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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de
muerte en el mundo y su fisiopatologia en gran parte esta intimamente ligada
con la formacion de placas de ateroma y su consecuente efecto en la
activacién plaquetaria. A pesar de contar con farmacos altamente efectivos que
inhiben la funcion plaquetaria, se ha descrito que inducen numerosos efectos
secundarios adversos. Avances en nanotecnologia y nanomedicina, han
permitido crear nanoparticulas capaces de transportar y liberar exitosamente
farmacos, mostrando considerables ventajas con respecto a los farmacos
convencionales, tales como, mejorar sus propiedades farmacoldgicas,
disminuir los efectos secundarios y mejorar su efectividad. En este contexto,
las nanoparticulas representan un excelente candidato para desarrollar nuevas
formulaciones. El objetivo de este trabajo fue desarrollar nanoparticulas
cargadas con el farmaco antiplaquetario cilostazol, optimizar su proceso de
sintesis, analizar sus propiedades fisicoquimicas y biolégicas como potencial

agente terapéutico y protector frente a ECV.

Se utilizé el método de nanoprecipitacion para la sintesis de
nanoparticulas cargadas con cilostazol, un inhibidor de la actividad plaquetaria.
Los tamafos promedio obtenidos para las formulaciones PLA-PEG-J y PLA-
PEG-Cilostazol fueron de 118,9nm y 130,1nm, con un potencial zeta promedio
de -3,55mV y -3,58mV respectivamente. Se concluyé que PLA-PEG-J y PLA-
PEG-Cilostazol fueron estables, con un tamafo y potencial zeta sin variaciones
significativas y con valores adecuados para ser utilizadas in vivo,por tanto, el
farmaco cargado no afectd las propiedades de las nanoparticulas. Los
objetivos no fueron cumplidos a cabalidad, dejando esta tarea abierta a los

préximos alumnos que participaran en este proyecto.

Palabras Clave: Enfermedad cardiovascular, nanoparticulas, agregacion

plaquetaria, cilostazol.



1. Introduccion

Las ECV constituyen la mayor causa de muerte en el mundo, las terapias
farmacoldgicas existentes conllevan numerosos efectos secundarios y
requieren de dosis diarias, la nanomedicina ofrece numerosas alternativas
farmacoldgicas, en esta unidad de investigacion se indagd sobre un farmaco

que inhibe la activacién plaquetaria, que sera cargado en nanoparticulas.

El objetivo de esta unidad de investigacion es sintetizar y caracterizar
nanoparticulas hibridas lipido—polimero cargadas con cilostazol, un
inhibidor de la activacion plaquetaria, como potencial tratamiento en
patologias trombogénicas. Las nanoparticulas fueron desarrolladas mediante
el método de nanoprecipitacion, y mediante dispersién de luz dinamica se
analizé el tamafio y su carga superficial (potencial Z). La eficacia de
encapsulamiento y cinética de liberacion in vitro se estudiara mediante
cromatografia liquida de ultra presién (UPLC). Por otra parte, el efecto
antiplaquetario se evaluard en muestras obtenidas de individuos sanos

(investigadores).

El desarrollo experimental se llevé a cabo durante el segundo semestre
académico que comprende los meses de agosto, septiembre, octubre,
noviembre y diciembre en el centro de investigacion CIMIS, perteneciente a la
Facultad de Medicina—UNAB en el grupo de investigacion de Nanomedicine

and Targeted Delivery dirigido por el Dr. Cristian Vilos.



2. Marco Teodrico

Enfermedades Cardiovasculares

Las ECV son un conjunto de patologias que afectan principalmente al
corazon y los vasos sanguineos, siendo la cardiopatia coronaria,
enfermedades cerebrovasculares, arteriopatias periféricas, cardiopatia
reumatica, cardiopatias congénitas, hipertension y ateroesclerosis las
patologias mas frecuentes. ECV son la principal causa de muerte en el mundo,
reportandose en 2012 un promedio de 17,5 millones de personas, lo cual
representa al 31% de todas las muertes registradas durante ese afio en el
mundo.” De igual manera en Chile las ECV representan la primera causa de
muerte, con una tasa de mortalidad que rodea el 28%. A pesar de que en los
ultimos afos no se ha visto un incremento en la frecuencia de esta
enfermedad, preocupantemente se percibe que los factores de riesgo se estan

presentado a una edad cada vez mas temprana en la poblacion chilena.?

La etiologia de las ECV es variada, sin embargo, la hipertension y la
ateroesclerosis representan las causas mas frecuentes. La fisiopatologia de la
ECV ocasionada por ateroesclerosis se presenta como una enfermedad
inflamatoria de las paredes de arterias de grueso y mediano calibre, cuya
aparicion es impulsada por la presencia de niveles elevados de lipoproteinas
de baja densidad (colesterol LDL) en la sangre, ya que este colesterol lleva a la
formacion de la placa de ateroma, que esta formada por centros necréticos,
regiones calcificadas, acumulos de lipidos modificados, células de musculo liso
inflamadas, células endoteliales, leucocitos y células espumosas. Tipicamente
se presenta una ruptura de las placas de ateroma producida por una
interaccion celular compleja, donde se destaca la accidn de células espumosas

y macréfagos.®



Los macrofagos son elementos figurados sanguineos que se generan en
la médula 6sea, derivados de la linea mieloide, las células comprometidas de
este linaje reciben estimulos quimicos por medio de citoquinas, promoviendo la
diferenciacion de las células mieloides hacia monocitos, estos monocitos al
actuar en tejidos se denominan macréfagos; tendran como funcién la sintesis
de citoquinas proinflamatorias, y la fagocitosis de patdgenos. Las células
espumosas pueden generarse de los macréfagos o de las células musculares
lisas, su rol es introducir colesterol LDL. En el caso de los macréfagos, al
ingresar colesterol LDL modificado son inducidos a transformarse en células
espumosas, por su parte, el mecanismo de induccidon de células musculares
lisas aun no esta del todo establecido, pero se observa una relacion entre

concentraciones de acido oleico y la formacién de células espumosas. *

Los macrofagos fueron las primeras células que fueron asociadas con la
ateroesclerosis, identificandose como el componente principal de la placa de
ateroma en especimenes porcinos. Se ha descrito que las citoquinas
proinflamatorias producidas por macréfagos participan en la retencion lipidica y
en el remodelamiento celular. Asimismo, los macrofagos expresan receptores
de reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en inglés), entre los cuales
destacan los receptores scavenger y receptores tool-like que conectan la
respuesta inmune innata y adaptativa durante el proceso ateroesclerotico. Los
PRR son utilizados por los macréfagos para fagocitar diferentes microbios y
sus componentes, también se utilizan estos receptores para captar LDL
modificado, generando las células espumosas a partir de macréfagos,® el
colesterol y los triglicéridos son el componente principal de la placa
ateroesclerotica. Los ésteres de colesterol y los acidos grasos contienen acidos
grasos libres, se asocian con la mortalidad cardiovascular en sujetos con
patologias coronarias.* Células espumosas secretan mediadores pro-
inflamatorios tales como citocinas y quimiocinas desde la matriz celular
llevando indirectamente el desarrollo de la placa de ateroma a través de un
aumento en el reclutamiento de leucocitos y la remodelacién tisular, esto trae

consigo un aumento de la respuesta inflamatoria local promoviendo el aumento



de la entrada de monocitos de sangre y desarrollo de lesiones tempranas.5 ©
causando un dafo en la musculatura lisa al generar una exposicion de la
matriz extracelular durante la ateroesclerosis.? La interaccion de las plaquetas

con la matriz, conduce a una activacion plaquetaria.”

Plaquetas

Las plaquetas, se forman por medio de un proceso llamado
megacariopoyesis que se lleva a cabo en la médula 6sea, en él ocurre la
fragmentacién citoplasmatica de los megacariocitos, dando origen a este
elemento figurado que tienen un volumen promedio de 10 fL y un tamafo que
fluctia entre 2 a 3 ym.® Las plaquetas presentan un rol importante en
hemostasia, trombosis, cicatrizacion de heridas, la aterosclerosis, inflamacién e
inmunidad. De estas, la principal funcion fisiologica es formar trombos
hemostaticos que evitan la pérdida sangre y mantener la integridad vascular.
Esta funcién debe ser estrechamente regulada, manteniendo un equilibrio entre
trombogénesis y fibrinolisis, ya que la formacion de trombos desregulada
(trombosis) provoca la obstruccion de los vasos sanguineos llevando a una
isquemia tisular.® Las plaquetas en la circulacion normal se encuentran en
reposo, en un estado no adherente y se activan en los sitios de lesion vascular

tras la union a proteinas adhesivas o agonistas de plaquetas solubles.™

La estructura plaquetaria consta de una membrana externa compuesta
por bicapa lipidica, membrana plaquetaria, zona sub-membrana y citoplasma
(Anexo A.1).

Bicapa lipidica, formada por fosfatidilserina, fosfatidilinositol,
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, proteinas de adhesion que se unen a
factores de la coagulacién como IbV-IX que se une al factor von Willebrand
(FVW) y lIb/llla que une fibrinbgeno y FYW, ademas de adhesinas como la P-

selectina.
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Membrana plaquetaria compuesta por una bicapa lipidica, que contiene
proteinas integrales y periféricas.

Zona sub-membrana, compuesta por microtubulos formados portubulina,
que proporcionan el soporte estructural para mantener la forma discoide de la
plaqueta, esta zona también contiene microfilamentos contractiles de actina y
miosina, importantes en la contraccion plaquetaria que desencadena la
secrecion de granulos especificos, compuestos de moléculas pro-
hemostaticas, pro-cicatrizantes y activadoras. Contenido en esta zona sub-
membrana, también se encuentra el sistema canalicular abierto, que comunica
esta zona con el medio extracelular, ademas del sistema tubular denso que
deriva del reticulo endoplasmatico liso este sistema tiene como funcion la
metabolizacidén del acido araquidénico y el almacenamiento de calcio.

Citoplasma, se encuentra bajo la sub-membrana, contiene mitocondrias,
lisosomas, granulos de glicogeno, que aportan energia a la plaqueta y granulos
a que contienen fibrinégeno, trombospondina, factor V (FV), FvW, B-TG y
factor plaquetario 4, ademas de granulos densos donde se encuentra
adenosintrifosfato (ATP), adenosindifosfato (ADP), serotonina y calcio.®

El proceso hemostatico consta de cuatro etapas consecutivas, en
primer lugar, ocurre la fase vascular, donde se produce una vasoconstriccion
refleja causada por la endotelina, secretada por las células endoteliales como
respuesta al estimulo nocivo, también ocurre la exposicién del coldgeno que se
encuentra bajo la membrana endotelial, luego sigue la fase plaquetaria, que se
compone de tres etapas: adhesion plaquetaria, degranulacion y agregacion
plaquetaria.’

El proceso de senalizacion que se produce durante la activacion de
plaquetas puede ser clasificada en tres tipos: (1) interaccién de los agonistas
con sus respectivos receptores plaquetarios y principios de la activacion
plaquetaria, mediada por el receptor de senalizacién, (2) eventos de
sefalizacion comun intermedios y (3) activacion de las integrinas (senalizaciéon
inside-out) y de sefializacion afuera hacia adentro (outside-in).° La sefializacion

inside-out, se refiere al mecanismo de senalizacion intracelular, mediado por
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integrinas, que induce cambios en el extracelular. Las plaquetas expresan
integrinas aubBs, también llamada GPIlIb/llla (receptor del fibrinogeno), el
receptor avf3s, (receptor de vitronectina), o231 (receptores de colageno), asB1
(receptores de fibronectina) y asB1 (receptor de laminina), estas integrinas
poseen un mecanismo de transduccion de sefal similar, siendo GPIllb/lllala
mas importante, esta, al estar la plaqueta inactiva, mantiene una afinidad baja
hacia su ligandos (fibrinbgeno, FVW vy proteinas de la matriz), pero al
exponerse estos tras la injuria, la GPIIb/llla aumenta su afinidad, uniéndose el
receptor con los ligandos y activando la plaqueta, ademas, esta interaccion
actua como mediadora en los procesos adhesién plaquetaria, agregacion
plaquetaria y formacién del trombo. Por su parte, la sefalizacion outside-in
ocurre como respuesta a la activacion de las integrinasGPlIb/llla luego de la
union a su ligando, estimulando una serie de eventos de sefializacion
intracelular (desde afuera-hacia adentro) que lleva a las plaquetas a la difusion,
secrecion de granulos, adherencia (estable) y la retraccion del coagulo.

La adhesion plaquetaria ocurre cuando se exponen las fibras de
colageno sub-endotelial. La plaqueta, mediante sefializacion comun utiliza la
glicoproteina-VI (GPVI), para generar una interaccion colageno-GPVI que
favorece el proceso de rolling en la zona dafiada. Por otro lado, FVW se une al
colageno y GPIb/IX/V se une al FvW. El endotelio libera o6xido nitrico,
prostaglandina E2 y otros mediadores agonistas que intensifican la actividad
plaquetaria.” ' Una vez creada la interaccion GPIb/IX/V-FVW se une la
GPllIb/llla; esta ultima tiene la capacidad de unir fibrindbgeno y FYW, esta union
resulta en el cambio de la forma plaquetaria, de discoide a redonda.%- 11 12

Dentro de la plaqueta ocurre una activacién del sistema tubular denso y
del sistema canalicular abierto, se fusionan los granulos densos y alfa,
liberandose su contenido. Ademas, la plaqueta comienza a sintetizar las
prostaciclinas y tromboxano A2 (TxA2) a partir de fosfolipidos de membrana.
Las prostaciclinas tienen actividad vasodilatadora, mientras que el TxA2 es un
potente agregante plaquetario, cada plaqueta agregada, sefaliza a mas

plaquetas.® !
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Unidas por una parte al colageno y entre si por el fibrindgeno o el FvW,
las plaquetas se fusionan entre ellas mediante pseuddépodos, formando un
acumulo. La P-selectina plaquetaria une a los monocitos mediante el receptor
PSGL-1, formando la unién P-selectina-PSGL-1.7-

A su vez, entran en accion los factores de coagulacién, en la fase
plasmatica de la hemostasia, que comienza tras la injuria vascular, donde se
expone el factor tisular y el kininbgeno de alto peso molecular contenidos en
los tejidos. Estos desencadenan una cascada de reacciones, donde participan
los factores de la coagulacion, factor plaquetario 3 y calcio. los factores mas
relevantes son: la trombina, que actua como amplificador de cascada
ejerciendo un feedback positivo en varios puntos del proceso, por su parte, la
fibrina es de gran importancia para la formacién de una malla de fibrina soluble,
ya que, mediado por el factor Xlll, pasa de estado soluble a insoluble,
estabilizando el coagulo y generando el trombo.'3

Debido a la formacion de la malla de fibrina insoluble, se vuelve
necesario proceso antagonista, que se encargue de la retraccidon de este
coagulo. La fibrindlisis es un proceso antitrombodtico, encargado de
reestablecer la fluidez de la sangre volviendo al estado fisiologico, mediante la
destruccion de la malla de fibrina, este proceso es llevado a cabo por la
plasmina, una enzima que actuara degradando el fibrinbgeno o la fibrina,
formando productos de degradacion de la fibrina. Los fragmentos X e Y se
producen en la etapa temprana del proceso, por esto, son de mayor tamano,
luego, la digestidon de éstos ultimos, originan los fragmentos D y E. Si ocurre la
degradacion de los enlaces cruzados del polimero de fibrina se forma un

fragmento dimérico D, llamado dimero D.8

Farmacos antiplaquetarios

En los ultimos anos, la industria farmacéutica ha puesto énfasis en el
desarrollo de farmacos que bloquean la activacion y agregacién plaquetaria. A

pesar de que se han buscado antiagregantes plaquetarios mas potentes,
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todavia el inhibidor de la ciclooxigenasa, acido acetil salicilico, Aspirina, es
considerada el estandar para este tipo de tratamiento. Existen otras estrategias
terapéuticas, basadas en la inhibicion de la agregacion plaquetaria estimulada
por ADP (ticlopidina y clopidogrel), ademas de inhibidores de la fosfodiesterasa
3 (cilostazol), otros tratamientos se basan en la union mediante anticuerpos a
la integrina GPlIb/llla, actuando como antagonistas, impidiendo la union de la
proteina con sus ligandos (abciximab).'* Pese a que estas estrategias han
servido en la reduccion de la actividad trombética,’ 16 los efectos secundarios
que conlleva la ingesta de estos medicamentos, van desde fendmeno de
resistencia y baja efectividad'” hasta Ulceras gastricas, sangramiento y falla
renal.’®

El cilostazol es un farmaco derivado de la 2-oxoquinolona, presenta
efectos como vasodilatador, antiplaquetario, ademas de efectos
antiproliferativos, reduciendo la proliferacion de células musculares lisas y la
hiperplasia de la neointima luego de una injuria endotelial.'® El cilostazol fue
aprobado por la Food and Drug Administration en el aio 1999, para uso en
pacientes con claudicaciéon intermitente, en pacientes con enfermedad arterial
periférica, siendo sus efectos demostrados, pero presentando respuestas
individuales muy variadas entre los pacientes que reciben el tratamiento.?°

Se utiliza en el tratamiento de sintomas isquémicos, en pacientes con
obstruccion arterial periférica crénica y para la prevencién secundaria de
infartos cerebrales,’ recientemente se ha reportado un efecto preventivo en
aterogénesis, ademas de disminuir los niveles séricos de triglicéridos en
roedores.?’ Su mecanismo de accion no esta del todo esclarecido, pero se
presume que basa su accion en la inhibicion selectiva de la enzima
fosfodiesterasa 3, que cataliza la hidrélisis de adenosin monofosfato ciclico
(cAMP) y guanosin monofosfato ciclico (cGMP), formando 5-AMP y 5-GMP,
al bloquear esta enzima, aumentan los niveles intracelulares de cAMP y cGMP,
que son segundos mensajeros celulares inhibitorios, las elevadas
concentraciones de estos nucledtidos ciclicos interfieren en las vias de

activaciéon plaquetaria, bloqueando la reorganizacion citoesquelética
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plaquetaria, la activacion del receptor de fibrindbgeno, la degranulacion y la
expresion de mediadores proinflamatorios.?? La administracion oral de este
medicamento, sumado a la ingesta de alimentos, aumenta la velocidad y grado
de absorcidon del farmaco. El cilostazol se une fuertemente a la albumina,
siendo metabolizado en el higado por las enzimas del citocromo P450, los
metabolitos resultantes se eliminan por orina. Su vida media es de 11 horas,
valor que se incrementa en pacientes con dano renal. Entre los efectos
secundarios se encuentra: dolor de cabeza, mareos, diarrea, palpitaciones y

taquicardia.’®

Nanomedicina

El término nanotecnologia se refiere a la manufactura y utilizacion de
materiales, dispositivos y sistemas en el rango de dimension de 0,1-100 nm.23
Si bien el tamafo de las nanoestructuras es de suma importancia, adquieren
mayor relevancia las propiedades fisicas y bioquimicas que poseen estas
estructuras tales como conductividad eléctrica, elasticidad, resistencia, afinidad

osmotica, entre otras.

La nanotecnologia es una disciplina emergente,?* que se presenta como
un mercado de crecimiento rapido,?® es una tecnologia fundamental que
promete revolucionar varias industrias, influyendo en la medicina y en los
bienes de uso diario,?® se le ha denominado la “Revolucién industrial del siglo
XXI”, debido a su amplio rango de aplicaciones. Ha mejorado, y en algunos
casos ha revolucionado varios sectores industriales, con los que lidiamos dia a
dia, entre ellos, la agricultura, comida segura, farmacéutica, cosmética y
cuidado personal, utilizando tecnologias que se enfocan principalmente en
nanoparticulas,?® el tamario de las nanoparticulas las convierte en material de
gran interés para la generacién de medicamentos, el hecho de mantener una
masa invariable y disminuir el tamafio a una escala nanométrica, se traduce en

un aumento en la superficie de las nanoparticulas, otorgandoles capacidad de

15



cargar especies reactivas,?” 22 o farmacos insolubles en agua, ademas tienen
la capacidad de atravesar barreras biolégicas y permitir liberacion sitio-
especifica de farmacos.?® Las nanoparticulas pueden separarse en dos
grandes grupos, por una parte, se encuentran las nanoparticulas labiles, que
se desintegran en diferentes componentes celulares, ejemplos de ellas son
micelas, liposomas, polimeros y nanoemulsiones; por otro lado, estan las
nanoparticulas insolubles, entre ellas se encuentran fullerenos, diéxido de

titanio y dioxido de silicio.?”

La nanomedicina surge cuando se aplica la nanotecnologia a las ciencias
de la salud, siendo un nicho emergente para la investigacion.?® Durante los
ultimos afos, se ha observado un crecimiento exponencial de estudios
relacionados con la nanomedicina, esto, se explica debido al alto impacto que
la salud tiene en la vida cotidiana, desarrollando importantes aplicaciones de la
nanotecnologia, especialmente en el campo diagnostico y terapéutico.3° Entre
los argumentos que ponen a la nanomedicina en una primera linea de
innovacion, en cuanto a tratamientos de diferentes patologias, se destaca su
uso en la farmacologia por la obtencion de resultados mas eficaces y menos
riesgosos.?’ Con este fin, es necesario el desarrollo de nanoparticulas como
sistemas de liberacion de farmacos de todo tipo, entre los que se encuentran

quimioterapéuticos, antibidticos y antiagregantes plaquetarios.

Nanoparticulas multifuncionales cargadas con farmacos, ofrecen una
mejora en las propiedades farmacolégicas convencionales (solubilidad, vida
media, biodistribucion, biocompatibilidad), ademas de la oportunidad de cruzar
barreras bioldgicas, alcanzar tejidos de dificil acceso, liberacion sitio—especifica
e intracelular de farmacos. Dado esto, es de suma importancia una correcta
eleccion de la nanoparticula, debido a la existencia de una amplia gama de
estas, todas con propiedades distintas, por lo que es necesario conocer las

caracteristicas cada una de ellas.

Las nanoparticulas pueden ser de distintas naturaleza, cada tipo posee

un comportamiento distinto, lo que le otorga ventajas en dependiendo de la
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utilidad que se le quiera dar, entre ellas encontramos nanoparticulas metalicas,
nanocristales, nanoparticulas lipidicas, nanoparticulas poliméricas, fullerenos,
dendrimeros, nanoparticulas de silicio y nanotubos de carbono. Entre los tipos
de las particulas nanométricas mas utilizadas en investigacion, podemos
encontrar: dendrimeros, fullerenos, nanoparticulas de silicio, nanotubos de
carbono y nanoparticulas poliméricas, siendo estas ultimas las mas utilizadas,
ya que han mostrado una mejor estabilidad biolégica en comparacién de otras

nanoparticulas.

Nanoparticulas poliméricas y métodos de sintesis

Las nanoparticulas poliméricas utilizan cadenas poliméricas para
encapsular farmacos o componentes bioactivos, los polimeros pueden ser de
origen natural (alginato, dextrano, albumina) o sintéticos. Entre los polimeros
mas utilizados se encuentran los de la familia de poliésteres, donde podemos
destacar la poli caprolactona, el acido poli lactico, el acido poli lactico— glicélico
y sus derivados. La principal caracteristica de estos es su alta
biocompatibilidad y su eficacia en la encapsulaciéon de farmacos de diferente
naturaleza quimica,®" 32 a lo que también podemos agregar su gran estabilidad
en ambiente fisiolégico lo cual genera una minima respuesta inmune.33 Otra
caracteristica importante es que sus productos de degradacion son eliminados
por el metabolismo celular, evitando asi su acumulacion en el organismo junto
con posibles efectos adversos a su utilizacién.?® Farmacoldgicamente, son
capaces de incorporar y liberar en forma sostenida una mayor cantidad del
farmaco, mejorando las propiedades farmacocinéticas del agente terapéutico,
lo cual desde un punto de vista investigativo abre un amplio espectro de
nuevas estrategias terapéuticas.3* En las ultimas dos décadas, un gran nimero
de productos terapéuticos basados en nanoparticulas han entrado en

desarrollo clinico o ha sido aprobado para uso clinico. Nanoparticulas
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poliméricas y liposomas representan dos clases dominantes de nano vehiculos

con capacidad de encapsular eficientemente variadas clases de farmacos.3°

La sintesis de nanoparticulas poliméricas comprende dos meétodos,
microemulsion, donde se obtienen resultados reproducibles y estructuras
predecibles, esta microemulsién puede ser de tipo doble o simple. Esto
dependera si se realiza una emulsion agua/aceite o agua/aceite/agua
respectivamente. Las nanoparticulas poliméricas también pueden ser
sintetizadas por método de autoensamblaje o nanoprecipitacion de
copolimeros biodegradables que consisten en dos o mas bloques de polimero
con diferentes hidrofobicidades.3® El uso de polimeros anfifilicos resulta de la
formacion de nanoparticulas poliméricas con un nucleo hidrofébico y una
envoltura hidrofilica. La estructura de nucleo-corteza de nanoparticulas
poliméricas les permite: encapsular y transportar medicamentos poco solubles
en agua; disminuir la bio-contaminacion de las nanoparticulas; liberar farmacos
a un ritmo sostenido y funcionar adicionalmente con ligandos para la entrega

diferencial.3®

La nanoprecipitacion corresponde a una mejora del meétodo de
autoensamblaje, que implica el uso de un disolvente organico que es miscible
con una fase acuosa. En esta técnica, el polimero y el farmaco se disuelven en
el disolvente organico y se anade luego esta solucién gota a gota a una
soluciéon acuosa (no disolvente) bajo agitacion. Una vez en contacto con el
agua, los polimeros hidrofébicos y precipitado de farmacos se auto-ensamblan
en Shell-core formando estructuras esféricas con el fin de reducir la energia
libre del sistema. Después de auto-ensamblaje, el disolvente organico se
evapora ya sea por evaporacion a presion reducida, o simplemente por mezcla
continua a la presion atmosférica si el disolvente es relativamente volatil. La
formacion instantanea de particulas se rige por los principios de efecto
Marangoni y se ha atribuido a las interacciones entre fases liquidas. El uso de
polimeros de dos bloques hidréfobo-PEGilados en nanoprecipitation conduce a

nanoparticulas poliméricas que consisten en un nucleo hidrofébico, con
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farmacos hidrofobicos atrapados, rodeados por una envoltura hidréfilica para la
estabilizacién estérica. La nanoprecipitacion es un método simple, que solo
requiere agitacion suave bajo un minimo estrés. Por lo general, a través de
este método se obtienen nanoparticulas poliméricas mas pequefias en
comparacion con otros métodos en condiciones similares.3” En contraste, entre
algunos inconvenientes de este método, se incluye el pobre atrapamiento de
farmacos hidrofilicos (estos farmacos pueden permanecer en la fase acuosa)
en comparacion con otros métodos, ademas de la dificultad en la eliminacion

completa del disolvente organico después del auto-ensamblaje.3®

Este método se encuentra estandarizado para la formacién de particulas
poliméricas con tamanos por debajo los 100 nm, dirigido principalmente a
nanoparticulas hibridas lipido-polimero a través de una combinacién de
nanoprecipitacion y auto-ensamblaje. Combinan las caracteristicas deseables
para nanoparticulas poliméricas y liposomas, excluyendo algunas de sus
limitaciones intrinsecas. Las nanoparticulas poliméricas se componen de tres
componentes funcionales distintos: i) un nucleo polimérico hidrofébico
biodegradable que puede transportar farmacos bioactivos poco solubles en
agua y liberarlos a un ritmo sostenido; ii) un material stealth formando una
envoltura hidrofilica, que puede permitir a las nanoparticulas evitar el
reconocimiento por componentes del sistema inmune y aumentar la circulacion
sistémica de particula (vida media); iii) una monocapa de lipido en la interfase
del nucleo hidrofébico y en la envoltura hidrofilica, que puede evitar que los
agentes difundan libremente fuera de las nanoparticulas y reducir la tasa de
penetracion del agua en las nanoparticulas, mejorando el rendimiento de
encapsulacion de farmacos y la desaceleraciéon de liberacién del farmaco

desde nanoparticulas.3®
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3. Hipétesis

Cilostazol cargado en nanoparticulas hibridas lipido-polimero presenta

mayor actividad antiplaquetaria que al ser administrado en forma libre.

4. Objetivo General

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas hibridas lipido-polimero cargadas

con cilostazol y evaluar su actividad antiplaquetaria in vitro.

5.1.
5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5. Objetivos Especificos

Determinar el tamafio y carga superficial de las nanoparticulas.

Determinar estabilidad de las nanoparticulas en condiciones fisioldgicas
(pH 7; 37°C).

Evaluacion del efecto de las nanoparticulas sobre la membrana
eritrocitaria.

Determinar eficacia de encapsulamiento, capacidad de carga y liberacién in
vitro del cilostazol cargado en las nanoparticulas.

Estudiar el efecto de las nanoparticulas en la activacion plaquetaria
inducida por los agonistas ADP y colageno.

Estudiar activacion plaquetaria en presencia de las nanoparticulas

cargadas con cilostazol.
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6. Materiales y Métodos

6.1.Tipo de estudio: Se utiliz6 un modelo analitico experimental.

6.2.Lugar de realizacién: La investigacion se llevé a cabo en el centro de
investigacion CIMIS (Center for Integrative Medicine and Innovate Science),
perteneciente a la Facultad de Medicina—UNAB en el grupo de

Nanomedicine and Targeted Delivery dirigido por el Dr. Cristian Vilos.

6.3.Muestras: Para la realizacion de la investigacion se utilizaron nanoparticulas
formuladas durante el desarrollo de esta unidad de investigacion. Se
realizaron dos tipos de formulaciones, (1) Nanoparticulas vacias, PLA-PEG-
d, y (2) nanoparticulas cargadas con cilostazol, PLA-PEG-Cilostazol,
ademas, para la evaluacion del efecto de las nanoparticulas se utilizaron
componentes sanguineos extraidos de un sujeto sano (investigador), de
donde se obtuvo sangre total, la que fue centrifugada. De los componentes
obtenidos se utilizaron (1) globulos rojos para evaluar el efecto de las
nanoparticulas sobre la membrana eritrocitaria y (2) plaquetas, donde se

evaluo el efecto de las nanoparticulas sobre la agregacion plaquetaria.

6.4.Variables

e Las variables de tipo dependientes presentes en la investigacion
corresponderan a la (1) actividad plaquetaria, ademas de (2) las
condiciones de formulaciéon de nanoparticulas.

e Por su parte, la variable independiente de la investigacion

correspondera a la presencia de nanomedicamento.

6.5.Recoleccion de la informacion: la informacidon se recolectd mediante

dispersion de luz dinamica (Dynamic Light Scattering, DLS) en un equipo
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Zeta Sizer Nano Zs3000 (Malvern, Reino Unido. Ademas de la utilizacién
del método de espectrofotometria, para la evaluacion de hemdlisis, en un
equipo BioTek (BiotechSynergy H1, Winooski, VT, USA)

6.6.Método estadistico de analisis de la informacion: En esta investigacion se
utilizé n muestral bajo, es decir, inferior a 30 muestras por grupo. Por lo
tanto, no podemos asumir una distribucién normal de los datos y en estos
casos se sugiere la utilizacion de métodos estadisticos no parameétricos. En
aquellos casos en que se estudien 3 0 mas grupos se utilizé6 Kruskal-Wallis,
y al analizar 2 grupos o realizar un post-test se us6 Mann-Whitney. Los
resultados fueron presentados como el promedio y desviacion estandar, y el

grado de significancia fue con un valor p < 0,05.

Formulacién de nanoparticulas PLA-PEG

Nanoparticulas hibridas de PLA-PEG fueron formuladas mediante una
modificacion del método de nanoprecipitaciéon auto-ensamblaje, resultando
nanoparticulas compuestas de un centro hidrofébico formado por el polimero
biodegradable/biocompatible acido polilactico (PLA), que permite el
encapsulamiento del cilostazol. Las nanoparticulas poseen un recubrimiento
lipidico, el cual permite retener el farmaco encapsulado y aumenta la
estabilidad de las nanoparticulas. En la superficie mas externa de las
nanoparticulas se encuentra una capa de polietilenglicol (PEG), que le confiere
mayor biocompatibilidad a nuestro sistema y estabilidad en un ambiente

acuoso.

Para la sintesis de nanoparticulas vacias (PLA-PEG-@) se utilizé PLA-
COOH al 0,5 % en acetonitrilo. La solucién polimérica fue adicionada gota a
gota a un vial en agitacion magnética a 800 rpm a 40°C y 15 mL de una

solucion que contiene disuelto DHPE—-PEG en metanol en concentraciéon 0,1%.
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Una vez que adicionada toda la solucién polimérica, la preparacion se mantuvo
en agitacion durante 2 horas. Posteriormente, las nanoparticulas se lavaron
tres veces con agua miliQ en tubos Amicon Ultra-15 CentrifugalFilter (EMD
Millipore, MA, USA) y se re suspendieron en 1 mL para su utilizacion. En el
caso de las nanoparticulas cargadas con cilostazol se repite el proceso
anterior, anadiendo 0,5 mg de cilostazol (PLA-PEG-Cilostazol) en 1 mL de

PLA-COOH, previo a la adicién gota a gota en el vial (Anexo A.2)

Medicion del tamafio y potencial zeta

El tamafio (diametro, nm) de las nanoparticulas se determind mediante
DLS en un equipo Zeta Sizer Nano Zs3000. La medicion se realizé en una
suspension de 1 mL en solucién salina pH 7,4. El DLS atraviesa con un laser
monocromatico a la cubeta que contiene la suspensidén, asi captando la
intensidad de dispersion de particulas mediante un detector de fotones, el cual
integra y la expresa el diametro promedio de las nanoparticulas (nm) y su
dispersion de tamaio como indice de poli-dispersidad (poly dispersity index, PDI).
El potencial zeta (mV) se medié mediante dispersién de luz electroforética con un
rango de medicién de 3,8 (nm) a 100 (um) de diametro y una sensibilidad de 1
(mg/mL) en un equipo Zeta Sizer Nano Zs3000. La estabilidad se evalud en
nanoparticulas incubadas a 37°C en agitacion constante, a través de
mediciones realizadas a los dias 0, 1, 3, 5, 6 y 7, a tres preparaciones

independientes de cada grupo experimental, mediante el método DLS.

Evaluacion del efecto de nanoparticulas en la membrana eritrocitaria

Se tomaron muestras de sangre venosa de uno de los investigadores en
tubos de EDTA 15% por flebotomia, con sistema de tubos al vacio (Becton
Dickinson Vacutainer Systems, Franklin Lakes, NJ, USA) se obtuvieron 15 mL
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de sangre. Los tubos fueron centrifugados (DCS-16 Centrifugal Presvac RV) a
3.600 rpm por 10 minutos para la separacion de globulos rojos del plasma. Los
glébulos rojos fueron lavados con una solucion fosfato salina pH 7,4 se anadié
a cada tubo las formulaciones de nanoparticulas (cargadas y vacias), una
formulacion por cada tubo con globulos rojos, y se incubaron por 4 dias en
agitacion a 37° C, posterior a la incubacién, se centrifugaron los tubos a 3.600
rpm por 10 minutos y se extrajo el sobrenadante para su posterior medicion por
espectrofotometria (Biotech Synergy H1, Winooski, VT, USA) a 540 nm.
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7. Resultados

Los resultados obtenidos del tamafio de las formulaciones de
nanoparticulas vacias (PLA-PEG-J) y cargadas con cilostazol (PLA-PEG-
Cilostazol) no mostraron diferencias significativas. La Figura 1A presenta los
resultados obtenidos de tres formulaciones vacias preparadas de manera
independiente. Los valores obtenidos fueron de 122, 115 y 119 nm
respectivamente. De igual manera las preparaciones con cilostazol fueron
bastante homogéneas con tamanos de 123, 138 y 123 nm respectivamente,
(Figura 1B). Por otra parte, la Figura 1C muestra un analisis comparativo de
todas las preparaciones, en donde el solapamiento de las curvas corrobora que
presentan un tamano similar. EI promedio de ambos grupos se presenta en la
Figura 1D, en donde PLA-PEG-@ mostré un promedio de 118 nm y PLA-PEG-

Cilostazol de 130 nm.
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Figura 1: Suspension de nanoparticulas (NPs) en tampoénfosfato salino pH 7,4 y 37°C. Las mediciones se
realizaron en formulaciones preparadas de manera independiente (n=3) mediante DLS. (A) Distribucion
de tamafio promedio nanoparticulas de PLA-PEG-J. (B)Distribucion de tamafio promedio nanoparticulas
de PLA-PEG-Cilostazol. (C) Distribucion de tamafio promedio nanoparticulas de PLA-PEG-J y PLA-PEG-
Cilostazol. (D) Representacion grafica del tamafio promedio nanoparticulas de PLA-PEG-@ y PLA-PEG-
Cilostazol. Comparacién de tamafos entre vacias y cargadas fue no significativa p > 0,05 Mann-Whitney.

Si bien en la Figura 1 se mostré6 el tamano promedio de las
nanoparticulas, el equipo también nos indica el tamafo que present6 el mayor
porcentaje de las nanoparticulas (peak). En la Figura 2A, se observa una
comparaciéon de los peaks obtenidos en PLA-PEG-J, mientras que en 2B se
presentan los peaks para PLA-PEG-Cilostazol (el peak en ambos casos

corresponde aproximadamente al 25% de la muestra), en ambos grupos las
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nanoparticulas no superaron los 100 nm con valores promedio para PLA-PEG-

@y PLA-PEG-Cilostazol 74 y 80nm respectivamente.

Figura 2: Determinacion del tamafio (estabilidad) de Nps suspendidas en tampén fosfato salino pH 7,4 y 37°C
durante siete dias. Las mediciones se realizaron a los dias 0, 1, 3, 5, 6 y 7 en tres preparaciones
independientes de cada grupo experimental (n=3) mediante DLS. (A) Representacion grafica del tamafio
promedio y peak para nanoparticulas de PLA-PEG-J. (B) Representacién grafica del tamafio promedio y peak
para nanoparticulas de PLA-PEG-Cilostazol.

Luego de transcurrir 7 dias, se compararon los tamafos de las
nanoparticulas, como se observa en la Figura 3A; las curvas de distribucion
correspondientes a las formulaciones independientes de PLA-PEG-& son
similares entre ellas, lo mismo ocurre con PLA-PEG-Cilostazol, Figura 3B. Por otra
parte, en la Figura 3C, se representa graficamente la comparacion de tamafos de
PLA-PEG-J y PLA-PEG-Cilostazol, mientras que en la Figura 3D se comparan los
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tamafnos de estas formulaciones con lineas de tendencia para observar el

comportamiento del tamafo a medida que transcurren los dias.

Figura 3: Suspensién de Nps en solucion fosfato salino pH 7,4 y 37°C. Las mediciones se realizaron a los
dias 0, 1, 3, 5, 6 y 7, a tres preparaciones independientes de cada grupo experimental (n=3) mediante
DLS. (A) Distribucion de tamafio promedio nanoparticulas de PLA-PEG-@d a 0, 1, 3, 5, 6 y 7 dias. (B)
Distribucion de tamafio promedio nanoparticulas de PLA-PEG-Cilostazol a 0, 1, 3, 5, 6 y 7 dias. (C)
Representacion grafica del tamafio promedio nanoparticulas de PLA-PEG-J y PLA-PEG-Cilostazol a 0, 1,
3, 5, 6 y 7 dias. Significancia p < 0,005, Mann Whitney post test. (D) Representacion grafica de tamafo
promedio, con linea de tendencia de nanoparticulas de PLA-PEG-@ y PLA-PEG-Cilostazola 0, 1, 3, 5,6y
7 dias.

Para continuar con la caracterizacion de las nanoparticulas, se midi6 el
potencial zeta a las formulaciones independientes de PLA-PEG-J y PLA-PEG-
Cilostazol, obteniendo valores promedio de -3,55mV y -3,58mV
respectivamente, los que se muestran en la Figura 4. Valores de cada

formulacién detallados en la Anexo B.3
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Figura 4: Suspension de Nps en fosfato salino pH 7,4 y 37°C. Las mediciones se realizaron el dia cero, a
tres preparaciones independientes de cada grupo experimental (n=3) mediante DLS. No se observé

diferencias signifiactivas p > 0,05 Mann Whitney.

Se evalud el efecto que ejercian las nanoparticulas sobre la membrana
eritrocitaria, en la Figura 5A se observa la hemdlisis promedio de las
formulaciones independientes de PLA-PEG-d y PLA-PEG-Cilostazol,
mostrando porcentajes promedio de 11,2% y 14,2% respectivamente, mientras
que el control negativo mostré una hemdlisis de 4,0%, por su parte, la Figura
5.B muestra el detalle de cada grupo independiente, estos valores se detallan

en la Anexo B.4.
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Figura 5: Suspension de nanoparticulas en solucion fosfato salino pH 7,4 y 37°C. Las mediciones se
realizaron luego de 12 horas de incubacion, a tres preparaciones independientes de cada grupo
experimental (n=3), mas control positivo y negativo. La medicion de hemoglobina liberada se realizé al
sobrenadante de las muestras, obtenido por centrifugacion, mediante espectrofotometria a una longitud
de onda de 540 nm, control positivo realizado con etanol al 100%, control negativo en PBS pH 7,4;
muestras realizadas en PBS pH 7,4 con las nanoparticulas en solucion. El analisis entre los grupos
mostré diferencias significativas p < 0,05 Kruskal-Wallis. El analisis comparativo entre los grupos no
mostré diferencias significativas con el control negativo p>0,05 Mann-Whitney post test. Porcentaje de
hemodlisis promedio de nanoparticulas de PLA-PEG-J y PLA-PEG-Cilostazol medido a las 12 horas de
incubacion.
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8. Discusion

En el estudio de antiagregantes plaquetarios se observa una tendencia a
investigar farmacos de uso oral para el tratamiento de ECV, por el contrario, en
esta investigacidén se analizé un farmaco con un mecanismo de accion distinto
a los descritos en la literatura, sin registro de haber sido cargado anteriormente
en formulaciones de nanoparticulas. Se describen numerosos estudios sobre
nanoparticulas aplicados a componentes del sistema de coagulacion, estas
nanoparticulas utilizadas en dichos estudios son mayormente dendrimeros,
donde se ha observado dendrimeros cationicos resultan ser citotoxicos,
causando dafo en las membranas celulares, ademas de inducir la agregacion
plaquetaria,*® mientras que dendrimeros neutros y aniénicos resultaron no ser
citotoxicos. Por otra parte, se estudiaron nanoparticulas poliméricas, como
polyestireno catidnico, que se agregaron en presencia de suero, también,
polyestireno de latex, que indujo activacién plaquetaria mediante variadas vias,
por otra parte, polyestireno de latex catidnico, ademas de inducir activacion
plaquetaria, produjo agregacion plaquetaria, otras particulas poliméricas
activaron la via intrinseca de coagulacion, esta activacion se produjo en
presencia de nanoparticulas de gran tamafio.*'Segun la naturaleza y las
caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas sintetizadas, no deberian
presentarse los efectos mencionados anteriormente, debido que el potencial
zeta y la dimension de las nanoparticulas son compatibles con los
componentes sanguineos,*? Las nanoparticulas ingresaran a la plaqueta por
medio del sistema canalicular abierto (Anexo A.1),*3% donde el farmaco se
liberara de manera lenta y prolongada, lo que conlleva a un aumento de la
biodisponibilidad y la disminucion de las dosis administradas, lo mencionado
anteriormente nos pone a la vanguardia, con respecto a las plataformas

terapéuticas convencionales.
Evaluacion de tamafio de PLA-PEG-J y PLA-PEG-Cilostazol

Segun los resultados obtenidos, el tamafo promedio de las

nanoparticulas, tanto vacias como cargadas con cilostazol, demostraron estar
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dentro del rango para ser consideradas nanoparticulas. Como se observa en
las Figuras 1A y 1B, las curvas de frecuencia mostradas en los tres lotes de
PLA-PEG-@ y PLA-PEG-Cilostazol, respectivamente, se comportan de manera
similar, mostrando leves variaciones que pueden deberse a que cada lote se
realizd de manera independiente, esto refleja que el método de sintesis
utilizado se encuentra estandarizado de manera correcta. Con la informacion
entregada en la Figura 1C, se observa que tanto las nanoparticulas PLA-PEG-
@ y PLA-PEG-Cilostazol tienen un comportamiento similar en cuanto a tamario,
esto se apoya con la Figura 1D donde se muestra una leve diferencia de
tamafno entre PLA-PEG-@ y PLA-PEG-Cilostazol, esta diferencia no es
significativa, por lo que se infiere que el cilostazol cargado no afecta el tamafio
de las nanoparticulas. Las variaciones pueden deberse a que cada grupo de
nanoparticulas fue sintetizado por un operador independiente y, a su vez, cada
lote fue sintetizado de manera independiente por cada operador. Al evaluar
tamafo, segun los parametros de tamafo promedio y peak (intensidad) se
puede notar una diferencia entre ambos valores (Figuras 2.A, 2.B), esto se
debe a que el parametro de tamafio promedio incluye todos los valores
obtenidos en la curva de distribucion, mientras que la intensidad muestra en
que tamafio se obtuvo el peak de la curva, que corresponde aproximadamente
al 25% del total de las nanoparticulas (Anexo A.3 y A.4). El PDI es un valor que
debe oscilar entre 0 y 1, mide la homogeneidad de las nanoparticulas, para
que una muestra sea homogénea, su PDI no debe superar 0,3; los PDI
promedio obtenidos para PLA-PEG-J y PLA-PEG-Cilostazol fueron de 0,161 y
0,190; respectivamente (Detallado en Anexo B.6).En la bibliografia se expone
que nanoparticulas poliméricas de tamano intermedio, que abarcan un rango
entre 20 y 100 nm tienen alto potencial de utilizacion in vivo, esto, por su
habilidad de mantenerse por mayor tiempo en circulacion sanguinea, cuando
son disefladas adecuadamente. Este rango de dimension de las nanoparticulas
es lo suficientemente grande para evadir el clearance renal y linfatico, ademas
de ser lo suficientemente pequefio para evadir la opsonizacion. Por otra parte,

nanoparticulas que se encuentran en este rango de tamafo se cree que son
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internalizadas con mayor facilidad por las células en comparacion con
nanoparticulas de mayor o menor tamario.*?> Por esto, mediante los peaks de
tamafos obtenidos por las nanoparticulas formuladas, se puede considerar
que son aptas para el su uso en plaquetas, ya que se encuentran dentro del
rango anteriormente mencionado (Anexo B.2), por esto, tienen un alto potencial

de utilizacién in vivo.

Evaluacion de estabilidad de PLA-PEG-J y PLA-PEG-Cilostazol

Se evalud la estabilidad de las formulaciones PLA-PEG-J y PLA-PEG-
Cilostazol en el tiempo, en la Figuras 3A y 3B se contrastan las curvas
obtenidas de cada lote al dia cero y siete de ambas formulaciones,
respectivamente (valores detallados en Anexo B.1). Se observan curvas muy
similares en ambos casos, lo que demuestra que PLA-PEG-@ y PLA-PEG-
Cilostazol son estables, ya que no formaron agregados que se habrian visto
reflejados en un aumento de tamano. En las Figura 3C se muestra de manera
grafica y detallada la fluctuacion del tamafio promedio de PLA-PEG-@ y PLA-
PEG-Cilostazol, se observa el mismo comportamiento estable, sin presentar
fluctuaciones significativas entre un dia y otro, esto apoyado por la Figura 3D,

donde se observa una linea de tendencia para cada formulacion.

Evaluacion de potencial zeta de PLA-PEG-J y PLA-PEG-Cilostazol

El potencial zeta, o carga superficial de las nanoparticulas, se puede
considerar como un factor de estabilidad, ya que al aumentar el valor absoluto
del potencial, la nube i6nica alrededor de la nanoparticula es mayor, por tanto
la repulsion entre las nanoparticulas también aumenta y esto evita que se
formen agregados de nanoparticulas. Los resultados obtenidos concuerdan
con los esperados tedricamente, ya que si bien el polimero PEG presenta un
grupo funcional CHs con carga neutra, se utilizé un polimero PLA-COOH que
aporta la carga negativa a la superficie de la nanoparticula. Como se muestra
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en la Figura 4 los valores fueron bastante similares en ambas formulaciones,
por lo que se concluye que el farmaco al ser cargado en la nanoparticula no
afecta significativamente la carga superficial, ademas, el valor obtenido es apto
para la sintesis de nanoparticulas que seran inyectadas al torrente sanguineo.
Las nanoparticulas al tener potencial zeta negativo presentan menor
citotoxicidad, por el contrario, las nanoparticulas con potencial zeta positivo
inducen la muerte celular y la liberacion de mediadores, ademas de interactuar
con la membrana celular y gatillar la liberacién de Ca*?, esto provoca el
aumento del Ca*? intracelular, lo que induce a la degranulacion y estrés

oxidativo, todo este proceso da como resultado citotoxicidad y muerte celular.4

Evaluacion del efecto de PLA-PEG-@ y PLA-PEG-Cilostazol sobre la

membrana eritrocitaria

Los porcentajes de hemodlisis fueron calculados en base al control
positivo, se presentaron graficamente en la Figura 5 se muestra el efecto que
ejercen las nanoparticulas PLA-PEG-@ y PLA-PEG-Cilostazol sobre la
membrana eritrocitaria, donde no se observa variacion significativa, con
respecto al control negativo. Comparando el porcentaje de hemdlisis obtenido
para PLA-PEG-J y PLA-PEG-Cilostazol, con respecto al control negativo, se
deduce que estas nanoparticulas no ejercen un efecto significativo sobre la

integridad de la membrana de los globulos rojos.

Desafortunadamente no fue posible completar todos los objetivos
especificos planteados al inicio de esta investigacion debido a problemas
técnicos entre los cuales la encargada del equipo UPLC comenzd6 su periodo
prenatal y el operador reemplazante se encuentra aun en capacitacion. Por
otra parte, los experimentos que prueban el efecto de las nanoparticulas en la
activacion se encuentran en desarrollo en el grupo de colaboradores de la

Universidad de Talca.
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9. Conclusiones

Mediante los resultados obtenidos, se concluye que las nanoparticulas
sintetizadas muestran un comportamiento estable, lo que permite prever que
no formaran acumulos en condiciones fisiolégicas, manteniendo su tamafio en
un periodo de siete dias en agitacion constante, incubadas a 37 °C en solucion
fosfato salino pH 7,4. Ademas, los tamanos y potencial zeta de ambas
formulaciones no variaron significativamente, lo que muestra que el cilostazol
cargado en las nanoparticulas no altera las propiedades fisicas de la
nanoparticula. Los valores obtenidos para tamafio y potencial zeta son

compatibles con nanoparticulas que seran inyectadas en el torrente sanguineo.

A pesar de no haber completado todos los objetivos especificos
propuestos en esta investigacidn que nos conducirian a comprobar nuestra
hipétesis, los resultados a la fecha son bastante promisorios, debido a que el
proceso de sintesis y obtencion de nanoparticulas de tamafo homogéneo y
estable es un proceso critico en el desarrollo de nanoparticulas poliméricas

para aplicaciones terapéuticas.
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11. Anexos

Apéndice A: Figuras

A.1 Estructura plaquetaria, se observa el citoplasma, que se encuentra bajo la
sub-membrana, contiene mitocondrias, lisosomas, granulos de glicégeno, que aportan
energia a la plaqueta y granulos a que contienen fibrinégeno, trombospondina, FV,
FvW, B-TG y factor plaquetario 4, ademas de granulos densos donde se encuentra
ATP, ADP, serotonina y calcio, ademas se muestra en detalle los componentes
principales de membrana plaquetaria, los receptores mostrados participan en la
adhesion plaquetaria, se unen a los factores de la coagulacion tales como fibrinégeno,
FvW, ademas funcionan como receptores de colageno, fibronectina y laminina. La
internalizacion de las nanoparticulas a través de la membrana plaquetaria, se realiza

por medio de la apertura del sistema canalicular abierto.
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A.2: Método de nanoprecipitacion o auto-ensamblaje, se observa donde se
encuentra cada componente previo al auto-ensamblaje, ademas, se ilustra el resultado
del proceso, mostrando la nanoparticula sintetizada cargada con farmaco. El polimero
y el farmaco se disuelven en el disolvente organico y se afiade luego esta solucion
gota a gota a una solucion acuosa bajo agitacion. Una vez en contacto con el agua,
los polimeros hidrofébicos y precipitado de farmacos se auto-ensamblan en Shell-
core, formando estructuras esféricas. Luego del auto-ensamblaje, el disolvente
organico se evapora. A través de este método se obtienen nanoparticulas poliméricas

mas pequefias en comparacion con otros métodos en condiciones similares.
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A.3: Ejemplificacion de gréfica y valores obtenidos segun tamafo promedio,
estos valores incluyen toda el drea bajo la curva de distribucion.
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A.4: Ejemplificacion de grafica y valores obtenidos segun peak (intensidad),
estos valores representan el peak de tamafio obtenido, que representa
aproximadamente al 25% del total de las nanoparticulas medidas.
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Apéndice B: Tablas

ias Nps @-1 Nps 9@-2 Nps @-3 Nps Cilostazol-1 = Nps Cilostazol-2 Nps Cilostazol-3
0 122 115 119 138 128 123
1 111 106 114 128 122 119
3 119 110 114 143 124 121
5 117 107 114 153 123 124
6 119 117 145 120 124 136
7 115 106 152 133 122 119

B.1: Tamaiio promedio (nm) de nanoparticulas segun dias

as Nps @-1 Nps 9@-2 Nps @-3 Nps Cilostazol-1 = Nps Cilostazol-2 @ Nps Cilostazol-3
0 82 78 72 93 75 83
1 72 60 85 87 81 80
3 72 70 73 94 76 71
5 79 72 79 93 82 77
6 71 75 74 74 76 77
7 73 68 70 79 70 76

B.2: Tamafo (peak) (nm) de nanoparticulas segun dias

Nps @ Nps Cilostazol
3,64 -3,2 -3,81 -2,76 -3,93 -4,03

B.3: Potencial Z (mV) de nanoparticulas

(+) C(-) Nps @ Nps Cilostazol
00 4 11,2 14,2

B.4: Porcentaje de hemolisis promedio
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as PLA-PEG-@ 1 PLA-PEG-@2 PLA-PEG-@ PLA-PEG-Cil1 PLA-PEG-Cil2 PLA-PEG-Cil3

3
0 0,139 0,178 0,130 0,207 0,148 0,182
1 0,116 0,139 0,133 0,133 0,145 0,171
3 0,132 0,169 0,147 0,197 0,187 0,257
5 0,147 0,174 0,146 0,263 0,148 0,165
6 0,178 0,156 0,235 0,218 0,198 0,318
7 0,137 0,180 0,265 0,125 0,148 0,201

B.5: PDI de nanoparticulas
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