser significativos sobre
alguna de las respuestas estudiadas fueron sometidos a la etapa de optimizacion

empleando un disefio del tipo Central Compuesto.

2.2.2.8. Anélisis estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo empleando la plataforma Sigma Plot 12.0.

Se aplicaron estadisticas descriptivas para determinar la media y la desviacién
estandar y para evaluar las diferencias entre los grupos analizados.

Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student y el analisis de prueba de
varianza Fueron ensayadas las variables para determinar distribucion normal y varianza

homogénea. Cuando estas presentaron distribucion normal, se llevd a cabo un analisis
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de varianza seguido por el test de Holm-Sidak. Las diferencias se consideraron

significativas cuando la probabilidad asociada (p) fue menor a 0,05.
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3.2.Introduccion

La GB, como se dijo en el Capitulo 1, es un medicamento oral que se utiliza en el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. La GB actla principalmente estimulando la
liberacion de insulina enddgena del pancreas!. Debido a ello el nivel de insulina
comienza a aumentar en suero dentro de los 15 a 60 minutos después de una dosis
Unica. Los estudios también indican que el farmaco disminuye la produccién de glucosa
del higado y aumenta la sensibilidad a la insulina en los sitios diana periféricos?. Este
medicamento generalmente se administra como una dosis diaria Unica cada mafiana con
el desayuno o la primera comida principal. La dosis inicial recomendada para adultos es
de 2,5 a5 mg al dia. La dosis diaria inica maxima recomendada es de 10 mg®. Algunos
pacientes que requieren mas de 10 mg al dia tienen una respuesta mas satisfactoria
cuando se administra GB en dos dosis divididas. La dosis diaria total méxima
recomendada en estas circunstancias es de 20 mg. El régimen de dosificacion dptimo de
GB para cada paciente se obtiene por titulacion3*.

Estudios previos demostraron el efecto de GB se debe a su unién a las subunidades
SURL, permitiendo el bloqueo de canales de K. Sin embargo, GB es un farmaco poco
soluble (su solubilidad es menor a 8 pg/ml en buffer fosfato a pH 7,4)° con una
permeabilidad relativamente alta a traves de monocapas de células CaCo-2°7, lo que
justifica su posicionamiento en clase 11 del SCB.

Por otro lado, como también se mencion6 en el Capitulo 1, GB posee cierta eficacia
bioldgica sobre Leishmania sp., protozoo causante de la leishmaniasis. Se demostr6 que
redujo la tasa de crecimiento de la lesién en ratones BALB/c infectados con Leishmania
mexicana, y que el efecto fue dependiente de la dosis®*°.

En un sentido amplio, las NPs son sistemas sobre los cuales se ha aplicado algun
proceso para disminuir su tamafio a la escala nanométrica (nm). El uso de los sistemas
de liberacion nanoparticulados para el transporte de farmacos se ha incrementado
notablemente durante los ultimos afos. Principalmente, se han utilizado para
incrementar la solubilidad y velocidad de disolucion de farmacos poco solubles, como
la GB, que a su vez tiene una directa correlacién con la absorcion y biodisponibilidad de
los mismos.

En consecuencia, es posible reducir la toxicidad y los efectos secundarios de dichos

farmacos®.
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3.3.Formulaciones

Con el objetivo de mejorar la solubilidad y disolucion de GB, se formularon diferentes
sistemas nanoparticulados.

Se evaluo el uso de diversos biomateriales en la formulacion de NPs. Para esto fueron
evaluados: EURLPO, P-188, P-407 y PEG 6000, empleando diferentes metodologias de
agitacion y secado posterior. El detalle de la composicién de cada sistema se muestra en
el Capitulo 2, Tabla 2.1 (Pagina 29).

Luego, se formularon NPs de GB empleando estas proporciones y cambiando el PEG
6000, por PEGs de diferentes PMs, como se menciona en el Capitulo 2, Tabla 2.2
(Pagina 30).

Finalmente, se llevd a cabo un DOE la preparacion de NPs de GB, seleccionando las
mejores condiciones de formulacion.

Todos los sistemas formulados fueron luego caracterizados fisicoquimicamente e in-

vitro.
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3.4.Resultados

3.4.1. Nanoparticulas formuladas con Eudragit, polietilenglicol 6000 y

poloxameros

3.4.1.1. Tamafio de particula, indice de polidispersidad y potencial zeta

La disminucion del Tqrticuiq de un farmaco da lugar a un aumento de la superficie de
contacto entre el farmaco no disuelto y el medio de disolucién y por lo tanto, a una
mayor velocidad de disolucion del mismo?*?,

En general, la formacién de NPs a partir de una solucion de un farmaco se produce en
tres pasos: nucleacion, crecimiento y agregacion. La correcta separacion entre la
nucleacion y el crecimiento es el factor clave para la formacion de particulas uniformes.
Se debe lograr una alta tasa de nucleacion, la cual generara la saturacion necesaria para
evitar la agregacion de las nuevas NPs®,

En relacion a este trabajo, los sistemas polimericos de GB que fueron secados en
estufa mostraron un didmetro promedio para las particulas formadas que supero el limite
de determinacion del equipo (el analizador de NPs empleado mide el tamafio de
particulas menores de 8 um), por lo que podria decirse que se trata de MPs de didmetro
superior a 8 um. Esto estaria relacionado con la formacion de aglomerados o agregados
durante el proceso de secado®.

La medicién de los sistemas secados por liofilizacién indicé que se obtuvieron NPs.
Tal como se puede observar en la Tabla 3.1, el tamafio de particula de los sistemas
obtenidos estuvo en el rango de 56 a 400 nm. Se debe destacar que en ausencia de los
polimeros PEG y EURLPO (empleando Unicamente los poloxameros) se obtuvieron
tamafios de particulas mas bajos (muestras 1 y 2, con didmetros de entre 50 y 60 nm).
Este resultado esta relacionado con la formacidn de nanocristales de GB por medio del
proceso de nanocristalizacion, durante el cual P-188 y P-407 estabilizan las particulas
en el proceso de nucleacién. Dicha estabilizacién evita la formacion de agregados o
aglomerados y por lo tanto el tamafio de particula se encuentra en la escala nanométrica.
Ademas es necesario mencionar que varios estudios in-vitro han demostrado que NPs
con un tamafio menor a 60 nm son facilmente fagocitadas (uptake process). Este

fenomeno estaria directamente relacionado con un posterior efecto biol6gico®.
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Tabla 3.1. Typarticuta, IPd Y PZ de las muestras liofilizadas. *se emplea para indicar que la
formulacion presenta la mitad de dicho compuesto respecto al resto de los componentes usados.

Muestras Tparticuta (NM) IPd (nm) PZ (mV)
1M (P-188) 56,2+0,1 0,021+0,005 16,9+0,6
1H (P-188) 49,0+0,5 0,015+0,002 16,8+0,5
2M (P-407) 61,8+0,6 0,054+0,004 17,5+0,5
2H (P-407) 59,0+0,7 0,013+0,005 17,1+0,6

3M (PEG/P-188) 286,2+0,5 0,022+0,001 25,1+0,6

3H (PEG/P-188) 233,3+0,1 0,020+0,009 24,7+0,5

4M (PEG/P-407) 364,1+0,4 0,045+0,005 23,31+0,8

4H (PEG/P-407) 345,740,9 0,026+0,007 23,5+0,4

5M (EuRLPO/P-188) 355,2+0,1 0,014+0,006 33,240,5

5H (EuRLPO/P-188) 378,1+0,7 0,032+0,004 31,4405
6M (EuRLPO/P-407) 384,1+0,1 0,031+0,002 30,9+0,3

6H (EURLPO/P-407) 394,2+0,5 0,040+0,008 34,6+0,1

7M (Y2 PEG/EURLPO/P-188)| 215,4+0,3 0,019+0,009 29,7+0,2
7H (2 PEG/EURLPO/P-188) 225,9+0,1 0,020+0,006 27,610,5
8M (Y2 PEG/EURLPO/P-407)| 237,5+0,6 0,055+0,004 22,7+0,3
8H (Y2 PEG/EURLPO/P-407) 258,840,2 0,021+0,004 26,5+0,4
9M (PEG/EURLPO/P-188) 266,4+0,1 0,023+0,003 29,7+0,3
9H (PEG/EuRLPO/P-188) 253,1+0,2 0,031+0,008 30,1+0,6
10M (PEG/EURLPO/P-407) 287,340,3 0,014+0,004 20,2+0,5
10H (PEG/EURLPO/P-407) 269,4+0,2 0,041+0,001 21,4+0,3
11M (PEG/EURLPO) 140,6+0,1 0,037+0,006 24,7+0,6
11H (PEG/EuRLPO) 178,1+0,4 0,028+0,008 24,1+0,4

La formulacién de las NPs de GB empleando los polimeros PEG 6000 y EuRLPO
(11M y 11H) dio como resultado la formacion de sistemas con un tamafio promedio de
140 a 180 nm, mientras que aquellos sistemas conteniendo PEG 6000 y EuRLPO
combinados con los poloxdmeros dieron como resultado particulas en el orden de 200 a
400 nm (ver Tabla 3.1). Resultados similares en términos de tamafio de particula se
obtuvieron durante la formulacién de NPs de aciclovir, farmaco antiviral de amplio
espectro, con Eudragit RLPO y P-188°. En todos los casos los sistemas formulados
mostraron IPd bajos (menores a 0,08 nm), demostrando homogeneidad en el tamafio
determinado.

El PZes una propiedad de los materiales que miden el potencial eléctrico en la doble
capa interfacial; es decir que es el punto donde se unen la capa difusa y la de Stern. Es
la diferencia de potencial entre el medio de dispersion y la capa estacionaria unida a la
particula dispersada®’~2°,

El PZ esta relacionado con la estabilidad de las dispersiones, ya que indica el grado de

repulsion entre particulas adyacentes, cargadas en una dispersion?. Para sistemas con
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un tamafio bajo, un alto PZ le confiere estabilidad, ya que la suspensidn se resistira a la
agregacion, mientras que cuando el potencial es bajo, se tiende a cierta atraccion entre
particulas, se supera a la repulsion y se podrian formar floculos?.

Los resultados de PZ obtenidos para las NPs de GB se muestran en la Gltima columna
de la Tabla 3.1. En todos los casos los valores son elevados (mayores a 16 mV), siendo
los més bajos los alcanzados con NPs formuladas con los poloxdmeros Gnicamente. Los
valores de PZ indican una alta carga positiva en la superficie de las NPs, que produce
una repulsion entre las particulas y evita su agregacion. Los valores de PZ positivo
obtenidos en este estudio se relacionan con la presencia de grupos amonio cuaternario
presentes en el EuRLPO. Estos resultados eran esperables y coinciden con la
formulacion de NPs de glimepirida, otro farmaco hiploglucemiante de la familia de las
sulfonilureas, empleando EURLPO como polimero formador de la nanomatriz y P-188
como estabilizante??. A partir de estos resultados se pudo confirmar que EURLPO puede
formar nanodispersiones con tamafio de particulas menores a 500 nm, y con carga
superficial positiva, la cual es favorable para impartir propiedades mucoadherentes para

estos sistemas.

3.4.1.2. Microscopia electronica de barrido
La MEB es una herramienta muy util para observar cambios morfolégicos de los
sistemas preparados, asi como de las superficies luego de la solidificacion de los

mismos.
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00 1 o 1 16 pm | Sk 3.00 K 3 mm LED 13.5pr SENTEDS L

Figura 3.1. Micrografias de MEB de GB pura (A), las muestras 5H (B: estufa, C: liofilizada),

6H (D: estufa, E: liofilizada) y 11H (F: estufa y G: liofilizada).
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En la Figura 3.1 se observan micrografias de GB pura y de las muestras 5H
(EURLPO/P-188), 6H (EURLPO/P-407) y 11 H (PEG/EURLPQ), obtenidas empleando
microscopia electronica de barrido. En este ensayo se busco analizar el efecto de los
diferentes tipos de poloxdmeros sobre las estructuras de las particulas formadas a partir
de ellos, por este motivo se seleccionaron muestras que contuvieran P-188, P-407 y
sistemas sin poloxameros conteniendo PEG 6000.

El farmaco sin tratamiento se observd en forma de cristales irregulares. Las
micrografias de las muestras con P-188 y P-407, y aquellas elaboradas con PEG 6000
evidencian diferencias en los tamafios de las particulas entre las elaboradas por secado
en estufa y por liofilizado, siendo estas Ultimas en todos los casos, cristales
nanometricos. Estos resultados coinciden con los mostrados previamente por difraccion
de luz dindmica (ver Tabla 3.1), demostrando que al emplear secado por estufa se
obtienen cristales de mayor tamafio.

Para todos los sistemas, las imagenes de MEB demuestran que las particulas de GB
han cambiado de forma, de superficie y disminuido su tamario, luego de los diferentes

procesos tecnoldgicos aplicados.

3.4.1.3. Eficacia de encapsulacion

En la Tabla 3.2 se muestran los valores de la eficacia de encapsulacion calculados para
las MPs y NPs de GB obtenidas mediante la técnica de precipitacién. De acuerdo con
los resultados obtenidos es posible determinar que el estabilizante (P-188 o P-407)
empleado afecta en gran medida la eficacia de encapsulacion, asi como también los
rendimientos que se alcanzaron.

Los rendimientos obtenidos con esta técnica estuvieron por debajo del 35%. En
general con el poloxamero P-407 se encontraron los rendimientos mas altos. La eficacia
de encapsulacion en casi todos los casos fue ampliamente superior al 30%, a excepcién
de la muestra 3H (PEG 6000/P-188).
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L, E-E (% R (%

Muestras Composicién Vi rE (%) H Vi (%) H

1M/1H P-188 51,68%0,09|47,24+0,06 | 27,98+0,07 | 24,55+0,09
2M/2H P-407 59,03%0,07|63,40%0,05 | 30,60+0,08 | 33,18+0,06
3M/3H PEG 6000/P-188 36,79+0,04 |27,05+0,08 | 12,50+£0,07|12,50+0,04
4M/4H PEG 6000/P-407 92,07+0,09|98,23+0,03 | 27,87+£0,04|27,00+0,06
5M/5H EuRLPO/P-188 68,01+0,08|61,76+0,06 | 20,00£0,05|17,75+0,05
6M/6H EuRLPO/P-407 59,90+0,06 | 36,90+0,04 | 27,37+£0,07|18,12+0,04
7M/7TH |PEG 6000/EURLPO/P-188|48,69+0,06 |54,69+0,08 | 18,44+0,09 | 23,67+0,07
8M/8H |PEG 6000/EuRLPO/P-407|96,86+0,04 |97,35+0,08|24,11+0,07 |31,00+0,08
9M/9H |PEG 6000/EURLPO/P-188|67,99+0,09 |72,53+0,09|21,00+0,08 |21,30+0,07
10M/10H|PEG 6000/EURLPO/P-407|97,88+0,08 |65,75+0,09 | 19,50+0,07 | 18,60+0,05
11M/11H PEG 6000/EURLPO 60,36+0,05|53,14+0,05|28,83+£0,06 | 25,17+0,04

Los valores mas altos fueron de un: 98,23; 97,35y 97,88 %; para las muestras 4, 8 y

10 respectivamente (todas elaboradas a partir de P-407). Los resultados aqui
presentados estarian indicando que el empleo de P-407 en la elaboracion de particulas
Ilevando a cabo esta metodologia seria mas recomendable (en cuestiones de rendimiento
y eficacia de encapsulacion) que el empleo de P-188 o la ausencia de ambos
poloxameros utilizando Unicamente EuRLPO y PEG 6000. Esto se deberia,
posiblemente, a que el P-407 forma micelas esféricas donde el nicleo de las micelas se
compone de 65 unidades de OP (hidrofobicos), mientras que la corona esta formada por
blogues de 200 unidades de OE (hidrofilicos). En el caso del P-188 hay 29 unidades de
OP y 153 de OE. Estas diferencias hacen que el P-407 tenga mayor capacidad de formar
micelas con farmacos hidrofébicos como GB y debido a ello la eficacia de

encapsulacion con este poloxamero es mayor?3,

3.4.1.4. Solubilidad en agua
Se estudié la S;z en las particulas obtenidas en agua a 25 °C, los resultados se

presentan en la Tabla 3.3.
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Muestras See (Ug/ml)
Secado Estufa Liofilizado
GB sin tratar 22,3+0,2
1M (P-188) 182,6+0,7 | 184,0+0,4
1H (P-188) 176,2+0,5 | 188,6+0,5
2M (P-407) 177,1£0,9 | 192,2+0,9
2H (P-407) 173,5+0,7 189,9+0,6
3M (PEG/P-188) 27,3+0,2 51,4+0,6
3H (PEG/P-188) 96,4+0,1 115,2+0,2
4M (PEG/P-407) 140,3+0,7 | 189.9+0,3
4H (PEG/P-407) 157,4+0,3 | 190,1+0,6
5M (EuRLPO/P-188) 28,2+0,1 56,1040,7
5H (EuRLPO/P-188) 97,8+0,5 121,9+0,4
6M (EuRLPO/P-407) 144,7+0,3 | 186,3+0,8
6H (EuRLPO/P-407) 140,1+0,1 | 158,9+0,6
7M (Y2 PEG/EURLPO/P-188) | 26,5+0,4 49,3+0,2
7H (Y2 PEG/EURLPO/P-188) 94,7+0,6 110,2+40,3
8M (Y2 PEG/EURLPO/P-407) | 149,8+0,4 | 187,4+0,5
8H (Y2 PEG/EURLPO/P-407) | 166,2+0,1 | 191,4+0,4
9M (PEG/EURLPO/P-188) 26,4+0,4 55,1+0,5
9H (PEG/EURLPO/P-188) 94,3+0,7 114,1+0,3
10M (PEG/EURLPO/P-407) 155,2+0,7 | 188,3+0,5
10H (PEG/EURLPO/P-407) 179,5¢0,4 | 192,1+0,3
11M (PEG/EURLPO) 25,0+0,2 47,4+0,1
11H (PEG/EURLPO) 95,7+0,6 121,3+0,7

En todas las NPs la solubilidad de GB fue superior a la solubilidad de la GB sin tratar.
Los valores de solubilidad obtenidos van desde 22,3 pg/ml para la GB pura, a 192
pg/mil.

En las muestras 3M, 5M, 7M, 9M y 11M secadas en estufa no se evidencié un gran
incremento en la solubilidad, mientas que las mismas secadas por liofilizacion
mostraron valores de solubilidad algo mas elevados. Este resultado era esperado debido
a la reduccion de tamafio de particula que aumenta la superficie de contacto con el
medio acuoso e induce una mayor solubilizacién. Cabe sefialar que una mayor
solubilidad permitiria aumentar el gradiente de concentracion entre el lumen y la sangre
y, en consecuencia, es posible que se incremente la capacidad de absorcion del
farmaco®.

Por otro lado al cambiar el tipo de agitacion durante el preparado de dichas muestras,
empleando el homogeneizador en lugar de agitador magnético (sistemas: 3H, 5H, 7H,
9H y 11H), la solubilidad acuosa aparente de GB aumenta hasta 5 veces con respecto a

la solubilidad de GB pura. Estos resultados, ademéas de estar relacionados con la
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reduccion del tamafio de particula, responderian a que durante la agitacion a alta
velocidad se favorece la dispersion de GB en la solucion y un mayor contacto con los
poloxameros, que poseen propiedades tensioactivas. De esta manera, las particulas
quedarian mejor recubiertas por estas moléculas, lo que favorece su solubilidad.

Es importante destacar que los sistemas formulados con P-407 mostraron valores de
solubilidad mayores en comparacion con los otros sistemas y en particular se
incremento en 6 veces la solubilidad respecto a la GB de partida.

Ademas y como era de esperar, se observaron mayores valores de solubilidad en las
muestras liofilizadas respecto a las secadas en estufa, debido al menor tamafio de

particula obtenido en dichos sistemas.

3.4.1.5. Ensayo de disolucion

El ensayo de disolucién es una herramienta fundamental para analizar si los procesos
de obtencién de MPs y NPs tienen algun impacto favorable sobre el fendmeno de la
disolucién. Su importancia se basa en el hecho que una muestra sélida debe disolverse
para atravesar las barreras biologicas y mejorar la biodisponibilidad.

En este estudio se analizaron los perfiles de disolucion de GB sin tratar y de las
muestras 5H (GB-EuRLPO/P-188), 6H (GB-EuRLPO/P-407) y 11H (GB-
EuRLPO/PEG).

Tal como se observa en la Figura 3.2 los sistemas que fueron liofilizados presentaron
un mayor perfil de disolucién que las muestras secadas en estufa y esa tendencia se
mantuvo durante todo el ensayo (durante 6 horas). Se podria postular que este fenémeno
se basa en las diferencias en el tamafio de particula entre los sistemas secados en estufa
y por liofilizacién, siendo estos ultimos valores menores a escala nanométrica.

Si bien, para aquellas muestras secadas en estufa se obtuvieron buenos porcentajes de
GB disuelta respecto a la disolucion de GB sin tratar, no fue posible lograr una
disolucion mucho mayor al 60% luego de 6 h. Este resultado se podria interpretar como
una potencial disolucion controlada del farmaco, que si bien no es el objetivo de este
trabajo, se podria considerar en el futuro, tomando en cuenta la necesidad de
formulaciones de GB de liberacion controlada. De todas maneras, estos resultados
coinciden con el trabajo de Dora y colaboradores?, que formularon NPs de GB con P-
188 y Eudragit L100, otro derivado polimérico de caracteristicas similares a los

empleado en esta tesis. Los autores describieron una rapida disolucion en los primeros
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minutos, similares a los perfiles de la Figura 3.2, pero luego se produjo una disolucion

mas controlada hasta el final del ensayo.

GB disuelta (%)
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Figura 3.2. Perfiles de disolucion de GB en buffer fosfato a pH 7,5 y 37 °C para las NPs
formuladas por homogeneizacion.

Contrariamente a lo que ocurre con los sistemas secados en estufa, las muestras que

fueron liofilizadas presentan perfiles de disolucion de GB elevados, que alcanzan el 100

% de eficacia luego de 2 horas para la muestra con PEG (11), y al 80 % en ese tiempo
para las muestras 5 (GB-EURLPO/P-188) y 6 (GB-EURLPO/P-407).

A pesar de la falta de referencias a modelos matematicos aplicados sobre sistemas

compuestos por tensioactivos, en este trabajo se aplicaron ecuaciones para analizar la

liberacion y disolucion de GB desde los sistemas formulados. En todos los casos los

perfiles de disolucion fueron ajustados al modelo cinético de Korsmeyer-Peppas, cuyas

curvas son representadas en la Figura 3.2, y los parametros estadisticos (coeficiente de

correlacion r?) y cinéticos obtenidos del ajuste se resumen en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Pardametros cinéticos (a y n) y estadisticos (r?) del ajuste al modelo de Korsmeyer-

Peppas.
Pardmetros| GB s/tratar| 5HL| 6HL | 11HL| 5SHE| 6HE| 11HE
a 0,02 0,18| 0,10 | 0,40 | 0,18 | 0,08 | 0,04
n 0,42 0,35| 044 | 019 | 0,26 | 044 | 043
r? 0,99 0,97| 098 | 099 | 099 | 0,99 0,99

El modelo Kosmeyer-Peppas generalmente se utiliza para analizar la liberacion de

farmacos desde formas farmacéuticas en las cuales el farmaco se encuentra en una
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matriz polimérica. En este tipo de matrices, el medio liquido (fluido bioldgico) penetra
en la matriz causando una relajacion de los enlaces poliméricos 0 un aumento del
volumen de la matriz por absorcién (sweeling) del medio liquido, lo que posteriormente
produce la liberacion de una manera especifica?.

De acuerdo a los resultados de este ensayo, los valores de r? lineal fueron elevados
(mayores a 0,97). Los valores de n fueron menores a 0,45, por lo que el mecanismo de
difusion que se propone para la disolucion de GB, partiendo de este tipo de sistemas
como de GB sin tratar, es de tipo Fickiano, que implica que la velocidad de difusion a
través de una membrana es directamente proporcional al gradiente de concentracion del
farmaco a ambos lados de la misma e inversamente proporcional al grosor de la

membrana, en este caso, de la matriz polimérica.

3.4.2. Nanoparticulas formuladas con Eudragit y polietilenglicoles de

diferente peso molecular

3.4.2.1. Tamafo de particula, indice de polidispersidad y potencial zeta

Considerando los resultados obtenidos previamente (punto 3.4.1), se formularon NPs
de GB con EuRLPO y PEGs de distinto peso molecular (400, 1500 y 3000) como
formadores de matriz. Los sistemas se prepararon empleando agitacion magnética y
homogeneizacion y se secaron unicamente por liofilizacion.

Se determino el Tpqrticuia © IPd de las NPs de GB formuladas y se determind el PZ en

cada uno de los casos, tal como se describe en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Tparticuta, IPA 'y PZ de las NP de GB.

Muestras Tparticuta ("NM)|  IPd (nm) | PZ (mV)
11M (PEG 6000)| 140,6+0,1 | 0,037+0,006| 24,7+0,6
11H (PEG 6000) 178,1+0,4 | 0,028+0,008| 24,1+0,4
12M (PEG 3000)| 197,3%#0,2 | 0,015+0,004| 19,2+0,4
12H (PEG 3000) 201,9+0,4 | 0,014+0,008| 18,4+0,1
13M (PEG 1500)| 225,2+0,7 | 0,050+0,007| 14,1+0,3
13H (PEG 1500) 264,1+0,5 | 0,012+0,004| 12,7+0,5
14M (PEG 400) 298,4+0,4 | 0,022+0,009| 5,7+0,4

14H (PEG 400) 317,5#0,6 | 0,013£0,007| 5,9+0,9
15M (sin PEG) 358,6+0,3 | 0,061+0,005| -21,1+0,6
15H (sin PEG) 459,7+0,2 | 0,024+0,004| -11,9+0,1
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Los resultados presentados en la Tabla 3.5 muestran que a medida que disminuye el
peso molecular de PEG, las NPs poseen un mayor Tyayticula-

En la Figura 3.3 se representa la relacion entre el T,q¢icuq Obtenido y el peso
molecular de PEG empleado. Puede observarse que el tamafio disminuye de manera
exponencial (r> = 0,9876) con el aumento del peso molecular para el rango ensayado.
Esto podria deberse a que al aumentar el peso molecular del PEG es mayor la cantidad
del polimero que se disuelve en la fase acuosa, ya que aumenta su solubilidad en agua, y
queda menos cantidad de PEG libre para formar las NPs de GB. También podria
considerarse que una mayor cantidad de cadenas poliméricas de PEG 400 (de menor
PM) podrian recubrir las particulas, en comparacion aquellas muestras en las que se
usan PEGs de mayor peso molecular (PEG 1500, 3000 y 6000), que a su vez
incrementaria el tamafio de particula de GB. Es necesario mencionar que no hay datos
en la literatura relacionados con este fendmeno, lo que transforma estos resultados en
novedosos, siendo necesario realizar méas estudios en el futuro para confirmar las

hipGtesis mencionadas.
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Figura 3.3. Correlacion entre el Tpqrticutay €l PM de PEG empleado.

Por otro lado, en la Tabla 3.5, se observa que el PZ en ausencia de PEG (en el caso en
que solo se trabajo con EURLPO) presento valores negativos, mientras que a partir del

empleo de PEG y a medida que aument6 el peso molecular del mismo el potencial zeta
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promedio de las particulas de GB fue aumentando. Es posible que el PEG esté
influenciando la carga superficial de la particula, ubicAndose probablemente en la
superficie externa de la misma.

Se han encontrado en la bibliografia trabajos previos en los que, empleando PEG en
combinacién con otros polimeros, el PZ fue pasando desde valores positivos a

negativos?”.

3.4.2.2. Microscopia electronica de barrido

Luego del proceso de secado se empleé MEB para analizar la morfologia y superficie
de los nanosistemas obtenidos a partir de los dos métodos de agitacién (magnética y
homogeneizador). Las micrografias de las NPs se muestran en la Figura 3.4. Las
imagenes se muestran con una ampliacion de 20 kX, y en todos los casos, la barra
representa un tamafio de 1pm.

Las NPs formuladas mediante agitaciobn magnética presentaron una estructura cuasi
esférica, con asociaciones en forma de ramificacion. En general, el tamafio obtenido
mediante esta técnica fue similar al determinado previamente en las NPs (ver Tabla 3.5)
y no se detectaron particulas de mayor tamafo o diferente estructura.

Por el contrario, las NPs preparadas empleando homogeneizador mostraron una
estructura cubica con una superficie irregular y el tamafio fue ligeramente diferente al
obtenido en el punto anterior.

En ningln caso se alcanzé a detectar la presencia de poros que podrian modificar la

disolucién de GB.
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Figura 3.4. Micrografias de MEB de las NPs de GB y PEG de diferentes PM. 11M (A), 11H
(B), 12M (C), 12H (D), 13M (E), 13H (F), 14M (G), 14H (H), 15M (1) y 15H (J).
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3.4.2.3. Calorimetria diferencial de barrido

En general, las interacciones entre un farmaco y distintos excipientes pueden influir en
las propiedades fisicoquimicas, farmacoldgicas y el comportamiento del mismo. Una de
las técnicas mas empleadas para evaluar esas interacciones es la CDB, que por medio de
un andlisis térmico es posible observar los posibles estados de transicion vitrea de un
solido frente al incremento de la temperatura.

También es posible evaluar potenciales transiciones de un estado cristalino a amorfo si

se producen cambios en el punto de fusion del farmaco?®,

Tabla 3.6. Andlisis térmico de los nanosistemas y sus componentes.

AH,, (J/9)
Muestras Cm (%
EURLPO | PEG (Temperatura (?e?:usién: 173 °C) 9
GB sin tratar - - 138,87 100,00
Eu RLPO 22,85 - - -
PEG 400 - 154,30 - -
PEG 1500 - 168,74 - -
PEG 3000 - 175,84 - -
PEG 6000 - 205,43 - -
11M (PEG 6000) 5,36 54,88 102,48 73,80
11H (PEG 6000) 4,98 57,41 107,26 77,24
12M (PEG 3000) 4,94 52,93 84,83 61,09
12H (PEG 3000) 5,75 48,75 87,40 62,94
13M (PEG 1500) 2,28 22,96 55,01 39,61
13H (PEG 1500) 4,59 24,81 58,33 42,00
14M (PEG 400) 4,81 12,16 51,34 36,97
14H (PEG 400) 3,35 13,94 49,75 35,82
15M (sin PEG) 10,18 - 42,64 30,70
15H (sin PEG) 9,85 - 45,73 32,93

Los valores de entalpia de fusion (AH,,) de GB, las NPs y los componentes de las
mismas se muestran en la Tabla 3.6. El andlisis térmico del farmaco sin tratamiento
indico un pico endotérmico a 173 °C (con un valor de AH,, de 138,87 J/g). La entalpia
para los nanosistemas mostré en todos los casos valores mas bajos que los obtenidos
para GB sin tratar. Sin embargo, cuando fueron empleadas NPs formuladas con PEG de
alto PM, como PEG 6000 o 3000 (muestras 11 y 12) los valores de entalpia de fusion
para GB fueron mas altos y cercanos a lo obtenido con GB sin tratamiento.

Se calcul6 el 100 % de cristalinidad total (C,,,) en base al valor obtenido para GB pura.

El anélisis térmico de las NPs exhibi6 resultados que se relacionan con el PM de los

71



Capitulo 3. Glibenclamida.

PEGs. A medida que se increment6 el PM se observé un mayor grado de cristalinidad
de GB.

Es posible postular, en este caso, que el estado cristalino del farmaco se podria
estabilizar con mayor grado a medida que se incrementa el PM de los PEGs estudiados,

sin embargo no hemos hallado datos en la literatura que avalen este postulado.

3.4.2.4. Analisis de difraccion de rayos X

La Figura 3.5 se muestran los espectros de rayos X de GB y de las NPs de GB
obtenidas con agitacion magnética (3.5 A) y homogeneizador (3.5 B).

GB presentd dos picos intensos y caracteristicos alrededor de 20 26, coincidentes con
los datos de la bibliografia. Los mismos picos se observaron en los todos los
nanosistemas estudiados, sin embargo la intensidad en estos casos es significativamente
menor, lo que podria deberse a una reduccion de la cristalinidad. Este efecto se ve mas
claramente en las NPs elaboradas con agitacion magnética (Figura 3.5 A).

Estos resultados y los obtenidos a partir del analisis térmico sugieren que la

cristalinidad del farmaco se ha reducido de manera parcial.
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Figura 3.5. Patrones de DRX de GB sin tratar y las NPs elaboradas empleando agitacion
magnética (A) y homogeneizador (B).

3.4.2.5. Eficacia de encapsulacion
Se calculd la E-E de GB para cada una de las NPs formuladas, los valores obtenidos

se muestran en la Tabla 3.7.
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Tabla 3.7. E¢E de GB para las NPs.

Muestras EfE (%)
11 M |60,36+0,06
11H |]53,15+0,04
12 M ]91,00+0,05
12H ]90,79+0,08
13M | 94,26+0,05
13H ]93,77+0,02
14M | 95,93+0,03
14H |90,40+0,05
15M | 96,58+0,07
15H |93,81+0,05

Capitulo 3. Glibenclamida.

Los porcentajes de GB encapsulada para la elaboracion de NPs fue superior al 90%,

excepto en los casos en que se empled como estabilizante el PEG 6000 (11M y 11H), en

el cual la eficacia fue significativamente inferior (M: 60% y H: 53%). Estos resultados

pueden deberse a que el PEG se ubicaria en la interface entre el polimero y el farmaco y

al aumentar el PM, aumenta también la capacidad para excluir a la GB, disminuyendo

asi la eficacia de entrampado, Peracchia y colaboradores han postulado previamente la

influencia del PEG en la eficacia de encapsulacion?.

3.4.2.6. Solubilidad en agua

En la Tabla 3.8 puede observarse que en las NPs formuladas la Sz fue superior a la

solubilidad de la GB sin tratar (excepto en la muestra 15M, elaborada con GB y
EUuRLPO sin PEG con M, donde la solubilidad no fue superior).

Tabla 3.8. S;p en las NPs.

Muestras |S;z (Hg/ml)
GB s/tratar| 22,3+0,2
11M 47,5+0,1
11H 121,3+0,1
12M 45,5+0,1
12H 67,940,2
13M 38,5+0,1
13H 41,5+0,5
14M 30,0+0,1
14H 38,040,1
15M 22,040,1
15H 31,840,3

Se puede observar en la Tabla 3.8 que a medida que aumenta el peso molecular del

PEG empleado también aumenta la solubilidad en agua de la GB. Estos resultados
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estarian directamente relacionados con la disminucién en el radio promedio de las NPs;
es decir, a menor tamario se observa una mayor solubilidad acuosa de GB.

Cabe destacar que el aumento en la solubilidad fue mas significativo para aquellas
muestras que fueron elaboradas por agitacion a altas velocidades. Como se mostrd
previamente por MEB (ver Figura 3.4 en la Pagina 70), las NPs elaboradas empleando
el homogeneizador mostraron una estructura superficial diferente a las formuladas por
agitacion magnética, lo que explicaria las diferencias significativas en la solubilidad
acuosa de GB obtenidas para las NPs. Sin embargo no se han encontrado antecedentes
en la bibliografia en donde se evalue el tipo de agitacion durante la formulacion con la

solubilidad acuosa final del farmaco.

3.4.2.7. Ensayo de disolucion de glibenclamida

En la Figura 3.6 se muestran los perfiles de disolucion de GB desde las NPs y se
compara con el obtenido para GB sin tratamiento previo. En la parte A se exhiben los
perfiles de disolucion de las NPs preparadas con agitacion magnética y en la seccién B
los perfiles de las NPs preparadas con homogeneizador. Los resultados presentan un
incremento de la velocidad de disolucion de GB para todas las NPs respecto a la
obtenida con GB sin tratar.

Tal como se puede observar, el incremento de la velocidad de disolucion de GB se
correlaciona directamente con el incremento del PM del PEG. Este fendmeno podria
deberse a una mayor capacidad de humectacién a medida que aumenta el PM, y por
ende mayor disolucion a los largo del tiempo. Por otro lado, las NPs formuladas con
PEG de mayor peso molecular presentaron tamafios de particula menores y, como se ha
encontrado previamente, el tamafio es uno de los factores que afectan de manera més
significativa la velocidad de disolucion de diversos sistemas®3!,

Ademas, en la Figura 3.6 se pueden diferenciar claramente dos mecanismos de

disolucion distintos.
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Figura 3.6. Perfiles de disolucién de NPs de GB con PEGs de diferente PM, empleando

agitacién magnética (A) y homogeneizador (B) durante su formulacién.
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En el caso de las NPs 11 y 12, formuladas con PEGs 6000 y 3000 respectivamente, los
perfiles de disolucién son correlativos con el modelo de disolucién de Korsmeyer-
Peppas, el mismo intenta explicar mecanismos de disolucion de farmacos donde se
presenta una erosién y/o disolucion de la matriz, siendo comun en sistemas
poliméricos®.

Por el contrario las NPs formuladas con PEGs de bajo PM (13 y 14) o sin PEG (15)
mostraron perfiles de disolucién de tipo sigmoideos que fueron ajustados al modelo de
Weibull. Este modelo representa la disolucion de farmacos a partir de estructuras de tipo
matriciales, ya que en principio la disolucion es lenta, y a un determinado tiempo
(cuando la matriz logra romperse) aumenta repentinamente la disolucion hasta llegar a
su valor maximo. Esto podria indicar las NPs elaboradas sin PEG o con PEGs de bajo

PM presentan una estructura matricial.

3.4.2.8. Ensayo de liberacion de glibenclamida

En las Figuras 3.7 y 3.8 se exhiben los perfiles de liberacion de GB desde las NPs y
para GB sin tratar en dos soluciones de distinto pH: fluido gastrico simulado a pH 1,6
(Figura 3.7) y fluido intestinal simulado a pH 6,5 (Figura 3.8).

En las Figuras 3.7 (A 'y B) se exhiben los perfiles de liberacion de GB para las NPs
preparadas con agitacion magnéica (A) y homogeneizador (B) en el medio que simula
fluido gastrico. Los perfiles de liberacion de GB a partir de las NPs son ajustados al
modelo de Korsmeyer-Peppas descripto previamente.

En la Figura 3.8 se observan los perfiles de disolucion de GB a partir de las NPs, en
medio simulado de fluido intestinal. Nuevamente se separa el anélisis entre aquellas

muestras formuladas mediante agitacion magnética (A) y homogeneizador (B).
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Figura 3.7. Perfiles de liberacion, en medio simulado de fluido géstrico, de GB desde las NPs
formuladas empleando agitacién magnética (A) y homogeneizador (B) durante su formulacion.
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Figura 3.8. Perfiles de liberacion, en medio simulado de fluido intestinal, de GB desde las NPs
formuladas empleando agitacién magnética (A) y homogeneizador (B) durante su formulacién.
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Los resultados obtenidos fueron ajustados a diferentes modelos matematicos para
explicar el fendomeno de liberacién de GB. En ambos casos (muestras formuladas por
agitacion magnética y por homogeneizador) se evidencio un modelo sigmoideal de
liberacion de GB para aquellos nanosistemas elaborados sin PEG. Para el resto de las
muestras los perfiles de disolucion de GB fueron correctamente ajustados a la cinética
de Korsmeyer-Peppas.

Si se comparan los resultados obtenidos para las NPs respecto a la disolucién y la
liberacion podemos observar una importante diferencia respecto al tipo de ajuste para
los casos en los que se emplea PEG de bajo PM. La disolucion ajusta a modelos de tipo
sigmoideos, mientras que la liberacion fue modelada empleando la ecuacion de
Korsemeyer-Peppas. Esto podria deberse al empleo de diferentes medios en la
evaluacion de cada uno de los fendmenos, pero el motivo principal podria ser el empleo
de las bolsas de didlisis (durante el ensayo de liberacion) que permitiria que el farmaco

se libere de forma continua.

3.4.2.9. Interaccion de nanoparticulas con proteinas del mucus

Como se explicd en el Capitulo 2 punto 2.2.2.4.4, ciertas NPs pueden disminuir su
movilidad en presencia de proteinas del mucus (mucinas), debido a que interaccionan
con estas, reduciendo asi la capacidad de dichos sistemas de atravesar la membrana
celular.

En base a ello, y en una primer instancia, se decidié evaluar el comportamiento de dos
NPs comerciales, con diferentes capacidades de adhesion a mucinas: NPs control que no
interaccionan con las proteinas del mucus (Figura 3.9 A) y NPs control que
interaccionan fuertemente con mucinas (Figura 3.9 B). En ambos casos en la parte
superior se observan los resultados del tamafio estimado en base a la movilidad de las
NPs en ausencia de mucinas y en la parte inferior en presencia de las mismas.

En el caso de las NPs de la Figura 3.9 A se observa que el perfil de distribucion de
tamafio no se ve modificado en presencia de las mucinas. Por el contrario cuando las
NPs interaccionan con las proteinas del mucus, la movilidad de las NPs se ve

disminuida, aparentando un mayor tamafio, como puede observarse en la Figura 3.9 B.
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Figura 3.9. Distribucion del Tpqyr¢icutq Para dos NPs control de 200 nm en ausencia y presencia

de proteinas del mucus.

Luego, para el analisis de las particulas desarrolladas se llevo a cabo el mismo analisis.

Los resultados se observan en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9. Tpartitucta €Stimado por desplazamiento relativo y el efecto de mucinas sobre el

mismo.
Agitacion magnética Homogeneizador
NP - - - - - -
Sin mucinas | Con mucinas | Sin mucinas | Con mucinas
11 150450 184+40 189+30 204450
12 201440 220120 190+30 230420
13 214420 209430 266+10 259430
14 283+30 292410 301+30 31720
15 328420 382+20 496+20 504+30

Como puede verse en la Tabla 3.9 los tamarios obtenidos para las NPs en ausencia de

mucinas mediante esta técnica no varia significativamente de los obtenidos por

dispersion de luz dinamica (ver Tabla 3.5, Pagina 67).

Respecto a la interaccion con mucinas, las NPs elaboradas con PEG de bajo peso
molecular como PEG 1500 y PEG 400 o sin PEG (muestras 13, 14 y 15

respectivamente) no mostraron cambios significativos en el tamafio relativo obtenido, lo

que podria indicar una interaccion nula con las proteinas del mucus. Esto puede deberse

principalmente a la carga que presentan dichas particulas (ver valores de PZ en Tabla
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3.5), ya que presentan carga negativa (al igual que las mucinas) o carga positiva baja, no
permitiendo asi interacciones electrostaticas fuertes entre si.

Por otro lado aquellas NPs formuladas con PEG de peso molecular alto mostraron
ciertas diferencias entre su tamafio relativo antes y después de ponerse en contacto con
mucinas. Si bien los cambios fueron poco significativos, se observa una tendencia al
aumento de la desviacion estandar de los valores de tamafio obtenidos, pudiendo indicar
que algunas NPs se encuentran interaccionando con las proteinas. En este sentido es
importante destacar que las NPs mencionadas presentaron valores de PZ (ver Tabla 3.5)

positivos y algo mas elevados que el resto de los nanosistemas estudiados.

3.4.2.10. Viabilidad celular

Para evaluar la presencia de un potencial efecto toxico de las NPs sobre las células, se
realiz6 el ensayo MTT (ver Capitulo 2, seccion 2.2.2.4.6) en celulas Caco-2 en
proliferacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos, después de 24 y 48 horas de incubacion de las
células con las NPs, la viabilidad celular fue similar a la de las células control (aquellas
no tratadas con NPs) a altas concentraciones de NPs (2 mg/ml), lo que sugiere la
ausencia de dafio celular, en tales condiciones.

Los resultados se pueden ver en la Figura 3.10.
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Figura 3.10. Sobrevida celular de cultivos de células Caco-2 en presencia de las NPs.
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3.4.2.11. Ensayos de transporte

3.4.2.11.1. Control de resistencia epitelial transmembrana

Los cultivos de células Caco-2, en las condiciones estudiadas, mostraron altos valores
de TEER luego de solo 5 dias posteriores a ser sembradas en los Transwells®. Los
valores TEER se estabilizaron después del dia 8 en un valor cercano a 1400 Q cm? lo
que indica que la barrera epitelial se encuentra en éptimas condiciones.

Estudios anteriores sugirieron la formacién de uniones estrechas funcionales pocos
dias después de la siembra de células en membranas Transwells®3334 en este caso el
cultivo de Caco-2 observé propiedades bioeléctricas equivalentes a las que se habian
descrito.

Se evaluaron los sistemas formulados con agitacion magetica (Figura 3.11 A) y con
homogeneizador (Figura 3.11 B). También se compararon con los controles del medio
celular y con el farmaco de partida.

Tal como se puede observar, los valores TEER no se alteran significativamente
durante la prueba de transporte, lo que indica el mantenimiento de la integridad de la
membrana de las células Caco-2.

Para las muestras elaboradas por agitacion magnética y en la 3.11 B para
homogeneizador, ademas en ambos casos se presentan los controles llevados a cabo con

el cultivo celular y el medio o GB sin tratar.

1800
A
1600 1

1400 B

=
1200 $T%

1000 4

800

800 - —#— Contro positivo
—@— GB sin tratar

—=— Contro positivo
—o— GB sintratar

TEER ((2*cm?)
TEER ((2%cm?)

600 —— 11M 600 —— 11H
—2— 12M —a— 12H
400 —m— 13M 400 A —=— 13H
—m— 14M —B— 14H
200 4 —— 15M 200 4 —— 15H
0 T T T T ) 0 T T T T ]
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
tiempo (min) tiempo (min)

Figura 3.11. Evolucion de los valores de TEER para cultivos de células Caco-2 durante el

tratamiento con GB sin tratar, las NPs y medio de cultivo (control positivo).

3.4.2.11.2. Control de la permeabilidad de glibenclamida
La membrana celular es una barrera selectiva que permite la penetracion de moléculas

pequefias como nutrientes, factores de crecimiento y anticuerpos.
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En esta parte del trabajo se estudid el transporte de GB desde el compartimiento apical
al basolateral pasando por una monocapa celular de Caco-2. Para ello se calculd la
permeabilidad aparente de GB (ver Capitulo 2, Pagina 41) a partir de GB sin tratar y a

partir de las NPs formuladas, los resultados se muestran en la Figura 3.12.
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Figura 3.12. P, de GB sin tratar y las NPs de GB y PEG a través de una monocapa de células
Caco-2.

Los resultados muestran que la permeabilidad aparente de GB aumenta
significativamente al emplear cualquiera de las NPs formuladas. Sin embargo, el
aumento de la P,,, fue mas importante para aquellas NPs elaboradas con PEGs de
mayor peso molecular. Esto podria deberse al menor tamafio de las NPs formuladas en
dichas condiciones, que les permitiria atravesar la membrana celular de forma mas
efectiva.

En adicion, cuando PEGs de alto PM fueron empleados, la velocidad de liberacion
mostrd ser mayor, por lo tanto, una vez atravesada la membrana celular, las NPs tendran

una gran capacidad de liberar el farmaco.

3.4.3. Diseflo y optimizacion de nanoparticulas formuladas con

Eudragit, polietilenglicol 6000 y poloxameros

3.4.3.1. Fase de screening
El DOE es una técnica estadistica que permite identificar y cuantificar las causas de un
efecto dentro de un estudio experimental de forma que con el minimo ndmero de

pruebas se consiga obtener informacion util para llegar a conclusiones que permitan
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optimizar la configuracion de un proceso o producto. En consecuencia, durante la
primera etapa de este trabajo se llevo a cabo un disefio de Plackett-Burman para estudiar
los factores que podrian afectar a las propiedades de las NPs.

Cada uno de los factores (cantidades de P-188, P-407, EURLPO y PEG 6000, y el tipo
de agitacion empleado) fue evaluado a dos niveles (el maximo y el minimo propuestos
para la elaboracion de NPs). La evaluacion consistié en el analisis de los distintos
factores sobre las respuestas (rendimiento, eficacia de entrampado, tamafio de particula
y solubilidad), se realizaron 12 experimentos independientes, y con estos resultados se
Ilevé a cabo un ensayo de analisis de varianza (ANOVA), cuyos resultados se muestran
en la Tabla 3.10.

Tabla 3.10. Valores de p obtenidos para cada uno de los factores sobre las respuestas.

R (%) EfE (%) Tparticula (nm) SGB (Hg/mD
Modelo 0,0001 0,0009 0,0013 <0,0001
P-188 (mg) <0,0001 0,0086 0,0009 <0,0001
P-407 (mg) 0,0110 0,0060 0,0009 <0,0001
EuRLPO (mg) 0,1775 0,0002 0,9920 <0,0001
PEG 6000 (mg) 0,0141 0,0070 08968 <0,0001
Agitacion 0,7152 0,6279 0,0042 0,9012

En la Tabla 3.10 puede observarse que para todas las respuestas estudiadas se logro
modelar su comportamiento de manera significativa. Sobre el R los factores
significativos fueron: la cantidad de P-188, de P-407 y de PEG 6000; esto estaria
indicando que la cantidad del polimero EURLPO no afectaria significativamente el R
obtenido.

Se encontro que la EfE se ve afectada significativamente por las cantidades de los
excipientes usados. Estos factores estarian alterando la capacidad de que GB forme
parte de las NPs, es decir que los componentes y sus cantidades influyen
significativamente durante el proceso de nucleacion en el que se forma la NP.

Los factores que tendrian un efecto significativo sobre el Tp,qr¢icuia SON €l tipo de
agitacion y las cantidades de los poloxameros usadas.

Finalmente la S, estaria siendo influenciada significativamente por las cantidades de
los componentes usados, resultados que coinciden con los encontrados en la
bibliografia®.

A partir de los resultados obtenidos en la fase de screening podemos afirmar que el

modelo fue significativo en las 4 respuestas ensayadas: R, EfE, Tparticuia Y Sgg- POr

otro lado, todos los factores estudiados resultaron significativos para al menos una de
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las respuestas ensayadas. Esta informacion fue empleada para la fase de optimizacién

final.

3.4.3.2. Fase de optimizacién

Para la optimizacion se llevo a cabo un disefio de superficie de respuesta de tipo
Central Compuesto, con la informacion obtenida previamente en el screening.

Para el proceso de optimizacion se buscé formular un sistema nanoparticulado de GB
con un elevado R, alta E¢E, bajo Tparticuia Y que aumentara al maximo la solubilidad
acuosa relativa de GB.

Para el disefio Central Compuesto se llevaron a cabo 42 experimentos, con
repeticiones del punto central. Para esto, se formaron combinaciones de los factores
seleccionados: cantidad de P-188 y P-407 (desde 0 a 536 mg), cantidad de EURLPO (de
0 a 268 mg) y cantidad de PEG 6000 (de 0 a 200 mg), variando el tipo de agitacién
empleado (magnética y homogeneizacion).

Luego de eliminar los posibles outliers, las respuestas obtenidas fueron ajustadas a
modelos polinomiales, los resultados de los ensayos ANOVA para la optimizacion de
las respuestas arrojan buenos indicadores estadisticos, la falta de ajuste en todos los
casos fue no significativa, siendo el modelo significativo y r? ajustado similar al r

predicho, esto se muestra en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11. Valores de falta de ajuste, de los parametros r? y p obtenidos para cada uno de los
factores sobre las respuestas estudiadas.

0 0 Tharticula Solubilidad
ROO | EEOO | Pom) (ug/ml)
Modelo <0,0QO_1 <0,0QQ1 <0,0QO_1 <0,0001
Cuadratico Cuadratico | Cuadrético Lineal
P-188 (mg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
P-407 (mg) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
EuPLPO (mg) <0,0001 <0,0001 0,4786 <0,0001
PEG 6000 (mg) <0,0001 <0,0001 0,2010 <0,0001
Agitacion 0,0503 0,6196 0,1081 0,6883
Falta de ajuste . .'\.IO . . .'\.IO . . .'\.IO . . .'\.IO .
significativo | significativo | significativo | significativo
r? ajustado 0,9999 0,9956 0,9990 0,9928
r? predicho 0,9995 0,9845 0,9975 0,9909

Los resultados del analisis arrojaron que el modelo lineal es apropiado para explicar el
comportamiento de la S;z al modificar los factores que se estudian en este trabajo.
Mientras que el resto de las respuestas (R, EfE Y Tparticuia) SON €Xplicadas a través de

modelos cuadraticos.
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A partir de los resultados mostrados en la Tabla 3.11 podemos concluir que el
rendimiento es fuertemente dependiente de las cantidades de poloxameros, PEG 6000 y
EUuRLPO usadas, ademas parece estar levemente influenciado por el tipo de agitacion
empleado. Por otro lado, la EfE mostr6 una importante dependencia por las cantidades
de poloxameros, de PEG 6000 y de EURLPO. El Tpgyticuiqa Mostro ser dependiente de
las cantidades de P-188 y P-407 empleadas en las NPs, estos resultados eran de
esperarse debido a los estabilizantes tienen como funcién definir el tamafio de las
particulas en los sistemas al impedir o disminuir el efecto de agregado o de
aglomeracion.

Por dltimo la S, estaria siendo afectada de manera significativa por las cantidades de
P-188, P-407, PEG 6000 y EURLPO.

Tabla 3.12. Restricciones de la optimizacion para la formulacion de NPs de GB.

Factor/Respuesta Objetivo Limite inferior Limite superior Importancia
P-188 (mg) En el rango 0 400 3
P-407 (mg) En el rango 0 400 3

EUPLPO (mg) En el rango 0 200 3
PEG 6000 (mg) En el rango 0 200 3
Agitacion En el rango Magnética Homogeneizador 3

R (%) Méaxima 1,87 92,40 5
EfE (%) En el rango 94,53 99,43 3
Tparticuta (NM) Minima 56 255 2
See (Ug/ml) Méaxima 23,79 157,81 5

En la Tabla 3.12 se observan las condiciones en las que se llevo a cabo la optimizacién
para la elaboracion de las NPs de GB. Para todos los factores estudiados se permiten
valores que estén en el rango en el cual se trabajo.

Se muestra también la importancia relativa de las respuestas para la fase de
optimizacion. Con respecto al R y la S; se pone como objetivo maximizarlas con una
importancia relativa de 5. En el caso de la EfE los valores obtenidos en todos los
sistemas fueron elevados, siendo el limite inferior mayor al 94 %, valor aceptable para
este trabajo, por lo que se permitio que esta respuesta pueda variar en el rango de los
resultados obtenidos. Por otro lado, como se dijo previamente, un menor Tpurticuiq
podria modificar las propiedades biofarmacéuticas de un farmaco, por lo que se busco
minimizar esa respuesta, con una importancia relativa baja, de 2, ya que el objetivo
principal fue aumentar significativamente la S;z en los sistemas.

Una vez llevado a cabo el procedimiento de optimizacidn, con los resultados obtenidos

se construyd la D en funcidon de los factores que influyen en las respuestas. Se
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seleccionaron las mejores condiciones de elaboracion para las NPs de GB segln lo
obtenido del disefio. En las condiciones mencionadas, la D alcanza un valor maximo de
0,83, el que fue considerado adecuado para los propdsitos de este trabajo.

A continuacion, en las Figuras 3.13 a 3.19 se muestran las variaciones de las
respuestas en funcion de los factores que fueron significativos sobre cada una de ellas.

En las graficas se representan solo los factores de tipo numéricos.
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Figura 3.13. Variacion del R en funcion de las cantidades de P-188 y P-407.

En la Figura 3.13 se represento el R en funcion de dos de los tres factores que influyen
en su comportamiento, cantidades de P-407 y P-188. Mientras que en la Figura 3.14 se
observa la influencia sobre el rendimiento del tercer factor que fue considerado
significativo, la cantidad de PEG 6000, y la cantidad de EuRLPO. Esto puede
corroborarse en la grafica presentada, ya que el polimero no estaria afectando el
rendimiento total del proceso, mas notable ain si lo comparamos con el efecto de
modificar la cantidad de PEG 6000. En este caso puede observarse que al aumentar la

cantidad de éste polimero aumenta el rendimiento obtenido.
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En las figuras anteriores se observa la variacion de la eficacia de entrampado en
funcién de los factores que influenciaron significativamente esta respuesta, las

cantidades de P-188 y P407 (Figura 3.15) y las cantidades de EURLPO y PEG 6000
(Figura 3.16).
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Figura 3.19. Variacion de la S¢p en los sistemas en funcién de las cantidades de EURLPO y
PEG 6000.

El Tparticuia, CUya variacion puede observarse en la Figura 3.17, se vio altamente
influenciado por las cantidades de P-188 y P-407 como se explicd previamente.

En las Figuras 3.18 y 3.19 se muestra la influencia de los factores cantidades de P-188
y P-407 y cantidades de EURLPO y PEG 6000 respectivamente, sobre la S;5 en agua.
Los cuatro factores mencionados mostraron tener efectos significativos sobre dicha
respuesta.

En las Figuras 3.20 a 3.25 se observan los graficos de la deseabilidad en funcion de
cada una de las respuestas optimizadas.
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Figura 3.20. Gréfico de deseabilidad en funcion de las cantidades de P-188 y P-407.
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Figura 3.21. Gréfico de deseabilidad en funcion de las cantidades de P-188 y EURLPO.

En todos los casos los graficos de deseabilidad en funcion de los factores estudiados

mostraron ser complejos y dependientes de todas las condiciones ensayadas.
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Figura 3.22. Gréfico de deseabilidad en funcion de las cantidades de P-188 y PEG 6000.
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Figura 3.23. Gréfico de deseabilidad en funcion de las cantidades de P-407 y EURLPO.
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Figura 3.24. Gréfico de deseabilidad en funcion de P-407 y PEG 6000.
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Figura 3.25. Grafico de deseabilidad en funcion de las cantidades de EURLPO y PEG 6000.

3.4.3.3. Verificacion de la optimizacion
En la Tabla 3.13 se muestran los protocolos para la elaboracion del ensayo optimizado

y el que contiene las condiciones reales en que se pudo trabajar.

Tabla 3.13. Protocolos y resultados del experimento de optimizacion (valores tedricos y
experimentales).

Factores P-188 (mg) | P-407 (mg) | EURLPO (mg) | PEG 6000 (mg) | Agitacion
Tedrica 399,90 7,95 200,00 200,00 M
Experimental 400,00 8,00 200,00 200,00 M
Respuestas R (%) EfE (%) Tyarticuta (NM) Sge (Hg/ml)
Tedrica 84,41 94,83 153 147,28
Experimental 84,33 94,50 155 151,32

En todos los casos los resultados fueron satisfactoriamente predichos, no observandose

diferencias significativas entre lo esperado y lo obtenido. Por otro lado, los resultados
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demuestran que el proceso de optimizacion fue exitoso, ya que los parametros obtenidos
son los deseables. En el caso de la solubilidad de GB en el sistema optimizado se
observa un incremento de casi 7 veces la solubilidad acuosa evidenciada para GB sin
tratar (de 22 pg/ml).

3.4.3.4. Evaluacion de la disolucién de glibenclamida en el sistema
optimizado

Se busco determinar si la velocidad de disolucion de GB efectivamente se veia
afectada por las respuestas optimizadas previamente (Figura 3.26). Para ello, se

compararon los perfiles de disolucion de GB sin tratar y la optimizada.

Disolucién de GB (%)

—&— NP optimizada
—&— B sin tratar

! T T T
0 100 200 300
tiempo (min)

Figura 3.26. Perfiles de disolucion de GB desde las NPs optimizadas y desde GB sin tratar.

Puede observarse que la velocidad de disolucién de GB en el sistema nanoparticulado
es ampliamente superior a la de GB sin tratar. Esto se deberia a que, efectivamente, las
respuestas optimizadas para la formulacion de estas NPs tienen una influencia
significativa en la velocidad de disolucién de GB, principalmente el menor tamafio de
particula y una mayor eficiencia en la solubilidad que fueron importantes para obtener
un nanosistema con mejores capacidades disolutivas.

Finalmente en la Tabla 3.14 se muestran las cantidades de GB disuelta (Qg;g) a 3

diferentes tiempos (10, 30 y 60 minutos) desde las NPs optimizadas y GB sin tratar.
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Tabla 3.14. Cantidades de GB disuelta a diferentes tiempos para las NPs optimizadas y GB sin

tratamiento.

Qg (%) | GBsintratar | NP optimizada
Qgp 10 24,5 56,5
Qg5 30 26,3 87,2
Qcp 60 29,5 94,5

Se demuestra que la velocidad de disolucién de GB para las NPs fue superior a la de

GB sin tratamiento. Obteniéndose a los 10 minutos de comenzado el ensayo el doble de

la capacidad disolutiva.
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3.5.Conclusiones

Se formularon particulas de GB con poloxameros, EURLPO y PEGs que permitieron
un aumento en la solubilidad acuosa de dicho farmaco de hasta mas de 6 veces. Los
resultaron indican que la velocidad de disolucion de GB en todas las muestras fue
superior a la del farmaco sin tratar. Tanto las metodologias de agitacion como el tipo de
secado aplicados en este estudio dieron como resultado la obtencion de NPs con
diferentes caracteristicas fisicogquimicas. A partir de todas las muestras que fueron
secadas por liofilizado se obtuvieron particulas submicrémicas, con tamarios desde 49 a
394 nm, mientras que cuando el secado fue llevado a cabo en estufa las particulas
exhibieron un tamafio micrométrico.

En relacion a la influencia del PM del PEG, los resultados demostraron que el
incremento del mismo dio como resultado la formacion de NPs de menor tamario, y que
a su vez aumentaba la S;5. Ademas, el incremento del PM del PEG se correlacioné de
manera directamente proporcional con la velocidad de disolucién de las
correspondientes NPs.

Se demostré que las NPs desarrolladas no interaccionaban significativamente con las
proteinas del mucus y los ensayos de viabilidad celular indicaron que las NPs no
presentaron citotoxicidad frente a células Caco-2.

Finalmente se llevd a cabo un disefio de experimentos para optimizar la formulacion
de NPs. En base a los resultados obtenidos previamente se llevaron a cabo dos etapas
(screening y la fase de optimizacion). Las NPs optimizadas de GB fueron preparadas
empleando 400 mg de P-188, 8 mg de P-407, 200 mg de EURLPO e igual cantidad de
PEG 6000, y M. Este sistema, que brindé la mayor deseabilidad (D=0,83), alcanz6 un R
del 84 %, la EfE fue 94 %, el Tparticuia d€ 155 nmy una Sgp 151,32 pg/ml.
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4.2.Introduccion

La enfermedad de Chagas es la principal infeccion parasitaria endémica en Argentina, con
casi 2,5 millones de personas infectadas y mas de 7 millones en riesgo de infeccion. En
América del Norte, particularmente en el sur de los Estados Unidos, se ha detectado en los
Gltimos afios un aumento de esta enfermedad parasitaria, principalmente debido a la
migracion de la poblacion infectada que vive en América Latinal como se mencioné en el
Capitulo 1. A pesar de que la incidencia de esta enfermedad sigue siendo muy alta, por el
momento, solo hay dos farmacos disponibles para su tratamiento: nifurtimox y BNZ2.

El BNZ es el farmaco de eleccion en muchas regiones de América Latina y Europa, se
recomienda ampliamente en la fase aguda de la enfermedad para cualquier paciente
infectado. Segun la OMS, la dosis oral de BNZ en adultos es de 5 a 7 mg/kg/dia durante 60
dias, y para nifios (de hasta 12) es 10 mg/kg/dia®>. A pesar de que la mayoria de las
infecciones se producen durante la infancia, hasta la fecha el dnico tratamiento disponible
con BNZ se basa en tabletas de 50 y 100 mg, una forma de dosificacién altamente
inapropiada para los recién nacidos y los nifios. En estos casos, los comprimidos
generalmente se dividen o se fraccionan a mano, lo que puede resultar en una dosis
inadecuada que aumenta el riesgo de efectos secundarios. Por lo descripto, el desarrollo de
una alternativa segura y efectiva para el tratamiento de la enfermedad de Chagas,
particularmente para pacientes pediatricos, tendria un impacto tanto social como econémico
significativo ya que podria mejorar y ampliar el tratamiento a los recién nacidos y los
bebés, y reducir la mortalidad vinculada a la infeccién.

El BNZ es muy poco soluble en solucion acuosa (0,4 mg/ml) y debido a sus
caracteristicas lipofilicas su solubilidad se ve afectada negativamente en fluidos bioldgicos.
En consecuencia, también se ven disminuida la absorcion y posterior biodisponibilidad. En
los ultimos afios se han desarrollado distintas alternativas tecnoldgicas para incrementar la
solubilidad de BNZ, entre los que se pueden mencionar a las dispersiones sdlidas,
microparticulas y complejos con ciclodextrinas, entre otros*~’.

A pesar de la incesante innovacion nanotecnoldgica dentro de las ciencias farmacéuticas,
se han desarrollado escasas nanoformulaciones para el tratamiento de la enfermedad de

Chagas, entre las cuales podemos mencionar liposomas y NPs poliméricas®®. En particular,
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una alternativa nanotecnolégica que podria ser empleada para el transporte de BNZ son las
NCLs. Estos sistemas recientemente fueron desarrollados para para encapsular paclitaxel,
farmaco empleado para el tratamiento de cancer, mediante un novedoso meétodo de
emulsificacion a baja energia®®. Estudios previos demostraron su capacidad para aumentar
la biodisponibilidad oral de otros farmacos poco solubles!!, lo que puede explicarse debido
a la mayor estabilidad de las particulas en el tracto gastrointestinal’®> y una mejora de la

permeabilidad intestinal®,
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4.3.Formulaciones

Se prepararon NPs de BNZ y poloxamero P-188, formuladas mediante un método de
disefio con posterior optimizacion de experimentos, como se explica en el Capitulo 2,
puntos 2.2.2.1.3 (Pagina 30) y 2.2.2.7.2 (Pagina 47). Estos sistemas fueron caracterizados
in-vitro y ademas se comprobd la eficacia antiparasitaria in-vivo en ratones.

Por otro lado fueron formuladas NCLs de BNZ mediante el método de inversion de fase,
variando las cantidades de los mismos componentes con el objetivo de obtener sistemas con
caracteristicas diferentes. Esto se detalla en el Capitulo 2, punto 2.2.2.1.5.1 (Pagina 32).
Finalmente se optimizé la cantidad y el tipo de aceite empleado para el desarrollo de NCLs,
como se muestra en el Capitulo 2, punto 2.2.2.7.3 (Pagina 48).

Todas las NCLs fueron caracterizadas in-vitro.
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4.4.Resultados

4.4.1. Disefio 'y optimizacion de nanoparticulas formuladas con

poloxamero

4.4.1.1. Fase de screening

Las propiedades de una NP dependen de muchos factores, es por esto que se llevd a cabo
un disefio de Plackett-Burman para estimar los principales factores que durante la
formulacion de este tipo de NPs tienen incidencia significativa en las propiedades de dichos
sistemas. Cada uno de los factores fue evaluado a dos niveles (el maximo y el minimo
propuestos para la elaboracion de NPs). La evaluacion consistio en el analisis de los
distintos factores (concentraciones empleadas de BNZ y P-188, porcentaje de fase organica,
velocidad de agitacién y temperatura de cristalizacion) sobre las respuestas (R, BNZy.,
Tparticutay Senz), Y e llevo a cabo una prueba ANOVA sobre los datos experimentales, los

resultados de este analisis se resumen en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Valores de p obtenidos para cada uno de los factores sobre las respuestas ensayadas.

R (%) BNZNC (%) Tparticula (nm) SBNZ (mg/ml)
Modelo 0,8078 <0,0001 <0,0001 <0,0001
BNZ (mg/ml) 0,8743 <0,0001 <0,0001 0,6185
P-188 (mg/ml) 0,3589 0,5921 <0,0001 <0,0001
Fase orgénica (%) 0,8457 0,2273 0,4018 <0,0001
Velocidad agitacién (rpm) 0,3448 0,4127 0,4710 0,7181
Temperatura de cristalizacion (°C) | 0,7760 0,5148 0,5239 0,4383

En la Tabla 4.1 se puede observar que para la respuesta R no se encontraron, entre los
ensayados, factores significativos. Esto podria deberse a que sobre este pueden estar
actuando de manera significativa otros factores no tenidos en cuenta en este primer estudio.
Por otro lado es importante destacar que se observa cierta dependencia del R por la
cantidad de poloxdmero empleado, por lo tanto la formulacién de un modelo que describa
su comportamiento seria sumamente complejo, lo que podria ser otro motivo por el cual no
se hallaron factores significativos, ya que los valores de p fueron ampliamente superiores a
0,05 (nivel de significacion seleccionado para el analisis) en todos los casos.

En la segunda respuesta: BNZy. se encontré una dependencia significativa por la
concentracion de BNZ (p <0,0001); esto estaria indicando que la cantidad de BNZ de
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partida esta influyendo sobre su capacidad de nanocristalizar, es decir, de formar parte de
las NPs.

Los factores que influyen de forma importante sobre el T, qrticuiq fueron la concentracion
de BNZ y la concentracion de estabilizante (p<0,0001); ambas concentraciones estarian
afectando de forma directa el Tpqpticy1q Obtenido. Al aumentar la concentracion de P-188
aumenta el Tp,qreicuiq de 10s nanocristales obtenidos. Lo contrario sucede con la
concentracion de BNZ, al aumentar disminuye el Ty 4 ¢icy14, €50 Gltimo puede deberse a la
formacién de un mayor nimero de ndcleos de BNZ cuando se parte de soluciones de mayor
concentracion, lo que favorece a la obtencion de particulas de menor tamafio.

Para la ultima respuesta estudiada: S;g, también con una p menor a 0,0001 fueron
significativos los factores concentracion de P-188 y proporcion de fase organica empleada.

A partir de los resultados obtenidos en la fase de screening podemos decir que el modelo
fue significativo para 3 de las 5 respuestas ensayadas: BNZyc, Tparticuia Y Senz, Y 108
factores que se hallaron significativos sobre estas fueron: concentracion de BNZ,
concentracion de P-188 y la proporcion de fase organica.

Los factores que mostraron ser significativos para alguna de las respuestas fueron
seleccionados para la fase de optimizacion posterior, y se optimizaron las tres respuestas

que fueron influenciadas por al menos uno de los factores.

4.4.1.2. Fase de optimizacion

Para la optimizacion se llevd a cabo un disefio de superficie de respuesta Central
Compuesto, con la informacién obtenida previamente en el screening.

Se optimizaron: BNZyc¢, Tparticuia Y Senz €0 funcion de los factores: concentracion de
BNZ, concentracion de P-188 y proporcion de fase organica. Los experimentos realizados

asi como los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Disefio Central Compuesto construido para optimizar las respuestas.

Factores Respuestas
Ensayos Fase BNZyc | Tparticuta | Sanz
BNZ (mg/ml) | P-188 (mg/ml) organica (%) (%) p(nm) (mg/ml)
1 15,50 27,50 14 77,76 159 1,90
2 6,00 5,00 20 35,74 250 2,56
3 25,00 50,00 20 97,46 68 2,50
4 25,00 5,00 20 98,73 63 2,51
5 15,50 27,50 14 76,25 158 1,87
6 15,50 65,34 14 76,58 160 1,82
7 25,00 5,00 8 99,55 64 1,20
8 25,00 50,00 8 99,07 67 1,19
9 6,00 50,00 8 36,25 255 1,14
10 6,00 5,00 8 35,97 252 1,13
11 15,50 27,50 24 77,03 156 3,00
12 15,50 27,50 4 78,89 160 0,68
13 6,00 50,00 20 36,44 257 2,51
14 15,50 0,00 14 78,23 150 1,80
15 26,20 27,50 14 99,96 55 1,81
16 15,50 27,50 14 78,53 158 1,82
17 15,50 27,50 14 77,97 159 1,80
18 15,50 27,50 14 78,06 157 1,85
19 5,00 27,50 14 32,06 260 1,85
20 15,50 27,50 14 78,80 156 1,79

Se llevé a cabo un disefio Central Compuesto, que consté de 20 experimentos, los que
incluian 6 réplicas del punto central. Para los experimentos se generaron combinaciones de
los factores seleccionados: concentracién de BNZ (desde 5 a 26,2 mg/ml), concentracion de
estabilizante (de 0 a 0,0653 g/ml) y proporcién de fase organica (de 4,9 a 30,1%). En la
Tabla 4.2 se incluyen ademas los resultados obtenidos.

Todas las respuestas fueron ajustadas a patrones polinomiales, para encontrar los mejores
modelos. Los resultados de los ensayos ANOVA para la optimizacion de las respuestas
arrojan buenos indicadores estadisticos, la falta de ajuste fue no significativa, el modelo fue
significativo y el r? ajustado mostro ser similar al r> predicho, como puede verse en la Tabla
4.3.

Por otro lado, los resultados del andlisis arrojaron que el modelo lineal es apropiado para

explicar el comportamiento del Tpqrticuiay 12 Spnz al modificar los factores estudiados.

Mientras que la respuesta BNZ . es explicada a través de un modelo cuadratico.
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Tabla 4.3.Valores de falta de ajuste, de los pardmetros r? y p obtenidos para cada uno de los
factores sobre las respuestas.

BNZyc (%) Tyarticuta (NM) | Spyz (Mg/ml)

Modelo <0,0001 Cuadratico | <0,0001 Lineal | <0,0001 Lineal
BNZ (mg/ml) 0,2416 <0,0001 0,9049
P-188 (mg/ml) 0,1662 0,0008 0,6710
Fase organica (%) 0,8918 0,4066 <0,0001

Falta de ajuste No significativa No significativa | No significativa
r ajustado 0,9990 0,9991 0,9969
r2 predicho 0,9983 0,9987 0,9961

Como se esperaba, el BNZy fue dependiente del cuadrado de la concentracion de BNZ
en la fase organica (p al factor concentracion de BNZ 0,001). El Tpgrticuia MOStro ser
dependiente de las concentraciones de BNZ y de P-188 con las que se prepararon las NPs.
Por Gltimo la Sgyz, segun este modelo, fue afectada de manera significativa por la
proporcion de fase organica con que se trabajo, demostrando una fuerte dependencia entre
la cantidad de agua empleada en la elaboracion de las NPs y la Sgy, resultante de las
mismas. La relacion entre la cantidad de agua empleada en la elaboracién de NPs por
cristalizacion controlada y la Sgy, no fue reportada hasta el momento.

A continuacion, en la Tabla 4.4, se exhiben las condiciones en las que se llevo a cabo la
optimizacion. Para los factores concentracion de BNZ y de estabilizante se aceptan valores
que estén en el rango en el cual se trabajd, mientras que para el tercer factor, fase organica,
se decidio maximizar su volumen para disminuir el tiempo de preparacion de las particulas
(mayor proporcion de fase organica supone el empleo de menor cantidad de agua lo que
acorta los tiempos durante la etapa de liofilizado). Todos los factores se optimizan con una

importancia relativa de 3.
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Tabla 4.4. Restricciones de la optimizacién para la formulacién de NPs de BNZ.

Factor/Respuesta Objetivo Limite inferior | Limite superior | Importancia
BNZ (mg/ml) En el rango 5 27 3
P-188 (mg/ml) En el rango 0 282 3

Fase organica (%) Méxima 0 30 3

BNZyc(%) Maxima 32 100 3
Tparticula (NM) En el rango 55 260 3
Sgnz (mg/ml) Maxima 67,5 300 5

En la Tabla 4.4 también se muestra la importancia relativa de las respuestas para la fase
de optimizacion. La cantidad de BNZy que se desea es la maxima, con una importancia
relativa de 3, para evitar el gasto en exceso del fArmaco y maximizar la proporcion del
mismo en el solido final. Dado que en todos los experimentos las particulas preparadas
presentaban un tamafio dentro de los limites deseables, se permitié que el mismo se
mantenga en el rango, también con una importancia relativa de 3. Por Gltimo se busco
maximizar la Sgy 7, con la mas alta importancia relativa (5).

Después de que el procedimiento de optimizacion se llevé a cabo, se construyd la D en
funcién de los factores que influyen en las respuestas estudiadas. Como se explicd
previamente (ver Capitulo 1, Ecuacion 1.1) la D consiste en una relacion entre las
respuestas evaluadas y los factores que fueron afectados por ellas, para conseguir las
condiciones deseadas para la formulacion de las NPs. Se seleccionaron las mejores
condiciones de elaboracion correspondientes a lo obtenido del disefio. La D en este punto
alcanza un valor de 0,99, que fue considerado bueno para los propdsitos de este trabajo.

En las Figuras 4.1, 4.2 y 4.3 se muestran las variaciones de las respuestas en funcién de

los factores que fueron significativos sobre cada una de ellas.
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ENZ nanocristalizada

A Concentracion BNZ

Figura 4.1. Variacion del porcentaje de BNZy en funcion de la concentracion de BNZ.
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Figura 4.2. Variacion del Tpq;¢icuiq €0 funcion de las concentraciones de BNZ y P-188.
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Figura 4.3. Variacion de la Sgy en funcién de la proporcion de fase organica.
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En la Figura 4.1, podemos ver la influencia de la concentracién de BNZ sobre el
porcentaje de BNZy, al aumentar la concentracion de BNZ la respuesta mencionada tiene
una tendencia a crecer, esto podria deberse a que la concentracion maxima de BNZ
empleada para la preparacién de las NPs (si bien es muy cercana a la solubilidad maxima
del farmaco en etanol) no llegd a saturar el sistema y permite una nanocristalizacion
sostenida.

En la Figura 4.2 se muestra en un grafico de tres dimensiones la relacion entre el
Tparticuia Y 10s factores concentracion de BNZ y de estabilizante. En el mismo se observa
que, como se demostré previamente el tamafio disminuye al disminuir la concentracion del
estabilizante, mientras que aumenta al aumentar la concentracion de BNZ empleada.

Finalmente, en la Figura 4.3, se muestra la influencia de la proporcion de fase organica
que se empled sobre la Sgyz en los sistemas. Nuevamente podemos notar que la Sgyz €n
los sistemas aumenta al aumentar la proporcién de fase organica empleada para la
preparacion de las NPs.

En las Figuras 4.4, 4.5 y 4.6 se observan los graficos de la deseabilidad en funcion de las
tres respuestas optimizadas.
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Figura 4.4. Gréfico de deseabilidad en funcion de las concentraciones de BNZ y P-188.
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organica.

En la Figura 4.4, se observa la deseabilidad en funcion de la variacion de concentracion

de BNZ y P-188 en los rangos seleccionados previamente, manteniendo el porcentaje de

fase organica fijo en 30,10 %. En este caso, la concentracion de BNZ ejerce una influencia

marcada sobre la funcion deseabilidad principalmente comparandola con los efectos de los

cambios en la concentracién de estabilizante.

Ademas se logra observar en la Figura 4.4 un pronunciado aumento en la deseabilidad al

aumentar la concentracion de BNZ hasta alcanzar concentraciones de 25 mg/ml

aproximadamente.
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En el caso del analisis de la funcidn deseabilidad variando la concentracion de BNZ y la
proporcion de fase organica, manteniendo la concentracion de P-188 fija y en 0,0147 g/ml,
se obtuvo una grafica como la que se muestra en la Figura 4.5.

En la Figura 4.6 se muestra la variacion de la deseabilidad, manteniendo la concentracion
de BNZ constante en 25,71 mg/ml, y modificando la concentracién de estabilizante vy el
porcentaje de fase organica con la que se trabaja. Este grafico es mas complejo que los
obtenidos previamente, sin embargo puede observarse con claridad como en un amplio
rango de concentraciones de P-188 al disminuir la proporcién de fase organica la
deseabilidad desciende marcadamente, ya que una de las condiciones impuestas para el
modelo fue la de disminuir el tiempo de secado por liofilizacion, aumentando la cantidad de

fase organica con respecto a la acuosa.

4.4.1.3. Verificacion de la optimizacion

En la Tabla 4.5 se muestran los protocolos del ensayo optimizado (se seleccioné la
solucion cuya deseabilidad fue de 0,9908), y del que contiene las condiciones reales en las
que se trabajo. Ademas, ambos se comparan con los resultados de un experimento de
caracteristicas similares (experimento 3) realizado durante la etapa de disefio de la

superficie de respuesta.

Tabla 4.5. Protocolos y resultados del experimento de optimizacion (valores tedricos y
experimentales) y de un sistema preparado sin optimizacion previa (experimento 3 empleado en la
elaboracidn de la superficie de respuesta).

Muestra BNz P-188 ’nge BNZyc | Tparticuta|  Senz
(mg/ml) (mg/ml) organica (%) | (%) (nm) (mg/ml)

Tedrica 25,71 0,014 30,10 97,76 55 3,68

Experimental 26,00 0,010 30,00 98,00 57 3,75

Experimento 3 25,00 0,050 20,00 97,46 48 2,50

Puede observarse que el protocolo de elaboracion para la muestra optimizada no se
diferencia en gran medida con el del experimento 3, sin embargo, pequefias modificaciones
en los factores generan significativos cambios en las respuestas obtenidas, principalmente
en laSgyz y en el Tpareicuia- CoN respecto al BNZy las diferencias observadas no serian

significativas.
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4.4.1.4. Ensayo de disolucion de las nanoparticulas optimizadas

Por ultimo, se quiso determinar si efectivamente la velocidad de disolucion in-vitro de
BNZ se veia afectada por las respuestas optimizadas previamente. Para ello, se compararon
los perfiles de disolucion del BNZ de partida, de la muestra 3 (no optimizado) y la

optimizada, los resultados se representan en la Figura 4.7.
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Figura 4.7. Perfiles de disolucion de BNZ sin tratar, NPs no optimizadas (experimento 3) y NPs

optimizadas.

En la Figura 4.7 se comparan los perfiles de disolucion de BNZ obtenidos para la muestra
optimizada, y el BNZ sin tratar y la muestra sin optimizar. Estos resultados demuestran que
las mayores velocidades de disolucion son obtenidas con la muestra optimizada, ya que
aproximadamente el 100% de BNZ se disolvio antes de los 30 minutos, mientras que en las
NPs del experimento 3 cerca del 84 % de BNZ es disuelto en ese tiempo, y el BNZ sin
tratar es disuelto en estas condiciones solo en un 30 %. Esto podria deberse principalmente

a la optimizacion de 2 propiedades que tienen directa influencia sobre la disolucion, como

son el Tparticula y la SBNZ-

4.4.1.5. Caracterizacion de las nanoparticulas optimizadas

Después de obtener las NPs de BNZ con caracteristicas optimizadas (Tparticuia BNZnc, Y

Sgnz), Se evaluo la eficacia para liberar BNZ y en distintos medios bioldgicos simulados,

que podrian dar informacién sobre las propiedades farmacocinéticas correspondientes.
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De esta manera se evalud la estabilidad en diferentes fluidos gastrointestinales simulados
y la estabilidad durante el almacenamiento, con control del /Pd y liberacién de BNZ.
Luego, se estudié el efecto de las NPs en cultivos de células Caco-2; analizando la

integridad epitelial (con control de TEER y MEB) y la permeabilidad celular de BNZ.

4.4.1.5.1. Estabilidad de las nanoparticulas en diferentes medios

En este trabajo, se utilizaron medios de fluido gastrointestinal simulados para evaluar la
liberacion de BNZ desde las NPs optimizadas. Cuando el IPd fue inferior a 0,3 nm, las
muestras fueron consideradas homogéneas, siendo esto una medida de la estabilidad de las
mismas, ya que aumentos significativos en el IPd indicaria condensacion o ruptura de las
NCLs.

La Figura 4.8 muestra los valores de IPd obtenidos para las NPs en los diferentes medios.
Las NPs de BNZ presentaron valores de /Pd bajos en presencia de fluido intestinal (con o

sin agregado enzimatico) simulado solo durante los primeros10 minutos.

10 { I Fluido gastrico simulado (pH 1,6) , _ _
[ Fluido intestinal simulado (pH 6,5)
I Fluido intestinal simulado + enzimas
(pH 6.5 + enzimas)
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Figura 4.8. IPd de las NPs de BNZ optimizadas en funcién del tiempo en presencia de fluidos
gastrointestinales simulados.
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Los nanosistemas fueron menos estables en el fluido gastrico simulado, mostrando valores
de IPd més altos que en los otros medios y mayores de 0,3 nm luego de 10 minutos.

En la Figura 4.9 se representa la liberaciébn de BNZ en medios de fluido gastrico
simulado, fluido intestinal simulado y fluido intestinal simulado con el agregado de
enzimas. Durante las primeras 2 horas la cantidad de BNZ liberado a partir de las NPs
mostrd ser mayor en el fluido intestinal simulado que contaba con el agregado de enzimas,
sin embargo a partir de las 3 horas la liberacion se equilibra y para los 3 medios resulta
similar durante el tiempo que duré el ensayo. Es importante destacar que no se
evidenciaron diferencias significativas para la liberacion de BNZ entre los medios que
simulan fluidos intestinales. Estos resultados indican que ninguno de los distintos medios
simulados y evaluados en este estudio ejerce influencia distintiva sobre la liberacion de
BNZ, la cual estaria directamente relacionada con el tamafio y la presencia del
estabilizante, de manera independiente a los cambios de pH y la presencia de enzimas.

I Fluido gastrico simulado (pH 1.6)
[ Fluido intestinal simulado (pH 6.5)

B Fluido intestinal simulado + enzimas (pH 6.5 + enzimas)
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Figura 4.9. Liberacion de BNZ a partir de las NPs en presencia de fluidos gastrointestinales
simulados.

116



Capitulo 4. Benznidazol.

4.4.1.5.2. Estabilidad de las nanoparticulas durante el almacenamiento

Para estudiar el efecto del envejecimiento de las NPs de BNZ optimizadas, se estudiaron
los sistemas (NPs y las nanosuspensiones obtenidas previas al secado) en diferentes
condiciones de almacenamiento.

En la Figura 4.10 se presentan los resultados obtenidos para las nanosuspensiones (A, B 'y
C) y las NPs (D).

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacion del tamafio de los sistemas (ver
Figura 4.10. A), la solubilidad de BNZ (Figura 4.10. B) y el contenido de BNZ (Figura
4.10. C), se pudo demostrar que las NPs son estables bajo las distintas condiciones de
almacenamiento (4, 25 y 50 °C) analizadas en este trabajo.

Por otro lado las nanosuspenciones se analizaron en dos condiciones de almacenamiento
diferentes (4 y 25 °C) y el tamafio se determind a diferentes tiempos. A temperatura
ambiente, las nanosuspensiones aumentaron su tamafo (Figura 4.10 D), lo que muestra una
cierta inestabilidad debida, posiblemente, a un aumento de la movilidad de las particulas en
solucion, que conlleva a la formacion de aglomerados. Este resultado estd de acuerdo con
los estudios de Martena y colaboradores quienes demostraron que los nanocristales de
nicergolina, farmaco activador del metabolismo cerebral, exhibieron un aumento de tamafo
de las particulas después de almacenamiento a 40 °C** y de Sahu y colaboradores, quienes
describieron un aumento del tamafio de las NPs de felodipina, un antagonista del canal del
calcio oral utilizado en el tratamiento de la hipertension, almacenadas a 40 °C durante 6
meses™.

Sin embargo, durante el almacenamiento en el refrigerador (a 4°C), las nanosuspensiones
no mostraron cambios significativos en el tamafio. Dicho fenédmeno podria atribuirse a la
presencia del estabilizante, que, a baja temperatura podria mejorar su capacidad de inhibir
el crecimiento cristalino. Ademas, a la reduccion de la movilidad de las particulas en
suspension a baja temperatura. Este resultado es coincidente con el estudio de Singh y
colaboradores, en el cual no se observé ningn cambio significativo en relacion al tamafio
de nanocristales de trans-resveratrol, polifenol con actividad antioxidante, formulado con P-

407, después de 3 meses de almacenamiento?.
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Figura 4.10. Estabilidad de almacenado de las NPs con control del (A) Tparticuia, (B) la solubilidad
y (C) el contenido de BNZ, y (D) control del T qrticuiq Para las nanosuspensiones.

4.4.1.5.3. Viabilidad celular de las nanosuspensiones

Para evaluar cualquier efecto potencialmente toxico de las NPs sobre las células, se
realizo el ensayo MTT en cultivos de células Caco-2.

Como puede observarse en la Figura 4.11, luego de 24 horas de incubacion las células con
las NPs de BNZ, la viabilidad fue similar a la de las células control (aquellas que fueron
puestas en contacto solo con medio de cultivo), lo que sugiere la ausencia de efectos
negativos de las NPs sobre las células en tales condiciones. También se muestran los
resultados obtenidos para el BNZ de partida, el cual no present6 efectos citotoxicos durante

este ensayo.
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Figura 4.11. Viabilidad celular de Caco-2 en presencia de BNZ sin tratar y NPs de BNZ
optimizadas.

4.4.1.5.4. Ensayos de integridad epitelial

Las barreras celulares, como la piel, el epitelio del pulmén o el epitelio intestinal,
constituyen uno de los primeros obstaculos que impiden la penetracion en el organismo de
los sistemas nanoparticulados. Debido a que los mismos poseen la propiedad de
incrementar la eficacia de farmacos a partir de un aumento de la solubilidad, estabilidad,
tiempo de circulacion, focalizacion y liberacion de los farmacos, en este ensayo se evaluo la
capacidad de las NPs para ingresar y ser transportadas a traves de dichas barreras,
empleando el cultivo de células Caco-2, como modelo?’.

4.4.1.5.4.1. Evolucion de los valores de resistencia eléctrica transepitelial de cultivos
de células Caco-2 durante las pruebas de permeabilidad

La formacién de una barrera de células para evaluar permeabilidad de BNZ se analiz6 por
la medicién de la TEER. Las cultivos celulares Caco-2 en condiciones sumergidas
mostraron valores altos de TEER luego de 5 dias de ser sembradas en soportes
Transwells®. Los valores TEER se estabilizaron después del dia 8 a aproximadamente en
valores cercanos a 1400 Q cm?, lo que indica la existencia de propiedades optimas para la
barrera epitelial, debido a que esta medida implica la presencia de una monocapa celular
continua®,

En la Figura 4.12 se puede ver que los valores TEER no se alteran significativamente
durante la prueba de transporte, lo que indica el mantenimiento de la integridad de la

membrana de la célula Caco-2 durante el desarrollo del experimento de transporte asi como
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la ausencia de algln tipo de fisura en la barrera celular empleada como modelo de

permeacion, como se describid previamente para otros sistemas nanoparticulados®®.
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Figura 4.12. Evolucion en los valores de TEER de cultivos de células Caco-2 durante ensayos de

transporte con BNZ sin tratar y NPs de BNZ optimizadas.

4.4.1.5.4.2. Control de integridad mediante microscopia electrénica de barrido

La integridad de la membrana de las células Caco-2 durante la prueba de transporte
empleando NPs de BNZ se estudié adicionalmente por MEB.

En la Figura 4.13 se muestran las micrografias obtenidas de la monocapa celular de Caco-
2 después de las pruebas de transporte. Se muestran los cultivos previo a la formacion de
uniones estrechas entre células (luego de 2 dias de iniciado el cultivo celular), la misma se
emplea para comparar con las otras imagenes donde se observan claramente las uniones
celulares (Figura 4.13 A). En la Figura 4.13 B se observa el resultado obtenido luego de 6
horas de tratamiento con el medio de cultivo. En la Figura 4.13 C se muestran los
resultados obtenidos posteriormente al ensayo de transporte empleando BNZ de partida.
Finalmente, las células luego del tratamiento con NPs optimizadas de BNZ (Figura 4.13 D).
En todos los casos se evidencian uniones estrechas funcionales entre células vecinas. Esto
permitiria concluir que la cantidad de BNZ que se pudiera censar durante el ensayo de
permeabilidad consiste en el farmaco que fue captado, interiorizado y posteriormente

liberado por las células al compartimiento apical.
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Por otro lado, es importante destacar que en el caso en que se empleé BNZ sin tratar (ver
Figura 4.13 C) es notable la presencia los cristales del farmaco que no atravesaron la

membrana debido a su tamaiio.

2pm 2000nm 500KV 300K X (RN
— 1 -

Figura 4.13. Micrografias obtenidas por MEB de los cultivos de células Caco-2. (A) Luego de 2
dias de cultivo (la barra representa 10 um), (B) posterior a los ensayos de transporte con medio, (C)
luego del tratamiento con BNZ de partida y (D) posterior a ensayos con NPs de BNZ optimizadas.

La barra representa 10 um para la (A) y 2 um para (B), (C) y (D).

2pm 2000nm 500KV  300KX [SEAd
= 1 ¥

4.4.1.5.5. Evaluacion de la permeabilidad de las nanoparticulas
En este trabajo se estudid el transporte desde el compartimiento apical al basolateral de

BNZ a través de membranas de células Caco-2. Para esto, se comparo la P, de BNZ a

partir de BNZ sin tratar y NPs de BNZ optimizadas.
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Figura 4.14. (A) Cantidad total de BNZ que pasa a través de la monocapa celular de Caco-2
partiendo de BNZ sin tratar y de las NPs de BNZ optimizadas; (B) F,, de BNZ desde BNZ sin
tratar y NPs optimizadas de BNZ.

El transporte a traves de monocapas celulares de Caco-2 se evaluaron, como se muestra
en la Figura 4.14 A, mediante el analisis de BNZ permeado en el tiempo, partiendo de BNZ
sin tratar y las NPs, se observa un marcado incremento de la P,,de BNZ cuando se
emplean las NPs optimizadas. Adicionalmente fue determinada la P,,de BNZ (Figura 4.14
B), la cual fue significativamente més elevada para las NPs optimizadas que para el BNZ
sin procesar.

Estos resultados estan indicando que la P,,del BNZ mejora significativamente al emplear

NPs de BNZ, respecto al uso de BNZ sin tratamiento, tal como fue previamente descripto?.

4.4.15.6. Evaluacion in-vitro/ in-vivo de eficacia antiparasitaria de las

nanoparticulas optimizadas

4.4.1.5.6.1. Ensayos de toxicidad para células Vero

En cualquier estudio de preformulacion empleando nuevas metodologias o potenciales
sistemas terapéuticos, es esencial determinar la compatibilidad de los mismos frente a
lineas celulares normales a fin de descartar problemas relacionados con toxicidad celular y
poder continuar con los ensayos in-vitro/in-vivo. En el presente estudio, tanto la
biocompatibilidad como la toxicidad de las NPs fueron factores importantes a evaluar y
debido a ello se realizo el ensayo de toxicidad frente a células Vero. Para esto se realizaron
estudios de viabilidad celular de las NPs de BNZ en tres concentraciones diferentes,

empleando el ensayo MTT.

122



Capitulo 4. Benznidazol.

En la Tabla 4.6 se muestran los resultados de densidad dptica obtenidos para los ensayos
de viabilidad de células Vero en presencia de BNZ sin tratar y diferentes concentraciones
de las NPs de BNZ optimizadas.

Tabla 4.6. Resultados de toxicidad de células Vero frente a las NPs de BNZ.

Medida de Desviacion
densidad optica estandar
Células Vero 0,765 0,104
BNZ sin tratar (50 pg/ml) 0,782 0,098
NPs BNZ (50 pg/ml) 0,672 0,026
NPs BNZ (25 pg/ml) 0,695 0,009
NPs BNZ (10 pg/ml) 0,717 0,015

No se observaron diferencias significativas entre las densidades oOpticas de las células
tratadas con NPs de BNZ (10, 25 y 50 pg/mL) y con BNZ de partida (50 ug/mL) y las
densidades Opticas de las células no tratadas. Ademas, no se observé ningin cambio
morfologico o de desestabilizacion de la membrana celular, lo que fue comprobado por
microscopia Optica. Esto estaria indicando que estas NPs presentan propiedades deseables

en términos de viabilidad celular in-vitro también para células Vero.

4.4.15.6.2. Ensayo hemolitico
Debido a la potencial importancia de estas NPs optimizadas en la investigacion clinica, se
Ilevé a cabo un ensayo hemolitico in-vitro para evaluar si las NPs podrian ocasionar dafios

en los glébulos rojos.
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Tabla 4.7. Resultados del control de hemdlisis causada por NPs de BNZ.

Medida de densidad Desviacion

Optica estandar

Sangre control 0,466 0,092
BNZ sin tratar (50 pg/ml) 0,659 0,35
NPs BNZ (100 pg/ml) 0,592 0,328
NPs BNZ (50 pg/ml) 0,384 0,028
NPs BNZ (25 pg/ml) 0,413 0,013
NPs BNZ (10 pg/ml) 0,454 0,03
Triton X-100 (10 %) 2,617 0,039

Los valores de densidad Optica de las células tratadas con NPs de BNZ y el BNZ de

partida, fueron similares a los valores de densidad Optica de las células sanguineas no

tratadas, mientras que el control con Triton X-100, condujo a una lisis completa de los

eritrocitos, estos resultados se muestran en la Tabla 4.7. La ausencia de cambios en los

valores de densidad oOptica sugiere que estas NPs de BNZ no producen lisis y por lo tanto

podrian ser utilizadas en futuros ensayos in-vivo.

4.4.1.5.6.3. Actividad antitripanosida in-vitro

A continuacién, se llevé a cabo un ensayo para determinar la actividad antitripanosida in-

vitro de las NPs de BNZ.
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Figura 4.15. (A) Efectos del BNZ sin tratar y (B) las NPs de BNZ sobre los tripomastigotes
obtenidos de los cultivos de células.
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Se exhiben los resultados obtenidos luego de un estudio de 24 horas con BNZ sin tratar
(Figura 4.15 A) y las NPs de BNZ optimizadas (Figura 4.15 B). La actividad
antitripanosida se evalu6 teniendo en cuenta la cantidad de farmaco que lisé el 50 % de los
parasitos. Las curvas representan el registro de la concentracion del farmaco en relacion al
porcentaje de tripomastigotes. Puede observarse que el BNZ sin tratar disminuyo la tasa de
supervivencia con un CLso de 49 pg/ml, en contraste, se obtuvo una CLsp de 36 pg/ml en el
caso de las NPs de BNZ, lo que indicaria una mayor capacidad de las NPs para tratar las
infecciones de fase aguda y crénica. Es importante mencionar que el P-188 no produjo
ningun efecto litico en los tripomastigotes no proliferativos de TcN y los controles sin
tratamiento mostraron el 100% de supervivencia de los tripomastigotes (datos no
mostrados).

La concentracion mas baja de BNZ redujo el nimero de parasitos al 80% con respecto a
los controles no tratados, mientras que las NPs lograron una reduccién los parasitos al 60%
con la misma concentracion de farmaco.

Se sabe que el rango de susceptibilidad de los parasitos al BNZ depende de la cepa que
prevalece en las diferentes areas geogréaficas, y que la unidad de tipificacion discreta de T.
cruzi, frecuente en las areas endémicas del norte de Sudamérica, es generalmente resistente
al BNZ mientras que los aislados de T. cruzi fueron parcialmente resistentes a BNZ??2, En
este sentido, aunque existen limites para determinar la eficacia del BNZ, la afinidad del
parasito por el tejido cardiaco y la resistencia al BNZ hace que sea interesante estudiar el

efecto de las NPs en TcN aislado.

4.4.1.5.6.4. Ensayo de inhibicidn del crecimiento de amastigotes

Por otro lado, considerando que TcN también invade las células cardiacas, se estudiaron
los efectos de las NPs de BNZ en cultivos primarios de miocitos cardiacos infectados y se
compararon con células Vero infectadas®?. Como se muestra en la Figura 4.16, los
tratamientos con 25 y 50 pg de BNZ/ml de NPs y 50 pug/ml de BNZ sin tratar no mostraron
diferencias significativas en el porcentaje de IC en células Vero y miocitos cardiacos. Es
importante destacar que con la mitad de la dosis de NPs se logra el mismo efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de los amastigotes. Este resultado puede sugerir que las
NPs mejoran la solubilidad y/o absorcion de BNZ y, por lo tanto, se incrementa la actividad

inhibitoria contra estas lineas celulares infectadas®?. Por otro lado, se observd una
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actividad inhibitoria mas baja contra las células infectadas para ambos cultivos celulares
cuando se realizo el ensayo empleando 10 pg de BNZ/ml de NPs. De todas maneras este
resultado es promisorio tomando en consideracion que hemos evaluado concentraciones
muy bajas de BNZ y aln en este caso, se ha detectado cierta IC del parasito.

Teniendo en cuenta los efectos adversos del BNZ informados en pacientes infectados,
estos resultados son notablemente importantes en términos de una posible reduccion de la
dosis de BNZ hasta 25 pg/mL sin perder su eficacia. Ademas, los efectos inhibidores de la
formulacién observados en las células infectadas pueden confirmar la capacidad de tales
NPs para cruzar la vasculatura coronaria para inhibir el crecimiento intracelular de

amastigotes de T. cruzi.

[ Células VERO
80 EE Miocitos cardiacos

T

Inhibiciéon de células infectadas (%)

NPs BNZ NPs BNZNPs BNZ BNZ
(50pg/ml) (25pg/ml) (10pg/ml)(S0pg/ml)
Concentracién de BNZ (ug/ml)

Figura 4.16. Porcentaje de inhibicion de células Vero y miocitos cardiacos infectados con TcN
expuestos a BNZ sin tratamiento y NPs de BNZ optimizadas.

4.4.1.5.6.5. Analisis de la eficacia de las nanoparticulas sobre animales

Para determinar si las NPs de BNZ podrian usarse como un nuevo tratamiento de la
enfermedad de Chagas, se llevo a cabo un ensayo en ratones infectados durante la fase
aguda con TcN.

Como se muestra en la Figura 4.17 A, los ratones infectados fueron tratados con 50, 25 y
10 mg de BNZ/kg/dia de NPs durante 30 dias y mostraron una supervivencia de, al menos,
50 dias. En un ensayo paralelo (Figura 4.17 B), el efecto antiparasitario de las NPs también

se evalu6 para un tratamiento de 15 dias consecutivos. Los ratones infectados tratados con
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dosis de 50 y 25 mg/kg/dia de los nanosistemas sobrevivieron el mismo periodo de tiempo
(50 dias) que el grupo tratado durante un mes (Figura 4.17 A). Por otro lado, el grupo de
ratones infectados tratados con 10 mg de BNZ/kg/dia de las NPs exhibié una tasa de
supervivencia del 70% después de 38 dias y hasta el final del experimento, lo que confirma

que estas formulaciones de BNZ tienen un efecto antiparasitario in-vivo dependiente de la
dosis.
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Figura 4.17. Efectos de las NPs de BNZ optimizadas en el tratamiento de ratones infectados durante
la fase aguda. (A) Tratamiento de 30 dias. (B) Tratamiento de 15 dias.

En base a los resultados obtenidos podriamos concluir que el tratamiento con NPs de BNZ
podria ser una alternativa conveniente para tratar con éxito la enfermedad de Chagas, ya

que permitiria reducir la dosis en comparacion al empleo de BNZ sin tratar.
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4.4.2. Nanocapsulas lipidicas

4.4.2.1. Nanocapsulas lipidicas convencionales
De acuerdo a la metodologia de inversién de fase se obtuvieron NCLs de diferentes

tamafios cargadas con BNZ.

4.4.2.1.1. Diametro hidrodindmico, indice de polidispersidad, potencial zeta y
conductividad

La caracterizacion fisicoquimica de las NCLs se llevo a cabo mediante la determinacion
del Tparticuta, IPd, PZ 'y conductividad de los sistemas.

En la Tabla 4.8 se muestran los resultados obtenidos en promedio para las NCLs sin

farmaco.

Tabla 4.8. Resultados de las NCLs de S1, S2 y S3.

Resultados Sl S2 S3
Tparticuia(NM) 30,33+0,05 | 58,14+0,03 | 119,57+0,07
IPd (nm) 0,090+0,005 | 0,040+0,004| 0,120+0,008
PZ (mV) -7,93+0,02 -5,44+0,08 | -6,79+0,06
Conductividad (mS/cm)| 0,623+0,005 | 0,598+0,005| 0,583+0,009

Los tamafios de las NCLs fueron determinados mediante dispersion de luz dinamica, se
muestran los distintos diametros obtenidos empleando diferentes proporciones de los
mismos excipientes. Los valores promedios resultantes (30,33; 58,14 y 119,57 nm) fueron
cercanos a los esperados (25, 50 y 100 nm), demostrando la factibilidad del método de
inversion de fase para la formulacion de NCLs.

El 7Pd fue usado como pardmetro para evaluar la distribucién del tamafio de las NCLs. En
la Tabla 4.8 se observa que en todos los sistemas los valores de IPd fueron iguales o
inferiores a 0,15 nm, demostrado una distribucion estrecha del tamafio de las nanocapsulas.
Con estos resultados podriamos afirmar que las NCLs S1, S2 y S3 tienen tamafios
homogéneos™.

Como se describié en el Capitulo 3, el PZ es una medida de la magnitud de la carga
superficial de las particulas, lo que tiene influencia en la repulsion o atraccion electrostatica
entre las mismas, y por lo tanto es uno de los parametros que afecta la estabilidad de los

sistemas. En este caso, los valores de PZ de todos los sistemas analizados fueron negativos
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(entre -7 y -5 mV), resultados similares fueron reportados por Roger y colaboradores® en el
disefio de NCLs de 7-etil-10hidroxi-camptotecina, un farmaco activo contra distintos
tumores que es metabolizado enzimaticamente en el higado.

En la dltima fila de la Tabla 4.8 se muestran los valores de conductividad obtenidos. En
todos los casos fueron similares entre si y cercanos a 0,6 mS/cm. Dicho valor fue el
esperado, basandonos en la cantidad de NaCl empleado, siendo la medida de conductividad
un parametro de control para los sistemas.

Seguidamente se ensayaron NCLs conteniendo BNZ (S4, S5 y S6). En la Tabla 4.9 se

muestran los resultados obtenidos del Tyq;¢icuiq, 1Pd, PZ'y conductividad.

Tabla 4.9. Resultados de las NCLs conteniendo BNZ.

Resultados S4 S5 S6
Tparticuia(NM) 28,45+0,04 47,86+0,06 103,10+0,09
IPd (nm) 0,049+0,005 0,039+0,007 0,071+0,004
PZ (mV) -0,956+0,003 | -0,858+0,004 -1,59+0,06
Conductividad (mS/cm) | 0,652+0,008 0,52940,005 0,590+0,002

De acuerdo a lo observado en la Tabla 4.9 el Tpgyticuiq de las NCLs conteniendo BNZ
mostré ser similar al diametro obtenido en las NCLs sin farmacos empleando igual
composicion. Esto indica que la incorporacion del fa&rmaco en las NCLs es una metodologia
efectiva que permite mantener el tamafio original de los sistemas. Resultados similares para
otros farmacos fueron previamente reportados por Gamboa y colaboradores®*.

En la Tabla 4.9 se muestran los valores de /Pd obtenidos, siendo para todas las muestras
inferiores a 0,08 nm, de esta manera podemos afirmar que los sistemas obtenidos presentan
un tamafio homogéneo.

Los valores de PZ fueron en todos los casos bajos, las particulas mostraron ser
practicamente neutras, a diferencia de las NCLs blanco que si bien mostraron valores de PZ
bajos, fueron més elevados que para estos sistemas.

Nuevamente, y al igual que en el caso de las NCLs blanco, el valor de conductividad para
todas las suspensiones ensayadas fue similar y cercano a 0,6 mS/cm. De esta manera la

incorporacion de BNZ permite mantener los valores de conductividad en el rango deseado.
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4.4.2.1.2. Microscopia electrdnica de transmision
Las NCLs fueron observadas empleando MET y las imagenes obtenidas se muestran en la
ra4.18.
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Figura 4.18. Micrografias electronicas de transmision de las NCLs de BNZ, (A) S4, (B) S5y (C)
S6. La barra representa 100 nm.

El didmetro observado mediante MET para las NCLs cargadas con BNZ mostro ser
similar al obtenido por dispersion de luz dindmica (ver en Tabla 4.9). Sin embargo se
observaron algunas particulas méas grandes (ver Figura 4.18 B), posiblemente formadas por
un proceso de fusidn de una o0 mas capsulas. Las NCLs mostraron una superficie circular,
estos resultados son consistentes a los obtenidos previamente para este tipo de sistemas®.

4.4.2.1.3. Eficiencia de encapsulacion
Se calculo la E¢E de las muestras ensayadas como la relacion entre la cantidad de farmaco

total y la cantidad de farmaco que se obtiene de las NCLs previamente separadas del

farmaco libre.

Tabla 4.10. E¢ E obtenida para cada NCL.

Muestras EfE (%)
S4 91,82 + 0,05
S5 83,33+£0,03
S6 87,53 +£0,08
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En la Tabla 4.10 se muestra la eficiencia de encapsulacién de las NCLs de BNZ, que fue
de 91,82; 83,33 y 87,53 % para los sistemas S4, S5 y S6 respectivamente. En todos los
casos los resultados fueron elevados y similares a los reportados previamente para este tipo
de NCL112,

En base a estos resultados podemos afirmar que la formacion de NCLs de BNZ mediante
el método de inversion de fase mostré ser un mecanismo eficiente, permitiendo que una
gran cantidad de farmaco sea encapsulado en el interior de dichos sistemas. Resultados

similares fueron observados en estas NCLs conteniendo otros farmacos?®*.

4.4.2.1.4. Estabilidad de las nanocapsulas en diferentes medios

Nuevamente se estudié el comportamiento de los sistemas desarrollados en diferentes
medios de fluido gastrointestinal simulado, mediante la medicion de IPd y el control de
liberacion de BNZ. Cuando el /Pd fue inferior a 0,3 nm, las muestras fueron consideraradas
homogéneas, siendo esto una medida de la estabilidad de las mismas.

En este sentido en la Figura 4.19 se presentan los resultados de IPd obtenidos para los 3
tipos de NCLs en los diferentes medios.

Las NCLs de menor tamafio (S4) mostraron ser estables en el medio que simula fluido
gastrico durante al menos 2 horas, mientras que en medios simulando fluidos intestinales
las capsulas mostraron ser inestables, siendo mas pronunciados los cambios en los IPd en
aquel medio que contenia enzimas. En estas enzimas estan incluidas las lipasas, las cuales

podrian estar favoreciendo a la inestabilidad que se evidencia.
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Figura 4.19. IPd de las NCLs de BNZ en funcion del tiempo en presencia de fluidos
gastrointestinales simulados. (A) S4, (B) S5y (C) S6.
Por otro lado las NCLs S5 mostraron ser estables durante al menos dos horas en todos los

fluidos simulados empleados.

Finalmente, las NCLs S6 mostraron ser inestables en los 3 medio ensayados a partir de los
30 minutos de comenzado el ensayo. Sin embargo en presencia de lipasas desde la primer
toma de muestra se observan alteraciones en los valores de 1Pd.

En la Figura 4.20 se observan las curvas de liberacion de BNZ a partir de las NCLs S4
(A), S5 (B) y S6 (C).
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Figura 4.20. Perfiles de liberacion de BNZ a partir de las NCLs de BNZ en funcién del tiempo en
presencia de fluidos gastrointestinales simulados. (A) S4, (B) S5y (C) S6.

Se observa que la liberacion de BNZ a partir de los diferentes tipos de NCLs en presencia

de los medios gastricos e intestinales (sin agregado de enzimas) muestra perfiles similares

durante las 6 horas que dura el ensayo. Contrariamente, en presencia de enzimas la

liberacion de BNZ desde las NCLs es significativamente mas rapida, alcanzando en todos

los casos el 100 % de liberacion hacia el final del experimento (6 horas). Esto se debe a que

dentro del conjunto de las enzimas se encuentran las lipasas, proteinas que se encargan de

degradar lipidos, por lo que es posible que contribuyan con la ruptura de las NCL, situacion

que fue previamente reportada por Roger y colaboradores®?.
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4.4.2.1.5. Interaccion de nanoparticulas con proteinas del mucus

Como se menciond en capitulos anteriores, las proteinas que componen el mucus podrian

interaccionar con las NCLs y de esa manera disminuir su movilidad, reduciendo asi la

capacidad de dichos sistemas de atravesar la membrana celular.

En la Tabla 4.11 se observan los resultados de los tamafios promedio obtenidos para las

NCLs en presencia y ausencia de mucinas empleando el NanoSight.

Tabla 4.11. Tparticuie €stimado por desplazamiento relativo y el efecto de mucinas sobre el mismo.

NCL | Sin mucinas | Con mucinas
S1 45+10 41+10
S2 59+20 57+10
S3 138+40 143430
S4 41+10 48+10
S5 68+10 70+10
S6 145+30 131420

Como puede verse en la Tabla 4.11 los tamafios obtenidos para las NCLs en ausencia de
mucinas mediante esta técnica no varia significativamente de los obtenidos por dispersion

de luz dinamica (ver Tpgyricuia Obtenidos en las Tablas 4.8 y 4.9).

Las NCLs (sin farmaco o cargadas con BNZ) no mostraron cambios significativos en el
tamafio relativo obtenido, lo que podria indicar una interaccion nula con las proteinas del
mucus. Esto puede deberse principalmente a la carga que presentan dichas particulas (ver
valores de PZ de las Tablas 4.8 y 4.9), ya que en el caso de las NCLs sin farmaco (S1, S2 y
S3) presentan una baja intensidad de carga negativa (al igual que las mucinas) o en el caso
de las NCLs de BNZ (S4, S5 y S6) carga practicamente neutra, no favoreciendo asi

interacciones electrostaticas fuertes entre las proteinas y dichos sistemas.

4.4.2.1.6. Activacion del complemento

El consumo del complemento fue expresado como funcién de la superficie de
nanocapsulas (cm?) que representa un aumento en la concentracion de las mismas. En este
ensayo, el mecanismo clasico del complemento del SHN es activado posteriormente al
contacto con eritrocitos de oveja sensibilizados, lo que conduce a la lisis de éstos y la
liberacion de hemoglobina. Cuando el suero estd en presencia de NPs activadoras, se
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encuentran menos proteinas del complemento para lisar los eritrocitos de oveja, lo que
provoca una reduccion de las unidades del sistema del complemento?.

En general, se postula que el sistema del complemento puede influir en la farmacocinética
y la biodistribucion de las NPs, a través de las proteinas del complemento que actuarian
como un puente entre las NPs y una gama de células inmunes innatas y adaptativas.

Esta interaccion podria producir una eliminacion de las NPs por parte de las células

fagociticas asi como influir en la respuesta inflamatoria del sistema inmune?’.
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Figura 4.21. Consumo del sistema del complemento (%) en funcion de la superficie de las NCLs
(cm?/ml) de BNZ.

En la Figura 4.21 se compara el consumo del sistema de complemento para las NCLs sin
farmaco y las NCLs de BNZ. Puede observarse que los perfiles son similares y que tanto
las NCLs vacias como las NCLs con BNZ activan el complemento de manera casi igual. Si
se comparan estos resultados con la bibliografia, se puede postular que la activacion del
complemento es dependiente del tamafio de las NPs. A partir de estos resultados podriamos
postular que la inclusién de BNZ en las NCLs estaria siendo en el interior de las NCLs y
que no existiria interaccion alguna con las proteinas correspondientes del complemento.
Gamboa y colaboradores han obtenidos resultados similares empleando NCLs de

ivermectina®.

135



Capitulo 4. Benznidazol.

4.4.2.1.7. Ensayos de citotoxicidad de las nanocapsulas lipidicas para cultivos de
células Caco-2

Con el objetivo de determinar el efecto de las NCLs sobre las células se ensayo la
supervivencia de un cultivo de células Caco-2 en presencia de distintas concentraciones de
las NCLs sin farmacos y las capsulas de BNZ. A continuacion se muestran resultados

obtenidos a 24 y 48 horas posteriores a la exposicion.
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Figura 4.22. Supervivencia celular luego de 24 horas de exposicion a NCLs sin farmaco y las

capsulas de BNZ.

En la Figura 4.22 se observan los perfiles de supervivencia celular en funcion de
concentracion de las NCLs con y sin BNZ. Puede observarse que luego de 24 horas de
exposicion a concentraciones de hasta 500 pg/ml de NCLs cargadas con BNZ la viabilidad
de células Caco-2 es alta y cercana a la obtenida para las NCLs sin BNZ. Al emplear
concentraciones mas elevadas, la viabilidad se reduce en todos los sistemas ensayados, sin
embargo, el sistema S4 (el de menor tamafio) presenta una sobrevida significativamente

mas baja en estas condiciones. Estos resultados son coincidentes con el trabajo de Thwala y
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colaboradores, quienes describieron que la viabilidad celular de células Caco-2 incubadas
con NCLs de insulina fue dependiente del tamafio y la concentracion de las mismas?®.
A continuacion se muestran los resultados que se obtuvieron luego de incubar durante 48

horas los cultivos celulares con las NCLs de BNZ.
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Figura 4.23. Supervivencia celular luego de 48 horas de exposicion a NCLs sin farmaco y las NCLs
de BNZ.

En la Figura 4.23 se observa la supervivencia celular en funcion de concentracion de las
NCLs vacias y NCLs de BNZ luego de 48 horas de exposicion a las mismas. Nuevamente,
puede observarse que la sobrevida celular es similar para las NCLs vacias y las cargadas
con BNZ hasta concentraciones de 500 pg/ml. Sin embargo puede observarse una baja en la
supervivencia celular cuando la concentracion de NCLs es mas elevada siendo, al igual que
a 24 horas, menor para el sistema S4 (el de menor tamafio). Se han llevado a cabo ensayos
de supervivencia celular para NCLs similares pero conteniendo otros farmacos, donde
luego de 48 horas de exposicidn se obtuvieron resultados similares, a los observados en este

trabajo en relacion a la supervivencia celular?.

137



Capitulo 4. Benznidazol.

4.4.2.1.8. Ensayos de integridad epitelial

4.4.2.1.8.1. Evolucion de los valores de resistencia eléctrica transepitelial de cultivos

de células Caco-2 durante las pruebas de permeabilidad

Una vez que los valores de TEER se estabilizaron, luego de aproximadamente 8 dias, en

valores cercanos a 1400 Q cm?, se llevaron a cabo los ensayos de transporte. Se inici6 con

la evaluacion de la integridad epitelial con el control de los valores de TEER.

En la Figura 4.24 se puede ver que los valores TEER no se alteran significativamente

durante la prueba de transporte, lo que indica el mantenimiento de la integridad de la

membrana de la célula Caco-2 durante el desarrollo del experimento de transporte para

todos los sistemas analizados.
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Figura 4.24. Evolucion en los valores de TEER de cultivos de células Caco-2 durante ensayos de

transporte con las NCLs de BNZ.
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4.4.2.1.8.2. Control de integridad mediante microscopia electronica de barrido
La integridad de la membrana de las células Caco-2 durante la prueba de transporte

empleando NCLs de BNZ se estudi6 adicionalmente por MEB (Figura 4.25).

Figura 4.25. Micrografias obtenidas por MEB de los cultivos de células Caco-2. (A) Luego de 2
dias de cultivo (la barra representa 10 um) y (B) posterior a los ensayos de transporte con medio (la
barra representa 2 pm), BNZ sin tratar (C) y las NCLs S4 (D), S5 (E) y S6 (F), (la barra representa

3 um).

En el caso de la Figura 4.25 A se muestran las células previo a la formacion de uniones
estrechas entre células (luego de 2 dias de iniciado el cultivo celular), la misma se emplea
para comparar con las otras imagenes donde se observan claramente las uniones celulares.

En la Figura 4.25 B se observa el control, obtenido luego de 6 horas de tratamiento con el
medio de cultivo, y en la Figura 4.25 C se muestran los resultados obtenidos posteriormente
al ensayo de transporte empleando el BNZ de partida. Como se menciond previamente, en
este caso es notable la presencia los cristales de BNZ, los cuales no alteran las conexiones
entre las células que forman la monocapa.

Finalmente las Figuras 4.25 D, E y F fueron obtenidas luego de los ensayos de transporte
con los 3 tipos de NCLs, en todos los casos se observan las uniones estrechas entre las
células vecinas conservadas. Como se mencion6 previamente, el control de las uniones
entre células permite pensar que el BNZ que se transporta del lado apical al basolateral lo

hace a través de la membrana celular y no por posibles poros formados entre células.
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4.4.2.1.9. Evaluacion de la permeabilidad de la monocapa celular de benznidazol a

partir de nanoparticulas
En este trabajo se estudio el transporte de BNZ desde el compartimiento apical al

basolateral de los Transwells® donde se cultivaron células Caco-2. Para esto, se estudio la

P4, de BNZ a partir de BNZ sin tratar y las NCLs de BNZ.
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Figura 4.26. (A) Cantidad total de BNZ que pasa a traves de la monocapa de células Caco-2
empleando el BNZ sin tratar y las NCLs de BNZ. (B) F,,, de BNZ desde BNZ sin tratar y las NCLs
de BNZ.

El transporte a través de monocapas celulares de Caco-2 se evalud, como se muestra en la
Figura 4.26 A, mediante el analisis de BNZ permeado en el tiempo partiendo de BNZ sin
tratar que se comparo con los resultados obtenidos para las NCLs. Tal como se observa, se
produce un notable aumento de la permeacién de BNZ cuando se encuentra encapsulado.
Es probable que esto tenga relacion con las propiedades previamente evaluadas de las
NCLs de BNZ, principalmente el tamafio demostrado y la baja interaccion con las mucinas.

En adicion, fue calculada la P,, de BNZ como se detalla en el Capitulo 2, Ecuacion 2.7

(Pagina 41). La P, fue significativamente mas elevada para las NCLs que para el BNZ sin
tratamiento (ver Figura 4.26 B).
4.4.2.1.10. Evaluacion de la captacion celular de las nanocapsulas lipidicas

La capacidad de captacion de las NCLs fue evaluada empleando citometria de flujo y

microscopia confocal. Para ello se emplearon las NCLs fluorescentes, preparadas con

NileRed.
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4.4.2.1.10.1. Control de la captacion de las nanocapsulas lipidicas empleando
citometria de flujo

A través de la técnica de citometria de flujo se analizaron las caracteristicas fisicas y
quimicas de las NCLs a través de capacidad de ser captadas por un modelo celular. Se
determind el porcentaje de captacion de las NCLs por parte de células Caco-2 en base a la
fluorescencia de las mismas.

En la Figura 4.27 se comparan los resultados obtenidos para las células tratadas y no
tratadas con los diferentes tipos de NCL.
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Figura 4.27. Eficiencia en la captacion de NCLs por parte de células Caco-2.

A partir de los resultados de captacion mostrados, puede verse que cerca del 100 % de las
NCLs empleadas para este ensayo fueron captadas por las células y confirmaria que la
seleccién de los excipientes lipidicos fue correcta y adecuada para este tipo de sistemas.
Ademas, es importante destacar que los resultados mostrados representan solo las células

vivas.

4.4.2.1.10.2. Control de la captacion de las nanocapsulas lipidicas empleando
microscopia confocal

En la Figura 4.28 se observan las imagenes obtenidas por microscopia confocal (A: S4, B:
S5 y C: S6), donde pueden observarse las NCLs y la monocapa celular. Las NCLs se

observan en color rojo debido a que estan cargadas con NileRed, la membrana celular, que
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fue tefiida con el colorante WGA, se visualiza en color verde y los nucleos de las células de
color azul ya que fueron tefiidos con DAPI.

Luego del tratamiento con las NCLs las células son lavadas y se observan por microscopia
confocal. En las imégenes obtenidas se muestra claramente como las NCLs atravesaron la
membrana celular y quedan en el interior de las células. Las imagenes también muestran
una cierta acumulacion de las particulas en las uniones entre las células, lo que plantea la
potencial importancia de los mecanismos paracelulares en el transporte de farmacos a
través de la monocapa.

Estos resultados son coincidentes con los descriptos en el estudio por citometria de flujo
(Figura 4.27) y demuestra la capacidad de las NCLs de BNZ de ser captadas por las células.

Figura 4.28. Micrografias obtenidas por microscopia confocal. Las NCLs se muestran en color rojo,
las membranas celulares de verde y los nucleos de las células en azul. (A) NCLs S4, (B) NCLs S5y
(C) NCLs S6. La barra representa 50 pm.

4.4.2.2. Disefio y optimizacion durante la elaboracion de nanocapsulas
lipidicas de benznidazol

Luego de determinar que los mejores excipientes oleosos para este tipo de NCLs son
aceites se busco determinar la proporcion de estos para obtener sistemas con caracteristicas

Optimas. Para ello se aplico un disefio simple centrado que consistié de 24 ensayos.

142



Capitulo 4. Benznidazol.

Se estudiaron distintas proporciones de 4 diferentes aceites: Labrafac WL, Labrafac PG,
Labrasol ALF y Capryol.

En la Tabla 4.12 se observan los experimentos realizados con diferentes proporciones de
cada aceite, siendo la cantidad final constante e igual a 1,028 mg.

Tabla 4.12. Ensayos realizados y resultados obtenidos en el disefio.

Ensayo \I/_\?Erafac Labrafac | Labrasol | Capryol |Tparticuia | IPd | A15 | A30
(mg) | PG (mg) |ALF (mg)| (mg) | (m) | (m) | (hm) | (m)

1 514,00 0,00 514,00 0,00 28,1 [0,099| 0,0 51,5

2 0,00 0,00 514,00 514,00 297,7 0,453 258,0 | 1039,0

3 128,50 128,50 128,50 642,50 424 10,953 | 347,9 | 1488,8

4 0,00 0,00 1028,00 0,00 141,1 |0,454| 0,9 1,5

5 1028,00 0,00 0,00 0,00 55,8 [0,084| 0,2 | 1034

6 514,00 514,00 0,00 0,00 55,8 |0,036| 103,0 | 776,2

7 514,00 0,00 0,00 514,00 416 |0,252|257,7 | 1088,6

8 1028,00 0,00 0,00 0,00 545 [0,092| 05 | 103,7

9 128,50 642,50 128,50 128,50 36,7 0,108 | 193,8 | 1171,8

10 0,00 514,00 514,00 0,00 73,3 |0,568|103,6 | 723,1

11 342,67 342,67 0,00 342,67 38,2 0,18 | 240,8 | 1206,4

12 642,50 128,50 128,50 128,50 424 10,332| 90,1 | 504,4

13 0,00 342,67 | 342,67 342,67 484 10,542 |249,6 | 11774

14 0,00 0,00 1028,00 0,00 2555 |0,367| 0,8 1,9

15 0,00 514,00 0,00 514,00 123,3 |0,642 | 359,9 | 1755,7

16 514,00 0,00 0,00 514,00 38,7 0,641 257,2 | 10819

17 0,00 1028,00 0,00 0,00 49,1 0,098 | 206,2 | 1450,9

18 342,67 0,00 342,67 342,67 376 0,246 | 173,0| 722,0

19 0,00 0,00 0,00 1028,00 270,5 0,424 | 514,2 | 2066,0
20 0,00 0,00 0,00 1028,00 339,1 |0,578| 511,3 | 2060,4
21 0,00 1028,00 0,00 0,00 51,4 0,141 205,5 | 14453
22 128,50 128,50 642,50 128,50 325 |0,865| 90,8 | 452,7
23 257,00 257,00 257,00 257,00 26,6 [0,335|183,4 | 905,55
24 342,67 342,67 | 342,67 0,00 314 |0,118| 68,4 | 516,44

Con estos resultados se analizé estadisticamente el modelo, en este sentido, en la Tabla

4.13 se detallan los indicadores del ensayo ANOVA para el disefio.
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Tabla 4.13. Valores de indicadores estadisticos obtenidos del disefio.

Tparticuta (NM) IPd (nm) A 15 (nm) A 30 (nm)
Modelo 0,0001 0,0065 <0,0001 0,0001
Falta de ajuste | No significativo | No significativo | No significativo | No significativo
r? ajustado 0,762 0,369 0,99 0,99
r2 predicho 0,745 0,256 0,97 0,99

Puede observarse que el modelo fue significativo para todas las respuestas estudiadas (los
valores de p estuvieron por debajo de 0,05).

En todos los casos la falta de ajuste fue considerada no significativa, siendo el error bajo.

Por Gltimo para todas las respuestas los valores de los valores de r? ajustado y r? predicho
fueron similares, estos parametros comparan los valores obtenidos con los predichos por el
programa.

Luego de comprobar que los indicadores estadisticos se encontraban dentro de los rangos
deseados se procedid a la etapa de optimizacion. Las condiciones bajo las que se llevo a
cabo este paso se muestran en la Tabla 4.14.

Tabla 4.14. Restricciones de la optimizacion para la formulacion de NCLs de BNZ.

Factor/Respuesta| Objetivo Importancia
Labrafac WL En el rango 3

Labrafac PG En el rango 3
Labrasol ALF | En el rango 3
Capryol En el rango 3
Tparticula (nm) Minimo 4
IPd (nm) Minimo 4

A 15 (nm) Minimo 3

A 30 (nm) Minimo 3

Por ultimo se obtuvieron las NCLs siguiendo el protocolo devuelto por el programa, el
mismo es el sistema con mayor deseabilidad que se logro obtener (D= 0,96). En la Tabla
4.15 se observan los valores tedricos predichos por el programa y los resultados reales

obtenidos.
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Tabla 4.15. Protocolos y resultados del ensayo de optimizacion.

Factores |Labrafac WL (mg) | Labrafac PG (mg) | Labrasol ALF (mg) | Capryol (mg)

Teodrica 883,71 0,00 144,29 0,00
Experimental 884,00 0,00 144,00 0,00
Respuestas Tparticuta (NM) IPd (nm) A 15 (nm) A 30 (hm)

Tebrica 26,60 0,126 0,163 89,20
Experimental 27,00 0,105 0,160 93,00

Como puede observarse en la Tabla 4.15 los resultados obtenidos para las NCLs de BNZ
optimizadas fueron similares a los predichos por el programa.

A partir de los resultados obtenidos se concluye que el disefio de experimentos y posterior
proceso de optimizacion para la formulacién de NCLs con diferente composicién mostro

ser un procedimiento eficaz.

4.4.2.2.1. Evaluacion in-vitro de las nanocépsulas lipidicas de benznidazol
optimizadas
4.4.2.2.1.1. Microscopia electronica de transmision

Las NCLs fueron observadas empleando MET y la imagen obtenida se muestra en la
Figura 4.29.

Figura 4.29. Micrografia electrénica de transmision de las NCLs de BNZ optimizadas. La barra
representa 100 nm.

El didmetro observado mediante MET para las NCLs de BNZ optimizadas mostro ser
similar al obtenido por dispersion de luz dinamica de 27 nm (ver en Tabla 4.15).
Por otro lado, se observa que las NCLs presentaron un tamafio y estructura homogénea,

como puede evidenciarse en la Figura 4.29.
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4.4.2.2.1.2. Eficiencia de encapsulacion

Se calculd la E¢E de las capsulas optimizadas, igual que para las NCLs de diferentes
tamafios, en base a la relacion entre la cantidad de farmaco total y la cantidad de farmaco
que se obtiene de las NCLs.

En este caso el valor de E¢E obtenido fue de 93,21 + 0,03 %, lo cual indica que gran parte
del BNZ empleado fue encapsulado dentro de las NCLs, siendo este valor superior también
al obtenido para las NCLs S4, las cuales habian presentado la mayor E¢E previamente,

ademas de tener un tamafio similar a las NCLs optimizadas.

4.4.2.2.1.3. Estabilidad de las nanocapsulas en diferentes medios

En este punto fue estudiado el comportamiento de los sistemas desarrollados en presencia
de diferentes medios gastrointestinales simulados, mediante la medicion de IPd y el control
de la liberacion de BNZ. Nuevamente, en los casos en que el IPd fue inferior a 0,3 nm, las
muestras fueron consideradas homogéneas, siendo esto una medida de la estabilidad de las
mismas.

En este sentido en la Figura 4.30 se presentan los resultados de IPd obtenidos para las
NCLs optimizadas en los diferentes medios durante las 2 horas en las que se llevo a cabo el
ensayo.

Las NCLs de BNZ optimizadas mostraron IPd menores a 0,3 nm en todos los medios

estudiados, demostrando cierta estabilidad durante al menos las 2 horas que duré el ensayo.
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Figura 4.30. IPd de las NCLs de BNZ optimizadas en funcidn del tiempo en presencia de fluidos
gastrointestinales simulados.
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Por otro lado, en la Figura 4.31 se exhibe la liberacion de BNZ a partir de estas NCLs en
presencia de distintos medios. Claramente se puede ver que en el medio fluido intestinal
simulado con enzimas, la velocidad de liberacion de BNZ es mayor en comparacion con los

otros medios (fluidos gastrointestinales simulados sin el agregado de enzimas).
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Figura 4.31. Perfiles de liberacién de BNZ a partir de las NCLs de BNZ optimizadas en funcion del
tiempo en presencia de fluidos gastrointestinales simulados.

Nuevamente se observa, en la Figura 4.31, que la liberacion de BNZ a partir de estas
NCLs en presencia del fluido intestinal simulado con enzimas muestra la mayor velocidad
de liberacion de BNZ. En presencia de los otros medios (fluidos gastrointestinales
simulados sin el agregado de enzimas) la liberacion de BNZ muestra perfiles con
velocidades de disolucion mas bajas.

Sin embargo, a diferencia de lo observado para las NCLs sin optimizar, la liberacion de
BNZ no es completa en ninguno de los medios empleados, durante al menos las 6 horas de
duracion del ensayo, esto podria deberse a la estabilidad que presentan las NCLs

optimizadas, una de las respuestas que se busco optimizar en este trabajo.
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4.4.2.2.1.4. Interaccidon de nanoparticulas con proteinas del mucus

Las mucinas, o proteinas del mucus, podrian interaccionar con las NCLs y de esa manera
disminuir su movilidad, reduciendo asi la capacidad de dichos sistemas de atravesar la
membrana celular.

En la Figura 4.32 se observan los perfiles de distribucion de tamafio obtenidos para las
NCLs en presencia y ausencia de mucinas empleando el NanoSight. Previamente, se
observo que las mucinas no interaccionan con las NCLs convencionales (ver Tabla 4.11,
Péagina 134), en esta seccion se demostro que las NCLs optimizadas tampoco interaccionan
con las proteinas del mucus.
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Figura 4.32.Perfiles de distribucion del tamafio de (A) las NCLs y (B) las NCLs en presencia de
proteinas del mucus.

Segun los resultados obtenidos, las NCLs optimizadas parecerian no interaccionar con las

mucinas, dado que no mostraron cambios significativos en el tamafio relativo obtenido.
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Estos resultados coinciden con aquellos obtenidos en relacion a la interaccion con las

células Caco-2 y que muestran una buena permeacion y captacion de estas NCLs.

4.4.2.2.1.5. Activacion del complemento

En la Figura 4.33 se compara el consumo del sistema de complemento para las NCLs sin
farmaco (resultados mostrados previamente en la Figura 4.21) y las NCLs de BNZ
optimizadas.

Las curvas son similares entre si, demostrando que la carga de BNZ en las NCLs no
estaria afectando significativamente la activacion del complemento, por lo que el BNZ

posiblemente se encontraria en el interior de las mismas.
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Figura 4.33. Consumo del sistema del complemento (%) en funcidn de la superficie de las NCLs de
BNZ

4.4.2.2.1.6. Ensayos de citotoxicidad de las nanocapsulas lipidicas para cultivos de
celulas Caco-2

Con el objetivo de determinar el efecto de las NCLs sobre las células se ensay6 la
supervivencia de un cultivo de células Caco-2 en presencia de distintas concentraciones de
las NCLs sin farmacos y las capsulas de BNZ. A continuacion se muestran resultados

obtenidos a 24 y 48 horas posteriores a la exposicion.
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Figura 4.34. Supervivencia celular luego de 24 h de exposicion a las NCLs.

En la Figura 4.34 se observan los perfiles de supervivencia celular en funcion de
concentracion de las NCLs sin BNZ y las NCLs de BNZ optimizadas. Puede observarse
que luego de 24 horas de exposicion a concentraciones de hasta 2000 pg/ml de NCLs la
viabilidad de células Caco-2 es alta y similar para las NCLs sin farmaco y NCLs
optimizadas. A continuacién se muestran los resultados que se obtuvieron luego de tratar

durante 48 horas los cultivos celulares con las NCLs ensayadas.
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Figura 4.35. Supervivencia celular luego de 48 h de exposicion a las NCLs.
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En la Figura 4.35 se observa la supervivencia celular en funcién de las concentraciones de
NCLs vacias y NCLs de BNZ optimizadas luego de 48 horas de exposicion a las mismas.
Puede observarse que la sobrevida celular es similar para las NCLs vacias y las cargadas

con BNZ para todas las concentraciones en las que se trabajo.
4.4.2.2.1.7. Ensayos de integridad epitelial

4.4.2.2.1.7.1.Evolucidn de los valores de resistencia eléctrica transepitelial de cultivos de
células Caco-2 durante las pruebas de permeabilidad

Los valores TEER no se alteraron significativamente durante la prueba de transporte, lo
que indica el mantenimiento de la integridad de la membrana de la célula Caco-2 durante el

desarrollo del experimento de transporte para las NCLs de BNZ optimizadas.

4.4.2.2.1.7.2.Control de integridad mediante microscopia electronica de barrido
La integridad de la membrana de las células Caco-2 durante la prueba de transporte
empleando NCLs de BNZ optimizadas se estudié también por MEB.

200 nm 500 kV
300K X

Figura 4.36. Micrografias obtenidas por MEB de los cultivos de células Caco-2 posterior a los
ensayos de transporte con las NCLs de BNZ optimizadas. La barra representa 3 um.

En la Figura 4.36 se muestran las micrografias obtenidas de la monocapa celular de Caco-

2, en la cual se pueden observar las células posterior al ensayo de transporte empleando
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NCLs optimizadas, donde son notables las conexiones entre las células vecinas que forman

la monocapa.

4.4.2.2.1.8. Evaluacion de la permeabilidad de la monocapa celular de benznidazol a
partir de nanoparticulas optimizadas

En este trabajo se estudio el transporte de BNZ desde el compartimiento apical al
basolateral de los Transwells® donde se cultivaron células Caco-2. Para esto, se

compararon los resultados obtenidos para el BNZ sin tratar y las NCLs optimizadas.
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Figura 4.37. Cantidad de BNZ permeado a través de la monocapa de células Caco-2 empleando
BNZ sin tratar y las NCLs de BNZ optimizadas (A). P,,, de BNZ partiendo de BNZ sin tratar y
NCLs de BNZ (B).

El transporte a través de monocapas celulares de Caco-2 se evalud, como se muestra en la
Figura 4.37 A, mediante el analisis de la cantidad de BNZ permeado en el tiempo partiendo
de BNZ sin tratar y las NCLs optimizadas. En este sentido, se observa una mejora
significativa de la P,, de BNZ cuando se emplean las NCLs.

En relacion con lo mencionado previamente, la P, de BNZ, fue significativamente mas
elevada para las NCLs optimizadas que para el BNZ sin tratamiento (Figura 4.37 B),
demostrando una vez mas que este tipo de nanovectores permiten aumentar de manera

significativa la permeabilidad del farmaco.
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4.4.2.2.1.9. Evaluacion de la captacidn celular de las nanocapsulas lipidicas
La capacidad de captacion de las NCLs fue evaluada empleando citometria de flujo y
microscopia confocal. Para ello se emplearon las NCLs optimizadas que fieron preparadas

reemplazando el BNZ por NileRed.

4.4.2.2.1.9.1.Control de la captacion de las nanocapsulas lipidicas empleando citometria
de flujo

Se determiné el porcentaje de captacion de las NCLs optimizadas por parte de células
Caco-2 en base a la fluorescencia de las células, determinada por citometria de flujo. En la
Figura 4.38 se comparan los resultados obtenidos para las células no tratadas con NCLs y

las tratadas con las NCLs optimizadas.
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Figura 4.38. Eficiencia de captacion de NCLs optimizadas por parte de células Caco-2.

A partir de los resultados de captacion mostrados, puede verse que cerca del 100 % de las
NCLs empleadas para este ensayo fueron captadas por las células. En este sentido, se
demuestra que las NCLs optimizadas de BNZ seria una alternativa tecnoldgica eficaz para

aumentar la permeabilidad del farmaco, al menos en este ensayo in-vitro.
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4.4.2.2.1.9.2.Control de la captacion de las nanocapsulas lipidicas empleando
microscopia confocal

En la Figura 4.39 se observan la imagen obtenida por microscopia confocal, donde
pueden observarse las NCLs y la monocapa celular. Nuevamente, las NCLs se observan en
color rojo debido a que estan cargadas con NileRed, la membrana celular, tefiida con WGA
se visualiza en color verde y los nucleos de las células de color azul ya que fueron tefiidos
con DAPI.

Luego del tratamiento con las NCLs las células son lavadas y se observan por microscopia
confocal. En la Figura 4.39 se muestra claramente como las NCLs atraviesan la membrana

celular y quedan retenidas en el interior de las células.

Figura 4.39. Imagen obtenida por microscopia confocal. Las NCLs se muestran en color rojo, las
membranas celulares de verde y los nicleos de las células en azul. La barra representa 50 um.

154



Capitulo 4. Benznidazol.

4.5.Conclusiones

Se desarrollaron NPs de BNZ mediante el disefio de experimentos con posterior
optimizacion. Este trabajo demuestra que las condiciones para llevar a cabo la preparacién
de los nanosistemas de BNZ y P-188 fueron significativamente criticas en las
caracteristicas finales obtenidas.

El Tparticuia S€ redujo, mientras que la BNZyc Yy la Sgyz se incrementaron mediante el
procedimiento de optimizacion.

Las condiciones Optimas para la preparacion de NPs incluyeron el uso de una solucion de
BNZ de 26 mg/ml, de 15 mg/ml de P-188 y el 30% de fase orgénica. Tanto la temperatura
de cristalizacion como la velocidad de agitacién no pudieron ser modeladas como factores
significativos sobre las respuestas estudiadas.

En las condiciones de deseabilidad (D = 0,99), el BNZy fue del 98 %, el Tyqrticuia 57
nm y la Sgyz 3,75 mg/ml. Finalmente, este sistema optimizado se caracterizo in-vitro,
demostrando un aumento significativo de la P, de BNZ.

Por otro lado, se demostré que las NPs de BNZ formuladas a través de este proceso de
optimizacion exhiben un notable efecto en la inhibicion del crecimiento amastigotes de T.
cruzi en miocitos cardiacos primarios. También se confirm6 que todos los ratones
sobrevivieron a la infeccion aguda con 15 dosis de 25 0 50 mg de BNZ/kg/dia de NPs de
BNZ durante el ensayo.

Estos hallazgos llevaron a la conclusién de que el tratamiento con NPs de BNZ es un
enfoque muy conveniente, en diferentes dosis, para tratar con éxito la enfermedad de
Chagas en un modelo experimental de infeccion aguda por T. cruzi. Adicionalmente, ya
que esta formulacion puede obtenerse como una suspension estable en medios acuosos
podria facilitar la administracion de BNZ en neonatos y nifios.

Se obtuvieron NCLs de BNZ de 28, 48 y 103 nm, empleando los mismos componentes en
diferentes concentraciones. Las NCLs fueron caracterizadas fisicoquimicamente e in-vitro,
demostrando no interaccionar con las proteinas del mucus y no generar cambios
significativos en la activacion del sistema del complemento. Ademas mostraron mantener

una alta sobrevida celular luego de 24 y 48 hs de tratamiento. Las NCLs permitieron
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aumentar la P,,de BNZ hasta 10 veces, siendo controladas durante este proceso la

integridad de la monocapa y la captacion de las NCLs.

Por otro lado, se formularon capsulas de BNZ empleando disefio y posterior optimizacion
de experimentos, obteniéndose NCLs de 27 nm, con alta estabilidad controlada a 15 y 30
dias. Nuevamente, las NCLs fueron estudiadas fisicoquimicamente e in-vitro, demostrando
no interaccionar con las proteinas del mucus, y tampoco produjeron cambios significativos
en la activacién del sistema del complemento. Finalmente, demostraron una alta sobrevida
celular tanto 24 como 48 hs posteriores al tratamiento. Las NCLs permitieron aumentar la
P, de BNZ

En este sentido, se concluye que las NCLs de BNZ representan una alternativa atractiva

para el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

156



Capitulo 4. Benznidazol.

4.6.Referencias

1)

@)

3)

(4)

()

(6)

(7)

Montgomery, S. P.; Starr, M. C.; Cantey, P. T.; Edwards, M. S.; Meymandi, S. K.
“Neglected Parasitic Infections in the United States: Chagas Disease.” Am. J. Trop.
Med. Hyg. 2014, 90 (5), 814-818.

Urbina, J. A. “Specific Treatment of Chagas Disease: Current Status and New
Developments.” Curr. Opin. Infect. Dis. 2001, 14 (6), 733-741.

Fundacion Oswaldo Cruz. Tratamiento Etiolégico de La Enfermedad de Chagas.
Conclusiones de Una Consulta Técnica. In Programa PNUD/Banco Mundial/OMS

de Investigacion y Adiestramiento en EnfermedadesTropicales (TDR); 1998; 1-33.

Fonseca-Berzal, C.; Palmeiro-Roldan, R.; Escario, J. A.; Torrado, S.; Aran, V. J.;
Torrado-Santiago, S.; Gomez-Barrio, A. “Novel Solid Dispersions of Benznidazole:
Preparation, Dissolution Profile and Biological Evaluation as Alternative
Antichagasic Drug Delivery System.” Exp. Parasitol. 2015, 149, 84-91.

Leonardi, D.; Salomon, C. J. “Unexpected Performance of Physical Mixtures over
Solid Dispersions on the Dissolution Behavior of Benznidazole from Tablets.” J.
Pharm. Sci. 2013, 102 (3), 1016-1023.

Leonardi, D.; Bombardiere, M. E.; Salomon, C. J. “Effects of
Benznidazole:Cyclodextrin Complexes on the Drug Bioavailability upon Oral
Administration to Rats.” Int. J. Biol. Macromol. 2013, 62, 543-548.

Soares-Sobrinho, J. L.; Santos, F. L. A.; Lyra, M. A. M.; Alves, L. D. S.; Rolim, L.
A.; Lima, A. A. N.; Nunes, L. C. C.; Soares, M. F. R.; Rolim-Neto, P. J.; Torres-
Labandeira, J. J. “Benznidazole Drug Delivery by Binary and Multicomponent
Inclusion Complexes Using Cyclodextrins and Polymers.” Carbohydr. Polym. 2012,
89 (2), 323-330.

157



(8)

©)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

Capitulo 4. Benznidazol.

Morilla, M. .; Benavidez, P.; Lopez, M. .; Bakas, L.; Romero, E. . “Development and

in Vitro Characterisation of a Benznidazole Liposomal Formulation.” Int. J. Pharm.,
2002, 249 (1-2), 89-99.

Sanchez, G.; Cuellar, D.; Zulantay, l.; Gajardo, M.; Gonzélez-Martin, G.
“Cytotoxicity and Trypanocidal Activity of Nifurtimox Encapsulated in
Ethylcyanoacrylate Nanoparticles.” Biol. Res. 2002, 35 (1), 39-45.

Roger, E.; Lagarce, F.; Benoit, J. P. “Development and Characterization of a Novel
Lipid Nanocapsule Formulation of Sn38 for Oral Administration.” Eur. J. Pharm.
Biopharm. 2011, 79 (1), 181-188.

Peltier, S.; Oger, J.-M.; Lagarce, F.; Couet, W.; Benoit, J.-P. “Enhanced Oral
Paclitaxel Bioavailability After Administration of Paclitaxel-Loaded Lipid
Nanocapsules.” Pharm. Res. 2006, 23 (6), 1243-1250.

Roger, E.; Lagarce, F.; Benoit, J.-P. “The Gastrointestinal Stability of Lipid
Nanocapsules.” Int. J. Pharm. 2009, 379 (2), 260-265.

Roger, E.; Lagarce, F.; Garcion, E.; Benoit, J.-P. “Lipid Nanocarriers Improve
Paclitaxel Transport throughout Human Intestinal Epithelial Cells by Using Vesicle-
Mediated Transcytosis.” J. Control. Release 2009, 140 (2), 174-181.

Cornier, J.; Owen, A.; Kwade, A.; Van de Voorde, M. Pharmaceutical
Nanotechnology: Innovation and Production; Wiley-VCH Verlag GmbH & Co.
KGaA: Weinheim, Alemania, 2017.

Sahu, B. P.; Das, M. K. “Nanosuspension for Enhancement of Oral Bioavailability

of Felodipine.” Appl. Nanosci. 2014, 4 (2), 189-197.

Singh, S. K.; Makadia, V.; Sharma, S.; Rashid, M.; Shahi, S.; Mishra, P. R,;
Wahajuddin, M.; Gayen, J. R. “Preparation and In-Vitro/in-Vivo Characterization of
Trans-Resveratrol Nanocrystals for Oral Administration.” Drug Deliv. Transl. Res.
2017, 7 (3), 395-407.

158



(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

Capitulo 4. Benznidazol.

Salvati, A.; Aberg, C.; dos Santos, T.; Varela, J.; Pinto, P.; Lynch, I.; Dawson, K. A.
“Experimental and Theoretical Comparison of Intracellular Import of Polymeric
Nanoparticles and Small Molecules: Toward Models of Uptake Kinetics.”
Nanomedicine - Nanotechnology, Biol. Med. 2011, 7, 818-826.

Murgia, X.; Yasar, H.; Carvalho-Wodarz, C.; Loretz, B.; Gordon, S.; Schwarzkopf,
K.; Schaefer, U.; Lehr, C.-M. M. “Modelling the Bronchial Barrier in Pulmonary
Drug Delivery: A Human Bronchial Epithelial Cell Line Supplemented with Human
Tracheal Mucus.” Eur. J. Pharm. Biopharm. 2017, 118, 79-88.

Ghaffarian, R.; Muro, S. “Models and Methods to Evaluate Transport of Drug
Delivery Systems Across Cellular Barriers.” J. Vis. Exp. 2013, No. 80.

Khalil, N.; de Mattos, A.; Moraes Moreira Carraro, T.; Ludwig, D.; Mainardes, R.
“Nanotechnological Strategies for the Treatment of Neglected Diseases.” Curr.

Pharm. Des. 2013, 19 (41), 7316-7329.

Toledo, M. J. O.; Bahia, M. T.; Veloso, V. M.; Carneiro, C. M.; Machado-Coelho,
G. L. L.; Alves, C. F.; Martins, H. R.; Cruz, R. E.; Tafuri, W. L.; Lana, M. “Effects
of Specific Treatment on Parasitological and Histopathological Parameters in Mice
Infected with Different Trypanosoma Cruzi Clonal Genotypes.” J. Antimicrob.
Chemother. 2004, 53 (6), 1045-1053.

Grosso, N. L.; Bua, J.; Perrone, A. E.; Gonzalez, M. N.; Bustos, P. L.; Postan, M.;
Fichera, L. E. “Trypanosoma Cruzi: Biological Characterization of a Isolate from an
Endemic Area and Its Susceptibility to Conventional Drugs.” Exp. Parasitol. 2010,
126 (2), 239-244.

Palmeiro-Roldéan, R.; Fonseca-Berzal, C.; Gomez-Barrio, A.; Arén, V. J.; Escario, J.
A.; Torrado-Duran, S.; Torrado-Santiago, S. “Development of Novel Benznidazole
Formulations: Physicochemical Characterization and in Vivo Evaluation on
Parasitemia Reduction in Chagas Disease.” Int. J. Pharm. 2014, 472 (1-2), 110-117.

159



(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

Capitulo 4. Benznidazol.

Gamboa, G. V. U,; Palma, S. D.; Lifschitz, A.; Ballent, M.; Lanusse, C.; Passirani,
C.; Benoit, J. P.; Allemandi, D. A. “Ivermectin-Loaded Lipid Nanocapsules: Toward
the Development of a New Antiparasitic Delivery System for Veterinary
Applications.” Parasitol. Res. 2016, 115 (5), 1945-1953.

Heurtault, B.; Saulnier, P.; Pech, B.; Proust, J.; Benoit, J. “A Novel Phase Inversion-
Based Process for the Preparation of Lipid Nanocarriers.” Pharm. Res. 2002, 19 (6),
875-880.

Vonarbourg, A.; Passirani, C.; Saulnier, P.; Simard, P.; Leroux, J. C.; Benoit, J. P.
“Evaluation of Pegylated Lipid Nanocapsules versus Complement System
Activation and Macrophage Uptake.” J. Biomed. Mater. Res. Part A 2006, 78A (3),
620-628.

Moghimi, S. M.; Andersen, A. J.; Ahmadvand, D.; Wibroe, P. P.; Andresen, T. L.;
Hunter, A. C. “Material Properties in Complement Activation.” Adv. Drug Deliv.
Rev. 2011, 63 (12), 1000-1007.

Thwala, L. N.; Beloqui, A.; Csaba, N. S.; Gonzalez-Touceda, D.; Tovar, S.; Dieguez,
C.; Alonso, M. J.; Préat, V. “The Interaction of Protamine Nanocapsules with the
Intestinal Epithelium: A Mechanistic Approach.” J. Control. Release 2016, 243,
109-120.

Moysan, E.; Gonzélez-Fernandez, Y.; Lautram, N.; Béjaud, J.; Bastiat, G.; Benoit,
J.-P. “An Innovative Hydrogel of Gemcitabine-Loaded Lipid Nanocapsules: When
the Drug Is a Key Player of the Nanomedicine Structure.” Soft Matter 2014, 10 (11),
1767-1777.

160



Capitulo 5.

PRAZIQUANTEL



Capitulo 5. Praziquantel.

5.1. Indice

Bl INAICE. .ttt sttt 162
5.2, INIFOAUCCION ...ttt bbbttt bbb e 163
5.3, FOIMUIBCIONES ...ttt bbbt 164
5.4, RESUITAAOS ...ttt 165
5.4.1.  Micro- Y NaNOPArtiCUIAS .........coveiiiririiieire e 165
54.1.1. Cantidad de praziquantel nanocristalizado y rendimiento............cccoccvveerivennnnne. 165
54.1.2. Tamafio de particula y solubilidad aCu0Sa ............ccovvvviiiiireeis e, 165
54.1.3. Calorimetria diferencial de barrido ...........cooeeiiiiiiiicn e 166
54.14. Analisis de difracCion de ray0S X ........ccceveiiiiiirieieieesere e 167
54.15. ENsay0s de diSOIUCION ........ccueiiiiiiiiiisie et 168
5.4.1.6. Evaluacion del metabolismo energético en ratones Balb/c. ..........cc.ccoeeveienen, 171
5.4.2. Nanocapsulas lipidicas de praziquantel ............cccooveiiiiiiieii i 173

5.5.

5.6.

54.2.1. Didmetro  hidrodinamico, indice de polidispersidad, potencial zeta vy

CONAUCTIVIAAA ... bbbttt bbb 173
5.4.2.2. Microscopia electronica de transmiSiON ...........cccevveiieiiiee i, 174
5.4.2.3. Eficiencia de encapsulacion............ccccceoiiiii e 175
5.4.24. Interaccién de nanoparticulas con proteinas del Mucus ..........ccccoeeeveiieiiccnnnne. 175
54.25. Activacion del compIEMENTO ........ccooiiiiiiiiiie e 175

5.4.2.6. Ensayos de citotoxicidad de nanocépsulas lipidicas en cultivos de células
LT PSR 176

54.2.7. Evaluacion de la eficacia antiparasitaria in-vitro de las nanocapsulas lipidicas de

Q1= VA To [T T (=] USSR 178
(070 0ot 1] o] S 179
11 o] [ToTo 1 - PSS SR 180

162



Capitulo 5. Praziquantel.

5.2. Introduccion

El PZQ es un farmaco antihelmintico de amplio espectro utilizado, tanto en medicina
humana como en medicina veterinaria, como agente quimioterapéutico contra endoparasitos,
cestodos, incluyendo al género Taenia (tenias), y trematodos®. En particular, es el farmaco
de eleccion para el tratamiento de la esquistosomiasis, una enfermedad tropical desatendida
causada por parasitos Schistosoma. Esta patologia es la segunda enfermedad parasitaria mas
prevalente después de la malaria® y se estima que afecta a alrededor de 207 millones de
personas®.

Como se menciono en el Capitulo 1, en la actualidad PZQ se sintetiza y se administra como
un racemato, pero solo el levo-PZQ tiene efecto farmacoldgico. El isomero dextro-PZQ
aparentemente contribuye solo al sabor amargo de la droga®.

El PZQ se encuentra catalogado como Clase Il en el SCB?®, ya que su baja solubilidad
dificulta su desempefio en sistemas bioldgicos®. Se requieren grandes dosis de PZQ para
lograr concentraciones 6ptimas en el sitio de accion debido a su pobre solubilidad acuosa
(0,04 g/100 ml)"#8,
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5.3.Formulaciones

Por lo mencionado en el punto anterior y con el objetivo de aumentar la absorcion y la
eficacia de PZQ se formularon sistemas que permitieron incrementar la solubilidad acuosa
aparente del farmaco y la velocidad de disolucion.

En la primera etapa y por medio del procedimiento de nanocristalizacion controlada se
formularon NPs de PZQ empleando P-188 y P-407 y PVA como polimeros transportadores,
los protocolos detallados se describen en el Capitulo 2, Tabla 2.3 (Pag. 30). ElI método de
cristalizacion controlada se llevo a cabo empleando dos tipos de agitacion: magnética (300
rpm) y homogeneizador (7000 rpm). Posteriormente, las NPs de PZQ fueron evaluadas in-
vivo y sobre el metabolismo de cisticercos de T. crassiceps en modelo animal.

Finalmente se desarrollaron NCLs de PZQ en base al método de inversion de fase descripto
en el Capitulo 2, punto 2.2.2.1.5.1 (Pagina 32). Las mismas fueron caracterizadas

fisicoquimicamente e in-vitro, y se evaluo su efecto frente a gusanos S. mansoni.
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5.4.Resultados

5.4.1. Micro- y Nanoparticulas

Se llevo a cabo el desarrollo de NPs de PZQ empleando la metodologia descripta en el
punto 2.2.2.1.2. Dichas NPs fueron obtenidas a partir de nanosuspensiones de PZQ y P-188,
P-407 0 PVA, mediante agitacion magnética y homogeneizacion. Las mismas fueron secadas

por liofilizacién.
5.4.1.1. Cantidad de praziquantel nanocristalizado y rendimiento

Se determinaron las cantidades de PZQu¢ y l0s R en las muestras ensayadas, estudiando el
efecto de los estabilizantes empleados y las diferentes proporciones de los mismos, los

resultados se muestran en la Tabla 5.1.

Tabla5.1. PZQyc¢ Y R de los sistemas.

Sistema | Composicion/Agitacion | PZQyc (%) | R (%)
NP 1 P-188/ Ag. M 97,53+0,02 | 83,12+0,04
NP 2 P-407/ Ag. M 95,81+0,04 | 84,13+0,05
NP 3 PVA/ Ag. M 95,53+0,04 | 82,84+0,02
NP 4 P-188/ Ag. H 96,12+0,03 | 81,52+0,01
NP 5 P-407/ Ag. H 97,24+0,04 | 81,63+0,02
NP 6 PVA/ Ag. H 95,43+0,05 | 75,92+0,03

En todos los sistemas la proporcion de PZQ cristalizada fue superior al 95 %, indicando
que la carga de farmaco en las NPs es elevada. En el caso del calculo del R, en todos los
sistemas formulados este fue mayor al 75 %.

Tanto las cantidades de PZQy. como los valores de R asociados fueron elevados e

independientes del estabilizante y de la metodologia de agitacion.
5.4.1.2. Tamanfo de particula y solubilidad acuosa

Se caracterizaron las particulas obtenidas en términos de Tpqrticuia Y Spzg. 10S resultados

se muestran en la Tabla 5.2.
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Tabla 5.2. Tparticuia Y Spzo €0 agua de las particulas

Sistemas| Composicién/Agitacion| Tparticuia(NM) 1P, (nm) Spzo (Mg/l)
NP 1 P-188/Ag. M 75,240,1 0,093+0,002| 4610,2+0,5
NP 2 P-407/ Ag. M 107,60,5 0,031+0,002| 7139,3+0,4
NP 3 PVA/ Ag. M 62,4+0,1 0,042+0,001| 7978,2+0,6
NP 4 P-188/ Ag. H 74,6+£0,4 0,193+0,004| 4705,6%0,8
NP 5 P-407/ Ag. H 282,610,2 0,30340,002| 5340,5+0,1
NP 6 PVA/ Ag. H 105,4+0,5 0,243+0,001| 6882,3+0,6

El Tparticure Promedio de las particulas obtenidas estuvo entre 62 y 282 nm, como se
muestra en la Tabla 5.2. En los sistemas en los que se empled P-407 se obtuvieron los valores
mas altos (107 o 282 nm, con agitacién magnética u homogeneizador respectivamente). En
aquellos casos donde fue empleado el P-188, no se observaron diferencias en el
Tparticuta O0tENIMO para las NPs entre los dos tipos de agitacion. Es posible postular que la
diferencia del tamafio cuando se emplean los poloxameros, independientemente del sistema
de agitacion, estaria relacionado con el PM de los estabilizantes y la longitud de las cadenas
que estabilizan a las NPs. A mayor longitud de cadenas poliméricas, mayor seria el tamafio
de las NPs. Finalmente, al emplear PVA, el Tyarticuie @Uumento en el caso en que las
nanosuspensiones fueron realizadas empleando el homogeneizador (pasando de 62 a 105
nm). Estos resultados difieren de los reportados por Reddy y colaboradores, quienes
formularon NPs poliméricas con P-188 mediante la aplicacion de técnicas de optimizacion
estadistica para establecer la interrelacién entre variables independientes y variables de
respuesta. Uno de los parametros evaluados fue la velocidad de agitacion y los resultados
mostraron que a mayor velocidad (2500 rpm), se formaron las NPs de menor tamafio®.

En todos los casos las particulas mostraron ser monodispersas con respecto al tamafio,
siendo los valores de 1P, inferiores a 0,3 nm.

La formulacion de este tipo de NPs permiti6 aumentar la Sp, aparente hasta 19 veces con

respecto al farmaco de partida.
5.4.1.3. Calorimetria diferencial de barrido

Como se menciono en el Capitulo 3 una de las técnicas mas utilizadas para estudiar las
interacciones entre los farmacos y los excipientes es la CDB, ya que a través de un analisis

térmico es posible observar estados de transicion vitrea de un sélido frente a incrementos en
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la temperatura, ademas de evaluar potenciales transiciones de un estado cristalino a amorfo
si se producen cambios en el punto de fusion del farmaco™®.

Con el fin de evaluar la interaccion entre los componentes que forman las NPs, se realizaron
los estudios de CDB del PZQ sin tratar y los sistemas, cuyos resultados se muestran en la
Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Anélisis térmico de los nanosistemas y sus componentes.

AH,,, (J/g)
Muestras Pz Cm (%)
P-188 | P-407 | PVA (Temperatura de fu(gi()n: 143,25 °C)

PZQ sin tratar - - - 153,21 100,00
P-188 142,13 - - - -
P-407 - 107,93 - - -
PVA - - | 151,44 - -

NPs PZQ-P188 M | 5836 | - - 101,22 66,07
NPs PZQ-P188 H | 63,47 - - 107,94 70,45
NPs PZQ-P407 M - 55,75 - 102,62 66,98
NPs PZQ-P407 H - 78,36 - 114,31 74,61
NPs PZQ-PVA M - - 44,37 54,51 35,58
NPs PZQ-PVA H - - 64,41 63,25 41,28

Los valores de AH,,, de PZQ, las NPs y los componentes de las mismas se muestran en la
Tabla 5.3. El andlisis térmico del farmaco sin tratamiento indic6 un pico endotérmico a
143,25 °C (con un valor de AH,, de 153,21 J/g). La entalpia para los nanosistemas mostro en
todos los casos valores mas bajos que los obtenidos para PZQ sin tratar. Sin embargo, cuando
fueron empleadas NPs formuladas con los poloxameros los valores de AH,,, para PZQ fueron
mas altos y cercanos a lo obtenido para PZQ sin tratamiento, respecto a las NPs formuladas
con PVA.

Se calculé el 100 % de C,, en base al valor obtenido para PZQ de partida. Como puede
observarse en la Tabla 5.3, si bien hubo una disminucién de la cristalinidad del PZQ en los
sistemas formulados, este no se encontro en un estado completamente amorfo en ninguno de

los sistemas estudiados.
5.4.1.4. Anélisis de difraccién de rayos X

La Figura 5.1 se muestran los espectros de DRX de PZQ sin tratar y de las NPs de PZQ

obtenidas con agitacion magnética y homogeneizacion, empleando P-188, P-407 y PVA.
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El PZQ de partida present6 un pico intenso alrededor de 20 26. EI mismo pico se observo
en los todos los nanosistemas estudiados, con intensidad similar para los sistemas formulados
con los poloxameros, y de menor intensidad en aquellos sistemas en los que se empled PVA.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por CDB, en donde queda demostrado que el
farmaco no pierde completamente su cristalinidad, y de que en aquellas NPs formuladas con
PVA la cristalinidad del PZQ se muestra mas reducida que en el resto de los sistemas. Un
resultado similar fue obtenido en la formulacion con poloxameros de nanocristales de
ezetimib, fA&rmaco que inhibe selectivamente la absorcion de colesterol. En ese trabajo se
demostr6 que la cristalinidad de ezetimib no se modifico luego del proceso de

nanoprecipitacion al estar estilizado con P-407*L.
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Figura 5.1. Difractogramas de PZQ sin tratar y las NPs de PZQ formuladas.
5.4.1.5. Ensayos de disolucion

En las Figuras 5.2, 5.3 y 5.4 se muestran los perfiles de disolucién del PZQ nanoformulado
y del PZQ sin tratar. Los resultados obtenidos son representados por puntos y los ajustes

correspondientes por lineas.
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Figura 5.2. Perfil de disolucion de PZQ en las NPs de P-188.
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Figura 5.3. Perfil de disolucién de PZQ en las NPs de P-407.
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Figura 5.4. Perfil de disolucién de PZQ en las NPs de PVA.

En todos los sistemas formulados la velocidad de disolucion de PZQ fue superior a la
obtenida a partir de PZQ sin tratar.

En la Figura 5.2 se muestran los resultados obtenidos para los nanosistemas formulados con
P-188. Durante los primeros 30 minutos del ensayo, las NPs formulados con agitacion
magnética disolvieron menor cantidad de PZQ en comparacion con las NPs formuladas a alta
velocidad (homogeneizador). A partir de los 60 minutos, las diferencias entre los perfiles de
disuolucion resultaron menores. Este fenomeno se deberia al marcado efecto tensioactivo
que ejerce el P-188, que posiblemente se deposita en mayor cantidad en las particulas de
mayor tamafo, obtenidas por homogeneizacion, y que favorece la disolucion del PZQ.

Con respecto a las NPs obtenidas a partir de P-407 (Figura 5.3) la velocidad de disolucion
fue significativamente superior durante los primeros 30 minutos del experimento para
aquellas desarrolladas empleando agitacion magnética respecto al empleo de homogenizador,
que se podria relacionar con el menor tamafio de particula de esos nanocristales, que favorece
una rapida disolucion. A partir de los 60 minutos, los perfiles de disolucién resultaron
similares hasta el final del ensayo.

Por ultimo, en la Figura 5.4 se observan los perfiles de disolucién de las NPs formuladas a

partir de PVA. Al igual que los resultados obtenidos con P-188, la agitacion magnética genera
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NPs que presentan una menor velocidad de disolucion que las desarrolladas empleando el

homogeneizador.
5.4.1.6. Evaluacidén del metabolismo energético en ratones Balb/c.

Durante este estudio in-vivo se analizo el efecto metabdlico de diferentes formulaciones de
PZQ en el metabolismo de cisticercos de T. crassiceps dentro de la cavidad peritoneal de

ratones BALB/c hembras infectados con ese modelo experimental.

5.4.1.6.1. Glucolisis

La concentracion de glucosa en los grupos P-188 y NPs 2 (NPs de PZQ/P-407) se vio
aumentada (p<0,05). En los grupos NPs 1 (NPs de PZQ/P-188) y NPs 2 fue posible detectar
un aumento de 100 veces en la produccion de piruvato por parte de los cisticercos (p<0,05).
La actividad de LDH aument6 10 veces en los grupos tratados con P-188 y P-407, y 70 veces
en el grupo NPs 3 (NPs de PZQ/PVA) (p<0,05). Aunque la produccion de lactato se
incremento ligeramente en los grupos tratados, no se observd una diferencia estadisticamente
significativa.

El incremento en la concentracidn de glucosa en cisticercos de T. crassiceps tratados con
PZQ ha sido reportado previamente!?. Sin embargo, es interesante observar que el grupo
tratado con PZQ presentd un aumento de 1,46 veces en la concentracion de glucosa y el grupo
NPs 2 presentd un aumento de 7,25 veces en la concentracion de glucosa. Asimismo, la
concentracion de piruvato presentd un aumento de 110 veces en el mismo grupo tratado (NPs
2). Este patron puede ser observado en todos los parametros evaluados en este estudio. Esto
puede explicarse por la disminucion en el tamafio en las particulas de PZQ, que aumentan su
solubilidad y con ello la absorcion del farmaco por las células diana. Por lo tanto, debido a
la observacion de mayores concentraciones de glucosa, piruvato, lactato y de LDH, es posible
concluir que las nano-formulaciones aumentaron la glucélisis en cisticercos de T. crassiceps,

en comparacion con los grupos tratados con PZQ convencional y el grupo de control.

5.4.1.6.2. Ciclo del &cido tricarboxilico

Los cisticercos del grupo control negativo, los cuales no recibieron tratamiento, presentaron
un ciclo del acido tricarboxilico (ATC) completo, evidenciado por la presencia de a-
cetoglutarato. Todos los tratamientos indujeron la fumarato reductasa reversa del ciclo ATC,
que no produce a-cetoglutarato. No fue posible detectar la produccién de citrato y malato en
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los grupos de NPs 1 y NPs 2. Sin embargo, en los grupos tratados con P-188 y P-407 se
incrementaron estos dos acidos organicos. La produccion de oxaloacetato se incremento en
todos los grupos tratados (p <0,05) pero el grupo NPs 2 fue el que mostré una mayor
produccion de este acido organico con un aumento de 32 veces su produccién en
comparacién con el grupo de control y el aumento de 3 veces en comparacion al grupo tratado
con PZQ. La produccion de succinato se incremento (p <0,05) en todos los grupos tratados.
En el grupo NPs 3 no fue posible detectar este acido organico; también el fumarato y la
produccion de malato, que son precursores para la produccion de succinato través de la via
fumarato reductasa, fueron significativamente menores (p <0,05) que los grupos de control
y PZQ.

La inversion parcial del ciclo ATC se puede detectar debido a la ausencia o la disminucion
de la produccion de citrato y a-cetoglutarato, tal como se observa en los grupos NPs 1y NPs
2. Esto también se conoce como la via de la fumarato reductasa, ya que conduce a la
produccion mitocondrial de succinato, por la conversion de piruvato en malato, malato en
fumarato y fumarato en succinato que puede utilizarse en la cadena transportadora de
electrones o puede ser excretada, como se inform0 anteriormente, en cisticercos de T.
crassiceps!®!4. Una vez mas los grupos NPs 1y NPs 2 presentaron diferencias significativas
en la produccion de acidos organicos de esta via cuando se compara con el grupo tratado con
el PZQ de partida y el grupo control, lo que refuerza la conclusion de que estas formulaciones

presentan un mayor impacto en el metabolismo de los cisticercos que el PZQ convencional.

5.4.1.6.3. Produccidn de cuerpos cetonicos y ciclo de la urea

La produccién de acetato fue significativamente mayor en el grupo tratado con P-188
comparado con el grupo control (p<0,05) pero esto no fue detectado en ningun otro grupo
tratado. La produccion de acetoacetato y B-hidroxibutirato (B-HB) fue incrementada en los
grupos tratados con las nano-formulaciones (p<0,05) cuando se las compar6 con el grupo
control, y los grupos tratados con los polimeros o el PZQ de partida. Ademas, la produccion
de urea fue aumentada en los grupos tratados con los polimero y en el grupo NPs 2,
comparados con el control y el tratamiento con PZQ de partida (p<0,05).

La no deteccion de acetato en los grupos PZQ, P-407 y los tratados con las nano-
formulaciones puede haber ocurrido debido al uso de acetil-CoA en la produccion de

acetoacetato y B-hidroxibutirato. Esta via es una alternativa para la produccion de energia
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que es especialmente utilizada cuando hay deficiencia en la absorcion de la glucosa debido
al bloqueo de los transportadores de glucosa o debido a dafios que pueden ser observados

cuando el parasito esta expuesto a PZQ.

5.4.2. Nanocapsulas lipidicas de praziquantel

Mediante el método de inversion de fase se formularon NCLs de PZQ. Estos sistemas
fueron caracterizados fisicoquimicamente e in-vitro, y se estudié la eficacia contra gusanos

S. mansoni.

5.4.2.1. Diametro hidrodinamico, indice de polidispersidad, potencial zeta y

conductividad

El Tparticuia, IPd, PZ 'y conductividad de las NCLs fue determinado empleando dispersion

de luz dindmica. En la Tabla 5.4 se observan los resultados obtenidos para las NCLs de PZQ
(S7) y se muestran nuevamente los resultados para las NCLs sin farmaco de igual

proporciones que la muestra S7.

Tabla 5.4. Resultados de las NCLs sin farmaco y NCLs conteniendo BNZ.

Resultados S2 (sin farmaco) S7 (PZQ)
Tpartl’cula(nm) 58,110, 3 55,010,1
IPd (nm) 0,040+0,004 0,057+0,006
PZ (mV) -5,4+0,8 -7,7+0,9
Conductividad (mS/cm) 0,60+0,02 0,63+0,05

El valor promedio obtenido para el tamafio de las NCLs de PZQ fue de 55 nm, se observd
un valor similar al obtenido para las NCLs sin farmaco de igual proporcion, demostrando que
la incorporacion del farmaco no estaria alterando el tamafio de las NCLs. Este fendmeno ya
fue reportado por Roger y colaboradores durante la formulacion de NCLs de paclitaxel®®.

Para evaluar la homogeneidad de las NCLs fue estudiado el IPd (ver en Tabla 5.4)
demostrando que las NCLs presentan una distribucion de tamafio considerada homogéneas,
con un IPd de 0,057 nm.

Para determinar la carga superficial de las NCLs S7 se empled la medida del PZ, siendo en
este caso de -7,7 mV. Este valor cercano al obtenido para las NCLs sin farmaco de igual tipo
(-5,4 mV). Tal como se menciond con anterioridad, el PZ es una medida de la magnitud de

la carga superficial de las particulas, y esto tiene influencia en la repulsion o atraccién
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electrostatica entre las mismas, y por lo tanto es uno de los parametros que afecta la
estabilidad de los sistemas.

Estos resultados coinciden también con los obtenidos para las NCLs de BNZ de iguales
componentes (S5), caracterizadas en el Capitulo 4.

Finalmente, en la Tabla 5.4 se muestran los valores de conductividad obtenidos para las
NCLs de PZQ y las NCLs sin farmaco. Se observa que la conductividad no presenta
diferencias significativas cuando se encapsula el PZQ, siendo tanto para las NCLs sin

farmaco como para las NCLs de PZQ cercana a 0,6 mS/cm.
5.4.2.2. Microscopia electronica de transmision

Las NCLs de PZQ fueron estudiadas empleando MET y las imagenes obtenidas se muestran
en la Figura 5.5.

ﬁ
’ i,z,, - h
Figura 5.5. Micrografia electrénica de transmision de las NCLs de PZQ (S7). La barra representa
0,2 pum.

En la Figura 5.5 se puede observar que el diametro de las NCLs S7 mostro ser similar al
obtenido por dispersion de luz dindmica (ver en Tabla 5.4). A pesar de esto, se evidencia la
presencia de algunas pocas particulas de un tamafio superior. Estos resultados fueron
consistentes a los obtenidos previamente para los otros tipos de NCLs formuladas, y pueden
ser a causa de procesos de fusion de una o mas nanocapsulas durante la manipulacién de la
muestra para prepararla para este ensayo.

Finalmente, las NCLs mostraron una superficie circular, siendo estos resultados similares a
los obtenidos previamente para este tipo de sistemas cuando se encapsulé por ejemplo

ivermectina (farmaco antiparasitario)®®.
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5.4.2.3. Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion de PZQ en las NCLs fue calculada como se describi6 en el
Capitulo 2, resultando de 93,24 %. En base a este resultado podemos afirmar que la
formacion de NCLs de PZQ mediante el método de inversion de fase mostré ser un
mecanismo valido, permitiendo que una gran cantidad de farmaco (maés del 90 % del PZQ de
partida) sea encapsulado en el interior de dichos sistemas. Resultados similares fueron
observados en estas NCLs conteniendo otros farmacos?®.

5.4.2.4. Interaccion de nanoparticulas con proteinas del mucus

Como se menciond en capitulos anteriores, las proteinas que componen el mucus podrian
interaccionar con las NCLs y disminuir su movilidad, reduciendo la capacidad de dichos
sistemas de atravesar la membrana celular.

Para estudiar la interaccion entre las proteinas del mucus y las NCLs se emplearon sistemas
en los que se reemplazé el farmaco por el colorante fluorescente NileRed.

En todos los casos, las NCLs mostraron no interaccionar de manera significativa con las
mucinas, no presentando alteraciones en el tamafio particula a causa de cambios en la
movilidad. Esto podria deberse a que las mucinas en las condiciones de trabajo se encuentran
cargadas negativamente, al igual que las NCLs, no favoreciéndose asi posibles interacciones
electrostaticas.

5.4.2.5. Activacion del complemento

En este ensayo, se estudid la activacion del mecanismo clasico del complemento del SHN
al contacto con eritrocitos de oveja sensibilizados, 1o que conduce a la lisis de éstos y la
liberacion de hemoglobina. Cuando el suero esta en presencia de nanosistemas activadores,
se encuentran menos proteinas del complemento para lisar los eritrocitos de oveja, lo que
provoca una reduccion de las unidades del sistema del complemento. EI consumo del
complemento fue expresado como funcién de la superficie de las NPs (cm?) que representa

un aumento en la concentracién de NCLs y los resultados se muestran en la Figura 5.6.
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Figura 5.6. Consumo del sistema del complemento (%) en funcidn de la superficie de las NCLs

(cm?/ml) de PZQ.

El consumo del sistema de complemento para las NCLs de PZQ (S7) fue comparado con
los resultados obtenidos para las NCLs sin farmaco (S2). Los perfiles mostraron ser similares,
por lo que no se estaria generando una influencia significativa en la activacion del sistema
del complemento al emplear las NCLs cargadas. Esto resultados son coincidentes con los
obtenidos con las NCLs de BNZ (ver Capitulo 4, punto 4.4.2.1.6).

5.4.2.6. Ensayos de citotoxicidad de nanocapsulas lipidicas en cultivos de

células Caco-2

Con el objetivo de determinar el efecto de las NCLs sobre las células se ensayo la
supervivencia de un cultivo de células Caco-2 en presencia de distintas concentraciones de
las NCLs sin farmacos y las capsulas de PZQ. A continuacion se muestran resultados

obtenidos a 24 y 48 horas posteriores a la exposicion.
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Figura 5.7. Supervivencia celular luego de 24 h de exposicion a las NCLs.

En la Figura 5.7 se observan los perfiles de supervivencia celular en funcion de
concentracion de las NCLs sin PZQ y las NCLs de PZQ. Puede observarse que luego de 24
horas de exposicidn a concentraciones de hasta 2000 pg/ml de NCLs la viabilidad de células
Caco-2 es alta y similar para las NCLs sin farmaco y NCLs de PZQ. A continuacién se
muestran los resultados que se obtuvieron luego de tratar durante 48 horas los cultivos
celulares con las NCLs. Esto indicaria que en las concentraciones analizadas, las NCLs

cargadas presentan una baja citotoxidad y podrian ser empleadas para llevar a cabo ensayos
in-vitro o in-vivo en animales infectados.
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Figura 5.8. Supervivencia celular luego de 48 h de exposicion a las NCLSs.

En la Figura 5.8 se observa la supervivencia celular en funcion de las concentraciones de
NCLs sin farmaco y NCLs de PZQ luego de 48 horas de exposicion a las mismas. Puede
observarse que la sobrevida celular es similar para las NCLs sin farmaco y las cargadas con

PZQ para todas las concentraciones en las que se trabajo.
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5.4.2.7. Evaluacion de la eficacia antiparasitaria in-vitro de las nanocapsulas
lipidicas de praziquantel

Se llevaron a cabo ensayos in-vitro sobre gusanos S. mansoni. Los resultados obtenidos
respecto a la reduccion de la movilidad relativa de los gusanos se muestran en la Figura 5.9,

luego de 1 hora (Figura 5.9 A), 5 horas (Figura 5.9 B) y 24 horas (Figura 5.9 C) de incubacion
en presencia de PZQ y las NCLs.
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Figura 5.9. Movilidad relativa de gusanos S. mansoni en presencia de PZQ de partida y las NCLs de
PZQ y NCLs blanco, luego de (A) 1 hora, (B) 5 horas y (C) 24 horas.

Se llevaron a cabo controles empleando las NCLs sin farmacos, no observandose efectos
significativos sobre los gusanos. Por otro lado se comprobd la capacidad de inmovilizar e
influenciar la disminucion de movilidad de los gusanos por parte de las NCLs de PZQ, a
partir de 1 hora de tratamiento (aunque el efecto es mas pronunciado si el ensayo se lleva a
cabo durante 24 horas, como se muestra en la Figura 5.9 C) viéndose este fendmeno
fuertemente influenciado por la concentracion de PZQ final empleada. En este sentido

podriamos afirmar que las NCLs de PZQ son activas frente a gusanos S. mansoni.
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5.5.Conclusiones

Las NPs de PZQ preparadas con distintas proporciones de P-188, P-407 y PVA, lograron
un incremento en la Spz, de hasta 19 veces con respecto a la solubilidad del farmaco de
partida. Las velocidades de disolucion de PZQ también fueron superiores a la del PZQ sin
tratar. En este caso, las mayores velocidades se obtuvieron para aquellas NPs que fueron
formuladas con PVA. Esto podria deberse a que, como fue demostrado por ensayos de CDB
y DRX, las NPs formuladas con PVA reducen la cristalinidad del farmaco en una proporcion
mayor que los poloxameros.

Estas nanoformulaciones de PZQ aumentaron el efecto sobre el metabolismo de cisticercos
de T. crassiceps. Las formulaciones que provocaron mayores efectos sobre el metabolismo
de los cisticercos fueron las formuladas a partir de los poloxameros P-188 y P-407.

Se formularon NCLs cargadas con PZQ mediante el método de inversion de fase. Los
resultados muestran que las NCLs sin farmaco y NCLs de PZQ exhiben un tamafio similar y
cercano a 50 nm. El IPd en ambos casos fue menor o igual a 0,06, lo que indica una
distribucién de tamafio homogénea. Las nanocépsulas fueron observadas por MET,
mostrando ser circulares. La eficacia de encapsulacion del farmaco fue del 93 %.

Las NCLs demostraron no interaccionar con mucinas, ademas se observo una activacion
del sistema del complemento para las NCLs de PZQ similar a la de las NCLs sin farmacos,
lo que podria indicar la presencia del farmaco en el interior de las cépsulas.

La sobrevida de las células en presencia de las NCLs (con y sin PZQ) fue elevada tanto para
el tratamiento de 24 como el de 48 horas.

Se demostro actividad contra gusanos S. mansoni para las NCLs de PZQ mediante ensayos
in-vitro. En este sentido, las NCLs cargadas con PZQ representan una importante alternativa
para una distribucién eficiente de dicho agente antiparasitario.
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6.2.Introduccion

El FNZ es un farmaco perteneciente a la familia de derivados de los benzimidazoles, cuyo
mecanismo de accion consiste en la inhibicidn de la captacion de glucogeno en el intestino
del parasito a través de la destruccion de la estructura microtubular del epitelio intestinal®.
Este farmaco presenta un amplio espectro de actividad contra los helmintos del tracto
intestinal y de los pulmones cuando se emplea una dosis oral de 5 a 7,5 mg/kg. Los datos de
la literatura sugieren que el FNZ tiene un transito intestinal y un tiempo de excrecion muy
rapidos en algunas especies animales. Tambien se ha postulado que su eficacia es
proporcional a su persistencia en el ambiente del parasito, y debido a ello seria conveniente
administrar dosis divididas en el tiempo para lograr una mayor eficacia?.

En particular, se ha demostrado ademas que el FNZ es eficiente en la inhibicion de la
formacion de vesiculas de E. multilocularis asi como en la reduccion de la carga de gusanos
y en el nimero de protoescoles en ratones infectados con E. multilocularis®. Este parésito
presenta un ciclo de vida de tipo “salvaje”, el gusano adulto vive en los intestinos de
diferentes zorros (hospedador definitivo). Los zorros infectados liberan huevos con sus
heces, y luego se genera la absorcion por via oral por parte de los roedores (huésped
intermedio) o los humanos (huésped accidental). Se forman metacestodos (vesiculas)
principalmente en el higado de roedores, luego se produce la infeccion de zorros y perros por
ingestion de roedores que contienen metacestodos con protoescélices. Los protoescolices
maduran a tenias adultas en el intestino delgado. E. multilocularis produce la Echinococcosis
alveolar (E. alveoloar), una enfermedad que esta principalmente limitada al hemisferio norte
donde aparecen cerca de 18000 casos nuevos cada afio. En relacion a esto, hay datos que
indican que FNZ es muy eficaz en el tratamiento de E. alveolar en modelos murinos

infectados®.
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6.3.Formulaciones

Se llevo a cabo un disefio de experimentos y su optimizacién para formular MPs de FNZ y
PV A empleando el secado por aspersion, segun fue descripto en el Capitulo 2, punto 2.2.2.1.4
(Pagina 31). Las MPs obtenidas fueron luego caracterizadas para comprobar la eficacia del
disefio.

También se formularon NCLs de FNZ empleando el protocolo detallado en el Capitulo 2
punto 2.2.2.1.5.1 (Pagina 32). Estas formulaciones fueron caracterizadas
fisicoquimicamente, y ademas fue evaluada su eficacia antiparasitaria in-vitro sobre E.

multilocularis, llevando a cabo los ensayos de la PGl y Alamar Blue.
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6.4.Resultados

6.4.1. Disefio y optimizacion de microparticulas de fenbendazol

6.4.1.1. Fase de screening

Como se menciond, con anterioridad el disefio de experimentos es una técnica estadistica
que permite optimizar, entre otras cosas el proceso de formulacion de MPs®. Para estimar los
factores principales que repercuten significativamente en las propiedades las particulas se
llevé a cabo un disefio de screening de tipo Plackett-Burman empleando el programa “Design
Expert”.

En este inciso, se formularon MPs de FNZ empleando PVA y Sipernat® 50 a partir de una
solucion conteniendo etanol y acetona en medio acido. La seleccion de PVA se debid a que
posee propiedades emulsificantes y tensioactivas que favorecen la solubilidad de moléculas
lipofilicas como FNZ. Los grupos OH del PVA pueden interactuar con la fase acuosa
mientras que la cadena carbonada (grupo vinilo) va a interactuar, preferentemente, con los
solventes organicos. Debido a ello, la presencia de PVA puede influir significativamente en
el tamafio de las MPs®. El Sipernat®, formulado a base de diéxido de silicio posee una gran
capacidad de absorcién que aumenta la fluidez y prolonga la vida util de las sustancias en
polvo que sean susceptibles de apelmazamiento durante el proceso de secado’.

Para la elaboracion de las MPs de FNZ se empled un equipo de secado por aspersion, y
tomando en consideracion la metodologia empleada y los componentes de la formulacion,
tanto la concentracion del estabilizante seleccionado (PVA), y del soporte sélido (Sipernat®)
asi como las condiciones en las que se lleva a cabo la etapa de secado (potencia de la Bomba
Y Tentraaa Para el secado) podrian ser factores determinantes de las propiedades finales de
las MPs. Debido a ello, cada uno de los factores fue evaluado a dos niveles (el maximo y el
minimo propuestos para la elaboracion de MPs). La evaluacidn consistié en el analisis de los
distintos factores sobre las respuestas, los experimentos llevados a cabo se detallan en la
Tabla 6.1.
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Tabla 6.1. Disefio de Plackett Burman de MP de FNZ construido para seleccionar factores

Factores Respuestas

Ensayos | PVA | Vsipernac | Bomba | T ,.1rada R (%) FNZ,C _(ug/mg Senz | Denz
(9) (ml) (%) (°C) s0lido) | (ug/ml) | (ug)

1 0,5 50 10 140 69,56 27,99 21,74 | 0,45
2 0,5 50 10 100 69,02 27,36 17,52 | 0,65
3 3,0 200 17 100 44,07 110,74 41,30 | 0,84
4 3,0 200 10 140 62,74 163,77 48,20 | 1,34
5 0,5 200 17 100 40,19 62,47 9,47 1,33
6 3,0 200 10 140 55,43 74,45 39,38 | 0,60
7 3,0 50 17 140 60,16 33,36 58,55 | 0,53
8 3,0 50 17 100 44,19 49,41 60,47 | 0,20
9 0,5 50 17 140 62,74 30,77 21,74 | 0,56
10 0,5 200 10 100 60,51 121,69 19,82 | 1,29
11 0,5 200 17 140 57,22 123,17 11,39 | 0,04
12 3,0 50 10 100 47,42 40,95 55,87 | 0,71

Se llevo a cabo una prueba ANOVA sobre los datos experimentales mostrados en la Tabla

6.1, los resultados de este analisis se resumen en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2. Valores de p obtenidos para cada uno de los factores sobre las respuestas.

R (%) | FNZ (hg/mgsolido) | Spyz (Hg/ml) | Dpyz (HQ)
Modelo 0,0189 0,0337 <0,0001 0,3557
PVA (g) 0,0612 0,4692 <0,0001 0,9410
Vsipernae (MI) | 0,1490 0,0035 0,0669 0,1373
Bomba (%) | 0,0280 0,6683 0,9832 0,3034
Tontrada (°C) | 0,0180 0,7047 0,8499 0,3181

En la Tabla 6.2 se puede observar que, con un nivel de significacion del 5%, la respuesta
R mostré ser dependiente de la potencia de la Bomba (p=0,028) y de 1a Teptrqaa (P=0,018),
ambos factores que participan de la etapa de secado. Este fue un resultado l6gico ya que una
mayor potencia de la Bomba implica un mayor flujo (ml/min) que a su vez incide
directamente en el R. Por otro lado, la cantidad de PVA no puede descartarse completamente
como un factor significativo sobre el R ya que el valor de la p es cercano a 0,05 (p=0,06). Un
resultado similar fue reportado por Kumar y colaboradores®, quienes describieron que los

parametros del secado influyeron directamente sobre el R de nanocristales de indometacina.
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La segunda respuesta, FNZ., mostro ser dependiente de forma significativa del Vs;pernae
empleado, lo cual podia preverse ya que un mayor volumen de dicha solucion involucra
también una mayor masa total y la consiguiente disminucién del FNZ en la formulacion final.
Por otro lado, un incremento del soporte sélido podria favorecer la deposicion de las
particulas a medida que se van evaporando los solventes en la cdmara de secado.

En la Tabla 6.2 se muestra que el modelo fue significativo para la Sy, (p<0,0001), siendo
el factor determinante mas importante la cantidad de PVA (p<0,0001), mientras que segin
los resultados obtenidos, no podemos descartar la influencia del Vsipernqe SObre dicha
respuesta. Este resultado era esperable debido a la capacidad solubilizante del PVA®.

La Gltima respuesta ensayada fue la Dgy,, segun los resultados del ensayo ANOVA llevado
a cabo, no se logré un modelo significativo en base a los factores estudiados (p=0,3557).

No se evidenciaron outliers en ninguno de los ensayos llevados a cabo, y en todos los casos
la falta de ajuste fue considerada no significativa (p=0,5804).

El objetivo de esta fase fue seleccionar los factores que tuvieran influencia sobre al menos
uno de las respuestas ensayadas, asi como determinar aquellas respuestas que pudieran ser
modeladas por dichos factores. En base a estos resultados se continud con la optimizacion de
las respuestas: R, FNZ. Yy Sgyz, @ partir de todos los factores estudiados: concentracion de

PVA, Vsipernat, POtencia de la Bomba Y Tentrqqa-

6.4.1.2. Fase de optimizacion
Para la optimizacion se llevd a cabo un disefio de superficie de respuesta de tipo central

compuesto, con la informacion obtenida previamente de la primera etapa del disefio.
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Tabla 6.3. Disefio central compuesto construido para optimizar las respuestas.

Factores Respuestas
Ensayos | PVA, | Vs; Bomba| T FNZ(ug/m
L e B e e
1 1,75 255 13 120 52,06 98,69 47,05
2 0,5 50 17 100 52,86 145,71 40,53
3 1,75 125 13 150 64,63 71,21 21,74
4 1,75 125 19 120 47,85 79,75 23,66
5 0 125 13 120 62,91 143,14 84,24
6 0,5 50 10 100 62,96 175,17 45,90
7 3 200 10 100 50,29 54,96 119,90
8 1,75 125 13 120 55,30 81,53 102,65
9 1,75 125 13 120 56,78 76,69 113,39
10 1,75 5 13 120 62,78 116,73 243,38
11 1,75 125 13 120 56,87 913,96 119,14
12 0,5 200 10 140 67,88 119,02 44,37
13 1,75 125 13 120 54,12 87,86 87,31
14 1,75 125 13 120 56,91 115,48 110,70
15 3,85 125 13 120 50,34 59,73 279,42
16 3 200 17 100 41,92 71,88 40,53
17 0,5 200 17 140 58,07 100,88 16,37
18 3 50 10 140 65,64 60,77 87,69
19 3 50 17 140 55,82 66,43 82,33
20 1,75 125 8 120 64,58 87,73 22,89
21 1,75 125 13 86 41,94 76,16 62,39

Se optimizaron el R, la FNZ. y la Sgy; en funcion de los factores: concentracion de PVA,
Vsipernat, potencia de la Bomba Y T enirqaq- LOS €xperimentos realizados asi como los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.3.

Durante el proceso de optimizacion el objetivo fue formular un sistema microparticulado
de FNZ y PVA con un alto R, una elevada FNZ. obtenido y que, ademas, las MPs poliméricas
permitieran aumentar la Sgy ;.

Para tal fin, se aplico un disefio central compuesto, que consto de 21 experimentos (Tabla
6.3), los que incluian 5 réplicas del punto central. Para los experimentos se generaron
combinaciones de los factores seleccionados: concentracién de PVA (desde 0 a 3,85 ),
Vsipernat (d€ 5@ 255 ml), la potencia de la Bomba (de 8a19) y 1a T ¢ptrqaq (de 86 a 150 °C).

En la Tabla 6.3 se incluyen ademas los resultados obtenidos.

189



Capitulo 6. Fenbendazol.

Luego de eliminar los outliers, las respuestas fueron ajustadas a patrones polinomiales, para
encontrar los mejores modelos. Los resultados de los ensayos ANOVA para la optimizacion
de las respuestas arrojan buenos indicadores estadisticos, la falta de ajuste fue no
significativa, el modelo fue significativo y el r? ajustado mostré ser similar al r? predicho,
como puede observarse en la Tabla 6.4.

Ademas los resultados del analisis arrojaron que el modelo lineal es apropiado para explicar
el comportamiento del R y la FNZ, al modificar los factores estudiados. Un modelo lineal en
este caso estaria indicando la ausencia de interacciones entre los factores. Mientras que la
Senz fue bien ajustado a un modelo de tipo cuadratico, lo que sucede en la mayoria de casos

previamente reportados®®.

Tabla 6.4. Valores de falta de ajuste, de los parametros r? y probabilidad asociada obtenidos para
cada uno de los factores sobre las respuestas.

R (%) FNZ_ (ug/mg solido) Senz (Mg/ml)
Modelo <0,0001 Lineal <0,0001 Lineal 0,0039 Cuadratico
PVA.(Q) <0,0001 <0,0001 0,0025
Vsipernae (Ml) <0,0001 0,0303 0,0009
Bomba (%) <0,0001 0,4762 0,1216
Tontrada (°C) <0,0001 0,0103 0,1916
Falta de ajuste | No significativo No significativo No significativo
r? ajustado 0,9701 0,8030 0,9455
r2 predicho 0,9628 0,7215 0,9345

El R fue dependiente de la potencia de la Bomba y 1a T .,tqqaq €N €l sistema de secado,
ademas, en el modelo desarrollado durante la etapa de optimizacion el R mostro ser
dependiente de la cantidad de PVA'y del Vs;pernq:e USado.

La FNZ. fue dependiente de la cantidad de PVA empleada, el Vs;pernqe agregado y la
T entraaa del aspersor.

Por altimo, se demostro que la concentracion de PVA'Y el Vsyernqe influencian de manera
significativa la Sgy 7.

Aunque existen muchos antecedentes de la preparacion de MPs con PVA conteniendo
distintos farmacos®!, la formulacion y posterior optimizacion de MPs de FNZ atin no habia

sido estudiada, o al menos descripta en la literatura.
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A continuacién, en la Tabla 6.5, se muestran las condiciones en las que se llevo a cabo la
optimizacion. Para todos los factores se permitio que estuvieran en el rango de trabajo y se

optimizan con una importancia relativa de 3.

Tabla 6.5. Restricciones de la optimizacion para la formulacién de MPs de FNZ.

Objetivo Limite inferior | Limite superior | Importancia
PVA. (9) En el rango 0,5 3 3
Vsipernat (M) En el rango 50 200 3
Bomba (%) En el rango 10 17 3
Tentrada (°C) En el rango 100 140 3
R (%) Méxima 41,91 67,88 5
FNZ,. (ug/mg sélido) Maxima 0,55 1,75 2
Senz (ug/ml) Méxima 16,37 279,42 3

Las 3 respuestas se optimizaron para maximizar su valor, seleccionando en este caso el R
con la mayor importancia relativa (5), esto fue asi porque los valores de R empleando la
técnica de secado por aspersion suelen ser muy bajos comparados con los resultados al
emplear otra técnica de secado®*3. Por otro lado la Spy; se optimizd con una importancia
relativa intermedia (3) y la FNZ,. con la menor importancia relativa (2).

Una vez realizado el procedimiento de optimizacidon, se construyd una funcion de
deseabilidad global en funcion de los factores que influyen en las respuestas. Se
seleccionaron las mejores condiciones de elaboracion de las MPs correspondientes a lo
obtenido del disefio. La D en este punto alcanza un valor maximo de 0,814, que fue
considerado adecuado para los propdsitos de este trabajo. Es necesario mencionar que la
aplicacion de este tipo de disefios cuando se emplea el secado por aspersion se ha utilizado
también para comprender los efectos de las variables de proceso durante la formulacién de
complejos de inclusion de farmacos lipofilicos con ciclodextrina. En dicho trabajo, la
optimizacion del proceso resulté en una mejora considerable del rendimiento del producto
atomizado, reduciendo al minimo las impurezas y el contenido de humedad. Las respuestas
observadas se correspondieron con los valores predichos de la formulacién optimizada,
demostrando asi la viabilidad del procedimiento de optimizacion en la formulacion de
complejos con coclodextrinas?®.

En las Figuras 6.1, 6.2, 6.3, 6.4 y 6.5 se muestran las variaciones de las respuestas en

funcién de los factores que fueron significativos sobre cada una de ellas.

191



Rendimiento

Capitulo 6. Fenbendazol.

\.\
\

200.00
162.50 /{375
% s
B: Volumen SL Sipernat W“ﬁ A: Cantidad de PVA

5000 05

Figura 6.1. Variacion del R en funcion de la concentracion de la cantidad de PVA'y el Vipernat
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Figura 6.2. Variacién del R en funcion de la potencia de la Bomba y 1a T ,,:rqq4 del rociador.
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En las Figuras 6.6 y 6.7 se muestra la variacion de la deseabilidad en funcion de los 4
factores estudiados.
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6.4.1.3. Verificacion de la optimizacion

En la Tabla 6.6 se muestran los protocolos del ensayo optimizado (se selecciond la solucién

cuya deseabilidad fue la mayor, de 0,8139), y del que contiene las condiciones reales en las

que se trabajd. Ademas, dichos protocolos se comparan con los resultados de un experimento

de caracteristicas similares (experimento 3) realizado durante la etapa de disefio de la

superficie de respuesta.

Tabla 6.6. Protocolos y resultados del experimento de optimizacién (valores teéricos y

experimentales).

Muestra | PVAc | Vsipernae | Bomba| T entraga | R FNZ Senz
(@) (ml) (%) (°C) (%) | (Hg/mg s6lido) | (ug/ml)

Tedrica 0,50 | 50,00 [ 11,93 | 13147 [ 67,88 131,47 193,96
Experimental | 050 | 50,00 | 12,00 | 131,00 | 77,75 188,71 143,68

En el caso del R, el resultado obtenido en el ensayo fue significativamente superior al

predicho por el modelo y a todas las otras pruebas realizadas (tanto durante la optimizacion

como en el screening previo). Esta diferencia puede deberse a que valores de R superiores a

los ingresados en el programa son dificiles de predecir por el modelo.

Con respecto a la FNZ, también se obtuvieron mejores resultados, 188 g de FNZ por mg
total comparado con la cantidad predicha por el modelo de 131 pg por mg de sélido.

Por altimo, la Sgyz en el sistema optimizado (144 pg/ml) mostré ser levemente inferior a
la predicha en el modelo (193 pg/ml).
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Tal como se puede observar en la Tabla 6.6, las MPs de FNZ optimizadas fueron obtenidas
con un R mayor al 75 %, la carga del farmaco fue elevada y se consiguié elevar la Sgy, de
0,01 pg/ml a 144 pg/ml.

6.4.1.4. Caracterizacion de las microparticulas de fenbendazol

6.4.1.4.1. Microscopia electronica de barrido

La tecnologia de secado por aspersion permite la obtencion de particulas esféricas
principalmente, y en muchos casos, la morfologia depende de los componentes de la
formulacion y las condiciones operativas seleccionadas. Con el objetivo de estudiar el
impacto de los parametros obtenidos para la optimizacion de las MPs de FNZ sobre la
morfologia final de las mismas, se realizaron estudios de microscopia electronica.

En la Figura 6.8 se observan las imagenes obtenidas por MEB para el FNZ sin tratamiento

y las MPs de FNZ optimizadas.

Figura 6.8. Micrografias de FNZ de partida (A) y de las MPs de FNZ optimizadas (B). La barra
representa 10 pm.

Se puede observar que el FNZ de partida se presenta como una mezcla irregular de cristales
de gran tamafio (mayores a 10 um). Por otro lado, las MPs de FNZ presentan forma esférica,
superficie lisa y tamafo relativamente uniforme en un rango de 2 a 10 um, principalmente.
La forma esférica de las mismas indica que el proceso de secado y los pardmetros
seleccionados fueron adecuados. Similares resultados fueron reportados por Fouad y
colaboradores®*, quienes formularon microparticulas de celecoxib, farmaco antiinflamatorio

de amplio espectro que inhibe la enzima ciclooxigenaza, mediante el secado por aspersion
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con diversos polimeros, incluyendo PVA con el agregado de didxido de silicio (Sipernat®).

Las microparticulas exhibieron un tamafio aproximado de 5 a 20 y fueron esféricas.

6.4.1.4.2.Calorimetria diferencial de barrido

La CDB es un método analitico reconocido para estudiar la relacién entre los componentes
de los sistemas farmacéuticos. En el termograma del FNZ (Figura 6.9) se observa un pico
endotérmico agudo a 235,84 °C, caracteristico de dicho farmaco segun lo descripto por la
bibliografial®. En analisis térmico de las MPs optimizadas demostré la existencia de un pico

endotérmico de baja intensidad a 227,49 °C.

f‘ﬁ/

—_— [—‘“wn\
N \
MPs FNZ optimizadas

\\ //ﬁ'
e
PVA

FNZ sin tratar

50 100 150 200 250 300 350
Temperatura (°C)

Figura 6.9. Termograma de FNZ sin tratar, PVA y las MPs de FNZ optimizadas.

En el proceso de preparacion de las MPs, cuando el solvente se evapora luego del proceso
de aspersion, el FNZ puede cristalizar o permanecen en un estado disuelto en el polimero. Si
el farmaco permanece disuelto en el polimero, la sefial correspondiente a la fusion del FNZ
estaria ausente, o al menos, presente con menor intensidad. De acuerdo al termograma de las
MPs optimizadas, se podria postular que el farmaco esta encapsulado en el seno de las MPs
y se encontraria parcialmente disuelto.

Se deben mencionar, ademas, que estos resultados serian coincidentes con los datos de la

literatura en los cuales se describe la formulacion de dispersiones sélidas de FNZ empleando

197



Capitulo 6. Fenbendazol.

poloxameros como polimeros transportadores, cuyo estudio térmico dio como resultado la
desaparicion de la sefial endotérmica a 235,84 °C8, debido a formacion de soluciones solidas

en la matriz polimérica.

6.4.1.4.3. Difraccion de rayos X

La DRX permite estudiar las caracteristicas cristalinas presentes en los fArmacos de partida,
y los cambios generados durante el proceso de formulacién. En la Figura 6.10 se muestran
los patrones de DRX para el FNZ y las MPs formuladas para estudiar las caracteristicas al

estado soélido de los mismos.

MPs FNZ optimizadas

FNZ sin tratar

10 20 30 40 50
20 (grados)

Figura 6.10. Difractogramas del FNZ, PVA'y las MPs de FNZ optimizadas.
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El difractograma de FNZ demostré que el farmaco de partida se encontr6 en forma
cristalina, se observaron dos picos intensos cercanos a 20 y a 30 26, tal como se describe en
la literatura®. El analisis del estado solido de PVA demostrd que se encuentra en un estado
parcialmente cristalino donde se puede detectar una sefial ancha a 20 261,

Tal como se puede observar en la Figura 6.10, el difractograma de las MPs de FNZ fue
similar al difractograma de PVA, mostrandose en un estado casi totalmente amorfo y se
puede observar un pico cercano al del FNZ sin tratamiento, a 20 26. Posiblemente, la
metodologia relacionada con la formacién de MPs (aspersion y posterior secado por calor)
modificaria la red cristalina del FNZ y un pasaje, al menos parcial, al estado amorfo. Este
fendmeno ha sido descripto para otros farmacos relacionados estructuralmente, como es el
caso del albendazol, otro antihelmintico de amplio espectro en medicina humana vy
veterinaria. Los difractogramas de MPs de albendazol con PVA usando el secado por
aspersiéon mostraron que la intensidad de los picos cristalinos del farmaco disminuyeron
gradualmente al aumentar la proporcion de PVA hasta la obtencion de MPs de albendazol
amorfas, como se sugiere en la publicacion de Alanazi y colaboradores®’.

Los resultados del analisis de difractometria de las MPs de FNZ estan en concordancia con
los obtenidos en el estudio térmico y confirman una transformacién parcial del estado

cristalino de FNZ a un estado amorfo.

6.4.1.4.4. Ensayo de disolucion de fenbendazol
Una vez caracterizadas las MPs de FNZ optimizadas se llevd a cabo el estudio de la
disolucién del farmaco desde las MPs poliméricas, y se compararon los resultados con la

disolucién del FNZ de partida.
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Figura 6.11. Perfiles de disolucion de FNZ de partida y de FNZ desde las MPs optimizadas.

En la Figura 6.11 se muestran los perfiles de disolucion de FNZ obtenidos para el farmaco
sin tratar y las MPs optimizadas. De acuerdo a este ensayo, se observa un significativo
incremento en la velocidad de disolucion de FNZ en las MPs respecto al perfil de disolucién
para el farmaco sin encapsular. La disolucion de FNZ desde las MPs fue de un 45%, 78% y
90% a los 5, 20 y 30 min, respectivamente, mientras que el farmaco sin tratar se disolvio en
un porcentaje menor al 5% en los mismos lapsos de tiempo. La marcada diferencia en los
perfiles de disolucion de FNZ podria atribuirse a los cambios cristalinos del mismo, asi como
a la formacion de particulas esféricas de menor tamafio como consecuencia de la formulacion
con PVA vy su posterior secado, de acuerdo con los estudios de DRX y MEB descriptos
previamente.

Ambos perfiles de disolucion mostrados en la Figura 6.11 fueron ajustados
matematicamente al modelo cinético de Korsmeyer-Peppas. Como se menciond
previamente, el modelo de Kosmeyer y Peppas se utiliza para analizar la disolucion de
farmacos desde formas farmacéuticas matriciales'®, que son usualmente el tipo de estructura
obtenida por medio del secado por aspersion®®. Los valores de n obtenidos del ajuste fueron
menores a 0,45, por lo que el mecanismo de difusion que se propone para la disolucion de
FNZ, desde las MPs optimizadas, es de tipo Fickiano, lo que implica que la velocidad de

difusion a través de una membrana depende de forma directa del gradiente de concentracion
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del FNZ a ambos lados de la misma, mientras que es inversamente proporcional al espesor
de la membrana, constituida este caso por la matriz de PVA.

Similares resultados en relacion a la cinética de liberacion fueron obtenidos cuando se
estudio la disolucion de albendazol desde MPs con PV A con posterior secado por aspersion®’,
y en el caso de la disolucion de acetaminofeno (paracetamol), un analgésico empleado en
algunos tipos de artritis para aliviar las cefaleas, disminuir procesos febriles y dolores

corporales leves, desde MPs de quitosano®.

6.4.2. Nanocapsulas lipidicas de fenbendazol

En base a la metodologia que detallada previamente en el Capitulo 2, punto 2.2.2.1.5.1 (P&g.
32) se obtuvieron NCLs de FNZ. Las mismas fueron caracterizadas fisicoquimicamente e in-

vitro y posteriormente se estudio su eficacia in-vitro frente a E. multilocularis.

6.4.2.1. Didmetro hidrodinamico, indice de polidispersidad, potencial zeta y
conductividad
Mediante el empleo de dispersion de luz dinamica, se determino el Ty ticuia, €l IPd, PZ'y

conductividad de las nanocapsulas desarrolladas. En la Tabla 6.7 se observan los resultados

obtenidos para las NCLs de FNZ (S8) y se las compara con las NCLs sin farmaco.

Tabla 6.7. Resultados de las NCLs sin farmaco y NCLs conteniendo FNZ.

Resultados S2 (sin farmaco) | S8 (FNZ)

Tparticuia(NM) 58,14+0,03 48,62+0,05
IPd (nm) 0,040+0,004 | 0,096+0,009

PZ (mV) -5,44+0,08 -6,04+0,05
Conductividad (mS/cm) 0,598+0,005 0,596+0,009

El valor promedio obtenido para el tamafio de las NCLs de FNZ fue de 48,62 nm, similar
al obtenido para las NCLs de igual proporcion sin el farmaco, demostrando que la
incorporacion de FNZ no estaria alterando el tamarfio de la capsula.

Para evaluar la homogeneidad de las NCLs fue determinado el IPd. En la Tabla 6.7 se
muestra que las NCLs presentan una distribucion de tamafio considerada homogénea, con un
IPd de 0,096 nm.

Para determinar la carga superficial de las NCLs S8 se emple6 la medida del PZ, siendo en

este caso de -6,04 mV, valor cercano al obtenido para las NCLs sin farmaco de igual tipo.
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Este valor es importante, ya que, como se mencioné con anterioridad, el PZ es una medida
de la magnitud de la carga superficial de las particulas, y esto tiene influencia en la repulsion
0 atraccion electrostatica entre las mismas, y por lo tanto es uno de los pardmetros que afecta
la estabilidad de los sistemas. Estos resultados coinciden también con los obtenidos para las
NCLs de BNZ de igual proporcion de componentes (S5), caracterizadas en el Capitulo 4. Se
debe mencionar que, ademas, similares propiedades de tamafio y PZ fueron informados en la
preparacion de NCLs de paclitaxel, un farmaco de eleccién para el tratamiento sistémico del
cancer de ovario y de mamas, entre otros. Los autores describieron que tanto los sistemas
vacios y como aquellos cargados con paclitaxel mostraron un tamafio en un rango de 49 a 54
nmy cuyo PZ se encontré entre -4 y -6 mV, lo que confirma que la ausencia de variacion de
dichas propiedades después de la incorporacion del farmaco?L.

Finalmente, en la Tabla 6.7 se muestra el valor de conductividad obtenida para las NCLs
de FNZ. Se observa que la conductividad no presenta diferencias significativas cuando se
encapsula el FNZ, siendo para las NCLs sin farmaco y las NCLs de FNZ cercana a 0,6
mS/cm. Este valor era esperado considerando la cantidad de NaCl empleado en la

formulacion.

6.4.2.2. Microscopia electronica de transmision

Las NCLs de FNZ fueron estudiadas empleando MET y las imagenes obtenidas se muestran
en la Figura 6.12 en la cual se puede observar que el didmetro de las NCLs S8 mostro ser
similar al obtenido por dispersion de luz dinamica (ver Tabla 6.7). La estructura de las NCLs
muestra una base compacta de lipidos donde esta encapsulado el FNZ y la morfologia de las
mismas es esférica y con tamafios en el rango de 30-60 nm. También se exhiben algunas
pocas particulas de un tamafio superior a 100 nm. Estos resultados fueron consistentes a los
obtenidos previamente para los otros tipos de NCLs formuladas, y pueden ser a causa de
procesos de fusion de una 0 més nanocapsulas durante la manipulacion de la muestra para

prepararla para este ensayo.
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Figura 6.12. Micrografia electrdnica de transmision de las NCLs de FNZ (S8). La barra
representa 200 nm.

6.4.2.3. Eficiencia de encapsulacion

La EfE de FNZ para las NCLs fue calculada como se describio en el Capitulo 2 (ver
Ecuacién 2.2 de la Pagina 36), y los resultados indicaron que se logré incorporar (cargar) el
farmaco con una eficacia del 89,12 %. En base a estos resultados podemos afirmar que la
nanoencapsulacion de FNZ mediante el método de inversién de fase mostrd ser un
procedimiento adecuado, ya que permitio que una gran cantidad de farmaco (casi el 90 % del
FNZ de partida) sea encapsulado en el interior de dichos sistemas. Resultados similares
fueron observados cuando se encapsuld ivermectina, un antiparasitario empleado en
medicina veterinaria, en este tipo de NCLs?. Este dato fue importante ya que ivermectina y
FNZ no estan estructuralmente relacionados y su solubilidad en agua es distinta, por lo tanto,
la obtencidn de valores similares de carga en las NCLs sugiere que la seleccion de excipientes

y la metodologia de encapsulacion fueron las correctas.

6.4.2.4. Interaccion de nanocapsulas con proteinas del mucus

Como se menciono en capitulos anteriores, las proteinas que componen el mucus podrian
interaccionar con las NCLs y disminuir su movilidad, reduciendo la capacidad de dichos
sistemas de atravesar la membrana celular.

Para estudiar la interaccion entre las proteinas del mucus y las NCLs se emplearon sistemas
en los que se reemplazo el farmaco por el colorante fluorescente NileRed (ver en Capitulo 2,
punto 2.2.2.4.4.).
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En todos los casos las NCLs mostraron no interaccionar de manera significativa con las
mucinas, no presentando alteraciones en el tamafio particula a causa de cambios en la
movilidad. Esto podria deberse a que las mucinas en las condiciones de trabajo se encuentran
cargadas negativamente, al igual que las NCLs (ver Tabla 6.7), no favoreciéndose asi
posibles interacciones electrostaticas. En este punto es importante destacar que no se han
realizado, 0 al menos no registrado en la bibliografia evidencia del uso de este tipo de ensayos

para determinar la interaccion entre NCLs y las proteinas del mucus.

6.4.2.5. Activacion del complemento

En este ensayo, se estudid la activacion del mecanismo clasico del complemento del SHN
al contacto con eritrocitos de oveja sensibilizados, lo que conduce a la lisis de éstos y la
liberacion de hemoglobina. Cuando el suero esta en presencia de nanosistemas activadores,
se encuentran menos proteinas del complemento para lisar los eritrocitos de oveja, lo que
provoca una reduccion de las unidades del sistema del complemento. EI consumo del
complemento fue expresado como funcion de la superficie de las NCLs (cm?) que representa
un aumento en la concentracion de las mismas y los resultados se muestran en la Figura 6.13.
100 A
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—&— NCLFNZ
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Figura 6.13. Consumo del sistema del complemento (%) en funcion de la superficie de las NCLs
(cm?/ml) de FNZ.

Tal como se puede ver en la Figura 6.13, el consumo del sistema de complemento para las
NCLs de FNZ fue comparado con los resultados obtenidos para las NCLs sin farmaco (S2).
Los perfiles mostraron ser similares, por lo que no se estaria generando una influencia

significativa en la activacion del sistema del complemento al emplear las nanoformulaciones
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cargadas. Esto podria indicar ausencia del farmaco en la superficie de las NCLs, es decir, el

FNZ podria encontrarse mayoritariamente en el interior de las NCLs.

6.4.2.6. Evaluacion de la eficacia antiparasitaria de las nanocépsulas lipidicas
de fenbendazol

El tratamiento quimioterapéutico actual de E. alveolar en los seres humanos se basa en
albendazol o mebendazol. Sin embargo, los costos de tratamiento, la necesidad de una
quimioterapia cronica y una alta recurrencia después de la interrupcion del tratamiento
requiere otras opciones de tratamiento mas eficientes. Tomando en consideracion que el FNZ
ha demostrado ser eficaz contra E. multilocularis, parasito causante de la E. alveolar en este
trabajo se evalud la eficacia terapéutica in-vitro de las NCLs de FNZ*.

En este sentido, se evalud la eficacia contra E. multilocularis por el ensayo PGI, Alamar
Blue y ensayos de movilidad.

6.4.2.6.1. Ensayo enzimatico de la fosfoglucosa isomerasa

Los metacéstodos (larvas) de E. multilocularis poseen una capa laminada externa, una capa
germinal interna, y vesiculas que contienen metabolitos. Uno de ellos es la enzima glicolitica
PGI, una proteina que estimula la proliferacién tanto de las células de la capa germinal del
parasito, asi como mamiferas células endoteliales. Debido a que PGI es un componente del
liquido vesicular, se han desarrollado ensayos para detectar la liberacion esta enzima en
presencia de distintos farmacos?. En consecuencia, en este trabajo se realizo el ensayo sobre
el comportamiento de la enzima al estar en contacto el parésito con las NCLs de FNZ. El
dafio de las vesiculas fue calculado de forma indirecta mediante la medicion de la cantidad
de PGl liberada. En la Figura 6.14 se muestran los resultados obtenidos cuando se emplearon
las NCLs de FNZ. Estos se comparan con los resultados obtenidos para el FNZ de partida y

se emplea como control el dimetilsulfoxido.
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Figura 6.14. Porcentajes de liberacion relativa de PGI en presencia de FNZ sin tratar y las NCLs de
FNZ.

Se demostro6 que el FNZ sin tratar no fue activo contra los metacestodos de E. multilocularis
dentro de los primeros 12 dias de incubacidn in-vitro. Por el contrario las NCLs de FNZ
mostraron una elevada liberacion de la enzima PGl, lo que indica que podrian ser mas activas
que el farmaco de partida. Dicha actividad se relacionaria con una potencial interaccion de
las nanoformulaciones con el tegumento del parasito y posterior liberacion del FNZ. Este
resultado sugiere que la incorporacién del farmaco en las NCLs es una alternativa viable si

se desea incrementar la solubilidad y posterior interaccion con los parasitos?3.

6.4.2.6.2. Ensayo Alamar Blue

Este es un ensayo colorimétrico en el que se utiliza el indicador de oxidacidn- reduccion
Alamar Blue que ya se ha empleado para determinar la eficacia de distintos farmacos contra
otras parasitosis?*.

En este caso, el mismo ensayo se aplico para medir la citotoxicidad de las NCLs de FNZ
sobre los metacéstodos de E. multilocularis que se comparé con el farmaco sin encapsular.
Los resultados se muestran en la Figura 6.15.

Se demostrd que las NCLs de FNZ reducen marcadamente la viabilidad celular de

metacéstodos de E. multilocularis, en comparacion con la incubacién con FNZ sin
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tratamiento. Esto se deberia, posiblemente, al incremento de la permeabilidad del farmaco
cuando se incorpora en las nanoformulaciones, que favorece una mayor interaccion con los
parasitos. Cabe destacar que los resultados mostrados son valores relativos de viabilidad, en

todos los casos los resultados se compararon con la viabilidad en presencia de
dimetilsulfoxido.

Viabilidad relativa (%)

100

50

° Dimetilsulféxide FNZ NCL FNZ
Figura 6.15. Viabilidad relativa de metacestodos de E. multilocularis en presencia de las
NCLs de FNZ y el FNZ sin tratamiento.
6.4.2.6.3. Ensayo de movilidad

Se estudid el efecto sobre la movilidad de los paréasitos en presencia de las NCLs de FNZ y

del FNZ de partida. Los resultados se muestran en la Figura 6.16.
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Figura 6.16. Movilidad relativa en presencia de FNZ sin tratamiento y las NCLs de FNZ.
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Tal como se observa en la Figura 6.16, las NCLs de FNZ reducen marcadamente la
movilidad de metacéstodos de E. multilocularis, en comparacion con el FNZ sin encapsular.
Estos resultados coinciden con los ensayos previos de la enzima PGl y Alamar Blue y
confirman que la viabilidad y movilidad de las larvas se ve disminuida de manera importante
cuando se las incuba con el FNZ encapsulado. En base a lo descripto se puede confirmar que
la nanoformulacién de FNZ en matrices lipidicas es una alternativa interesante para el
incremento de la solubilidad, velocidad de disolucion y permeabilidad de FNZ y posee un

impacto directo sobre los metacéstodos de E. multilocularis.
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6.5.Conclusiones

En este capitulo se demostrd que las condiciones en las que se lleva a cabo la preparacion
de MPs, empleando secado por aspersion influyen significativamente en las caracteristicas
finales de las mismas.

Los sistemas microparticulados de FNZ presentaron buenos rendimientos, alta carga del
farmaco en los sistemas y un incremento en la Sgy;. Las MPs de FNZ optimizadas se
obtuvieron a partir de 0,5 g de PVA, 50 ml de solucion de Sipernat® (0,75 % p/v) y los
parametros de secado con la Bomba del aspersoren 12 % y la T .,trq4q al Sistema de secado
en 131 °C. El sistema con mayor deseabilidad (D=0,814) permitié obtener un rendimiento
del 78 %, la FNZ_ fue de 189 pg/mg de solido y la Sgy, en dicha formulacion de 143,68
pg/ml. El anélisis por medio de MEB, CDB y DRX confirmo la obtencién de MPs esféricas
regulares, en las cuales el FNZ presenta transiciones del estado cristalino al amorfo. Ademas,
se demostré que el empleo de estas MPs de FNZ optimizadas permite el aumento
significativo de la velocidad de disolucion del FNZ.

La incorporacién de FNZ en NCLs fue llevada a cabo a partir del método de inversion de
fase y las capsulas obtenidas presentaron un tamafio relativamente homogéneo de 48 nm.

Las NCLs fueron estudiadas por MET, observandose sistemas de estructura lisa y
homogénea ddnde se pudo confirmar la homogeneidad del tamafio de particula. La eficiencia
de encapsulacién fue mayor al 89 %. Las NCLs mostraron no interaccionar con las proteinas
del mucus, asi como una baja influencia sobre la activacion del sistema del complemento.

Finalmente se observa una mejora significativa en la actividad in-vitro contra el paréasito de

E. multilocularis cuando NCLs cargadas con FNZ fueron empleadas.
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7.1.Conclusiones

En el Capitulo 3 se formularon MPs y NPs de GB, empleando poloxameros, EURLPO
y PEGs de diferente PM. También se llevo a cabo un DOE para optimizar la formulacion
de NPs de GB. Las particulas permitieron mejorar la solubilidad y velocidad de disolucion
del farmaco. Ademas, las NPs demostraron ser mas permeables a células Caco-2 que el
farmaco sin tratamiento.

En el Capitulo 4 se desarrollaron NPs de BNZ empleando DOE, para reducir el tamafio
de particula mejorando la solubilidad del farmaco. Este sistema se caracterizo in-vitro e
in-vivo, evaluando su efecto sobre ratones infectados con T. cruzi. Se lleg6 a la conclusion
de que el tratamiento con estas NPs podria permitir tratar con éxito la enfermedad de
Chagas frente a una infeccion aguda por T. cruzi.

También se formularon NCLs de BNZ de diferentes tamafios empleando los mismos
componentes en diferentes concentraciones, y se llevé a cabo un DOE para obtener la
relacion de componentes Optima. Las NCLs fueron caracterizadas fisicoquimicamente e
in-vitro, demostrando aumentar la permeabilidad aparente de BNZ hasta 10 veces.
Durante este proceso fue controlada la integridad de la monocapa y la captacion de las
NCLs por parte de células Caco-2. Las NCLs de BNZ representan una alternativa
atractiva para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, ya que estas formulaciones
pueden ser estables en forma de una suspension en medios acuosos, lo que podria facilitar
la administracion de BNZ en neonatos y nifios.

En el Capitulo 5 se formularon NPs de PZQ con distintas proporciones de poloxameros
y PVA, alcanzando un incremento en la solubilidad acuosa del farmaco de hasta 19 veces.
Las velocidades de disolucion de PZQ también fueron superiores a la del PZQ sin tratar.
Estos sistemas aumentaron el efecto sobre el metabolismo de cisticercos de T. crassiceps.

De manera adicional se formularon NCLs de PZQ que fueron evaluadas in-vitro. Los
estudios sobre gusanos S. mansoni sugirieron que estas nanoformulaciones podrian
poseer una promisoria actividad antiparasitaria en modelos animales infectados.

Finalmente, en el Capitulo 6, se formularon MPs de FNZ empleando secado por
aspersion, que fueron desarrolladas y optimizadas por DOE. Los sistemas demostraron
ser una alternativa muy adecuada para lograr buenos rendimientos, alta carga del farmaco
en los sistemas y elevar significativamente la solubilidad del farmaco. Se demostro,
ademas, que el empleo de estas MPs de FNZ optimizadas permitié un aumento

significativo de la velocidad de disolucién del farmaco.
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Se formularon también NCLs de FNZ que fueron caracterizadas in-vitro. Los estudios
sobre larvas demostraron un incremento de la actividad in-vitro contra el parasito de E.
multilocularis por parte de las NCLs cargadas con FNZ en comparacion con el FNZ sin

encapsular.
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8.1. Resumen

El presente trabajo aborda la formulacion y caracterizacion de diferentes sistemas
micro- y nanoparticulados de glibenclamida, benznidazol, praziquantel y fenbendazol.
Todos estos son farmacos empleados como antiparasitarios, pero al ser muy poco solubles
en agua presentan una baja absorcion y erratica biodisponibilidad.

Con el objetivo de mejorar la solubilidad y velocidad de disolucién de glibenclamida,
se formularon diferentes sistemas nanoparticulados. Se evalud el uso de diversos
biomateriales en la formulacion de nanoparticulas. Para esto fueron evaluados: Eudragit
RLPO, P-188, P-407 y polietilenglicol 6000, empleando diferentes metodologias de
agitacion y secado posterior. También se formularon nanoparticulas de glibenclamida
conteniendo Eudragit RLPO, P-188, P-407 y polietilenglicoles de diferentes pesos
moleculares. Finalmente, se llevo a cabo un disefio de experimentos para la preparacion
de dichas nanoparticulas, seleccionando las mejores condiciones de formulacion. Todos
los sistemas formulados fueron luego caracterizados fisicoquimicamente e in-vitro.

Estos sistemas nanoparticulados permitieron un aumento en la solubilidad acuosa de
dicho farmaco de mas de 6 veces. Los resultaron demostraron que la velocidad de
disolucién de glibenclamida en todas las muestras fue superior a la del farmaco sin tratar.
Tanto las metodologias de agitacion como el tipo de secado aplicados en este estudio
dieron como resultado la obtencion de nanoparticulas con diferentes caracteristicas
fisicoquimicas. A partir de todas las muestras que fueron secadas por liofilizado se
obtuvieron particulas submicrémicas, con tamafios desde 49 a 394 nm, mientras que
cuando el secado fue llevado a cabo en estufa las particulas exhibieron un tamafio
micromeétrico.

En relacion a la influencia del peso molecular del polietilenglicol, se demostrd que el
incremento del mismo di6 como resultado la formacion de nanoparticulas de menor
tamafio, y que a su vez aumentaba la solubilidad acuosa del farmaco. Ademas, el
incremento del peso molecular del polietilenglicol se correlacioné de manera
directamente proporcional con la velocidad de disolucion de las correspondientes
nanoparticulas. Se observo que estos sistemas no interaccionaban significativamente con
las proteinas del mucus y los ensayos de viabilidad celular indicaron que los mismos no
presentaron citotoxicidad sobre células Caco-2.

Finalmente se llevd a cabo un disefio de experimentos para optimizar la formulacion de

nanoparticulas. En base a los resultados obtenidos previamente se implementaron dos
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etapas (screening y la fase de optimizacion). Las nanoparticulas optimizadas de
glibenclamida fueron preparadas empleando 400 mg de P-188, 8 mg de P-407, 200 mg
de Eudragit RLPO e igual cantidad de polietilenglicol 6000, y agitacion magnetica. Este
sistema, que brind6 la mayor deseabilidad (0,83), alcanzé un rendimiento del 84 %, la
eficacia de encapsulacion fue del 94 %, el tamafio de particula de 155 nm y una
solubilidad acuosa del farmaco de 151,32 pg/ml.

Por otro lado, se prepararon nanoparticulas de benznidazol y poloxdmero P-188,
formuladas mediante un método de disefio con posterior optimizacion de experimentos.
Estos sistemas fueron caracterizados in-vitro y se comprobo la eficacia antiparasitaria in-
vivo en ratones. Ademas fueron formuladas nanocapsulas lipidicas de benznidazol
mediante el método de inversion de fase, variando las cantidades de los mismos
componentes con el objetivo de obtener sistemas con caracteristicas diferentes.
Finalmente se optimiz6 la cantidad y el tipo de aceite empleado para el desarrollo de los
sistemas. Todas las nanocapsulas fueron caracterizadas in-vitro.

En este trabajo se demostro que las condiciones para llevar a cabo la preparacién de los
nanosistemas de benznidazol y poloxamero P-188 fueron significativamente criticas en
las caracteristicas finales obtenidas. El tamafio de particula se redujo, mientras que la
cantidad de benznidazol nanocristalizado y la solubilidad acuosa del farmaco se
incrementaron mediante el procedimiento de optimizacion.

Las condiciones optimas para la preparacion de nanoparticulas incluyeron el uso de una
solucion de benznidazol de 26 mg/ml, de 15 mg/ml de P-188 y el 30% de fase organica.
Tanto la temperatura de cristalizacion como la velocidad de agitacion no pudieron ser
modeladas como factores significativos sobre las respuestas estudiadas.

En las condiciones de deseabilidad (0,99), el 98 % de benznidazol fue nanocristalizado,
el tamafio de particula fue de 48 nmy la solubilidad acuosa de benznidazol de 3,75 mg/ml.
Finalmente, este sistema optimizado se caracterizd in-vitro, demostrando un aumento
significativo de la permeabilidad aparente de benznidazol.

También se demostro que las nanoparticulas de benznidazol formuladas a traves de este
proceso de optimizacion exhiben un notable efecto en la inhibicion del crecimiento
amastigotes de Trypanosoma cruzi en miocitos cardiacos primarios. Los ensayos in-vivo
indicaron que todos los ratones sobrevivieron a la infeccion aguda con 15 dosis de 25 o
50 mg/kg/dia de nanoparticulas de benznidazol durante el ensayo. Estos hallazgos
Ilevaron a la conclusion de que el tratamiento con nanoparticulas de benznidazol es un

enfoque muy conveniente, en diferentes dosis, para tratar con éxito la enfermedad de
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Chagas en un modelo experimental de infeccion aguda por Trypanosoma cruzi.
Adicionalmente, estos sistemas se podrian dosificar en suspensiones acuosas para ser
administrados a neonatos y nifios, quienes hasta la actualidad no poseen medicacion
adecuada a su edad.

También se formularon nanocapsulas lipidicas de benznidazol de diferentes tamafio, las
que fueron caracterizadas fisicoquimicamente e in-vitro, demostrando no interaccionar
con las proteinas del mucus y no generar cambios significativos en la activacion del
sistema del complemento. Ademas mantuvieron una alta sobrevida celular luego de 24 'y
48 horas de tratamiento. Estos sistemas permitieron aumentar la permeabilidad aparente
de farmaco hasta 10 veces, siendo controladas durante este proceso la integridad de la
monocapa y la captacién de las nanocapsulas lipidicas. En este sentido, se concluye que
este tipo de nanocéapsulas de BNZ representan una alternativa atractiva para el tratamiento
de la enfermedad de Chagas. Por otro lado, ya que pueden obtenerse como una suspension
estable en medios acuosos, las nanocapsulas lipidicas podrian facilitar la administracion
de benznidazol en neonatos y nifos.

Por medio del procedimiento de nanocristalizacion controlada se formularon
nanoparticulas de praziquantel empleando P-188 y P-407 y alcohol poli(vinilico) como
polimeros transportadores. EI método de cristalizacién controlada se llevd a cabo
empleando dos tipos de agitacion: magnética (300 rpm) y homogeneizador (7000 rpm).
Estos sistemas fueron evaluados in-vivo sobre el metabolismo de cisticercos de Taenia
crassiceps en modelo animal. Por otro lado, se desarrollaron nanocépsulas lipidicas de
praziquantel en base al método de inversion. Las mismas fueron caracterizadas
fisicoquimicamente e in-vitro, y se evalud su efecto frente a gusanos Schistosoma
mansoni.

Las nanoparticulas de praziquantel preparadas con distintas proporciones de P-188, P-
407 y alcohol poli(vinilico), lograron un incremento en la solubilidad de praziquantel de
hasta 19 veces con respecto a la solubilidad del farmaco de partida. La velocidad de
disolucién del farmaco se increment6 notablemente al estar nanoformulado. Esto podria
deberse a que, como fue demostrado por ensayos de calorimetria diferencial de barrido y
difraccién de rayos X, las nanoparticulas formuladas con alcohol poli(vinilico) reducen
la cristalinidad del farmaco en una proporcion mayor que los poloxameros. Estas
nanoformulaciones de praziquantel modificaron de manera considerable el metabolismo
de cisticercos de Taenia crassiceps en modelo animal.

También se formularon nanocépsulas lipidicas cargadas con praziquantel mediante el
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método de inversion de fase. Los resultados indicaron que las nanocapsulas sin farmaco
y las de praziquantel exhiben un tamafio similar y cercano a 50 nm. El indice de
polidispersidad en ambos casos fue menor o igual a 0,06, lo que sugiere una distribucién
de tamafio homogenea. Se observo una activacion del sistema del complemento para las
nanocapsulas lipidicas de praziquantel similar a la de las nanocapsulas sin farmacos, lo
que podria indicar la presencia del farmaco en el interior de las capsulas. La sobrevida de
las células en presencia de las capsulas (con y sin praziquantel) fue elevada tanto para el
tratamiento de 24 como el de 48 horas. Se demostro actividad contra gusanos Schistosoma
mansoni para las nanocépsulas de praziquantel mediante ensayos in-vitro. En este sentido,
las nanocapsulas lipidicas cargadas con praziquantel representan una importante
alternativa para una distribucion eficiente de dicho agente antiparasitario.

Por altimo, se formularon sistemas de fenbendazol. Se llevd a cabo un disefio de
experimentos y su optimizacion para formular microparticulas de fenbendazol y alcohol
poli(vinilico) empleando el secado por aspersion. Las particulas obtenidas fueron luego
caracterizadas para comprobar la eficacia del disefio. Ademas se desarrollaron y
caracterizaron nanocapsulas lipidicas y se evalud su actividad antiparasitaria in-vitro
frente a Echinococcus multilocularis.

Se demostrd que las condiciones en las que se lleva a cabo la preparacion de
microparticulas, empleando secado por aspersion influyen significativamente en las
caracteristicas finales de las mismas. Los sistemas microparticulados de fenbendazol
presentaron buenos rendimientos, alta carga del farmaco en los sistemas y un incremento
en la solubilidad acuosa del fenbendazol. La formulacion de las microparticulas
optimizadas se realiz6 a partir de 0,5 g de alcohol poli(vinilico), 50 ml de solucién de
Sipernat® (0,75 % p/v) y los parametros de secado utilizados fueron con la bomba del
aspersor en 12 % y la temperatura de entrada al sistema de secado en 131 °C. El sistema
con mayor deseabilidad (0,814) permitié obtener un rendimiento del 78 %, el porcentaje
de fenbendazol en el sélido fue de 189 pg/mg de sélido y la solubilidad de fenbendazol
en dicha formulacion de 143,68 pg/ml. El analisis por medio de microscopia electrénica
de barrido, calorimetria diferencial de barrido y difraccion de rayos X confirmé la
obtencién de microparticulas esféricas regulares, en las cuales el fenbendazol presenta
transiciones del estado cristalino al amorfo. Ademas, se demostrd que el empleo de estas
microparticulas de fenbendazol optimizadas permite el aumento significativo de la
velocidad de disolucion del farmaco.

La incorporacién de fenbendazol en nanocépsulas lipidicas fue llevada a cabo a partir
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del método de inversion de fase y las capsulas obtenidas presentaron un tamafio
relativamente homogéneo de 48 nm. Las nanocapsulas fueron estudiadas por microscopia
electronica de transmision, observandose sistemas de estructura lisa y homogénea donde
se pudo confirmar la homogeneidad del tamafio de particula. La eficiencia de
encapsulacion fue mayor al 89 %. Las nanocéapsulas lipidicas mostraron no interaccionar
con las proteinas del mucus, asi como una baja influencia sobre la activacion del sistema
del complemento. Ademas fue evaluada su eficacia antiparasitaria in-vitro sobre
Echinococcus multilocularis, llevando a cabo los ensayos de la enzima fosfoglucosa
isomerasa y Alamar Blue. Se observa una mejora significativa en la actividad in-vitro
contra el parasito de Echinococcus multilocularis cuando nanocapsulas lipidicas cargadas

con fenbendazol fueron empleadas.
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