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Resumen y Abstract IX

Resumen

En el presente trabajo se desarrollé un vehiculo de PLGA-ALE (copolimero de los acidos
lactico y glicolico conjugado con alendronato) para el transporte y liberacion de N-
acetilcisteina (NAC), direccionado hacia tejido 6seo, con el fin atenuar la actividad de los
osteoclastos y asi ayudar a personas que sufran de enfermedades 6seas como la
osteoporosis.

Las particulas submicronicas se fabricaron por el método de nanoprecipitacion,
obteniéndose un tamafio de 228 nm vy atraparon 1,74% de NAC. Dichas particulas
mostraron tener afinidad por el tejido 6seo, lo que indica que puede trasportar y direccionar
el compuesto activo hacia dicho tejido. La NAC se libera de manera rapida las primeras
1.5 h, después baja la velocidad de liberacion. El ligando con afinidad por el tejido 6seo
fue el alendronato; este direcciona al polimero y adicionalmente le brinda proteccién contra
la hidrdlisis. Una vez liberado podria tener accion farmacoldgica sobre el tejido 6seo.
Pasado un mes las particulas han perdido casi un 50% de su peso molecular inicial,
indicando el caracter biodegradable del vehiculo, hecho que lo hace un buen candidato
para liberar de manera controlada medicamentos direccionados hacia el tejido 6seo. Las
pruebas para verificar la actividad biolégica del vehiculo dieron un resultado positivo,
encontrandose una atenuacion en la resorcion ésea presentada por células similares a
osteoclastos. Es necesario optimizar la capacidad de transporte de NAC con el fin de poder
ampliar la cantidad que se puede transportar y realizar estudios para verificar su

efectividad en un modelo in vivo.

Palabras claves: particulas submicrénicas, nanoparticulas PLGA, alendronato, N-

acetilcisteina, hueso, osteoporosis, nanoprecipitacion.
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Abstract

In the present research a carrier of PLGA-ALE (copolymer of lactic and glycolic acid
conjugated with alendronate) was developed for the transporting and releasing of N-
Acetylcysteine (NAC), targeted to bone tissue, in order to decrease the activity of osteoclast

and help people who suffer from bone illness.

The submicron particles were obtained using the nanoprecipitation method. They have a
particle size of 228 nm and entrapped 1.74% of NAC. This particles showed to be affined
to the bone tissue, which indicates they can transport and target the active compound to
this tissue. NAC is released quickly released in the first 1.5hr, after this time the releasing
rate decrease. The ligand with bone tissue affinity was the alendronate; this targets the
polymer and additionally protects it from hydrolysis. Once is released it could have
pharmacological activity over the bone tissue. After one month the particles have lost
almost 50% of their initial molecular weight, indicating the biodegradable character of the
vehicle, this fact makes it a good candidate for a controlled releasing of active compounds
targeted to bone tissue. The essays done to verify the carrier biological activity were
positive, and attenuation in the bone resorption found in similar cells to osteoclasts. It is
necessary to optimize the transport capacity of NAC in order to increase the amount of
substance that can be transported and make studies to verify the effectiveness in an in vivo

model.

Keywords: submicron particles, nanoparticles, PLGA, alendronate, N-

Acetylcysteine, bone, osteoporosis, nanoprecipitation.
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Introduccion

Un medicamento es una sustancia capaz de generar un cambio en alguna funcién
fisioldgica o proceso bioquimico preexistente en un organismo vivo. Los medicamentos
ideales producirian su efecto terapéutico util en todos los sistemas bioldgicos sin inducir
ningun efecto lateral indeseado. Pero tales medicamentos ideales no existen; de hecho
todo medicamento tiene siempre efectos secundarios toxicos sobre el cuerpo humano
estrechamente relacionados con la dosificacidon. Los medicamentos solo ejercen su efecto
terapéutico en la vecindad inmediata de su sitio de accién, frecuentemente a través de un
mecanismo que involucra una interaccién quimica con un receptor. Debido a esto, es
necesario considerar cuidadosamente el método de administracion ya que dependiendo
de la via de ingreso al organismo, el medicamento se extiende de manera generalizada
por varios organos y tejidos que no son de interés, en donde puede metabolizarse o

acumularse como el higado o el bazo, o excretarse, por medio del rifién o la piel [1].

Recientemente se han desarrollado una serie de investigaciones que buscan generar
estrategias para mejorar el grado de asimilacion de los farmacos, particularmente en el
organo de interés. Para esto se han desarrollado diferentes sistemas de transporte de
medicamentos con alta selectividad por un 6rgano en particular, de tal manera que el
principio activo sea liberado en el sitio y en la cantidad adecuados. Se han desarrollado
varios tipos de vehiculos para el transporte como son los liposomas, eritrocitos, micro y
nano particulas y polimeros solubles a los cuales se les une el principio activo. Para
mejorar la selectividad de dichos vehiculos se les puede adicionar algun compuesto que

sea afin con el tejido u érgano al cual va dirigido.

A nivel mundial este tipo de investigaciones se han enfocado en su gran mayoria en
desarrollar vehiculos que transporten compuestos activos para tratamientos contra el
cancer, dado que los medicamentos empleados para dicha enfermedad son altamente
téxicos y no selectivos por el tejido a tratar. Es de particular importancia destacar la
dificultad que se tiene al enviar medicamentos al tejido 6seo, pues en algunos casos hay
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una baja perfusidon de compuestos activos de manera que la concentracion que llega hasta

él es muy baja y/o existe acumulacion en otros tejidos [2].

Dada esta dificultad se ha iniciado el desarrollo de vehiculos para transporte de
medicamentos que tengan una alta afinidad por el tejido éseo, mediante los cuales se
busca que el vehiculo se deposite sobre el hueso e inicie la liberacion del compuesto
activo. En Colombia no hay, a conocimiento de la autora, antecedentes de la elaboracion
de vehiculos nanoparticulados o submicrénicos con afinidad por tejido 6seo; se han
realizado varias investigaciones que buscan desarrollar nanoparticulas y microparticulas
como transportadores de medicamentos, pero no se les ha adicionado algun agente que
le de afinidad por un tejido particular [3]. Tal vehiculo tendria una potencial aplicacién en
el mejoramiento de los tratamiento a las enfermedades éseas tales como la osteoporosis
y la osteoartritis, enfermedades que se presentan casi siempre en personas de la tercera
edad, sector de la poblacién para el cual se prevé un incremento a nivel mundial en la
proxima década [4]; de ahi, la importancia de mejorar los farmacos usados en su
tratamiento. Adicionalmente, el tejido 6seo puede verse afectado por varios tipos de cancer
cuando estos llegan a hacer metastasis y no existe un tratamiento efectivo que lo pueda
aliviar (90% de las personas que mueren por cancer mamario y de préstata presentan

también metastasis en sus huesos) [5].

Es por esto que el objetivo que se busca con esta tesis es el desarrollo de vehiculos de
tamanos submicronicos de PLGA (copolimero de los acido lactico y glicélico) que permitan
el transporte y liberacién controlada de N-acetil cisteina (NAC) preferencialmente al tejido
6seo. Se eligio PLGA por ser un polimero biodegradable, aprobado por la FDA para su uso
en la industria farmacéutica [6]. La NAC es un compuesto activo con actividad antioxidante
que podria atenuar el proceso resortivo en los huesos que se presenta de forma acelerada
en personas que padecen osteoporosis [7]. El problema radica en hacer llegar dicho
compuesto en concentraciones adecuadas para que tenga el efecto terapéutico deseado,

ya que la biodisponibilidad de la NAC es baja (inferior al 10%)[8].

En el desarrollo de esta tesis, primero se realiza una revision sobre los diferentes vehiculos
fabricados con afinidad por el tejido 6seo, los principales ligandos y métodos de fabricacion
para dichos vehiculos. Esto con el fin seleccionar el vehiculo y ligando adecuados para el
compuesto activo que se quiere atrapar. Seguidamente se desarrollan las diferentes
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metodologias para obtener vehiculos nanoparticulados o submicrénicos, evaluando el
tamanfo de particula obtenido, ya que si el tamafo de particula es alto (superior a 200 o
250 nm) el vehiculo puede ser retenido por sistema reticulo-endotelial [9]. También se
evalua y la cantidad de NAC presente, pues el vehiculo deberia transportar la mayor
cantidad de NAC. Una vez seleccionada la metodologia adecuada, se realiza la
conjugacion del PLGA con un ligando que lo direccione al tejido 6seo. Con la metodologia
de fabricacion definida y el polimero conjugado, se determina la velocidad de liberacion del
farmaco y la velocidad de degradacion de los vehiculos submicrénicos. Esta ultima se
determina para verificar el caracter biodegradable del vehiculo y estimar cuanto tiempo
tardaria en degradarse en condiciones similares a las fisioloégicas. Finalmente se realiza

una prueba in vitro para determinar su efectividad atenuando la actividad resortiva.

El presente trabajo se realiz6 con la colaboracion y la experiencia del Grupo de
Investigacion en procesos Quimicos y Bioquimicos de la Facultad de Ingenieria, donde se
han realizado algunos trabajos para el desarrollo de nanoparticulas [10] y el Grupo de
Biologia Molecular de Virus de la Facultad de Medicina, donde se ha desarrollado un

modelo in vitro para evaluar farmacos contra la osteoporosis [11].






1.Bases tedricas para la fabricacién de un
vehiculo que transporte N-acetilcisteina
con afinidad por el tejido éseo

Son muchas las enfermedades que afectan a los huesos, se destacan la osteoporosis,
osteomelitis, enfermedad de Paget y el cancer en huesos; éste ultimo se presenta con
mucha frecuencia en pacientes que padecen otros tipos de cancer y en su etapa terminal
afecta los huesos, como resultado se da la metastasis; siendo ésta una de las causas

principales de morbilidad [5].

Un medicamento que vaya destinado a combatir o atenuar alguna enfermedad en los
huesos, deberia realizar su accion terapéutica en el mismo sin afectar algun otro tejido y
organo. Los medicamentos que existen para este tipo de enfermedades no van

direccionados a los mismos, si no que se distribuyen por todo el cuerpo [12].

Es por esto que se necesita el desarrollo de nuevas terapias que permitan acceder con
mayor facilidad a estos tejidos, sin que se haga necesaria una intervencion quirurgica para

liberar el medicamento en el tejido de interés (hueso).

La acetilcisteina (NAC), es un tiol reducido precursor de la L- cisteina, empleada como
agente mucolitico y antioxidante que elimina radicales libres, comunmente empleado en
sobredosis de paracetamol [13], [14]. Recientes investigaciones han encontrado que su
uso en concentraciones entre 10 y 30 mg/mL empleando modelos in vitro inhibe la
presencia de marcadores osteoclasticos [15]. Srinivasan y colaboradores, encontraron que
si se empleaba en concentraciones entre 1 y 2,5 mM atenuaba la diferenciacién de las
células RAW 264,7 hacia osteoclastos [16]. Bedoya evalud la actividad resortiva de células
mononucleares de sangre periférica fusionadas con PEG al suministrar NAC 30 mM,
encontrando una atenuacién en la actividad resortiva [17]. En ratones a los que se les

retiraron los ovarios, y se les suministr6 100 mg/kg/dia de NAC dos veces al dia, reducia
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la perdida de hueso [7], [18]. A pesar de estos hallazgos al ser empleada en pacientes que
padecian de artritis reumatoide usando dosis altas (similares a las empleadas para
tratamientos por intoxicacién con paracetamol), se encontré que no existia una disminucion
que fuera estadisticamente significativa que permitiera concluir una mejora en los sintomas
experimentados por los pacientes [19]. Resultados similares son reportados por Sanders
y colaboradores, donde esta vez se suministr6 el medicamento a mujeres
postmenopausicas (2 g/dia durante 3 meses) [20]. Una posible explicacion a estos
resultados es que la NAC a pesar de ser suministrada en concentraciones altas, ésta no
llega con la dosis adecuada al tejido 6seo, dada su baja biodisponibilidad tanto oral como
intravenosa (6 y 7% respectivamente), asi aunque se suministre en dosis altas, esta no
llegan a tener la concentracion requerida para su accion terapéutica. Por esto el objetivo
de esta investigacion fue el desarrollo de un vehiculo para el transporte, estabilizacion y

liberacion en los huesos.

Dado que el grupo de investigacién no se tiene experiencia en el desarrollo de vehiculos
direccionados a hueso y que transporten NAC, a continuacion se revisan los principales
vehiculos para el transporte de compuestos activos, seguido de una revisién bibliografica
de vehiculos desarrollados, tanto direccionados a hueso, como vehiculos de transporte de
NAC. Posteriormente se selecciona el material y ligando para el vehiculo desarrollado.
Finalmente se hace una pequefa revision sobre las metodologias existentes para la

fabricacion del vehiculo requerido.

1.1 Vehiculos para el transporte de compuestos activos

A continuacion se hace una pequefia recopilacion de los principales vehiculos
desarrollados para el transporte de compuestos activos para uso farmacéutico.

Dendrimeros: Descubiertos a inicios de 1980, los dendrimeros son macromoléculas
compuestas por diversas ramificaciones unidas a un centro, como se observa en la Figura
1-1. Tienen arquitecturas globulares con muchos dendrones (dendron: polimero en forma
de arbol con tronco) que estan conectados a un nucleo central. Dentro de sus principales
caracteristicas estan que se puede controlar su tamafno, multiples valencias y se puede
modificar la carga superficial de los dendrimeros ionizables en los grupos terminales, que

puede variar en la generacion de la ramificacion [21].
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Los dendrimeros son adecuados tanto para compuestos activos hidrofilos o hidrofobos;
como desventaja, pueden utilizar materiales toxicos y la sintesis requiere mucho tiempo.

No puede funcionalizarse una vez hayan sido producidas [22].

Croga
as=roga

Figura 1-1 Estructura de un dendrimero. Figura adaptada de [23]

Micelas: El primero en hablar de micelas poliméricas fue Ringsdorf en 1984 [24]; son
arreglos de bloques de copolimeros anfifilicos en un ambiente acuoso. Casi siempre las
micelas poliméricas tienen una estructura de nucleo coraza bien definida con un nucleo
interno hidrofébico y una coraza hidrofilica. Las micelas pueden incorporar componentes
activos insolubles en agua dentro del nucleo a través de interacciones quimicas, fisicas o
electroestaticas [25]. Como desventaja, requieren de materiales en algunos casos téxicos,

y una vez producidas no se pueden funcionalizar [22].

Liposomas: son vesiculas de caracter lipidico, compuestas por una membrana de dos
capas (lipidos de tipo anfifilico). Su estructura fue descrita en 1965, y propuestas como
vehiculo para liberar medicamentos en 1970s. Se pueden fabricar con materiales naturales
y sintéticos [26]. Adicionalmente, se pueden funcionalizar con compuestos que lo
direccionen a un érgano, célula o tejido en particular y se puede fabricar con materiales
biodegrables, no téxicos. Como desventaja, es dificil escalar su proceso de produccion,
se pueden obtener variedad de tamafos y es dificil realizar un proceso de esterilizacion
[27].

Nanoparticulas: son particulas microscépicas con al menos una dimension de 100 nm,
aunque hay autores que llaman nanoparticulas a particulas con hasta 1000 nm; tamafos
superiores a estos son consideradas microparticulas (1 — 250 ym). Existen gran variedad
de materiales a partir de los cuales se pueden fabricar, a nivel general estos materiales

pueden ser de tipo ceramico, metalico, polimérico y carbonoso. Entre los materiales mas
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ampliamente estudiados para la liberaciéon de farmacos estan los poliméricos, por lo tanto

para la presente investigacion se selecciona este grupo de materiales.

Las nanoparticulas poliméricas se pueden clasificar en nanocapsulas y nanoesferas, las
primeras son esferas vesiculares en las cuales el medicamento se encuentra en el interior
rodeado por una membrana polimérica, mientras que en las segundas el medicamento se
encuentra adsorbido o inmerso dentro de la matriz polimérica, como se puede ver en la

Figura 1-2

Medicamento Polimero

Figura 1-2 Representacion esquematica de nanocapsulas (izquierda) y nanoesferas
(derecha)

El uso de nanoparticulas como medio de transporte para medicamentos presenta tanto

ventajas como desventajas, las principales se resumen en la Tabla 1-1
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Tabla 1-1 Ventajas y desventajas de las nanoparticulas como vehiculo para el transporte
de medicamentos

Caracteristica Referencia
Mayor estabilidad en anaquel durante almacenamiento [28]
Alta capacidad para el transporte de medicamentos [28]
Pueden transportar compuestos activos hidrofilos o hidrofébos [29]
Pueden ser suministradas al paciente por diferentes rutas. [30]
Altos tiempos de circulacién en el torrente sanguineo, [31]
particularmente para nanoparticulas de tamanos inferiores a 100
nm (tamafos similares al DNA, proteinas o virus) ya que a la
superficie de la nanoparticula se le pueden adicionar varias
moléculas para evitar el reconocimiento por parte del sistema
inmune
@ Capacidad para regular y mantener la velocidad de liberaciéon del [28]
T medicamento
o La superficie puede ser manipulada para realizar un [32]
> direccionamiento tanto activo como pasivo al adicionar diferentes
ligandos.
Pueden ser empleadas en procedimientos para imagenes [33]
diagndsticas
Incremento de la biodisponibilidad de compuestos activos [29]
Permiten dirigir el envio del medicamento en forma preciso a nivel [34]
celular o nuclear.
Desarrollo de nuevos medicamentos mucho mas seguros. [35]
Al ser empleado en tratamientos contra el cancer, previene que los [29]
agentes de quimioterapia actuen en tejidos sanos.
* Involucran el uso de tecnologias mas costosas, que a su vez [28]
.% pueden incrementar el costo de la formulacion
= Exige el uso de solventes tdxicos en el proceso de preparacion [36]
g Puede generar la aparicion de respuestas inmunes y reacciones [36]
8 alérgicas

De acuerdo a lo visto anteriormente, aunque es factible emplear cualquiera de los

vehiculos nombrados, se eligen las nanoparticulas, ya que estas proporcionan estabilidad

(la NAC es un compuesto activo altamente inestable) y alta capacidad para el transporte

de compuestos activos. Adicionalmente se pueden fabricar en materiales que sean

biodegradables
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1.2 Materiales para la fabricacion de nanoparticulas

Aunque existen gran cantidad de materiales empleados, en el campo médico, en los
ultimos afos se han introducido los polimeros biodegradables, distinguiéndose dos tipos

de materiales: los de origen natural y los sintéticos. La Tabla 1-2 resume dichos tipos junto

con el método de purificacion o sintesis y su solubilidad.

Tabla 1-2 Tipos de polimeros biodegradables [37]

Polimero Origen Método de purificacion | Solubilidad
o0 sintesis
Alginato de | Natural (algas y | Extraccion con alcalis Agua (pH>3) insoluble en
sodio bacterias) solventes organicos
Quitosan Natural Deacetilacion de la | Soluble en soluciones acuosas
(caparazén de | quitina (bajo pH) e insoluble en solventes
crustaceos, organicos
algunos
insectos y
hongos)
Gelatina Natural Hidrolisis Soluble en agua caliente (>34°C)
(colageno) y é&cido acético e insoluble en
agua fria y solventes organicos
Polisacaridos Natural Reacciones Pululano y dextrano ambos
enzimaticas solubles en agua e insolubles en

solventes organicos

apertura de anillo

AlbUmina Natural (plantas | Técnicas de separacion | Soluble en agua
0 animales) (cromatografia)

Gliadina Natural (trigo) Extraccién con alcohol | Insoluble en agua y soluble en
alcohol

Poli-lactico Sintético Polimerizacién por | Insoluble en agua y soluble en

(PLA) y Poli- apertura de anillo alcohol

lactico-glicolico

(PLGA)

Poli- Sintético Polimerizacién Soluble en algunos solventes
caprolactona anidnica, catiénica, por | como diclorometano o cloroformo
radicales libres o por

apertura de anillo
Poli anhidridos | Sintético Condensacion por | La gran mayoria son solubles en
fusion o polimerizacion | solventes organicos e insolubles
por apertura de anillo en agua
Poli alquil | Sintético Polimerizacién por | Solubles en solventes organicos
cianoacrilatos emulsién o interfacial
Poli Sintético Poliadicion o | Disponibles tipos solubles en
fosfoesteres polimerizacién por | agua como insolubles en ella.
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1.2.1 Polimeros de origen natural

El uso de polimeros de origen natural sigue siendo muy grande a pesar del gran desarrollo
realizado para los polimeros biodegradables de origen sintético. La ventaja de los
polimeros de origen natural es que tienden a ser mas biocompatibles, se obtienen
facilmente y no son tan costosos. La mayor parte de éstos se pueden elaborar en forma
de discos, esferas, peliculas y micro y nanocapsulas; adicionalmente se pueden unir
covalentemente a medicamentos [37]. Los polimeros de origen natural pueden variar en
su pureza y caracteristicas dependiendo de la fuente de procedencia (microbiana, vegetal
o animal); por ejemplo, existen por lo menos 200 tipos diferentes de alginato de sodio que
provienen de diferentes fuentes y cuyo peso molecular y relacién entre monémeros puede
cambiar. A continuaciéon se presenta una breve descripcion de los diferentes polimeros

naturales empleados[37].

Alginato de sodio: es un polisacarido obtenido principalmente a partir de algas y algunas
bacterias, de estructura lineal, compuesto principalmente por acido manurdnico y acido
glucuronico unido por enlaces B y a-(1-4). Es un polimero de tipo aniénico e hidrofilico, se
prepara en medio acuoso y puede encapsular compuestos activos que sean inestables en
solventes organicos (proteinas y péptidos). Forma geles reversibles que pueden ser

inestables en la presencia de iones monovalentes presentes en el suero fisiolégico.

Quitosan: es un polimero no toxico, biodegradable y biocompatible que proviene de la
hidrélisis de la quitina, la cual a su vez es un polisacarido natural presente en el
exoesqueleto de algunos crustaceos, en algunos insectos y en la pared celular de algunos
hongos. Debido a su buena solubilidad (soluciones acuosas a pH bajo) se le puede dar
diferentes tipos de formas como fibras, peliculas, capsulas, etc. Se utiliza mucho en
tratamiento de aguas residuales y en formulaciones para liberacién de farmacos. Tiene la
propiedad de adherirse a las superficies cargadas negativamente, tales como membranas

mucosas.

Gelatina: se obtiene por hidrdlisis acida o basica del colageno, proteina de triple hélice con
un alto contenido de glicina, prolina e hidroxiprolina. Sus propiedades cambian de acuerdo
con el método para extraccién y purificacion. Se puede entrecruzar con glutaraldehido para
incrementar su estabilidad, pero se ha encontrado que disminuye la velocidad de liberacion

del farmaco y genera respuesta inmune.
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Pululano: es un polimero no imnunogénico, no téxico, soluble en agua, de tipo lineal y no
i6nico. Es un polisacarido secretado por hongos. Se ha empleado mas para la liberacién
de vacunas que en proteinas y péptidos, dado su caracter hidréfobo. Cuando se prepara
por conjugacién con sulfamidas es estable a pH fisiolégicos pero sufre agregacion a pH
bajo. Cuando se emplea para recubrir nanoparticulas magnéticas, puede generar

endocitosis.

Albumina: es una proteina presente en el suero de la sangre y sintetizada por el higado,
con carga eléctrica negativa. Se ha empleado para la elaboracién de micro y
nanoparticulas incluidas en productos comerciales como el Abraxano® para el tratamiento
contra el cancer de seno. También se ha empleado para recubrir nanoparticulas de PLA
ya que dicho recubrimiento incrementa la velocidad de degradacién en el intestino. Es
importante mencionar que las nanoparticulas de albumina son procesadas por

macrofagos.

Gliadina: es una glucoproteina presente en el trigo y otros cereales. Como material se
comporta muy bien para encapsular compuestos hidrofébicos. Se adhiere con gran
facilidad a la mucosa estomacal y no se ha reportado su internalizacién dentro de las

células.

1.2.2 Polimeros de origen sintético:

La gran mayoria de los polimeros sintéticos de aplicacion médica son fabricados con
monomeros de origen natural, para facilitar su biodegradabilidad. Su ventaja, frente a los
naturales, radica en que se puede controlar de mejor manera su sintesis y, con ésta, sus
propiedades y pesos moleculares, hecho que hace que sean muy empleados en nuevos
desarrollos.

A continuacién se realiza una breve descripcion de los polimeros sintéticos mas empleados
y en la Tabla 1-3 se especifica el tiempo de degradacién de los polimeros mas empleados.
Este tiempo es de particular importancia, ya que la nanoparticula debe descomponerse

dentro del cuerpo humano.
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Tabla 1-3 Tiempo de degradacion para polimeros biodegradables [38]

Polimero Ti_em_po L de
eliminaciéon (meses)

Poliacido D-Lactico 12-16

Poliacido L-Lactico 18-24

Copolimero de acido glicolico y | 6-12

lactico

Policaprolactona 18-24

Poliglicol 2-4

Polihidroxibutirato 18-24

Poliésteres de fosfato 12-24

Poliortoésteres 12-24

Poli anhidridos de alcanos 0.2-4

Poli anhidridos aromaticos 6-12

Gelatina 0.2-1

Celulosa oxidada 0.2-1

Colageno 0.241

Pseudopoliaminoacidos 2-24

Poliiminocarbonatos 4-12

Polifosfacenos 6-18

Polipropilenfumarato 12-24

Acido Polilactico (PLA). es un polimero termoplastico, amorfo y semicristalino,
ampliamente estudiado en sistemas de liberacion de farmacos, para la fabricacion de
suturas biodegradables y en ingenieria de tejido como soporte reabsorbible. Es un

polimero aprobado por la FDA para uso humano.

Su biodegradacion es ideal desde el punto de vista toxicologico, ya que lo hace por

hidrolisis que puede ser acelerada in vivo por un grupo de enzimas, que lo transforman en
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acido lactico el cual es incorporado en el metabolismo a través de procesos fisiolégicos a

nivel celular.

Poli (4cido glicdlico) (PGA): es un poliéster lineal y alifatico, degradable por hidrdlisis y
empleado para suturas absorbibles y como material de fijacion dsea (clavos 6seos). Se
degrada dentro del organismo en sustancias no toxicas asimilables siguiendo la ruta de los
acidos tricarboxilicos. Se degrada de manera mas rapida in vivo que in vitro, gracias a la

actividad de ciertas enzimas (esterasas).

Copolimero del acido lactico y glicélico (PLGA): es un material ampliamente empleado en
sistemas de liberacion de medicamentos ya que se descompone en menos tiempo que el
PLA, y dichos tiempos varian dependiendo de la proporcién entre el acido lactico y glicdlico,

como se puede ver en la Figura 1-3. Adicionalmente la FDA aprobd su uso en humanos.

Tiemoo de vida media fme=ses]

0 PLA =100

100 = — PGA — 0
Relacidn entre mondmeros

Figura 1-3 Tiempo de vida media para el copolimero de PLGA. (tomado de
http://www.wako-chem.co.jp/specialty/plga/image/pladeg-s.gif)

Se ha empleado en la liberacién de esteroides, anticancerigenos, proteinas, péptidos,
antibioticos, anestésicos y vacunas. Se degrada fisioldgicamente por medio de sus enlaces

ester en sus respectivos mondmeros. La velocidad de degradacion puede cambiar de
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acuerdo con el tipo y composicion del polimero, si se le ha adicionado algun grupo, el peso

molecular del polimero y la geometria del sistema de liberacion.

El PLGA se ha funcionalizado con diferentes compuestos para direccionar su accion hacia
un tejido especifico empleandose ligandos como transferrina, HIV-TAT, aptameros,
heparina, bisfosfonatos y lecitina. Cuando se adiciona polietilenglicol (PEG), se obtienen

tiempos prolongados en la sangre.

Policaprolactona (PCL): es un polimero semicristalino que se encuentra disponible en
varios pesos moleculares. Se produce por polimerizacion por apertura de anillo de la -
caprolactona. Es un material biocompatible y se emplea como sutura biodegradable. Se
degrada por hidrdlisis a una velocidad que depende del tamafio, forma y aditivos
empleados. La degradacion se da por una ruptura de cadenas, de manera que se reduce
el peso molecular y posteriormente las cadenas son transportadas fuera del sitio de
implantacién por parte de los fluidos fisioldgicos o por fagocitosis. La presencia de enzimas

como la lipasa pancreédtica, proteasas y amilasas acelera el proceso de degradacion [39].

Polianhidridos: son polimeros compuestos por esqueletos hidrofébicos con uniones
anhidridas hidrofilicas altamente hidrolizables. Su composicion quimica varia ampliamente
incluyendo compuestos alifaticos, aromaticos y polianhidridos basados en acidos grasos.
La velocidad de degradacién depende de la composicion del polimero aunque en general
los alifaticos se descomponen mas facilmente que los aromaticos; por esto se pueden
encontrar copolimeros con mezclas de los dos para aplicaciones especificas. Presentan
una alta compatibilidad con el organismo aunque sus propiedades mecanicas son muy
pobres, por eso se emplean mas para la liberacién de medicamentos. Actualmente se esta
evaluando su uso en la liberacion controlada de medicamentos como la insulina, enzimas,
proteinas y la bis-cloroetilnitrosourea (BCNU), un farmaco empleado para el tratamiento

de tumores cerebrales, donde el tratamiento via venosa es téxico y altamente letal [40].

Polialquil-cianoacrilatos : son un tipo especial de biopolimero donde los enlaces carbono-
carbono son hidrolizables gracias a la carga que inducen los hidrégenos en los grupos
metilo. Tienen propiedades que los hacen ser candidatos para emplearlos en la liberacién
de medicamentos, como adherentes tisulares y sellante hemostatico. Tienen tiempos de
degradacién de horas o dias dependiendo de la composicion final del polimero,

particularmente de la longitud de la cadena alquil. Por ejemplo, el mas pequeno es el
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poli(metil cianoacrilato) que se degrada en poco tiempo, pero se ha encontrado que forma
compuestos toxicos como formaldehido y acido cianoacético. Actualmente se investiga el
uso de polimeros con cadenas mas grandes para evitar estos efectos, particularmente el
butil, octil e isobutil cianoacrilato que estan siendo investigados para la liberacién de
péptidos y agentes anticancerigenos. El 2-octil cianoacrilato fue aprobado por la FDA como

un adhesivo tisular para ser empleado en la piel [41].

Polietilénglicol (PEG): aunque este material por si solo no es empleado para la fabricacion
de nanoparticulas, si se emplea de manera combinada, es decir acompanando a
cualquiera de los otros materiales, particularmente de los polimeros de PLA y PLGA. Es
un poliéter ampliamente empleado en la industria. Su nombre generalmente aparece
asociado a un numero que hace referencia al peso molecular del polimero; por ejemplo,
un PEG con n=80 poseera un peso molecular promedio de unos 3500 Da, por lo que se
llamara PEG 3500. Su estructura quimica puede representarse como HO-(CH>-CH2-O-),-
H. También es conocido como 6xido de polietileno (PEO) o polioxietileno (POE). El PEG
es soluble en agua, biodegradable, biocompatible y no téxico, propiedades que lo hacer
ser muy empleado en la industria biotecnologica. De acuerdo a esto se han desarrollado

varias aplicaciones, entre estas las principales son [42].
- Empleado en procesos de purificacion de proteinas y acidos nucléicos

- Unido al dextrano junto con una buffer, es empleado para purificacion de

material bioldgico.
- Interactia con la membrana celular y permite procesos de fusién celular.

- Cuando se une covalentemente a proteinas disminuye la probabilidad de una

respuesta inmune.

- Al unirse de manera covalente a algunos polimeros, no permite que se
adsorban proteinas, lo que hace que puedan llegar a evitar la respuesta inmune
cuando se emplean dentro del cuerpo. Adicionalmente aumenta el caracter

hidrofilico del material.
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1.2.3 Seleccion del material del vehiculo

Lockman y colaboradores presentan algunas de las caracteristicas ideales de los

materiales para ser empleados como vehiculos en la liberacion de medicamentos [43]
- Propiedades fisicas y mecanicas adecuadas
- Bajo costo
- Biocompatibles/biodegradables
- No trombogénicos
- No inmunogénicos
- No deben generar agregacion de plaquetas
- No deben generar respuesta por parte del sistema reticulo endotelial

- No deben generar respuesta inflamatoria cronica

Elevados tiempos de circulacion en la sangre

De acuerdo con los criterios anteriores, y una vez estudiados los diferentes materiales, se
seleccion6 el PLGA por varias razones: es uno de los materiales mas empleado para
fabricacién de nanoparticulas para liberacion de medicamentos hecho que hace que se
encuentren gran cantidad de investigaciones que lo emplean y protocolos desarrollados
que podrian ser empleados en el desarrollo de la presente investigacion. EIl tiempo de
degradacion y caracter hidréfobo se puede manejar con la proporcién entre los
mondémeros, y dado que se espera que se degrade dentro del cuerpo, se empleara un
polimero de PLGA 50:50, pues es la relacién que se descompone mas rapido [44]. Se
encuentran comercialmente con diferentes pesos moleculares. Adicionalmente esta
aprobado por la FDA, para su uso en la industria farmacéutica [45]-[47] y adicionalmente
existe disponibilidad para encontrarlo modificado con PEG lo que lo hace muy atractivo, ya
que existen referencias que afirman que la presencia de PEG en la superficie de la
nanoparticula, disminuye la probabilidad de ser reternido por el sistema reticulo-endotelial,
garantizando un tiempo de circulacion elevado y no presenta citotoxicidad cuando se

encuentra ligado a algunos bifosfonatos [9], [48].
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1.3 Vehiculos direccionados a tejido 6seo

Los vehiculos con afinidad por el tejido dseo, se componen por varias partes: un ligando
que le de direccion al tejido de interés y un material que enlace el ligando con el compuesto
activo. A continuacion se hace un breve resumen sobre los diferentes ligandos y vehiculos

desarrollados.

1.3.1 Ligandos afines a tejido 6seo

Se han desarrollado diversos ligandos, casi siempre con afinidad por la hidroxiapatita, ya
que este compuesto se encuentra casi de manera exclusiva en los huesos y no en otros
tejidos. Idealmente un ligando con afinidad por el tejido éseo deberia tener las siguientes
propiedades: poseer una alta afinidad por la hidroxiapatita, debe ser quimicamente
modificable para permitir su unién con otros materiales, que al descomponerse dentro del
cuerpo no lo hagan en productos toxicos, y finalmente que los efectos secundarios dentro
del cuerpo sean los minimos o al menos no interfieran con la accion farmacoldgica del

medicamento [49]. A continuacion se realizara una breve descripcion de dichos ligandos.

Oligopéptidos acidos: estudios recientes sobre proteinas presentes en la matriz 6sea
diferentes al colageno, han demostrado que poseen unidades repetitivas compuestas con
aminoacidos acidos (acido L-aspartico o acido L-glutamico) que les da la capacidad de
unirse a la hidroxiapatita. La osteopontina y las sialoproteinas del hueso, dos de las
proteinas no colagenosas, tienen secuencias repetitivas de L-Asp y L-Glu que al ser
adicionadas a cultivos de osteoblastos, se adhieren rapidamente a la hidroxiapatita [50]—
[52]. Kasugai y colaboradores, indican que el nimero minimo de aminoacidos en la
secuencia debe ser 6 para obtener una alta afinidad y no existe ninguna diferencia de
acuerdo a la naturaleza del aminoacido o su forma de isémero 6ptico (L o D) [51]. La
afinidad que tiene estos péptidos por la hidroxiapatita se debe a las interacciones idnicas
de los grupos cargados de manera negativa en los grupos acidos de los péptidos, con los
iones calcio presentes en el mineral del hueso a pH fisiolégico. Kopecek y colaboradores
reportan que tiene especial afinidad por la hidroxiapatita con alta cristalinidad, como la que
se encuentra en tejidos con alta presencia de osteoclastos, sin embargo al comparar la
fuerza de unién del ligando al hueso es mayor la del alendronato (bifosfonato) que la del
Asp8. La Figura 1-4 muestra la estructura de los acido aspartico y glutamico.
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Figura 1-4 Estructura de los acidos aspartico y glutamico.

Se ha reportado su uso exitoso al ser empleado para transportar estradiol, segun lo reporta
Yokogawa y colaboradores, cuando al unir B-estradiol con un hexapéptido de L-Asp y ser
empleado en ratas, mostré una alta afinidad por el tejido 6seo siendo eliminando
lentamente del cuerpo del animal [53]. También se ha empleado como ligando para el

transporte de Prostaglandina con el fin de promover la formacién de hueso [54]

Tetraciclinas: son compuestos bien reconocidos por su capacidad para unirse a huesos y
dientes. Son compuestos cristalinos, amarillos anfotéricos obtenido a partir del
metabolismo del actinomicete Streptomyces rimosus ampliamente conocido por sus usos

como antibidtico. Su estructura se puede ver en la Figura 1.5
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Figura 1-5 Estructura basica de las tetraciclinas [5].

Las tetraciclinas una vez ingresan en el cuerpo, se depositan sobre el tejido dseo recién
formado, esto gracias al efecto quelante que tiene al combinarse con los iones de calcio,

presentes en la hidroxiapatita [49].

Las tetraciclinas han sido empleadas al unirse a algunos medicamentos para lograr
direccionarlos al hueso y también con algunos polimeros como el polietilenglicol (PEG) y
el N-2-hidroxipropilmetacrilamida (HPMA) y ser empleados para transportar medicamentos
[55]. Frost y colaboradores las han empleado como marcador para determinar la velocidad
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de formacion de osteoblastos. Sin embargo su estructura compleja, la baja estabilidad
quimica y el hecho que se adhiera y de cierta coloracion a los dientes ha hecho que su uso

actualmente como ligando de afinidad a hueso sea bajo [56].

Bifosfonatos (BPs): son compuestos sintéticos e inorganicos analogos al pirofosfato
(PPi). Este ultimo, se une a la superficie del hueso y evita la disolucién del fosfato de calcio
in vitro. También se ha demostrado que previene la calcificacion ectépica in vivo y se
encuentra presente en orina y plasma y se ha sugerido que es un regulador del proceso
de calcificacion y descalcificacidn ya que la fosfatasa alcalina lo hidroliza de manera rapida.
Debido a esto se buscéd la sintesis de compuestos que fueran mas estables; asi se

desarrollaron los bifosfonatos [57].

Los bifosfonatos estan formados por dos grupos fosfato unidos por un enlace fosfoester a
un atomo de carbono (Figura 1-6). El enlace P — C es resistente a muchos agentes
quimicos e inertes a la degradacion enzimatica. El atomo de carbono central presenta
muchas oportunidades ya que se puede enlazar con diferentes elementos lo que

incrementa el amplio rango de posibles estructuras quimicas que puedan presentar [58].

O\P / \\P /07 (l) R1 cl)
/\O/\ Ho—|P| |P|—OH

o R2 O

Pirofosfato Bifosfonato

Figura 1-6 Estructuras del pirofosfato y bifosfonato.

La estructura P — C — P, le confiere la habilidad al bifosfonato de unirse a iones divalentes
como el Ca*? es por esto que una vez suministrado desaparece rapidamente del torrente
sanguineo y se localiza en la superficie de los huesos en los sitios donde se realiza el
proceso de remodelamiento celular, particularmente en zonas donde se encuentran los
osteoclastos [59]. Sin embargo Wang y colaboradores, reportan que un bifosfonato como
el alendronato se une de igual manera a los sitios de formacién (osteoblastos) como a los

de resorcién (osteoclastos) [60]
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Los bifosfonatos se clasifican en dos grandes grupos: los que tienen nitrdgeno presente
en el radical R1 y los que no. Los bifosfonatos que no tienen nitrdgeno, pueden incorporarse
al AMP creando un ATP modificado que no puede ser hidrolizado, lo que genera apoptosis
en los osteoclastos y reduce la resorcidén ésea. Los que contienen nitrdgeno son mucho
mas potentes, ya que actian inhibiendo la actividad de la farnesil pirofosfato sintasa
interrumpiendo la ruta del acido mevalénico, lo que genera mal funcionamiento en el

osteoclasto.[52]

Los bifosfonatos han sido empleados para el tratamiento de enfermedades con resorcion
Osea, como la osteoporosis y el cancer con metastasis 6sea. También se prescriben en la
enfermedad de Paget y en otras alteraciones que provocan fragilidad 6sea, como la
enfermedad renal crénica tratada con dialisis. Aunque son muy eficaces, en los ultimos
afios se ha constatado un aumento en el numero de casos clinicos en los que el uso de
los bifosfonatos se relaciona con la osteonecrosis de los maxilares; por ello, se recomienda
consultar con un odontélogo para estar muy alerta sobre las posibles complicaciones en
los pacientes que los toman para prevenir una posible osteonecrosis y evitar tratamientos
periodontales invasivos e implantes [61]. En osteoporosis confirmadas, este compuesto

activo pertenece a la primera linea de tratamiento en mujeres.

Estudios farmacocinéticos de los bifosfonatos indican que existe una baja asimilacion de
éstos cuando se suministran de forma oral (0.76% para el alendronato [62]) y una vez es
biodisponible un alto porcentaje se deposita sobre el tejido dseo. Esta es una de las
principales razones por la cual se han empleado ampliamente como ligando a farmacos
direccionados a hueso, ya que proporciona varias ventajas: se direcciona al hueso, son
muy estables, su composicion permite que se puedan unir a otro tipo de compuestos y
finalmente aunque el cuerpo descomponga el complejo que forme con el farmaco, ambos
tendrian accién farmacoldgica sobre el hueso (tanto el bifosfonato que se encontraria en

una concentracion mas baja, como el farmaco que esta transportando) [63].

Existen investigaciones que los han empleado de manera exitosa, como ligando para el
transporte de estradiol, prostaglandina E2, diclofenalco, fluoroquinolona, cisplantina,

melfalan, metotrexato y radiofarmacéuticos [31], [64], [65].

Recientemente el alendronato fue empleado de manera exitosa cuando se us6 de manera

conjugada con un sistema polimérico para liberar medicamentos [55]. En este caso se
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emplearon dos polimeros como el PEG y el HPMA,; los experimentos in vitro indicaron que
al modificar ambos polimeros con alendronato mostraban alta afinidad por la hidroxiapatita
(72% para el PEG y 68 % para el HPMA) al compararlos con los mismos polimeros sin
modificar. Estos resultados también se corroboraron cuando se emplearon ambos
sistemas poliméricos en ratones [66]. Resultados similares se encontraron con PLGA-PEG
[31].

Otros: adicional a los arriba mencionados, existen algunas otras moléculas que también
tienen afinidad por el tejido 6seo, entre estas estan el acido polimaldnico, acido sialico,
acido N-metacrilamida salicilico, acido N-acriloil aspartico, oxido de polifenileno fosfonilado
y polimeros no iénicos como el glucan [5]. Las estructuras de algunos de éstos

compuestos se pueden ver en la Figura 1-7
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Figura 1-7 Estructura de varios ligandos a hueso.
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El acido polimalénico fue uno de los primeros ligandos empleados, tiene una fuerte afinidad
por el tejido 6seo y ha sido empleado para la sintesis de agentes terapéuticos para
enfermedades como osteoporosis, enfermedad de Paget e hipercalcemia maligna [49].
También se reportan estudios en los que se unio al estradiol, sin embargo no se encuentran

reportes de estudios in vivo desde la publicacién de la patente [67].

El acido N-metacrilamida salicilico y acido N-acriloil aspartico tienen afinidad por la
hidroxiapatita, aunque al compararla con los oligopéptidos o los bifosfonatos aquella es

mucho mas baja [49].

El 6xido de polifenileno fosfonilado, fue estudiado por Rawls y Cabasso quienes
encontraron que se adheria fuertemente a la hidroxiapatita, ya que el hecho de ser mitad
acido y mitad ester formaba un polimero que se adsorbia rapidamente en la hidroxiapatita
acompafnado de la liberacién de un fosfato. Este estudio concluye que el proceso de

conjugacién a un medicamento puede ser algo problematico [68].

Dado que se desea fabricar un vehiculo con afinidad por el tejido 6seo, se debe elegir un
ligando que lo direccione. Después de analizar las diferentes opciones, se elige un
bifosfonato como el alendronato, pués tienen alta afinidad por el tejido éseo, efecto
terapéutico para enfermedades como la osteoporosis, en su estructura posee una amina
que hace que se pueda unir quimicamente al grupo acido del PLGA y asi obtener un

conjugado, y es facil de adquirir.

1.3.2 Tipos de vehiculos direccionados a tejido 6seo

El direccionamiento de compuestos activos a diferentes partes del cuerpo no es un
concepto actual [69], dada la importancia de desarrollar nuevas maneras de llegar a tejidos
de dificil acceso. Se han desarrollado principalmente tres estrategias para mejorar el

acceso de principios activos a los huesos:

1. Unir quimicamente un ligando al compuesto activo
Adicionar una macromolécula entre el ligando y compuesto activo
Elaboracién de un vehiculo con un polimero que sea susceptible de modificar
quimicamente con un ligando que le de afinidad por el hueso y asi transporte el

compuesto activo.
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Las primeras aproximaciones de direccionamiento de compuestos activos a los huesos,
fueron realizadas bajo el mecanismo de union de un ligando al compuesto activo, con el
fin de ser suministrados via parental. Aunque esta estrategia efectivamente los direcciona,
se debe unir quimicamente el compuesto activo al ligando de tal manera que dicha unién
aunque sea estable también sea susceptible de ruptura cuando se encuentre dentro del
cuerpo. Esto hace que no siempre sea posible y en algunos casos el compuesto activo se
puede deteriorar y perder su actividad biologica [70][71][64][72][73]. La Tabla 1-4 resume

algunas de las investigaciones realizadas con diversos compuestos activos y ligandos.

El segundo desarrollo de compuestos direccionados a hueso, se realizé a partir de la unién
del compuesto activo, ligando y polimero soluble en agua, (Figura 1-8) este ultimo se
adiciona para mejorar la solubilidad en agua de compuestos hidrofobos, prolongar los
tiempos de circulacion por el torrente sanguineo, minimizar el metabolismo del compuesto
activo que se transporta [49], [55]. Wang y colaboradores, sintetizaron dos polimeros
basados en PEG (dos conjugados) y Poli(N-(2-hidroxipropilmetacrilamida) (PHPMA, dos
conjugados) que se unieron a ligandos como alendronato y un péptido de acido aspartico
(asp8). Ensayos in vivo mostraron acumulacién de dichos compuestos en el tejido dseo
[55]. Posteriormente se realizaron pruebas con el complejo PGE1-HPMA-Asp8, (PGE1:
prostaglandina E1 que es un potente generador de hueso), (HPMA: N-(2-
Hidroxipropilmetacrilamida)) usando como unién un péptido susceptible a un ataque
proteolitico, via Catepsina K. Ensayos in vivo empleando ratones a los que se les retiraron

los ovarios, mostraron generacion de tejido éseo [54].

El tercer desarrollo de compuestos direccionados a hueso ha empleado como estrategia
la elaboracion de vehiculos que puedan transportan una mayor cantidad de compuesto
activo, mediante el uso de nanoparticulas, liposomas y dendrimeros, que unidos a un
ligando, los direccionen al hueso de tal manera que se realice una liberacion controlada
del principio activo. Todos los vehiculos desarrollados deben ser de tamafios pequefios
(inferior a 200 o 250 nm) para evitar que el sistema reticulo-endotelial los retenga [9]. La
Tabla 1-5 muestra los diferentes vehiculos desarrollados, materiales empleados, el efecto
terapéutico esperado.
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Figura 1-8 Componentes de un sistema ligando-polimero soluble —compuesto activo.
Adaptada de la referencia [49]
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Tabla 1-4 Principales ligandos y compuestos activos desarrollados [49]
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Tabla 1-5 Vehiculos desarrollados para diferentes enfermedades 6seas [74]

Eficiencia del
Enfermedad osea Vehiculo Compuesto activo liberado compuesto activo Ref.
Cancer en los
huesos PLL-CD BPs (RIS) Incrementa [75]
PLGA-ZOL Docetaxel Incrementa [76]
PLGA-ALE Curcumina y bortezomib Incrementa [77]
PLGA Doxorubicina Incrementa [78]
PLGA Alendronato No detectado [79]
Polifosfato Placitaxel Incrementa [80]
PTX-PEG-ALN Aminobisfosfonato Incrementa [81]
Unicamente modelo
Osteosarcoma MSN SiRNA celular [8]
Polimero Camptotecina Incrementa [8]
Unicamente modelo
LDH Methotrexate celular [82]
Quitosan NP Enzima DNA Incrementa [83]
Quitosan NP Plasmido DNA Incrementa [84]
Liposoma polimérico  Doxorubicina Incrementa [85]
Liposoma-BP Doxorubicina Incrementa [86]
Tridxido de arsenico
con propiedades
magnéticas NP Tridéxido de arsénico Incrementa [87]
Fosfato de célcio NP Cisplatino Incrementa [88]
Dextrano-lipido NP Doxorubicina Incrementa [89]
Dextrano-PEI NP Doxorubicina Incrementa [90]
PLGA-AP-NP Salomicina Incrementa [91]
Osteoartritis Hidrogel polimérico Dextran Incrementa [92]
Quitosano NP Plasmido DNA Incrementa [93]
Infecciones e
inflamaciones Implantes de PLGA Doxycycline Incrementa [94]
Terapia génica Hidrogel mPEG-PLGA  Teicoplanin Incrementa [95]
PLGA-fosfato de
calcio Tigecicline Incrementa [96]
HA-quitosano Plasmido DNA Unicamente modelo [97]
Quitosano IL-l Ra DNA Incrementa [93]
Dendrimeros
PAMAM Gen LacZ Estudio en modelo [98]
siRNA para sarcoma de
Diamantes NP Ewing Incrementa [99]
Regeneracion 6sea  Albumina-BP NP BMP 2 Incrementa [100]
PLGA-MP Simvastatin Incrementa [101]

Abreviaturas: BMP: proteinas morfogénicas éseas; MP: microparticulas; AP aptamero; NP: nanoparticulas; PLL-CD, poli-L-lisina unida

covalentemente a beta-ciclodextrina; RIS, risendronato; PLGA, copolimero del acido lactico y glicélico; ZOL, acido zoledrénico; PTX-PEG—

ALN: paclitaxol y alendronato soportado sobre polietilenglicol; MSN: nanoparticulas de silica mesoporosa; siRNA, RNA silenciador; LDH, doble

capa de hidroxidos; DNA, acido desoxirribonucleico; mPEG, polietilenglicol monometil eter; HA, acido hialuronico; PAMAM, poliamidoamina;

PEI, polyetilenimina.
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Como se puede observar en la Tabla 1-5, se han desarrollado diferentes vehiculos como
nano y microparticulas, liposomas y dendrimeros. Los vehiculos desarrollados presentan
forma esférica, con tamafios que varian entre los 240 y 50 nm; con la excepcion de las
microparticulas. Como materiales de fabricacion se emplea con mayor frecuencia
polimeros de tipo biodegradable como quitosano, PEG, PLGA, albumina, entre otros.
Como estrategia de direccionamiento hacia tejido éseo, la mayoria de los materiales se

han funcionalizado con un bifosfonato para darle afinidad por ese tejido.

Se ha evaluado la afinidad de los distintos vehiculos por el tejido 6seo empleando ensayos
in vitro, verificando la afinidad por la hidroxiapatita, aunque esta aumenta con la cantidad
de ligando presente [31], [76], [79], [100], [102]-[105]. También se han realizado pruebas
in vivo para verificar no solo la afinidad, si no en algunos casos la biodistribucion de los
vehiculos; como resultado se encontré que éstos se depositan principalmente sobre los
huesos, higado y bazo [76], [100], [102], [106]. Ramanlal y colaboradores [76] realizaron
estudios comparando nanoparticulas de PLGA sin y con ligando (zolendronato)
encontrando mayor cantidad de nanoparticulas con ligando (5 veces) en el tejido éseo.
Estos estudios fueron realizados en tejidos de tipo tumoral o con enfermedades 6seas. Sin
embargo, Wang y colaboradores [100] realizaron el ensayo empleando nanoparticulas de
albumina (BSA) empleando un bifosfonato como ligando, utilizando ratones sanos y no
encuentra direccionamiento a hueso si comparan las nanoparticulas con ligando con las
desnudas. Esto podria indicar un mejor direccionamiento de los bifosfonatos cuando se
aplican a tejido tumoral o con enfermedades 6seas.

Para verificar si existe algun efecto adverso del vehiculo a nivel celular o una posible
reaccion adversa cuando este ingrese al torrente sanguineo, se practican pruebas de
citocompatibilidad. Los resultados indican que dichos vehiculos no presentan efectos
adversos. Wang y colaboradores [100] realizan un ensayo para comparar el efecto
citotoxico tanto de las nanoparticulas de albumina-bifosfonato sin ligando y con este, y
encuentran que no existe mayor efecto citotdxico particularmente en células C2C12. De
otro lado Chaudhari [76] y Hengst [105] realizaron pruebas de citotoxicidad para comparar
el compuesto activo libre y atrapado, encontrando que atrapado tiene mayor efecto
citotoxico ya que lo atrapado es taxol, componente toxico. Pignatello et al, [79] Anada et al
[86] y Wang et al [100] hacen pruebas solo sobre el vehiculo, encontrando que no habia

efecto citotodxico.
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Se verificé la accion farmacolégica de los compuestos atrapados. Thamake [77] compara
el efecto de dos anticancerigenos libres , atrapado y atrapado con ligando y comprueban
que existe una disminucion en la velocidad de crecimiento del tumor que se marca aun
mas con las nanoparticulas con ligando. Pignatello et al [79] atraparon doxirubicina
empleando nanoparticulas de PLGA con alendronato como ligando y ensayaron el efecto
del compuesto activo en ratones con metastasis 6sea. Como resultados, observaron menor
porcentaje de metastasis 0sea en los ensayos que emplearon las nanoparticulas con
ligando, cuando se compard con las que no lo tienen, ya que la doxorubicina inhibio el

crecimiento celular.

1.4 Vehiculos desarrollados para el transporte de N

acetilcisteina

La N-acetilcisteina (NAC), es un tiol reducido precursor de la L- cisteina, empleada como
agente mucolitico y antioxidante que elimina radicales libres [13], [14]. Aunque es un
compuesto activo con muchas aplicaciones terapéuticas, su biodisponibilidad oral es baja
(6 a 10%); una vez ingresa al torrente sanguineo se une a las proteinas plasmaticas por
medio de puentes disulfuro, lo que la hace altamente inestable [107], [108]. Adicionalmente
su caracter hidréfilo hace que se elimine facilmente en la orina y concentraciones altas en
la sangre, pueden incrementar la presion sanguinea, generar nauseas y en algunos casos
irritaciones en la piel [109], [110]. Es por ello que se ve la necesidad de explorar el

desarrollo de vehiculos que transporten el compuesto y lo estabilicen dentro del organismo.

Se han desarrollado varias estrategias para incrementar la biodisponibilidad de la NAC.
Una de ellas fue adicionar una cadena de 6 a 8 unidades de polietilenglicol (PEG) que se
unia a la NAC (5 a 7 moléculas), obteniendo tamarios de particula entre 21 y 43 nm. Este
estudio buscaba obtener conjugados para ser empleados en el tratamiento de
neuroinflamaciones a nivel fetal, los resultados obtenidos mostraron que el conjugado
obtenido tenia mayor capacidad antioxidante (mas del doble) que el compuesto activo libre
[109]. Aunque el complejo formado tenia un tamafio pequefio, la cantidad de NAC que se
puede incorporar en el complejo también es baja, ya que se transportan entre 5y 7
moléculas por unidad de complejo. También se han desarrollado dendrimeros conjugados
con NAC (16 a 18 unidades por dendrimero) para tratamiento en neuroinflamaciones,

reportando resultados positivos para ensayos realizados en modelos in vitro como in vivo
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[107], [111], [112], [113], [114]. Otro vehiculo empleado han sido los liposomas;
Mitsopoulos y colaboradores reportan la fabricacion y uso de liposomas de 200 nm contra
las lesiones pulmonares agudas, encontrando mayor actividad de la NAC cuando se
encuentra dentro del vehiculo, ya que le brinda estabilidad [115]. Ourique y colaboradores
fabrican también liposomas (tamafio de particula de 89 a 147 nm) para administracion
contra enfermedades pulmonares, lo formulan secandolo por aspersién reportando una
carga de NAC de 8.2 mg*g' [116]. Odziomek vy colaboradores desarrollaron
microparticulas con mezclas de dextrano, manitol y NAC e identificaron que tenian
potencial para ser empleadas como vehiculos para transporte de medicamentos hacia los
pulmones [117]. Ondricek, reporta nanoparticulas (210 nm) de PLGA para ser usadas en
neuropatias en la retina, hacen pruebas in vivo donde identifican que tienen efecto
terapéutico. La eficiencia de atrapamiento de NAC es baja. De otro lado, Akbar y
colaboradores, elaboraron también nanoparticulas de PLGA empleando el método de
electrospray [118], encontrando nanoparticulas de 122 nm con alta eficiencia de
atrapamientos (54%). Finalmente Desai y colaboradores, desarrollaron cilindros de PLGA
para implante cuyo objetivo fue colocarlo de manera local sobre el cuello del paciente con
el fin de liberar NAC, ya que el efecto terapéutico buscado era ayudar a las personas que
padecen cancer en la cabeza o cuello, no se reportan resultados de su uso in vitro o in vivo
[119]. La Tabla 1-6 resume los principales vehiculos desarrollado para el transporte de
NAC; alli se especifica el material de fabricacion, tipo de vehiculo, tamano de particula, la

enfermedad y el efecto del uso del vehiculo que se pretende atender.



Capitulo 1 31

Tabla 1-6 Vehiculos desarrollados para el transporte de NAC

Vehiculo Material Tp Enfermedad Efecto Ref
[107],

Neuroinflamaciones a [111],

Dendrimeros PAMAM 21-43 nm nivel fetal + [112], [114]
Lesiones pulmonares

Liposomas DPPC 200 nm agudas + [115], [120]
Enfermedades

Liposomas Fosfolipido y colesterol 147 a 89 nm pulmonares + [116]
Enfermedades

Microparticulas Dextrano- manitol 1,65-3,32 yum  pulmonares + [117]

Oxido de Zinc

Nanocompositos vy ciclodextrinas Cancer de mama + [121]

Nanoparticulas PLGA 122 nm N.D [118]

Nanoparticulas PLGA 210 nm Neuropatias dpticas + [122]

PAMAM: Poliamidoamina; DPPC: Dipalmitoilfosfatidilcolina; N.D: No hay datos; +: el desempefio del
compuesto activo mejora cuando se encuentra en el vehiculo, comparado con el compuesto libre

1.5 Métodos de fabricacién de nanoparticulas de PLGA

Anteriormente se habia seleccionado que el vehiculo que se fabricaria serian
nanoparticulas de PLGA conjugadas con alendronato. A conticuacion se explican las

diferentes metodologias para la fabricacion de nanoparticulas de PLGA.

1.5.1 Método de emulsion y evaporacion de solventes:

Este método tiene dos alternativas, que pueden variar dependiendo del caracter hidroéfilo
o hidréfobo del compuesto activo a encapsular. La primera es una emulsiéon simple (w/o) y
la segunda es una doble emulsion (w/o/w). La figura 1-9 muestra el esquema de esta

metodologia.

Emulsiéon simple (w/0) es empleada principalmente para atrapar compuestos activos
hidrofobicos. El polimero y el compuesto activo se disuelven en un solvente organico volatil
inmiscible en agua, como el diclorometano o el etil acetato. La fase organica es
emulsificada en agua, mediante una agitacion intensa, que se puede realizar por medio de
un homogeneizador, por microfluidizacion o por ultrasonido, en algunas ocasiones se
emplea la presencia de un agente surfactante (colato de sodio o alcohol polivinilico —-PVA-
) para estabilizar la emulsion. El solvente organico se evapora (algunas veces a presiones
reducidas, dependiendo de lo labil del compuesto activo que se esté atrapando) causando
que el polimero insoluble en agua forme nanoparticulas con el medicamento incluido y

éstas se recuperen por centrifugacion, resuspenden en agua y finalmente se liofilizan para
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su almacenamiento [123]. Aunque este método ha sido empleado para compuestos activos
hidrofobicos, se han realizado algunas modificaciones a esta metodologia para adaptarla
a compuestos hidrdfilos; la ventaja de la emulsién sencilla es que en algunos casos puede
atrapar mayor cantidad de compuesto activo dentro de la particula comparada con el
procedimiento por doble emulsion [123]. Song y colaboradores describen la fabricacion de
nanoparticulas cargadas con dos compuestos hidrofilos de bajo peso molecular, por medio
de una emulsion simple (w/0), donde el polimero y el compuesto activo se disuelven en
una mezcla de acetona y diclorometano. La fase acuosa, que contiene PVA, forma una
emulsioén con la fase organica por medio de ultrasonido. Los resultados reportados para
esta variacién son nanoparticulas de tamafos de 111.4 +/- 2.35 nm y una eficiencia de
atrapamiento de 55.35% y 69.47% para los dos compuestos empleados [124].

Solvente

PLGA"‘EH [ NAC :
Fase ) 5 I 2 J

organica ‘

- Yo /fj:y‘”, &
I i o'
-
Agua el e Pluronic
Fase | f Emulsion Evaporacion Nanoparticulas

acuosa

Figura 1-9 Esquema del metodo de Emulsion y Evaporaciéon de solventes.

Los sistemas de doble emulsion, han sido ampliamente empleados para atrapar
compuestos activos hidrofilos y proteinas. Dicho compuesto se disuelve en una pequefa
cantidad de solucion acuosa que es emulsificada en la fase organica que contiene el
polimero disuelto. La emulsion w/o se dispersa en una solucion acuosa que se encuentra
en una alta proporcion, formando la doble emulsidon w/o/w. Los siguientes pasos son los

mismos que para una emulsion sencilla [123], [125].
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Cuando se fabrican nanoparticulas por el método de emulsion y evaporacién de solvente,
las variables que tienen mayor influencia sobre el tamafo de particula son el tipo y
concentracion de polimero y de agente surfactante. Se ha encontrado que dicho tamano
varia proporcionalmente con la concentracion del polimero en la fase organica e
inversamente con la concentracién del estabilizador (colato de sodio o PVA) [126]. Cuando
se emplea colato de sodio como estabilizante, se ha reportado que solamente un
porcentaje bajo de este (inferior a 6%) queda asociado a las nanoparticulas. Mientras que
cuando se emplea PVA, éste puede quedar asociado en una proporcion elevada. Esto
puede llegar a generar problemas en algunas ocasiones cuando queda en el interior de las

nanoparticulas.

Peracchia y colaboradores, reportan que no encontraron variacion apreciable en el tamafo
de nanoesferas de PLGA-PEG cargadas con lidocaina al variar el peso molecular del PEG
y la cantidad de compuesto activo cargado [127]. Estos resultados fueron también

corroborados [128].

La principal desventaja de los métodos por emulsion, radica en que algunos de los
solventes empleados son relativamente toxicos y que los altos esfuerzos cortantes a los
que se ven sometidas las nanoparticulas, por los efectos de la agitacion, pueden llegar a

degradar el compuesto activo, esto es particularmente critico cuando ésta es una proteina.

1.5.2 Método de desplazamiento de solventes o
nanoprecipitacion:
Este método fue primero descrito y patentado por Fessi y colaboradores [129]. Como se
observa en la Figura 1-10, el polimero y el compuesto activo se disuelven en un solvente
organico soluble en agua (acetona). La fase organica se transfiere de manera lenta a la
fase acuosa que contiene un surfactante (PVA o poloxamer 188 por ejemplo), alli se forma
una emulsidn o/w con la ayuda de una agitacion suave, de manera que la acetona migra
hacia la fase acuosa y la nanoparticula se forma por precipitacién del polimero y el
compuesto activo. El solvente organico se retira por evaporacion, la solucién acuosa se
concentra a presion reducida, las nanoparticulas son centrifugadas o dializadas para
remover el exceso de surfactante y compuesto activo que no haya sido encapsulado.

Posteriormente son liofilizadas. No es necesario adicionar siempre el surfactante, pero éste
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es importante para evitar la agregacion de las particulas. Este método también es conocido

como difusion de solventes [130].

La fabricacion de nanoparticulas modificadas con polietilenglicol (PEG) no requiere de la
presencia de surfactantes ya que el PEG en la superficie estabiliza la dispersién. Las
variables mas importantes al fabricar nanoparticulas por este método son la concentracion
del polimero en la fase organica y la relacién entre la fase organica y acuosa [30]. Se ha
comprobado que a mayor peso molecular de polimero en la fase organica, mayor sera el

tamario de particula [131].

Entre las ventajas de este método esta su simplicidad y la ausencia de grandes esfuerzos
cortantes; como desventaja, este método no es recomendable para encapsular
compuestos activos que sean hidrosolubles, aunque Takeuchi y otros [132] propuso
realizar algunas modificaciones para mejorar esto, como en lugar de usar agua como
medio acuoso se usa un ftriglicérido (caprilato y triglicérido de caprato) y adicionar un
surfactante (Span 80) a la fase organica que contiene el polimero. Otra opcién es que a la
acetona se le adicione otro solvente como diclorometano [133]. Bilati y colaboradores
realiz6 cambios en el no solvente [134] y Dalpiaz y colaboradores emplearon aceite de

semilla de algoddn en lugar de agua como no solvente [135], [136].
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Figura 1-10 Esquema del método de nanoprecipitacion.



Capitulo 1 35

1.5.3 Método de precipitacidon

En este método el polimero y el compuesto activo son disueltos en un solvente que sea
soluble en agua (acetona o tetrahidrofurano). Posteriormente se forma una emulsiéon con
un gel acuoso que contenga un agente que provoque la precipitacion del polimero y un
estabilizante de coloides (PVA, PVP o hidroxietilcelulosa) esto se agita mecanicamente y
la emulsion o/w se diluye en suficiente agua para permitir la migracién de la acetona ala
fase acuosa, induciéndose la formacién de nanoparticulas del polimero, estas se purifican
posteriormente por filtracion. Este proceso es empleado solamente para compuestos

activos hidrofobicos [123].

1.5.4 Aspersidn

Es una técnica sencilla, en la que las particulas son formadas por atomizacion de una
emulsion y puesta en contacto con una corriente de aire caliente. Esta técnica no emplea
condiciones extremas, y es facilmente escalable. Empleado con mayor frecuencia para la
fabricacion de microparticulas, ya que se requiere una aspersion muy fina para lograr
nanoparticulas [46], [137].

1.5.5 Electrospray

El principio de funcionamiento de esta técnica es el paso de corriente a una solucion
polimérica, forzandola a salir en forma de nanoparticulas. El equipo esta compuesto por
una bomba conectada a una fuente de alto voltaje. Un colector de metal colocado en el
extremo opuesto que hace las funciones de polo a tierra. El flujo y el voltaje aplicado se
optimizan de acuerdo a la solucion que se vaya a trabajar. Esta técnica ofrece como
ventajas que puede producir nanoparticulas monodispersas, es reproducible, se ha
reportado alta capacidad de atrapamiento, las condiciones de operacién son faciimente
controlables. Como desventajas, el proceso emplea una fuente eléctrica con alto voltaje,
se opera con flujos bajos, lo que genera rendimientos bajos y en algunos casos cuando
los compuestos activos son muy labiles, pueden ser desnaturalizados [101], [138].

De las metodologias expuestas se seleccionan los métodos de:
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e Emulsidon — evaporaciéon ya que esta es una metodologia sencilla que se ha
empleado para el atrapamiento de compuestos hidréfilos y se cuenta con los
equipos requeridos.

¢ Nanoprecipitaciéon esta es otra técnica muy sencilla, facilmente escalable,
econémica, con bajos esfuerzos cortantes de facil implementacion.
Adicionalmente se cuenta con los equipos requeridos.

Aunque podrian funcionar muy bien los métodos de aspersion y electrospray no se cuenta

con los equipos requeridos.

A continuacion, se estandarizan las metodologias a emplear, se selecciona una y se
buscan las condiciones para maximizar la cantidad de NAC cargada al interior de las
nanoparticulas o particulas submicrénicas. Posteriormente, se estudia la velocidad de
liberacion de NAC y degradacion de las particulas poliméricas submicrénicas en
condiciones similares a las fisiologicas. Finalmente se verifica su accion terapéutica

empleando un cultivo in vitro de células similes a osteoclastos.



2.Estandarizacién de las metodologias para
la fabricacion de particulas submicronicas
de PLGA y seleccion de una alternativa

Dado que no se tenia implementada ninguna metodologia para la fabricacién
nanoparticulas de PLGA que atraparan NAC, se busco encontrar las variables que tuvieran
mayor influencia en el tamafo de particula, de tal manera que fuese posible obtener
nanoparticulas de tamafios inferiores a 250 nm, ya que tamanos superiores son retenidos
facilmente por el sistema reticuloendotelial [9], [139], [140].Se seleccionaron los métodos
de emulsion simple y nanoprecipitacion como alternativas que podrian llegar a funcionar
para la fabricacién del vehiculo deseado. Una vez seleccionada una metodologia, se
buscaria incrementar el atrapamiento de NAC. A continuacién, se encuentran los

resultados del proceso de estandarizacion de cada una de las metodologias propuestas.

2.1 Emulsién simple con evaporacion del solvente

En este método, se forma una solucién del polimero y del compuesto activo en un solvente
organico volatil inmiscible o parcialmente miscible en agua, como el diclorometano o el
acetato de etilo; posteriormente, la fase organica es emulsificada en agua mediante una
agitacion intensa, que se puede realizar por medio de un homogenizador, por
microfluidizacién o por ultrasonido; en algunas ocasiones se emplea la presencia de un
tensoactivo para estabilizar la emulsién, ya que se puede presentar agregacion en el
polimero. Finalmente, el solvente organico se evapora (algunas veces a presiones
reducidas, de acuerdo a la estabilidad del principio activo que se esté atrapando), lo que
causa que el polimero insoluble en agua, precipite, formando nanoparticulas con el
compuesto activo incluido. Estas se recuperan por centrifugacion o filtraciéon y se
resuspenden en agua para una posterior liofilizacion con el objetivo de almacenarlas [123],

[141], [142]. En esta metodologia la cantidad de compuesto activo que se puede atrapar
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se ve limitada tanto por la cantidad que se puede solubilizar en el solvente a emplear, como
por la afinidad del compuesto activo por el agua, ya que los compuestos que son altamente
hidrofilos pueden migrar hacia el agua durante el proceso de emulsificacion; disminuyendo
la cantidad que se atrapa dentro de las nanoparticulas [143]. Para el presente estudio se
eligié este método con el fin de determinar las condiciones para obtener nanoparticulas o
particulas submicronicas de PLGA de tamafios inferior a 250 nm, que pudieran atrapar
NAC, teniendo en cuenta que ésta ultima es soluble en el acetato de etilo a

concentraciones inferiores a 25 mg/mL a temperatura ambiente (= 22 °C) (anexo A).

2.1.1 Materiales y métodos
2.1.1.1. Materiales: PLGA 50/50 Resomer RG 502 (peso molecular 7 — 17 kDa), N-

acetilcisteina marca Sigma Aldrich, Pluronic F127 marca Bioreagent, agua destilada y

desionizada, acetato de etilo grado analitico marca Panreac.

Manejo y cuantificacion de N-Acetil-cisteina: 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), FeClz-6 H,O
marca (Merck ) y marca Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA), Diclorometano R.A. marca
(Merck). Buffer acetato, HCI (J Beacker).

2.1.1.2. Producciéon de nanoparticulas o particulas submicrénicas: la formacion de
nanoparticulas o particulas submicrénicas se realiz6 empleando el método de emulsién y
evaporacion: la fase organica estaba compuesta por acetato de etilo como solvente, PLGA
(10 mg/mL) y NAC (1mg/mL). Se dejé un tiempo de disolucion de minimo 2 horas a
temperatura ambiente. La fase acuosa se formé con agua y Pluronic® F127 1% p/v como
tensoactivo. A continuacion se formoé la emulsion adicionando lentamente la fase organica
a la acuosa mientras se realizaba ultrasonido (Branson digital sonifier 450). Finalizado el
tiempo del ultrasonido, se evaporé el solvente a presion reducida (74,5 kPa) y se realizo la

determinacion del tamano de particula e indice de polidispersidad.

Se empled un disefio experimental al azar univariante mutinivel, donde se establecieron
como factores la relacion entre las fases organica y acuosa (relacion O/A), el tiempo de
duracion del ultrasonido y el porcentaje de amplitud del mismo. Los niveles que se
emplearon tanto para la relacion O/A (1a2,1a5,1a 10y 1 a 20) como para el tiempo
de ultrasonido (15, 30, 60, 180 y 300 s) se escogieron con base en informacién de
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protocolos desarrollados por otros autores [47], [144]-[147]. Los valores de los porcentajes
de amplitud se establecieron de acuerdo con la disponibilidad que tenia el ultrasonido
(permite trabajar porcentajes de amplitud hasta el 70 %). Como variables respuesta se

establecieron el tamafio de particula y el indice de polidispersidad.

Una vez se establecieron los niveles de las variables observadas que permitieron obtener
nanoparticulas o particulas submicrénicas de menor tamano, se realizd un ensayo final al
cual se le determiné el tamafo de particula, el indice de polidispersidad, la eficiencia de
encapsulacion (%) de NAC, la carga especifica que se define como la relacion entre la
cantidad de NAC atrapada con respecto a la cantidad de polimero adicionada (%
NAC/PLGA p/p) y el potencial zeta Estos ensayos se realizaron solo en la parte final, ya
que el objetivo de esta etapa del trabajo fue determinar un protocolo para obtener
nanoparticulas o particulas submicronicas de PLGA de tamanos inferiores a 250 nm y que
puedan atrapar NAC. Posteriormente se compara la cantidad de NAC atrapada por el
meétodo de emulsion y evaporacion empleando acetato de etilo como solvente con otras
metodologias como nanoprecipitacion o emulsion doble. Las pruebas fueron realizadas por

duplicado.

2.1.1.3. Determinacion de NAC: Se realizd por espectrofotometria empleando una
adaptacion del método de Kukoc y Radic (2011) [148], [149]. El método se basa en la
reduccion del Fe® a Fe?* por parte de la NAC como se ve en la reaccion 1. El Fe?*
reacciona con la TPTZ para formar el complejo Fe(TPTZ),?* de coloraciéon azul profundo
(reaccién 2).

2Fe* + 2RSH <+—» 2Fe?* + RSSR + 2H* Reaccion (1)
Fe** + 2TPTZ <«— Fe(TPTZ)?* Reaccion (2)

Se tomo 1 mL de la suspension acuosa de nanoparticulas o particulas submicrénicas y se
centrifugd a 20000 g por 20 minutos, descartando el sobrenadante. Posteriormente se
realizaron tres lavados con 0,7 mL de agua tipo I, descartando el sobrenadante. Para
disolver el pellet se adicionaron 400 pL de diclorometano y se agité con un vértex. La
solucion se dejo en reposo durante 1 h para asegurar que el polimero fuera completamente
disuelto y posteriormente se adicionaron 400 uL de agua, se agité con un vértex y luego
se centrifugd a 20000 g por tres minutos. La determinacién de NAC se hizo en la fase
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superior (acuosa), por espectrofotometria. Para esto se tomaron 60 uL de la fase acuosa
y se le adicionaron 1,2 mL de buffer acetato (0,5 M) pH 3,6, 75 L de solucion acuosa de
Fe lll (10 mM), 75 L de solucion acuosa de tripiridiltriazina TPTZ (10mM) y 90 yL de agua.
La mezcla se agitd y se esperd 60 minutos a temperatura ambiente hasta que se desarrollé
el color (morado) para finalmente determinar el valor de la absorbancia a 593 nm. Se usé6
como blanco el mismo tratamiento con agua tipo Il. La concentracion se determiné
mediante una curva de calibracion cuyos limites de deteccion fueron entre 5y 140 ug/mL.

Las pruebas se realizaron por triplicado.

La eficiencia de encapsulacion de NAC (% NAC) se determiné dividiendo el peso de NAC
atrapada en las nanoparticulas o particulas submicronicas sobre el peso adicionado
originalmente en la solucion del solvente y se multiplicé por 100. La carga especifica (%
p/p NAC/PLGA) se determiné dividiendo el peso de NAC atrapada en las particulas entre

el peso de polimero adicionado en la solucién del solvente y se multiplicéd por 100.

2.1.1.4. Determinacion del tamario de particula, indice de polidispersidad y potencial zeta:
la distribucion del tamafio de particula fue determinada por dispersion dinamica de luz
(DLS) empleando un equipo Malvern Zetasizer ZS. Los parametros de medida empleados
fueron los siguientes: se empled un laser con una longitud de onda de 633 nm (He-Ne), un
angulo de dispersion de 173°. Los ensayos se realizaron a 25 °C, en un cuarto cerrado y
con un tiempo para estabilizar la temperatura de 2 minutos. La viscosidad del medio
empleado fue de 0.8872 mPa.s y el indice de refraccion del medio fue de 1.33, valores que
corresponden al agua y fueron obtenidos del software (Zetasizer v6.34). Se realizaron al
menos 3 medidas por muestra y se reportd el promedio aritmético de las tres. Se reportd
el tamafo de particula teniendo en cuenta el valor reportado por el analisis acumulativo
siempre y cuando el indice de polidispersidad fuese inferior a 0,2 y el valor del intercepto
superior a 0,85 este ultimo de acuerdo a las recomendaciones realizadas por el fabricante
[150]. En los casos que indice de polidispersidad es superor a 0.2 se reporta el valor que
haya presentado mayor intensidad, de acuerdo al analisis diferencial, siempre y cuando el
valor del intercepto hubiese sido superior a 0,85. Cuando se obtuvo una medida que no
cumpliera con estas especificaciones, se reporté como muestra polidispersa y no se
reporta valor para el tamafo de particula pues el resultado no seria confiable. La

concentracion de particulas para realizar el ensayo debia ser inferior a 1 mg/mL, ya que
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.concentraciones superiores no permiten obtener resultados reproducibles, tal como se

analiza en el anexo B.

El potencial zeta se determind con el mismo equipo usando electroforesis Doopler con

laser, empleando un militro de muestra.

Analisis estadistico: Las pruebas se realizaron al menos por duplicado. Los datos fueron
analizados empleando analisis de varianza en una via y la comparacion entre medias fue
evaluada por medio de la prueba de diferencia media significativa (DLS) con un nivel de
significancia de 0,05. Se verificd que los datos tuvieran distribucion normal, empleando la
prueba de Shapiro Will (a = 0,05) y homogeneidad de varianzas empleando la prueba de
Levene (a = 0,05)

2.1.2 Resultados

Efecto de la amplitud de onda del ultrasonido: en este estudio, se buscé observar si existia
alguna influencia sobre el tamafo de particula e indice de polidispersidad al cambiar el
porcentaje de la amplitud entregado por el ultrasonido a la emulsion. El analisis estadistico
(ANOVA p<0.05) mostré que el tamafio de particula varia con el porcentaje de amplitud.
Los resultados encontrados para tamano de particula al realizar la comparacion de medias
(comparacion de medias usando LSD p<0,05) reportaron que no existia diferencia
significativa entre las amplitudes de 20 y 60 y entre 40 y 60%, tal como se puede ver en la
Figura 2-1. En cuanto al indice de polidispersidad este se ve influenciado por la amplitud,
ya que al emplear valores bajos se obtuvieron muestras con una polidisperidad superor a
0,4, mientras que a mayor amplitud se obtuvieron polidispersidades inferiores a 0,2.
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Figura 2-1. Efecto de la variacion del porcentaje de amplitud del ultrasonido sobre el
tamano de particula (Tp) y el indice de polidispersidad (PDI) manteniendo constante una
relacion O/A de 1 a 10 y tiempo de ultrasonido de 30 s. Las barras de error corresponden
a la desviacion estandar.

Tiempo de ultrasonido: se realizaron ensayos variando el tiempo de ultrasonido, y se
emplearon valores entre 15 y 300 s. De acuerdo a la Figura 2-2, se encontré que este
factor tenia efecto sobre el tamafo de particula y el indice de polidispersidad, aunque los
valores mas bajos se éste ultimo se obtuvieron para 60 y 180 s. En cuanto al tamafio de
particula, se encontraron tamafos inferiores a 200 nm a partir de los 60 s (105,16 nm) y
no parece existir diferencia para el tamafo de particula empleando tiempos superiores a
los 60 s. Al tiempo de 300 s aunque el tamafo de particula sigue siendo bajo (104,7 nm)
el indice de polidispersidad se incrementd con respecto a los valores obtenidos a 60 y 180

S.
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Figura 2-2 Efecto de la variacion del tiempo de ultrasonido sobre el tamafo de particula
(Tp) y el indice de polidispersidad (PDI) manteniendo constante una relacion O/A de 1 a
10 y un porcentaje de amplitud de 40%. Las barras de error corresponden a la desviacion

estandar.

Relacioén entre la fase organica y la acuosa (O/A):. los resultados de la Figura 2-3, y el

analisis estadistico (ANOVA p<0,05) mostraron que el tamafo de particula cambia con la

relacion O/A, pero el indice de polidispersidad no. EI menor tamario de particula e indice

de polidispersidad se encuentra con la relacion 1 a 5. Esto se corrobora con la comparacién

de medias realizada para el tamafo de particula (comparacién de medias usando LSD

p<0,05), donde se encontré diferencia entre los valores para una relacion O/A de 1 a 5 con

los niveles de 1 a 10 y de 1 a 20. Cuando se incremento la fase acuosa (valores O/A

superiores a 1/10) también lo hace el tamafo de particula, obteniéndose el maximo valor

(337 nm) con una relacion de 1/20.
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Figura 2-3 Efecto de la variacion de la relacién entre la fase organica y acuosa (O/A)
sobre el tamafio de particula (Tp) y el indice de polidispersidad (PDI) manteniendo
constante un tiempo de ultrasonido de 30 s y un porcentaje de amplitud de 40%. Las
barras de error corresponden a la desviacion estandar.

Resultados de ensayos empleando los mejores valores de las variables analizadas: con el
fin de corroborar los resultados encontrados se realizé un ensayo final con los mejores
valores de cada una de las variables observadas. Para esto, se realizé un ensayo con un
tiempo de sonicacion de 60 segundos, ya que como establecié el analisis estadistico,
tiempos superiores no disminuian considerablemente el tamafio de particula y si
representan mayores tiempos de agitacion, lo que incrementaria los costos energéticos
asociados a este proceso. Se eligié una relacion entre la fase organica y acuosa (O/A) de
1 a 5 y se realizaron pruebas con porcentajes de amplitud de 20 y 60% ya que habian
reportado menores tamafos de particulas y de acuerdo con el analisis estadistico no
existia diferencia significativa entre las dos amplitudes. Para una amplitud del 20% se



Error! Reference source not found. 45

obtuvieron particulas de tamaros de 99,3 +/- 5,1 con un indice de polidispersidad de 0,28
+/- 0,04; y para un porcentaje de amplitud del 60% se hallaron particulas de 114,8 +/- 20,5
con un indice de polidispersidad de 0,2 +/- 0,004. Ya que el indice de polidispersidad fue
menor para una amplitud del 60% y los tamafos de particula siguen siendo bajos (por
debajo de 150 nm) y si se tiene en cuenta la desviacion estandar son similares, se elige la
amplitud del 60 % como el valor que representa la mejor condicién para la amplitud

entregada por el ultrasonido.

Finalmente se determind la eficiencia de encapsulado, el potencial zeta y la carga
especifica a las particulas obtenidas con una relacion O/A de 1 a 5, 60 s como tiempo de
ultrasonido y un porcentaje de amplitud del 60%. Como resultados se obtuvieron
nanoparticulas de 82,25 nm con un indice de polidispersidad de 0,2 que encapsularon NAC
en un porcentaje de 0,04% y una carga especifica de 0,06% y un potencial zeta de -6,07
mV.

2.1.3 Discusion

Con una significacia del 5%, las tres variables observadas, afectan el tamano de particula;
mientras que el indice de polidispersidad solo se ve afectado por el porcentaje de amplitud
del ultrasonido. Lo que sugiere que esta ultima influye en la generacion de particulas

monodispersas.

Los resultados para el porcentaje de amplitud que se muestran en la Figura 2-1, se observa
que para una amplitud del 10% se obtienen los mayores valores tanto para tamafio de
particula como indice de polidispersidad. Aunque para una amplitud de 40% se
incrementaron un poco comparados con los valores encontrados para porcentajes del 20
y 60 %; este incremento se puede explicar si se tiene en cuenta que el valor del indice de
polidispersidad es alto, lo que indica que existen particulas de tamafios diversos y por esto
el equipo muestra los picos en los valores donde se encuentra la mayor cantidad, tal como
se observa en la Figura 2-4 A, donde se observan dos picos de intensidad diferente, uno
para particulas de 430 nm y el otro para 4315 nm. Vale la pena aclarar que el valor que se
tuvo en cuenta para realizar el presente analisis fue el que reportd mayor porcentaje de
intensidad, ya que para los ensayos con porcentajes de 10 y 40% se encontraron presencia

de microparticulas en porcentajes inferiores al 7%. Teniendo en cuenta que el punto
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obtenido para una amplitud del 40% puede tener implicito algun error, y al observar los
restantes se puede afirmar que a medida que se incrementa el porcentaje de amplitud se
obtienen tamafios de particula e indices de polidispersidad bajos. Una posible explicacion
surge al analizar la manera como el ultrasonido forma la emulsién. Ya que al ser sumergido
la punta del sonicador dentro del liquido éste empieza a vibrar y esto genera cavitacion,
provocando burbujas que colapsan de manera violenta y liberan gran cantidad de energia
que hace que la fase organica se disgregue en gotas microscopicas que al hacer contacto
con el liquido permiten que parte del solvente migre al agua y genere la formacion del
coloide que posteriormente al ser evaporado el resto del solvente da lugar a las particulas.
Si la amplitud se incrementa, también lo hace la energia que se libera al liquido, de tal

manera que se generan microgotas de tamafios menores.
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Figura 2-4 Resultados reportados por el equipo Zetasizer ZS para el tamafio de particula
con las siguientes condiciones: A ultrasonido empleando una amplitud de 10% durante
30 segundos con una relacion O/A de 1 a 10. B ultrasonido empleando una amplitud de
40% durante 60 segundos con una relacién O/A de 1 a 10.

El tiempo de ultrasonido afecta al tamafo de particula, como se puede ver en la Figura 2-
2, ya que al incrementarse el tiempo de sonicacién, el tamafo de particula disminuye,
aunque a partir de los 60 s, la variacion es mucho menor. Es probable que cuando el tiempo
de sonicacion es superior a un minuto la cantidad de energia que se libera al sistema, no
puede disgregar de la misma forma en la fase organica, generando que no exista una
diferencia apreciable en los tamanos de particula e indice de polidispersidad. Estos
resultados contrastan con los de Song y colaboradores quienes realizaron ensayos con

tiempos mas cortos, y encuentran que a partir de 30 s no hay disminucion en el tamafio de
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particula, aunque ellos emplean como solvente una mezcla de acetona - diclorometano y
esto podria explicar que el tiempo puede variar con el tipo de solvente empleado [124],
[147], [151].

En cuanto a la relacién entre las fases organica y acuosa, de acuerdo con la Figura 2-3, el
valor que mas favorece un tamafo de particula bajo es la relacion O/A de 1 a 5, ya que
aunque la polidispersidad es de 0,25 es importante anotar que el tiempo de ultrasonido
que se empled para realizar estos experimentos fue de 30 s; de acuerdo con los resultados
obtenidos, este tiempo es insuficiente para obtener particulas monodispersas y de
tamafos pequefios. Song y colaboradores, encontraron que también en esta relaciéon O/A
de 1 a 5, correspondia al menor tamafio de particula en sus ensayos [124], [151].
Relaciones mayores (1 a 10) muestran tamafos de particulas superiores con una
polidispersidad alta, resultados similares fueron reportados por Budhian y colaboradores
[152]. Esto se podria explicar si se tiene en cuenta que la viscosidad del sistema cambia
de acuerdo a la relacion entre la fase organica y acuosa. La viscosidad del acetato de etilo
es de 0,41 cp (25 °C) y la del agua es de 1 cp (25 °C). Al encontrarse en mayor proporcion
el agua, la viscosidad tenderia a subir y como la energia entregada por parte del
ultrasonido es la misma, da como resultado que exista una disgregacion de manera no
uniforme, que se ve reflejada en particulas de diversidad de tamafios, incrementando el

valor del indice de polidispersidad y obteniéndose particulas de tamarios superiores.

Adicionalmente, los resultados de las pruebas empleando los mejores valores de las
variables estudiadas (amplitud del 60%, relacion O/A de 1 a 5 y tiempo de ultrasonido de
60 s), mostraron que las particulas podian atrapar NAC. Aunque la eficiencia de
encapsulado y la carga especifica son muy bajas (0,03% y 0,04% respectivamente) valores
similares han sido reportados para el atrapamiento de compuestos activos de caracter
hidrofilo [130], [153], [154]; principalmente debido a que la NAC tiende a migrar hacia el
agua, lo que hace que la eficiencia sea baja. En estudios posteriores se podrian examinar
estrategias como cambiar el pH o saturar la fase acuosa con el fin de incrementar dicha
eficiencia. Finalmente, el valor del potencial zeta mostré que las particulas poseen carga

negativa, aunque su valor es bajo no se presenté agregacion.
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2.1.4 Conclusiones:

La relacion entre la fase organica y acuosa (relacion O/A) de 1 a 5 fue la que generé
particulas de menor tamafo y polidispersidad. En cuanto al porcentaje de amplitud
empleado, se encontré que a mayor valor menor tamafo de particula y polidispersidad. El
tiempo minimo para obtener particulas de tamanos pequenos fue de 1 minuto. Para las
mejores condiciones se obtuvieron particulas de PLGA de tamafios menores a 300 nm lo
que valida el método de emulsién y evaporacién para la obtencion de nanoparticulas o

particulas submicronicas de PLGA.

En cuanto a las caracteristicas de las nanoparticulas obtenidas, se encontré que pueden
atrapar NAC con una eficiencia y carga especifica de 0,03%, y 0,04 respectivamente; con

un potencial zeta de -6,07 mV.

2.2 Nanoprecipitacion

Este método consiste en disolver el compuesto activo (NAC) y polimero (PLGA) en un
mismo solvente; dicha solucién se pone en contacto con otro solvente (denominado no
solvente) en el cual el polimero sea insoluble, pero que sea completamente miscible con
el solvente, de tal manera que el solvente migre hacia el no solvente, provocando la
precipitacion del polimero en forma de nanoparticulas en las cuales queda atrapado parte
del compuesto activo [123]. Al igual que en el método de emulsion simple, la cantidad de
compuesto activo que se puede atrapar se ve limitada tanto por la cantidad que se puede
solubilizar en el solvente a emplear, como por la afinidad del compuesto activo por el no
solvente, pues si ésta es alta, el compuesto activo puede migrar hacia el no solvente,
disminuyendo la cantidad que se atrapa dentro de las nanoparticulas [143]. Aunque esta
metodologia se emplea principalmente para compuestos activos liposolubles, también se

encuentran casos exitosos, para atrapar compuestos hidroéfilos [135].

2.2.1 Materiales y métodos
Materiales: PLGA 50/50 Resomer RG 502 (peso molecular 7 — 17 kDa), N-acetilcisteina

marca Sigma Aldrich, Pluronic F127 marca Bioreagent, agua destilada y desionizada,

acetona grado analitico marca Merck.
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Producciéon de nanoparticulas o particulas submicrénicas: la fase organica estaba
compuesta por acetona como solvente, PLGA (10 mg/mL) y NAC (1mg/mL). Se dejoé un
tiempo de disolucion de minimo 2 horas a temperatura ambiente. El no solvente se formo
con agua y Pluronic® F127 1% p/v como tensoactivo. A continuacion, se formé la
suspension de particulas adicionando lentamente la fase organica a la acuosa mientras se

realizaba agitacion con un magneto durante 10 minutos.

Para realizar una exploracién rapida de la técnica y de algunas variables importantes en la
misma, se empleé un disefio experimental al azar univariante mutinivel, donde se

establecieron como factores:

o Tiempo de duracion de la agitacién: 10, 30 y 60 minutos. Dichos tiempos se
establecieron de acuerdo a metodologias encontradas en la literatura. [155]-[159].

¢ Flujo de adicion del solvente a la fase acuosa: se han reportado valores entre 0,15
y 10,6 mL/min, aunque algunos autores reportan que la adicion se hace gota a gota
[160]-[167] se emplearon valores dentro de este rango como 0,8, 1,2 y 6 mL/min.

o Velocidad de agitacion del magneto: este dato no siempre es reportado en la
literatura, algunas veces solo se dice que la agitacién es suave [134], [163], [168].
Sin embargo también hay autores que reportan valores de agitacion entre 375 hasta
1800 rpm [160], [161], [164], [169]. Por lo tanto se trabajaran valores dentro de este
intervalo: 430, 870 y 1300 rpm.

e Uso de surfactantes: se evalud si era necesario el uso de un tensoactivo como el
Pluronic ®F 127, haciendo pruebas con y sin este. Se eligié este surfactante por ser
ampliamente recomendado para sistemas de liberacién [170].

e Separacion del solvente por evaporacién o no: la acetona es un solvente altamente
volatil, se encontraron reportes donde la retiran una vez realizada la
nanoprecipitacion [156], [162], pero también existen reportes donde no se retira el
solvente [144], [171]. Por esto se decidi6é estudiar la relevancia de este paso. Para
ver el efecto de la evaporacion sobre el tamafo de particula se realizé un ensayo
en el cual después de haber formado las nanoparticulas o particulas submicrénicas
se evapora la acetona sometiendo la muestra a presion reducida (13,7 kPa) durante
30 minutos a temperatura ambiente (=22°C). Como control se realizd el mismo

procedimiento omitiendo la evaporacion.
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Como variable respuesta se establecio el tamafio de particula y el indice de
polidispersidad. Una vez establecidos los niveles de las variables observadas que
permitieron obtener particulas de menor tamafio, se realizé un ensayo final al cual se le
determind el tamafo de particula, el indice de polidispersidad, la eficiencia de
encapsulacion (%) de NAC, la carga especifica y el potencial zeta Estos ensayos se
realizaron solo en la parte final, ya que el objetivo de este trabajo fue determinar un
protocolo para obtener particulas de PLGA de tamafos inferiores a 250 nm y que puedan
atrapar NAC.

Determinacion de NAC: Se realiz6 de acuerdo con la metodologia del numeral 2.1.1.3.

Determinacion del tamafio de particula, indice de polidispersidad y potencial zeta: Se

realizé de acuerdo con la metodologia del numeral 2.1.1.4.

Analisis estadistico: Las pruebas fueron realizadas por duplicado. La desviacién estandar
aparece en medio de las barras en las figuras. Los datos fueron analizados empleando
analisis de varianza en una via y la comparacion entre medias fue evaluada por medio de

la prueba de diferencia media significativa (DLS) con un nivel de significancia de 0,05.

2.2.2 Resultados y discusién

Tiempo de agitacion: Como se puede ver en la Figura 2-5 existe una pequefa variacion
tanto en el tamafio de particula, como en el indice de polidisersidad cuando se incrementa
el tiempo de agitacion, de tal manera que se obtuvo un valor inferior a 200 nm para un
tiempo de agitacion de 60 minutos. Sin embargo, el analisis estadistico de los datos (p <
0,05) muestra que ninguna de las dos variables se ve afectada por el tiempo de agitacion.
Ya que las diferencias entre los valores obtenidos son muy bajas. Estos resultados son
corroborados por otras investigaciones [161]. Esto sugiere que el mecanismo de formacion
de las particulas es muy rapido de tal manera que cuando entran en contacto el solvente
con el no solvente se da la difusiéon de manera casi instantanea, dando lugar a la formacion
de las particulas. Por lo tanto se decide establecer como tiempo de agitacion el valor de
10 minutos. Ya que tiempos menores reducirian los tiempos de produccién de las

particulas, minimizando costos y reduciendo el tiempo de contacto de la NAC con el agua.
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Los valores ensayados para el tiempo de agitacion se establecieron de acuerdo a
protocolos reportados en la literatura para la fabricacion de nanoparticulas de PLGA. Los
resultados muestran que no hay influencia del tiempo de agitacién sobre el tamafio de
particula, lo que significa que una vez se pone en contacto el solvente con el no solvente
o fase acuosa, se da la migracion del solvente a la misma de una manera espontanea
formando las particulas de manera casi instantanea y por esto no es posible ver una
variacion en el tamafio de la misma cuando se deja agitando por mas de 10 minutos. Este
tiempo ha sido reportado por varios autores [156], [158], [159]. Aunque también hay

referencia que indican tiempos superiores[144], [155], [172].
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Figura 2-5 Efecto de la variacion del tiempo de agitacion sobre el tamafno de particula
(Tp) indice de polidispersidad (PDI) empleando acetona como solvente, Pluronic® F127
como tensoactivo, con una realcion O/A de 1/10 y un flujo de adicion del solvente de 1,5
mL/min.
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Flujo de adicién del solvente a la fase acuosa: La Figura 2-6 muestra que la adicién del
solvente a la fase acuosa no tiene efecto sobre el tamano de particula mientras que se
observa un ligero incremento en el indice de polidispersidad. Aunque al realizar un analisis
estadistico a los datos se encontr6 que ninguna de las dos variables tiene efecto
significativo (p<0,05). Esto indicaria que sin importar la velocidad a la que se adicione el
solvente, esto no altera el mecanismo de formacion de las mismas, ya que se daria por la
migracion del solvente hacia el no solvente de una manera casi instantanea, formando las
particulas. El efecto de la velocidad de adicion del solvente al no solvente no es importante
en las condiciones empleadas (empleando acetona como solvente y agua con Pluronic®
F127 como no solvente). Como se busca estandarizar la técnica se usara un flujo de 1,5
mL/min que corresponde a un goteo moderado, empleando una jeringa para impulsar el
fluido.

Al contrastar los resultados obtenidos con valores reportados en la literatura, se encontro
que Mora y colaboradores llegan a resultados similares [161]. Otros investigadores no
siempre reportan dicha variables en muchos de los protocolos revisados; casi siempre se
dice que la fase organica se adiciona goteando [160]-[167]; solo algunas referencias
reportan valores como: 0,5 mL/min [169], 2 mL/min [162], [173], 10 mL/min [160].
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Figura 2-6 Efecto del flujo de adicién de solvente a la fase acuosa sobre el tamafio de
particula (Tp) y el indice de polidispersidad (PDI) empleando acetona como solvente,
Pluronic® F127 como tensoactivo, con una relacion O/A de 1/10, agitando durante 10
minutos.

Velocidad de agitacion: como se observa en la Figura 2-7 el tamafio de particula no se ve
alterado por la velocidad a la cual se realice la agitacion entre los valores empleados,
aunque el indice de polidispersidad disminuye ligeramente al emplear la mayor agitacion.
Por lo tanto se establecera una agitacion baja (430 rpm), ya que esta consumiria menos

energia, minimizando costos y dafio a los reactivos al ser sometidos a altos esfuerzos.

Mora y colaboradores, realizan ensayos empleando dos velocidades de agitacion (375 y
500 rpm) y para la relacion O/A que se empled en el presente trabajo encuentran que el
tamano de particula disminuye ligeramente (=10%) con 500 rpm. Nuestros resultados
muestran una variacion de casi 6%. Otros autores reportan velocidades de agitacion de
400 rpm [162] 500 rpm [160], [174], 800 rpm [164] y 1800 rpm [169].
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Figura 2-7 Efecto de la velocidad de agitacion sobre el tamano de particula (Tp), indice
de polidispersidad (PDI) empleando acetona como solvente, Pluronic® F127 como
tensoactivo, con una realcion O/A de 1/10 y un flujo de adicion del solvente de 1,5
mL/min agitando durante 10 minutos.

Surfactantes en la fase acuosa. Los surfactantes son requeridos para estabilizar a las
particulas y evitar que estas se agreguen. Estos le dan carga a la superficie del material
para evitar que se agreguen y precipiten. Aunque existen gran cantidad de surfactantes,
se selecciono el Pluronic ®F127, ya que es un material citocompatible, que no dafa las
células y puede llegar a incrementar el tiempo de circulacion de particulas en el torrente
sanguineo [137], [170], [175]-[177]. Se realizaron pruebas evaluando el cambio en el
tamano de particula con la presencia del surfactante y sin este. Los resultados se observan
en la Tabla 2-1, donde estadisticamente no hay variacién en el tamafio de particula, pero

si se encontré presencia de microparticulas en las muestras que no tenian tensoactivo.
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Por lo tanto se decide emplear Pluronic ®F127 al 1% (P/V); la concentracion que se va a

emplear esta por encima de la concentracion micelar critica (0.26 %P/V) [175]

Tabla 2-1 Efecto del uso de Pluronic ®F 127 sobre el tamafo de particula (Tp) e indice de
polidispersidad (PDI) empleando acetona como solvente, con una realcion O/A de 1/10y
un flujo de adicién del solvente de 1,5 mL/min agitando durante 10 minutos.

Tp (nm) PDI
Pluronic ® F127 208,5 +/- 13,3 0,12 +/- 0,02
Sin 201,4 +/- 30,8* 0,18 +/- 0,04

*Presencia de microparticulas de 5000 nm

Evaporacion del solvente. Los resultados muestran que no existe una diferencia estadistica
significativa (p< 0,05) en el tamano de particula al comparar la muestra evaporada con la
que no. Esto probablemente porque la relacion entre el volumen de agua y acetona era de
10 a 1, lo que permitia a la acetona difundirse completamente en el agua y abandonar el
interior del polimero. Por lo tanto para proximos ensayos no se realizara el retiro del
solvente por evaporacién. Una vez formadas las particulas estas fueron separadas por

centrifugacion.
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Tabla 2-2 Efecto de la evaporacion en el tamafo de particula e indice de polidispersidad
(PDI) empleando acetona como solvente, con una realcion O/A de 1/10 y un flujo de
adicion del solvente de 1,5 mL/min agitando durante 10 minutos.

Tp (nm) PDI
Evaporacion 189.5 +/- 22.5 0.162 +/- 0.084
Sin evaporar 202.8 +/-17.7 0.133 +/- 0.1

Una vez determinadas las mejores condiciones para obtener particulas de tamafios
inferiores a 250 nm, se procedié a realizar el ensayo con las mejores condiciones
encontradas: flujo lento (1,5 mL/min), 10 minutos de agitacion lenta (430 rpm) y adicion de
Pluronic® F127 como tensoactivo. No se evaporé el solvente. Los resultados muestran un
tamano de particula de 210 +/- 9 nm y una eficiencia de atrapamiento de 0,97 £ 0,2% vy la
carga especifica de 0,15 + 0,05%. Aunque el tamafio de particula se encuentra dentro del
tamano que se desea (inferior a 250 nm) la cantidad de NAC que se atrapa es baja, por lo

tanto se requiere mejorar este ultimo.

2.2.3 Conclusiones:

Se estudiaron variables como el tiempo y velocidad de agitacion, el flujo de adicion de la
fase organica a la acuosa, la presencia de tensoactivos y la separacion por evaporacion
del solvente; como resultado se obtuvo que a excepcidén de la presencia tensoactivos, las
otras no afectaban significativamente el tamafio de particula. Lo que sugiere que el
mecanismo de formacion de las particulas por nanoprecipitacion no se ve afectado

significativamente por las variables antes mencionadas.

2.3 Comparacion entre los métodos de emulsion simple,
doble y nanoprecipitacion

Una vez estandarizadas las condiciones de operacidn para las metodologias de emulsion
simple y nanoprecipitacion, se procedié a realizar modificaciones a algunos de los
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materiales empleados en las mismas con el fin de incrementar la cantidad de NAC
atrapada por las particulas. Dado que el método de doble emulsién ha sido empleado para
el atrapamiento de moléculas hidréfilas, se implementé un protocolo reportado en la
literatura [178] y se cambio6 el tipo de solvente con el fin de comparar el atrapamiento de
NAC y con base en los resultados obtenido seleccionar una metodologia para aplicar
diferentes estrategias con el fin de aumentar el atrapamiento de NAC en las particulas

obtenidas.

2.3.1 Materiales y Métodos

Materiales

PLGA 50/50 Resomer RG 502 (masa molar 7 — 17 kDa) terminado en éster, Pluronic F-
127® Bioreagent, 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) y N-acetil-cisteina, fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich, Acetato de etilo R.A. marca Panreac; Acetona R.A., Acetato de metilo, y
Diclorometano (DCM) marca Merck, FeCls-6 H.O marca (Panreac) y HCI.

Produccién de nanoparticulas o particulas submicronicas

Emulsion simple y evaporacién: Se uso la metodologia con las mejores condiciones
encontradas en el numeral 2.2. A continuacion se explica brevemente: la fase organica
estaba compuesta por 0,5 mL de acetato de etilo o metilo como solvente, PLGA (10 mg/mL)
y NAC (2 mg/mL). Se dejo un tiempo de disolucion de minimo 2 horas a temperatura
ambiente y con agitaciéon manual esporadica. El no solvente o fase acuosa se formé con
2,5 mL de agua y Pluronic® F127 1% p/v como tensoactivo. A continuacion se formé la
emulsion adicionando lentamente la fase organica a la acuosa mientras se realizaba
ultrasonido durante 1 min 60% amplitud (Branson digital sonifier 450). Finalizado el tiempo
del ultrasonido, se evapord el solvente a presion reducida (13,7 kPa). Se realizaron
ensayos cambiando el solvente (acetato de etilo y metilo) y enriqueciendo el no solvente
con propilenglicol (1:1); es decir el no solvente se conformo por una mezcla de 1,25 mL de
agua y 1,25 mL de propilenglicol. Se eligieron los acetatos de etilo y metilo como solventes
ya que ambos pueden disolver ala NAC (anexo A), son clase 3 de acuerdo a la clasificacion
de la ICH (International Conference on Harmonisation) [179], es decir son solventes con
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una baja toxicidad. Adicionalmente tienen temperaturas de ebullicion de 77 °C (acetato de
etilo) y 56,9 °C (acetato de metilo), que estan por debajo de los valores del agua, de manera
que se pueden separar por evaporacion. Se eligio el propilenglicol para que al combinarse
con el agua se incrementara la viscosidad del no solvente y asi disminuir la difusion de la

NAC hacia el no solvente.

Doble emulsion: se empled la metodologia desarrollada por Tewes y colaboradores [178].
Se formo la primera emulsién mezclando 200 pyL de una solucion de agua y NAC (80
mg/mL) con 2 mL de una solucion de PLGA (10 mg/mL) disuelto en diclorometano o acetato
de etilo empleando ultrasonido durante 1 min 60% amplitud (Branson digital sonifier 450).
El producto de la primera emulsion se mezclé con 4 mL de agua con Pluronic ®F127 (1%
p/v) por medio de ultrasonido en las mismas condiciones de la primera emulsién. A
continuacion el solvente se retira por evaporacion a presion reducida (74,5 kPa) en el caso
del acetato de etilo y con un rotavaporador para el caso del diclorometano. Este ultimo se
emplea ya que tiene una temperatura de ebullicion baja (40°C) lo que hace que se pueda

separar facilmente por evaporacion.

Nanoprecipitacion: se disolvieron 10 mg de PLGA y 2 mg de NAC en 1 mL de acetona. Se
dejoé un tiempo de disolucién de minimo 2 horas a temperatura ambiente (~22°C). A
continuacién dicha solucion se adicioné gota a gota (1,5 mL/min) a 10 mL de una solucién
acuosa de Pluronic® F-127 (1% p/v) agitada magnéticamente (430 rpm); la suspension
resultante se mantuvo en agitacion durante 10 minutos. Se realizaron ensayos

enriqueciendo el agua con propilenglicol (50/50 v/v).

Todas las pruebas se realizaron al menos por duplicado. Una vez se producen las

particulas se evalua el tamafo de particula y la cantidad de NAC atrapada.
Determinacion de NAC: Se realiz6é de acuerdo con la metodologia del numeral 2.1.1.3.

Determinacion del tamafio de particula, indice de polidispersidad y potencial zeta: Se

realizé de acuerdo con la metodologia del numeral 2.1.1.4.
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2.3.2 Resultados y discusién

Emulsién simple y evaporacioén

Los resultados (Tabla 2-3) muestran que cuando se emplea agua como no-solvente, los
tamanos de particula son mas pequefios que cuando se usa agua + propilenglicol, aunque
existe una diferencia marcada entre los dos solventes empleados; ésta se atribuye a la
miscibilidad parcial del agua en los solventes; que permite que en el momento de formar
la emulsion una cierta cantidad de moléculas de agua se difundan hacia el interior de las
pequenas gotas de solucién de acetato y PLGA. En el momento de evaporar el solvente,
algunas de estas moléculas de agua permanecen al interior de la particula, causando un
incremento del tamafio de la misma debido a la repulsion entre el agua y el polimero
hidrofobico. Como el agua es mas soluble en el acetato de metilo (8,8% p/p) que en el de
etilo (3,3 % p/p), es de esperar que mas agua esté presente en las particulas y por ello el
tamano de particula es mayor en el acetato de metilo. EI mismo efecto se observa cuando
se enriquece el agua con propilenglicol (817 vs 745 nm), aunque el tamafio de particula
para este no-solvente es muchisimo mayor que para agua como no-sovente. Este ultimo
efecto se atribuye al incremento en la viscosidad de la fase continua por la presencia del
propilenglicol (u= 48,6 cp), lo que generaria mayor resistencia para que la fase organica
sea dispersada en la acuosa, incrementado tanto el tamafio promedio de las gotas como
la polidispersidad de las mismas. Resulta interesante notar que la polidispersidad del
tamarfio de particula para el acetato de metilo es en cada caso mayor que para el acetato
de etilo; tal polidispersidad es el resultado de la presencia de un pequeio grupo de
particulas con diametros superiores al promedio, probablemente causadas por una
agregacion de particulas de menor diametro. La mayor agregacion con acetato de metilo
puede deberse a algun efecto de la tension interfacial entre el acetato de metilo, el agua,
el PLGA vy el tensoactivo (Pluronic F127) que no fue investigado con mayor profundidad,

pero que se ve exacerbado por la presencia del propilenglicol.

La eficiencia de atrapamiento de NAC es 13 veces mayor en acetato de metilo que en
acetato de etilo cuando la fase acuosa es agua. Cuando se agrega el propilénglicol, la
tendencia se invierte, atrapandose mas NAC en las particulas fabricadas con acetato de

etilo. La razén de este comportamiento no es clara. Si, como se propuso anteriormente,
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hay mas agua al interior de la particula con acetato de metilo, podria verse favorecida la
migracion de la NAC (soluble en agua) hacia el medio externo durante el proceso de
fabricacién de la emulsion, de la evaporacion y de la centrifugacion; sin embargo, el
mecanismo debe ser mucho mas complejo puesto que la difusion de NAC hacia el no
solvente es mas rapida en particulas pequenas. El mismo comportamiento se observa para

la carga especifica de NAC.

Tabla 2-3 Método de emulsién simple y evaporacion con diferentes solventes para la fase
organica y enriqueciendo la fase acuosa con propilenglicol.

Solvente
Carga
(Fase Eficiencia  especifica
Fase acuosa organica) Tp (nm) PDI (%P/P) (%P/P)
A. etilo 72,3 + 3,1 0,13+0,01 0,03+0,01 0,04 +0,02

Agua (u=1,13 cP)
A. metilo 180,5+2,2 0,48+0,01 0,41+027 0,4+0,1

. . A. etilo 744,6 £ 144,2 0,16 £ 0,05 35+£18 0,82+0,42
Agua+Propilenglicol

(1= 6,12 ¢cP) A.metlo  817,9+1189 029%04 137%0,19 0,31%0,04

En cualquiera de los casos, la cantidad de NAC atrapada (carga especifica) por el método
de emulsidon es extremadamente pequena, lo que motivd la busqueda de métodos

alternativos para aumentar dicho atrapamiento.

Doble emulsion

Se realizaron dos ensayos cambiando la naturaleza del solvente; se empled acetato de
etilo, solvente parcialmente miscible con el agua, y diclorometano (DCM) que es
practicamente insoluble en el agua (1,6 % p/p). Los resultados (Tabla 2-4) muestran que
al emplear acetato de etilo se obtienen particulas de menor tamafio, con muy pequefia
dispersion y que atrapan NAC en mayor proporcion (~ 10 veces) que cuando se usa la
misma fase acuosa y el mismo solvente en el método de emulsién simple. Los resultados

encontrados con el diclorometano muestran particulas cuyo tamafio promedio estaria por
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encima del tamafo deseado y con una elevada polidispersion. Para disminuir tanto el
tamafo como la polidispersidad, se podria trabajar en modificar la relacidon volumétrica
entre la primera y segunda emulsion (probablemente aumentando la cantidad de agua
adicionada en la segunda emulsion) y en evaluar el efecto de la adicion de un surfactante
a la primera emulsion con el fin de mejorar su estabilidad y, como consecuencia,

incrementar el la eficiencia de retencion de NAC.

El atrapamiento de NAC cuando se emplea DCM es muy bajo comparado con los valores
encontrados para el acetato de etilo, a pesar de que se obtuvieron particulas de mayor
tamano. Este podria ser un indicio de que las particulas submicrénicas formadas podrian
ser altamente porosas y por lo tanto la NAC migraria facilmente hacia la fase acuosa

cuando se realiza la segunda emulsion.

Tabla 2-4 Método de doble emulsion empleando diferentes solventes

Eficiencia Carga especifica
Solvente Tp (nm) PDI (%P/P) (%P/P)

A. Etilo 772+-22 0,13+4/-0,01 0,4 +/-0,1 0,31 +/- 0,10

DCM 275,7 +/-19,2 0,36 +/-0,08 0,09 +/- 0,02 0,07 +/- 0,01

Nanoprecipitaciéon

Aunque este método tradicionalmente se ha empleado para atrapar moléculas hidréfobas
[180]-[183], se decidi6é implementarlo ya que la acetona puede solubilizar a la NAC. Se
realizaron pruebas variando la fase acuosa comparando los tratamientos cuando se
adiciona agua y una soluciéon de agua y propilenglicol (1:1), tal como se realizé con el
método de emulsion simple y evaporacion. Los resultados, presentados en la Tabla 2-5,
muestran que al enriquecer la fase acuosa con propilenglicol la polidispersidad disminuye
ligeramente, mientras que el tamano de particula se incrementa levemente (10%). Sin
embargo, analisis estadisticos (p<0,05) muestran que el indicie de polidispersidad no
cambia. Esto es probablemente debido a que el mecanismo de formacién de las
nanoparticulas se da por migracion del solvente de la fase organica hacia la acuosa (en la

cual es soluble), lo que ocasiona que el polimero se torne insoluble; al enriquecer el agua
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con propilenglicol, que también es un solvente polar y completamente miscible con la
acetona, el mecanismo de formacion no se ve alterado, presentandose resultados
similares. De hecho, la solubilidad de la NAC en agua y en agua con propilenglicol no
cambia apreciablemente (anexo 1). En cuanto a la cantidad de NAC retenida, se observa
un incremento importante con la adicion de propilenglicol; se propone que al aumentarse
la viscosidad del medio, la difusion de la NAC desde la solucién de acetona y polimero
hacia el medio acuoso se ve reducida, por lo que la migracién de NAC desde la solucion

de polimero y solvente es menor y por ello el atrapamiento se incrementa.

Tabla 2-5 Variacion del tamafo de particula y atrapamiento de NAC empleando el
método de nanoprecipitacion, usando acetona como solvente.

Carga especifica

Fase acuosa Tp (nm) PDI Eficiencia (%P/P) (%P/P)
Agua (u=1,13cP) 210+/-9 0,2+0,04 0,97 £ 0,2 0,15+ 0,05
Agua -
propilenglicol 233,3+1,2 0,16+ 0,01 401+0,3 0,46 + 0,03

Aunque el cambio de la fase acuosa permitié un incremento importante del atrapamiento,
los valores obtenidos siguen siendo pequefios para considerarlos como parte de un
tratamiento médico contra la osteoporosis. A manera de ilustracién y con el fin de
determinar la cantidad de particulas necesarias para tener efecto terapéutico en un posible
caso de osteoporosis, si la dosis empleada por Sander y colaboradores en mujeres
posmenopausicas que no tuvo efectividad fue de 2 g/dia [20], y la biodisponibilidad de la
NAC es del 6%, eso quiere decir que en el torrente sanguineo quedarian 120 mg, si se
sube la dosis para que tenga efecto a por ejemplo, 150 mg y se usa una carga especifica
de 0,46 (valor mas alto que se encuentra dentro del tamafo deseado) se requeririan 36,6
g de particulas de PLGA, cantidad que si se quiere suminstrar por via intravenosa es muy
grande y los costos de la misma serian altos. Adicionalmente se tendrian que descomponer

dentro del cuerpo.
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En cuanto a las metodologias examinadas, la tabla 2-5 muestra que el porcentaje de
atrapamiento y la carga especifica de NAC para el método de nanoprecipitaciéon son
similares a los del método de emulsion simple (Tabla 2-3); sin embargo, desde el punto de
vista operativo y energético, la fabricacion de particulas por el método de nanoprecipitacion
es mucho mejor; ya que el uso de ultrasonido genera altos esfuerzos cortantes que pueden
llegar a dafiar al polimero o al compuesto activo y adicionalmente puede llegar a tener altos
costos energéticos no solo asociados a la agitacion si no a la evaporacion del solvente.
Por lo tanto, se elige el método de nanoprecipitacion para explorar otras estrategias para
reducir las pérdidas de NAC mediante una interpretacion juiciosa de los fenémenos de

transporte que suceden durante la formacion de las particulas.

2.3.3 Conclusiones

En esta investigacion se exploraron tres diferentes metodologias para formar
nanoparticulas o particulas submicronicas de PLGA: emulsion simple, doble y
nanoprecipitacion; con las tres metodologias se encontraron particulas que atrapaban NAC
en mayor o menor proporcion. El acetato de etilo, por emulsion simple, mostré ser el
solvente que permitié6 obtener nanoparticulas de menor tamafio (72 nm) pero con
atrapamiento bajo (eficiencia de 0,03% y carga especifica de 0,04%). Al variar la fase
acuosa con polietilenglicol se logré un atrapamiento del 3,5% de la NAC agregada y carga
especifica de 0,8% p/p pero el tamano de las particulas se incrementé por fuera del
intervalo deseado. El método de nanoprecipitacion empleando acetona como solvente y
adicionando propilenglicol a la fase acuosa permite obtener particulas submicrénicas con
los tamanos deseados (~250 nm) y atrapamiento y carga especifica comparables a los de
emulsion simple, con la ventaja de que el consumo energético es minimo y con mayor
facilidad operativa. EI método de doble emulsiéon, a pesar de ser recomendado para
moléculas hidrofilas, mostré pobres resultados en términos de atrapamiento de NAC y

carga especifica..






3.Estrategias para incrementar el
atrapamiento de N-acetilcisteina en
particulas de PLGA, empleando el método
de nanoprecipitacion

En el capitulo anterior se compararon los métodos de emulsion simple, doble y
nanoprecipitacion y se seleccion6 el método de nanoprecipitacién, por ser mas sencillo,
economico, faciimente escalable y proporcionar nanoparticulas por debajo de los 250 nm,
con indice de polidispersidad bajos. A continuacion, se presenta un estudio en el que con
base en fundamentos tedricos se buscd modificar la técnica de nanoprecipitacion para

mejorar la eficiencia de atrapamiento y carga especifica.

El método de nanoprecipitacion fue descrito en el numeral 1.5.2 y la Figura 3-1 se muestra
un breve esquema que lo explica. Como ya se mencioné anteriormente, la desventaja de
este método es que para compuestos hidréfilos se pueden presentar un bajo atrapamiento
ya que el compuesto activo puede migrar junto con el solvente hacia el agua [143]. Varios
investigadores han planteado una serie de modificaciones para incrementar el
atrapamiento de compuestos hidréfilos. La primera de las estrategias planteada ha sido
cambiar el no solvente que normalmente es agua por otro no solvente en el cual sea menos
soluble el compuesto activo; entre los no solventes reportados estan: caprilato y triglicérido
de caprilato [132], aceite de semilla de algoddn [135], [136], metanol, etanol e isopropanol
[134]. Otra estrategia ha sido modificar el compuesto activo para hacerlo mas hidréfobo;
Tewes y colaboradores usan un pH alcalino para hacer a la doxorubicina mas hidréfoba
[178], Govender y colaboradores reportan algo similar para procaina clorhidrato [130],
Peltonen y colaboradores acidifican el pH del cromoglicato de sddio e incrementan la
eficiencia de atrapamiento hasta un 70 % [154]. Song y colaboradores no solo prueban con

el cambio del pH si no que ensayan polimeros de diferentes pesos moleculares, varian la
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relacion entre la fase organica y la acuosa, la concentracion de polimero, surfactante y

compuesto activo[124], [151].

@ NAC
o Solvente

M PLGA

Nanoparticulas
L .

. . ®

Figura 3-1 Produccién de nanoparticulas o particulas submicrénicas de PLGA por el
método de nanoprecipitacion
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Minimizar: Nysz—sis = Dyaes—xs . 9Cnac-ns
dx
Incrementar Saturaciénde |
Peso Molecular CASO BASE la fase acuosa
del PLGA con NAC
Solvente: acetona
NAC+PLGA 7-17 kDa 10 mg/mL

Incrementar No-solvente (NS): e ke
viscosidad del PluronicF-127 1% w/v hidrofobicidad

No solvente | Eficiencia: 0,97 % w/w delaNAC COIFI

Carga especifica: sales de calcio
0,15 mg NAC/100 mg PLGA (0,15 %

Incrementar w/w) Incrementar ||
concentracién Tp:210nm hidrofobicidad
del PLGA en el de la NAC

solvente reduciendo pH

Incrementar la
concentracion de
NAC en el solvente ||

Maximizar: Cygc-s ==

Figura 3-2 Estrategias para incrementar la cantidad de NAC atrapada

En la Figura 3-2 se muestran las estrategias que se implementaron para incrementar el
atrapamiento de NAC. Como se puede ver se parte de la ley de Fick para el transporte del
compuesto activo entre las particulas formadas y el no solvente. Dicha ley dice que el flujo
de transporte difusivo de un compuesto que atraviesa una superficie (Nnacns) es
directamente proporcional al gradiente de concentracién, que para este caso, es la

. . . o , dCNac—
diferencia de concentracién entre el interior de la particula y el no solvente (%). El

coeficiente de proporcionalidad es la difusividad Dyc_ys. Aunque no es objeto de la
presente investigacion el calculo de la difusividad, si es importante conocer las variables
implicadas en la determinacion de la misma. Existen varios modelos para estimarla, la
ecuacion 1 es el modelo desarrollado por Stokes y Einstein:

KT

— Ecuacion 1
eliur

Dnac-ns =
K: es la constante de Boltzmann

T: es la temperatura.
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J: es la viscosidad del no solvente

r: es el radio de la NAC (asumiendo que tiene el tamaino de una esfera)

Como se puede ver la difusividad varia con la temperatura, que para este caso permanecio

constante, ya que todos los ensayos se realizaron a temperatura ambiente y es

inversamente proporcional a la viscosidad del no solvente.

Todas las estrategias que se plantearon se pueden agrupar en dos grandes grupos uno

que busque bajar el valor de la difusividad del compuesto activo hacia el no solvente y el

segundo que disminuya el gradiente de concentracién de NAC entre las particulas

formadas y el no solvente. A continuacion, se explican:

Solvente — no solvente: Con esta estrategia se busca disminuir las pérdidas de NAC
por migracion hacia el agua que es el no solvente mas cominmente empleado. Se
tuvo en cuenta que la NAC fuera practicamente insoluble en los no solventes
seleccionados (anexo A). Para esto se realizaron ensayos con diferentes parejas
(solvente — no solvente) teniendo en cuenta, la miscibilidad entre los dos y que el
valor de las constantes dieléctricas no varie mucho, ya que si la diferencia es alta,
puede existir agregacion en el sistema [134].

Viscosidad del no solvente: la difusividad se ve afectada por la viscosidad del no
solvente, se incremento la viscosidad de este para disminuir la difusividad de la
NAC hacia el no solvente. Para esto se formé una solucién de propilenglicol — agua
(1:1 v/v). El propilenglicol es un solvente en el que no es soluble la NAC y tiene una
viscosidad alta (48,6 cP). Con esta mezcla de solventes se buscé no solo
incrementar la viscosidad del no solvente, también alterar la solubilidad del
compuesto activo en el no solvente.

Concentracion de PLGA: diferentes investigaciones han reportado que el
incremento de la concentraciéon del polimero en el solvente, aumenta la cantidad
de compuesto activo atrapado y el tamafio de particula [152], [161], [184]. Aunque
no es claro el mecanismo, se podria suponer que al existir mayor cantidad de
polimero, se incrementa la viscosidad de la solucion de polimero - solvente, por lo
tanto puede existir mayor dificultad para que el solvente migre hacia el no solvente,
incrementandose el tamano de particula, la densidad de la misma y generandose

poros mas pequefios de manera que el transporte desde el interior hacia el exterior
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seria mas complejo, lo que traeria como consecuencia una disminucion en la
difusividad del compuesto activo y un incremento en la cantidad atrapada.

e Peso molecular de polimero: se ha encontrado que esta variable puede afectar
tanto la eficiencia de atrapamiento del compuesto activo como la velocidad de
liberacion del mismo [137], [152]. Mittal y colaboradores reportan que la velocidad
de liberacién del compuesto activo disminuye a medida que se incrementa el peso
molecular del polimero [182]. Las razones por las que se da pueden ser similares
a las explicadas para el incremento de la concentracién, ya que cuando se
incrementa el peso molecular, también lo hace la viscosidad.

e pH de la fase acuosa: Existen antecedentes [124], [130], [151], [154], [178], [185]
que muestran que al cambiar el pH de algunos principios activos, éstos se pueden
volver mas hidrofobos. La NAC se protona, dependiendo del pH en el cual se
encuentre (Figura 3-3); se ha reportado que la forma mas hidréfoba se encuentra a
pH inferiores a 3,3 [186]. De acuerdo con esto se realizaron pruebas variando el pH
de la fase acuosa empleando los valores de 2,4 y 7,2. De acuerdo con esto, se
espera que a pH de 2,4 se atrape mayor cantidad que a pH 7,2. No se realizan

pruebas a pH alcalino, ya que el compuesto es inestable a dichos valores [187].
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Figura 3-3 Distribucién de las diferentes formas protonadas de la N acetilcisteina, (NAC?Z,
NACH-, y NACH>) como funcién del pH [186]

Formacion de sales de NAC con calcio: Se ha reportado que la neutralizacion de la
NAC con hidréxido de calcio, hace la molécula mas hidréfoba [119]. De esta manera
se disminuye la afinidad del compuesto por el agua.

Relacion entre la fase organica y acuosa (O/A): el no solvente mas usado es el
agua. Se quiere investigar si la cantidad de agua presente en la fase acuosa puede
influenciar tanto el tamafo de particula como el atrapamiento, pues si la relacién es
alta (1/10) el gradiente de concentracion de NAC entre el interior de las particulas
y el exterior (no solvente) se hace mayor y por lo tanto se incrementa la migracion
de NAC.

Solvente o fase organica: el método de nanoprecipitacién requiere que la NAC sea

soluble en el mismo solvente que el polimero. La cantidad disponible de NAC para

14
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el atrapamiento en las particulas, se ve limitada por su solubilidad en solvente. Por
ello, se decidi6 realizar pruebas con dos solventes y una mezcla (1:1 v/v) de los
dos: acetona y DMSO ya que este ultimo puede solubilizar a la NAC en
proporciones aun mayores que el agua (100 mg/mL).

e Concentracion de NAC en la fase organica: se emplearon diferentes
concentraciones de NAC de acuerdo con la capacidad del solvente para
solubilizarla. Se emplearon como solventes acetona y DMSO.

e Adicion de NAC al solvente y al no solvente: ya que parte de la NAC puede migrar
a la fase acuosa, se propone enriquecer la fase acuosa con NAC con el fin de
disminuir el gradiente de concentracion y asi incrementar la cantidad de NAC que

se atrapa al interior de las particulas.

3.1 Materiales y Métodos

Materiales

Fabricacién de particulas: PLGA 50/50 Resomer RG 502 (masa molar 7 — 17 kDa) RG 504
(masa molar 38-54 kDa) y RG 505 (masa molar 54-69 kDa) terminados en éster marca
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Tensoactivos: Stepan-Mild L3 ®, Bio-Soft N1-7® y Makon NF-5 ® fueron adquiridos de
Stepan (Stepan Company, Northfield, Illinois, USA) y Pluronic F-127® Bioreagent fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Solventes: Dimetilsulféxido R.A. (DMSO) y Acetato de etilo R.A. marca Panreac (Panreac
Applichem, Barcelona, Espafia); Acetona y Acetato de metilo R.A. marca Merck (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany)

No-solventes: Agua tipo Il, n-butanol, 2-butanol, n-heptano, acetato de amilo, propilenglicol
USP (Dow), Neobee® 1053 de Stepan (Stepan Company, Northfield, lllinois, USA).

Manejo y cuantificacion de N-Acetil-cisteina: 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), FeCls'6 H.O
marca (Merck ) y marca Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA), Diclorometano R.A. marca
(Merck). Buffer acetato, HCI (J Beacker)
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Produccion de nanoparticulas o particulas submicronicas

La formacién de particulas se realizé empleando el método de nanoprecipitacion usando
acetona como solvente y agua como no solvente. Se disolvio 10 mg de PLGA y 2 mg de
NAC en 1 mL de acetona en un vial de vidrio, el cual se cerré inmediatamente después de
agregar los reactivos. El vial se dejo un tiempo de disolucion de minimo 2 horas a
temperatura ambiente (~22°C) con agitacion esporadica por inversion manual del mismo.
A continuacion, dicha solucién se adicioné gota a gota (1,5 mL/min) a 10 mL de una
solucién acuosa de Pluronic® F-127 1% (p/v), agitada magnéticamente; la suspension
resultante se mantuvo en agitacién durante 10 minutos, tiempo suficiente para que el
solvente migrase hacia el agua, formando las particulas. A las condiciones anteriores se
le llama caso base, ya que a partir de dichas condiciones se realizaron una serie de

modificaciones con el fin de incrementar la cantidad de NAC atrapada por las particulas.

La Figura 3-2 ilustra la estrategia empleada. Alli se puede ver que se busca minimizar la
tanto difusién del compuesto hacia el no solvente, como el gradiente de concentracion de

NAC entre el solvente y no solvente. Asi las variables que se investigaron fueron:

e Solvente — no solvente: La Tabla 3-1 muestra las diferentes parejas exploradas y
el surfactante empleado. Se eligieron surfactantes no iénicos de tipo farmacéutico
para evitar que pudieran reaccionar con la NAC. Todos los solventes y no solventes
empleados son de baja toxicidad.

e Viscosidad del no solvente: se adiciond propilenglicol (solvente en el que no es
soluble la NAC) al agua (1:1) con el fin de incrementar la viscosidad.

e pH de la fase acuosa: se realizaron pruebas variando el pH de la fase acuosa
empleando los valores de 2,4y 7,2.

e Relacion entre la fase organica y acuosa (O/A): se emplearon los valores de 1/2,
1/3, 1/4, 1/5 y 1/10. Dichos valores fueron empleados por diferentes investigadores
[144], [151], [188].

e Concentracion de NAC en la fase organica: se emplearon diferentes
concentraciones de NAC de acuerdo a la capacidad del solvente para solubilizarla.
Para acetona 5, 10 y 27 mg/mL y para DMSO 2, 25, 50 80 y 100 mg/mL.

e Adicion de NAC al solvente y al no solvente: se realiz6 empleando acetonay DMSO

(1:1 v/v) como solventes y se adicioné NAC (80 mg/mL) a la fase acuosa.
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e Solvente o fase organica: se emple6 acetona, DMSO y una solucién (1:1 v/v) de los
dos.

e Formacion de sales de NAC con calcio: Esto se evalué con dos métodos:
adicionando la sal calcica de N acetilcisteina (NAC-Ca) al solvente o agregando
cloruro de calcio (1 mol de CaCl; por 2 de NAC) al no solvente (agua). Las sales
de calcio se prepararon llevando a pH 6 una solucién de NAC en agua (90 mg/mL),
neutralizando con hidréxido de calcio (0,165 % p/v) y se liofilizd (Temperatura de -
47 °C y presiéon de 0,1 mBar durante 32 h). La muestra liofilizada se adiciond al
solvente (acetona-DMSO 1:1 v/v) junto con el PLGA para realizar la
nanoprecipitacion. Fue necesario emplear esta mezcla de solventes, ya que la
acetona no podia solubilizar a la sal calcica de N acetilcisteina.

e Concentracion de PLGA: aunque se han reportado valores desde 5 hasta 100
mg/mL [134], [144], [152], [153], [157], [173], [189], [190], se emplearon
concentraciones de 10 y 20 mg/mL, ya que valores superiores pueden incrementar
el tamafo de particula.

e Peso molecular de polimero: Se emplearon polimeros de PLGA (50:50) con pesos
moleculares de 7 -17 kDa, 38-54 kDa y 54-69 kDa.

Una vez se establecieron los niveles de las variables manipuladas que permitieron obtener
particulas de menor tamanio, se realizé un ensayo final al cual se le determiné el tamafo
de particula, el indice de polidispersidad, la eficiencia de encapsulacién, la carga especifica

y el potencial zeta

Analisis estadistico: Todas las pruebas se realizaron al menos por duplicado. Los datos
fueron analizados empleando analisis de varianza en una via con un nivel de significancia
de 0,05.

Determinacion de NAC: Se realiz6 de acuerdo a la metodologia del numeral 2.1.1.3.

Determinacion del tamano de particula, indice de polidispersidad y potencial zeta: Se
realizé de acuerdo con la metodologia del numeral 2.1.1.4.

3.2 Resultados y discusidn

Se realizé un primer ensayo con las condiciones especificadas en la metodologia para el

caso base. Se obtuvieron particulas submicronicas con un diametro promedio de 210 +/- 9
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nm nm con un PDI de 0,2 + 0,04. La eficiencia de atrapamiento de NAC fue de 0,97 £ 0,2%
y la carga especifica de 0,15 £ 0,05%. Aunque el tamafo de particula esta dentro de los
valores requeridos, la eficiencia y carga especifica son muy bajos, es por esto que se
realizaron variaciones al procedimiento con el fin de incrementar la cantidad de NAC

atrapada.

3.2.1 Solvente — no solvente

La NAC es un compuesto con una solubilidad alta en el agua (100 mg/mL [187]); como
estrategia para incrementar el atrapamiento se buscé reemplazar el agua (no solvente) por
otro no solvente, que fuera completamente miscible con el solvente de la fase organica,
pero que no solubilizara a la NAC. Se ensayaron diferentes parejas de solvente y no
solvente (Tabla 3-1). Los resultados muestran que cuando se emplearon parejas (solvente
y no solvente) con constantes dieléctricas bajas se observé agregacion. Esto contrasta con
los resultados obtenidos por Dalpiaz y colaboradores (2009 y 2015) donde se observa que
al emplear acetona (solvente) y aceite de semilla de algodén (no solvente) se obtienen
particulas con valores alrededor de 200 nm con una polidispersidad relativamente alta (0.3
a 0.4) [135], [136]. Por el contrario, los resultados encontrados para la pareja DMSO vy
propilenglicol sin surfactante muestran particulas de tamafio de 696,8 nm con una
polidispersidad baja (0,13). Aunque no se obtuvieron particulas con los tamafios deseados
(inferior a 250 nm), se obtuvieron particulas de tamafos superiores monodispersas (PDI <
0,25), que podrian ser empleadas en otras aplicaciones. Se resaltan las particulas
encontradas de 193 nm para propilenglicol con DMSO en presencia de Bio soft N-7, que
aunque de tamano pequefio, el valor del indice de polidispersidad encontrado fue de 0,58,
lo que indica que hay particulas de tamafios variados, solo se reporté el que presentd
mayor intensidad. Se destaca que la pareja DMSO-propilenglicol presenta particulas
monodispersas sin la presencia de surfactantes. Aunque se obtuvieron particulas no se
realizaron las pruebas de eficiencia de atrapamiento, ya que los valores de tamafio de
particula se encuentran lejanos del rango de trabajo deseado (250 nm).



Tabla 3-1 Efecto del tipo de solvente y no solvente sobre la formacién de particulas submicrénicas por nanoprecipitacion

Tamafo de particula (nm)/PDI

Solvente
Constante Acetato de Acetato de metilo
dielectrica etilo (€=6,0) (€=6,7) Acetona (€=20,7) DMSO (€=48,9)
(€) Nosolvente No AE EL No AE EL No AE EL No AE EL
20 Heptano A PS PS A PS PS A PS PS NM NM NM
Neobee®
3,0 1053 A A PS A AS PS A A PS NM NM NM
Acetato de
5,0 amilo A A A A A A A A A NM NM NM
171 Butanol A A A A 4563/015 A A 287.7/0,03 A 536,4/0,22* 524/0.15 A
32,0  Propilenglicol A A A A A A A A A  696.8/0,13* 2772/0,67* 630,4/0,34*
PS: Parcialmente soluble el surfactante en el no solvente; NM: no miscible; A: Agregacion; PVP: Polyvinylpyrrolidona; PLU: Pluronic ® F127; EL: Stepan mild L3®; AE: Bio Soft N1-7® ; LL: Makon

NF5®; * Presencia de Microparticulas, se tomé en cuenta el valor que presenta mayor intensidad.






3.2.2 Viscosidad del no solvente

Los resultados, presentados en la Tabla 3-2, muestran que al enriquecer la fase acuosa
con propilenglicol la polidispersidad disminuye ligeramente, mientras que el tamafio de
particula se incrementa levemente (10%). Sin embargo analisis estadisticos (p<0,05)
muestran que el indice de polidispersidad no cambia. Esto probablemente se debe a que
el mecanismo de formacion de las particulas se da por migracién del solvente de la fase
organica hacia la acuosa (en la cual es soluble), lo que ocasiona que el polimero se torne
insoluble; al enriquecer el agua con propilenglicol, que también es un solvente polar y
completamente miscible con la acetona, el mecanismo de formaciéon no se ve alterado,
presentandose resultados similares. De hecho, la solubilidad de la NAC en agua y en agua
con propilenglicol no cambia apreciablemente (anexo 1). En cuanto a la cantidad de NAC
retenida, se observa un incremento importante con la adicion de propilenglicol; se propone
que al aumentarse la viscosidad del medio, la difusién de la NAC desde la solucion de
acetona y polimero hacia el medio acuoso se ve reducida, por lo que la migracion de NAC

desde la solucién de polimero y solvente es menor y por ello el atrapamiento se incrementa.

Tabla 3-2 Efecto del incremento de la viscosidad del no solvente. Datos obtenidos con
una realcién O/A de 1 a 10 y acetona como solvente

Eficiencia  Carga especifica
Fase acuosa Tp (nm) PDI (%P/P) (%P/P)

Agua (u=1.13cP a
25°C) 2109 0,2+0,04 0,97 x0.2 0,15+ 0,05

Agua — propilenglicol
(u=6.12cPa25°C) 2333+1,2 0,16+0,01 4,01+0,3 0,46 £ 0,03

3.2.3 pH de la fase acuosa

Se obtuvieron particulas de tamarios inferiores a 250 nm, monodispersas que atrapan NAC
en un porcentaje bajo (Tabla 3-3). Aunque se observé un mayor tamafo y atrapamiento
de NAC a pH de 2.4 comparado con el mismo ensayo realizado a pH neutro, al realizar el
analisis de varianza (ANOVA p< 0.05), no se encontro diferencia estadistica significativa

ni en el tamafio de particula ni el atrapamiento (eficiencia y carga especifica). Esto indica
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que aunque el pH acido favorece que la molécula se encuentre mas hidréfoba, esta
diferencia no es apreciable. EI compuesto activo a pesar de cambiar el pH de la fase
acuosa, sigue migrando hacia el agua. Estos resultados contrastan con los reportados por
Song y colaboradores [151], donde varian el pH de la fase acuosa cuando se atrapa
vincristina y encuentran que a pH superior a 7 el atrapamiento se incrementa en un 10 %
(aproximadamente), aunque también encuentran que el tamafio de particula permanece

estable.

Tabla 3-3 Efecto de reducir el pH de la fase acuosa. Datos obtenidos con 1 mL de
acetona y 10 mL de agua con Pluronic ® F127 (1% p/v).

pH Tp (nm) PDI Eficiencia (%P/P) Carga especifica (%P/P)
2,4 248 +/- 25,03 0,17+/-0,06 2,43 +/- 0,03 0,49 +/- 0,01
7,2 233,3 +/- 3,25 0,10+/-0,01 2,02 +/- 0,8 0,4 +/-0,17

3.2.4 Relacion entre la fase organica y acuosa (O/A)

En los resultados se observan en la Figura 3-4 y en la tabla 3-4 se observa que esta
variable tiene influencia en todas las variables respuesta observadas (%NAC, carga
especifica y tamafo de particula) de acuerdo al analisis estadistico realizado (ANOVA p<
0,05). El tamafio de particula se ve incrementado cuando se adiciona el menor volumen
(relacion O/A 1 a 2). Esto se debe a que parte del solvente aun no abandona
completamente la matriz polimérica, aumentando por esto su tamafo. A medida que se
adiciona mayor volumen de fase acuosa, el tamafo de particula baja y permanece casi
constante a partir de la relacion 1 a 3 (ANOVA p<0,05). En cuanto a la eficiencia de
atrapamiento y la carga especifica, estas disminuyen a medida que se incrementa el
volumen de la fase acuosa, ya que aumentan las pérdidas por migracion de NAC hacia
dicha fase, debido al incremento en el gradiente de concentracién entre la fase organica y
acuosa. Resultados similares fueron reportados por otros autores [144], [151], [152]. Ya
qgue se buscan particulas de tamafos pequefios y eficiencias de atrapamiento elevadas,
se concluye que la mejor relacion O/A sera de 1 a 3. Por lo tanto para los siguientes

ensayos realizados, se empleo esta relacion.
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Tabla 3-4 Efecto del Volumen de fase acuosa. Datos obtenidos empleando acetona

como solvente y 10 mg/mL de NAC.

Eficiencia Carga especifica
Rel O/A  Tp (nm) PDI (%P/P) (%P/P)
1a2 271,5 +/- 16,68 0,23 +/- 0,01 0,32 +/- 0,06 0,32 +/- 0,07
1a3 223,25 +/-31,32 0,13 +/- 0,06 0,19 +/- 0,04 0,20 +/- 0,04
1a4 212,5 +/- 9,03 0,14 +/- 0,01 0,09 +/-0,01 0,09 +/- 0,01
1a5 236,35 +/-11,38 0,18 +/- 0,01 0,06 +/-0,02 0,06 +/- 0,02
1a10 190,75 +/- 6,85 0,08 +/- 0,01 0,08 +/-0,01 0,04 +/- 0,01
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Figura 3-4 Efecto del Volumen de fase acuosa. Datos obtenidos empleando acetona

como solvente y 10 mg/mL de NAC.
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3.2.5 Concentracion de NAC en la fase organica

La cantidad de NAC disponible para atrapar varia con el solvente, ya que se ve limitada
por la solubilidad del compuesto en el mismo. Para el caso de la acetona, la concentracion
que se adiciond no pudo ser superior a 30 mg/mL (a temperatura ambiente =22 °C), porque
a mayores concentraciones no fue posible solubilizar el compuesto; mientras que al
emplear DMSO las concentraciones que se pudieron emplear fueron mayores (100

mg/mL).

En la Figura 3-5 y tablas 3-5 y 3-6 se puede observar que el tamafio de particula no varia
significativamente (ANOVA p<0,05) para ninguno de los solventes empleados y tampoco
se afecta por la cantidad de NAC adicionada. De lo anterior se puede afirmar que el
compuesto activo no interfiere en la formacién de las particulas ya que su tamafio
permanece estable, aun empleando concentraciones altas (100 mg/mL). Los valores de
eficiencia son bajos y no presencian diferencia estadistica significativa (ANOVA p<0,05).
Sin embargo no sucede lo mismo con carga especifica, ya que esta se incrementa con la
cantidad de NAC adicionada, puesto que hay mayor cantidad de moléculas para ser
retenidas dentro de la matriz polimérica. El incremento de la carga especifica se nota mas
para el DMSO que para la acetona, ya que el primero puede disolver mayor cantidad de
NAC. Estos resultados indicarian que la matriz polimérica podria retener mayor cantidad
de moléculas a su interior a medida que se incrementa la cantidad disponible de las
mismas. Otros investigadores reportan resultados similares empleando otros solventes
[191], [192].

Tabla 3-5 Efecto de la concentracion de NAC disuelta en acetona, empleando una
relacion O/Ade1a3

NAC Tp (nm) Eficiencia Carga especifica
(mg/mL) PDI (%P/P) (%P/P)
5 210,3 +/-17,8 0,12 +4/- 0,03 0,032 +/+ 0,021 0,016 +/- 0,01
10 222,5 +/- 18,8 0,14 +/- 0,04 0,06 +/- 0,02 0,06 +/- 0,02

27,5 184,4 +/- 28,3 0,10 +/- 0,03 0,16 +/- 0,04 0,38 +/- 0,10
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Tabla 3-6 Efecto de la concentracion de NAC disuelta en DMSO, empleando una relacion

O/Ade1a3
NAC Tp (nm) PDI Eficiencia (%P/P) Carga especifica
(mg/mL) (%P/P)
2 236,1 +/-16,1 0,15 +/-0,05 0,06 +/- 0,07 0,013 +/- 0,016
25 227,3+/-00,5 0,12 +/-0,01 0,07 +/- 0,03 0,165 +/- 0,091
50 213,3+/-12,0 0,11 +/- ,01 0,08 +/- 0,002 0,49 +/- 0,01
80 2214 +/-11 0,14 +/- 0,04 0,09 +/- 0,01 0,897+/- 0,129
100 194,2 +/- 15,2 0,15 +/- 0,02 0,09 +/- 0,004 1,06 +/- 0,05
—/A— Tp en DMSO
—A— Tp en acetona
—O— %Eficiencia en DMSO
300 —@— 9%Eficiencia en acetona 1,2
—{ 1~ Carga especifica en DMSO
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Figura 3-5 Efecto de la concentracion de NAC, empleando una relacién O/A de 1 a 3.

Concentracion de NAC (mg/mL)
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3.2.6 Adicion de NAC al solvente y al no solvente

Las pruebas se realizaron con acetona y DMSO como solventes. El analisis estadistico
muestra que el tamafo de particula no se ve influenciado significativamente (ANOVA
p<0,05) por la presencia de NAC en la fase acuosa, probablemente por el bajo
atrapamiento que existe. En cuanto al atrapamiento de NAC, se observa un incremento
superior al doble comparado con el obtenido sin la adicion de NAC, empleando ambos
solventes (Tabla 3-7). Adicionalmente, la presencia de NAC en la fase acuosa disminuye
el gradiente de concentracion y como consecuencia aumenta el atrapamiento. Otros
autores reportan la saturacion de la fase acuosa como estrategia para incrementar el
atrapamiento [193], [194]. Avgoustakis y colaboradores, reportan valores similares para el

atrapamiento de cisplatino, que pasa de 0.1% a 0.66% al saturar la fase acuosa.

Como el atrapamiento de NAC se incrementé mas del doble, con el fin de observar la
importancia de las otras variables estudiadas, no se implementara la saturacion con NAC

hasta el ensayo final.

Tabla 3-7 Efecto del incremento de la concentracion de NAC en el no solvente. Datos
obtenidos para una relacion O/A de 1 a 3 y empleando una concentracion de NAC en
solvente de 15 mg/mL.

PDI Carga especifica
Solvente Tp (nm) Eficiencia (Y%ow/w) (% wiw)
Acetona 253.1 +/- 28 0,18 +/- 0,07 0.24 +/- 0.03 0.36 +/-0.05
Acetona*  222.9 +/- 21.2 0,12 +/- 0,05 0.61 +/-0.4 0.92 +/- 0.56
DMSO 220.3 +/- 19.2 0,17 +/- 0,05 0.38 +/- 0.1 0.56 +/- 0.15
DMSO* 236.1 +/- 111 0,17 +/- 0,03 0.95 +/- 0.2 1.43 +/- 0.32

*Datos obtenidos adicionando NAC (80 mg/mL) al no solvente o fase acuosa.

3.2.7 Solvente o fase organica

Se realizaron pruebas empleando DMSO, acetona y una mezcla (1:1 v/v) de los mismos.
Se seleccionaron estos solventes ya que pueden solubilizar a la NAC, y tienen un bajo

grado de toxicidad (clase 3 en la clasificacion ICH [179]). Las pruebas con la mezcla de
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solventes se realizaron para incrementar la capacidad de la acetona de solubilizar la NAC,
ya que dicha mezcla mostré solubilizar a la NAC en concentraciones hasta 100 mg/mL
(anexo 1); adicionalmente, las particulas producidas empleando DMSO presentaron mayor
tendencia a la aglomeracion cuando eran resuspendidas después de ser centrifugadas,
mientras que las producidas por la acetona no. Esto se verifica al comparar el potencial

zeta (-33.4 mV para acetona y -9.8 mV para DMSO).

La Figura 3-6 y tabla 3-8 muestra que el cambio de solvente no afecta el tamafo de
particula (ANOVA p<0,05), encontrandose valores entre 200 y 250 nm. Resultados
similares han sido reportados por Song y colaboradores, quienes empleando diferentes
solventes encontraron que al adicionar tensoactivos el tamano de particula permanece casi
constante [192]. Caso contrario a lo que reporta Cheng y colaboradores (2007), donde el
tamafo de particula si cambia con el solvente, aunque en este caso no se adicion6

tensoactivo [144].

En cuanto a la eficiencia y carga especifica se observa que hay una disminuciéon cuando
se usa DMSO como solvente sin embargo, son similares para la acetona y la mezcla de
solventes. Esto permite concluir que el uso de la mezcla de solventes seria la mejor opcion
ya que permitiria incrementar la cantidad de NAC que se puede adicionar en la fase
organica y su proceso de separacion por centrifugacion, seria menos susceptibles a la

aglomeracion.

Tabla 3-8 Efecto del tipo de solvente en la formacion de particulas submicrénicas. Datos
empleando una relacion O/A de 1 a 3 y 25 mg/mL de NAC.

Eficiencia Carga especifica

Solvente Tp (nm) PDI (%P/P) (%P/P)
Acetona 232,6 +/-7,0 0,17 +/- 0,02 0,16 +/- 0,01 0,37 +/- 0,03
DMSO 222,6 +/- 14,2 0,15 +/- 0,04 0,12 +/- 0,06 0,17 +/- 0,09

Acetona-DMSO (1:1 v/v) 197,9 +/- 26,1 0,17 +/-0,07 0,14 +/- 0,04 0,34 +/- 0,11
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Figura 3-6 Efecto del tipo de solvente en la formacién de particulas submicrénicas. Datos
empleando una relacion O/A de 1 a 3 y 25 mg/mL de NAC.

3.2.8 Formacion de sales de NAC con calcio

Los resultados de la Tabla 3-9 muestran el efecto de adicionar calcio a la NAC con el fin
de volverla mas hidréfoba. Cuando se emplea la sal de NAC, se observa que el tamafio de
particula disminuye casi un 25%, pero la variacion en la eficiencia y carga especifica no es
significativa (p<0,05) si se compara con el atrapamiento cuando se emplea NAC. Estos
resultados contrastan con los reportados por Desai y colaboradores [119], donde mejoran
el atrapamiento de NAC en milicilindros de PLGA, aunque la metodologia de atrapamiento

del compuesto activo es diferente.
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Tabla 3-9 Efecto de adicionar sales de calcio. Datos obtenidos con una relacion O/A de 1
a 3y 25 mg/mL of NAC

Fase PDI Eficiencia Carga especifica
Fase organica acuosa Tp (nm) (%p/p) (%p/p)

Acetona-DMSO (1:1  Agua + Plu
v/iv) + NAC + CaClI2 208+/-1 0,18 +/- 0,04 0,19 +/- 0,11 0,49 +/- 0,28

Acetona-DMSO (1:1
v/v) + NAC-Ca Agua + Plu 157,2 +/- 3,4 0,12 +/- 0,03 0,27 +/- 0,09 0,79 +/- 0,24

Acetona-DMSO (1:1
viv) + NAC Agua +Plu 2024 +/-110,6 0,17 +/-0,07 0,38 +/- 0,15 0,95 +/- 0,38

Plu: Pluronic ®F127; NAC-Ca: Sales de NAC con calcio

3.2.9 Concentracion de PLGA

Los resultados de la Tabla 3-10 muestran que el incremento de la concentracion del
polimero afecta, aunque de manera leve (17%) al tamafo de particula, ya que entre 10 y
20 mg/mL se increment6 un 17% mientras que la eficiencia se crecio casi dos veces, pero
la carga especifica permanece sin variacion. Esto se debe a que la cantidad de polimero
adicionado se incrementa por esto aunque la eficiencia aumenta, la carga especifica no.
Resultados similares han sido reportados por otros investigadores [151], [152]; Mora y
colaboradores reportan tamafios de particula para concentraciones superiores a las
empleadas en este trabajo y encuentran también un incremento en el tamafo de particula
[161]. Es por esto que se decidio trabajar con la concentracion mas baja, ya que a esta
concentracion se encontraron los valores de tamafo de particula mas bajos y la carga

especifica es la misma.

Tabla 3-10 Efecto de la concentracion de PLGA. Datos obtenidos con 1 mL de acetona-
DMSO (1:1 viv) y 3 mL of agua con Pluronic ® F127, y 30 mg/mL of NAC.

PLGA PDI Eficiencia  Carga especifica
(mg/mL) Tp (nm) (%P/P) (%P/P)
20 223+9 0,18+0,07 0.2+0.05 0.291 £ 0.08

10 190 + 21 0,17+0,08 0.1+0.03 0.292 £ 0.11
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3.2.10 Peso molecular de polimero

En la Figura 3-7 y tabla 3-11 se observa que el tamafio de particula cambia con el peso
molecular (ANOVA p<0,05) aunque para los valores mas bajos el cambio es mucho mas
ligero (18% comparado con el valor obtenido para 7-17 kDa), mientras que para el peso
molecular superior (54-69 kDa) se incrementa en casi un 70%. En cuanto al atrapamiento,
este se ve levemente incrementado con el aumento en el peso molecular, particularmente
para el mayor valor (incremento alrededor del 50% tanto de la eficiencia de atrapamiento
como de la carga especifica, con respecto al valor obtenido para 7-17 kDa), aunque
estadisticamente no se encontré6 diferencia al comparar los resultados. Otros
investigadores han reportado también un incremento en la eficiencia y en el tamafo de
particula [137], [151], [182].Esto indicaria que el aumento en el tamano de particula se da
como consecuencia de un incremento en la longitud de la cadena polimérica. Una
consecuencia del incremento del tamano de particula seria el leve aumento en el

atrapamiento, ya que existiria mayor volumen para atrapar el compuesto activo.
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Figura 3-7 Efecto del peso molecular del PLGA. Datos obtenidos empleando una relacion
O/A de 1 a3y 25 mg/mL de NAC.
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Tabla 3-11 Efecto del peso molecular del PLGA. Datos obtenidos empleando una
relacion O/A de 1 a 3 y 25 mg/mL de NAC.

Peso Carga
Molecular Eficiencia especifica
(kDa) Tp (nm) PDI (%P/P) (%P/P)
7-17 178,2 +/- 0,2 0,12 + /- 0,01 0,08 +/- 0,02 0,23 +/- 0,07
38-54 209,7 +/-1,8 0,11 +/- 0,01 0,07 +/-0,02 0,20 +/- 0,06
54-69 302,4 +/-27,5 0,29 +/- 0,01 0,12 +/- 0,01 0,35 +/- 0,04

Ensayo final

De acuerdo con los resultados obtenidos con cada una de las variables estudiadas, se
planteé un ensayo final empleando las mejores condiciones encontradas: como no
solvente se empled agua con propilenglicol (1:1) y Pluronic ® F127 (tensoactivo al 1% p/v).
El no solvente se enriquecié con NAC (80 mg/mL). Como fase organica se empleé una
mezcla de solventes de acetona y DMSO (1:1 viv) con una concentracion de NAC de 80
mg/mL y 10 mg/mL de PLGA de 38-54 kDa. Como resultados se obtuvieron particulas
submicronicas de 235,5 +/- 11,4 nm con una eficiencia de atrapamiento de 0,4 +/- 0,04%
y una carga especifica de 3,14 +/- 0,33%, esta ultima se incrementé casi 20 veces el valor
obtenido para el caso base. Aunque se logré incrementar la cantidad atrapada, Karimi
Zarchi et al reportan atrapamientos mayores usando electrospray [118]. Es necesario

seguir optimizando el proceso con el fin de obtener atrapamientos mayores.

3.3 Conclusiones

En este capitulo se evaluaron diferentes alternativas para incrementar el atrapamiento de
un compuesto hidréfilo de bajo peso molecular como la NAC dentro de particulas
submicronicas de PLGA. Se encontrd que el incremento de la viscosidad del no solvente,
la concentracion del polimero, el tipo de solvente, y el incremento de la concentraciéon de
la NAC tanto en la fase organica como en la acuosa no tienen influencia sobre el tamafio
de particula, mientras que la relacion entre la fase organica y acuosa (O/A), el peso
molecular del polimero, el uso de sales de calcio y el empleo de diferentes parejas de
solvente y no solvente influencian el tamafo de particula. Se encontré que la mayoria de
parejas solvente y no solvente ensayadas presentaron aglomeracién excepto aquellas
formadas por acetona y DMSO (solventes) con propilenglicol (no solvente), los cuales

tienen constantes dieléctricas altas.
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La carga especifica y la eficiencia de atrapamiento se vieron favorecidas por el incremento
en la viscosidad del no solvente, la concentracion de NAC en la fase organica y el
enriquecimiento del no solvente con NAC. Sin embargo, disminuye con el aumento del

volumen de la fase acuosa (relacion O/A).

Se encontré una metodologia que permite incrementar la cantidad de NAC atrapada dentro
de particulas submicrénicas de PLGA, manteniéndo un tamafio inferior a los 250 nm y una
carga especifica de 3,1%. Se espera funcionalizar el PLGA con un ligando afin por el tejido
6seo, con el fin de direccionar las particulas hacia este tejido con el fin de poder ser usadas

para el tratamiento de la osteoporosis.



4.Produccién de particulas submicrénicas de
PLGA conjugado a alendronato para liberar
N-acetilcisteina direccionada
preferencialmente a tejido 6seo

Después de analizar varios métodos de fabricacion, seleccionar el de nanoprecipitacion y
establecer las condiciones para incrementar tanto la eficiencia como la carga especifica,
se procedié a conjugar el polimero con un ligando (alendronato) con el fin de darle a las
particulas afinidad preferencial por el tejido 6seo. A continuacién, se describe el
procedimiento realizado para la sintesis del conjugado, las pruebas para determinar su
afinidad por el tejido 6seo, asi como las velocidades de liberacion y de degradacion de las

particulas submicronicas.

4.1 Materiales y métodos

Materiales:

Sintesis del polimero: PLGA RG 503 H terminado en acido (Molecular weigh 24 -38 kDa),
Alendronato de sodio, Diciclohexilcarbodiimida (DCC), N-Hidroxisuccinimida (NHS) todos
adquiridos de Sigma-Aldrich Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Dimetilsulféxido R.A.
(DMSO) marca Panreac (Panreac Applichem, Barcelona, Espafia), Acetona, Dietil éter y
DMSO-D6 R.A. marca Merck (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

Fabricacién de particulas: PLGA Resomer RG 502 terminado en ester, PLGA-ALE, N-
acetilcisteina, Pluronic F127 marca Bioreagent, Oil red O, todos adquiridos de Sigma-
Aldrich Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Dimetilsulfoxido R.A. (DMSO) marca Panreac
(Panreac Applichem, Barcelona, Espafa), Acetona R.A. marca Merck (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany).
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Manejo y cuantificacion de N-Acetil-cisteina: 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), FeCl;-6 H>O
marca (Merck ) y marca Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA), Diclorometano R.A. marca
(Merck). Buffer acetato, HCI (J Beacker).

Sintesis del conjugado de PLGA-ALE

Se realiza para funcionalizar el polimero de PLGA con un bifosfonato como el alendronato,

y direccionar las particulas obtenidas al tejido dseo.

La reaccién de general y el mecanismo de reaccion se observan en las Figuras 4-1 y 4-2.

La tabla 4-1 muestra las estructuras de las especies reactivas involucradas.

La reaccion se lleva a cabo cuando un agente de acople como la diciclohexilcarbodiimida
(DCC) (2) reacciona con el extremo carboxilo del PLGA (1), formando un intermediario
inestable (3), razén por la cual se adiciona la N-hidroxisuccinimida (NHS) (4), para formar
el compuesto NHS-PLGA (5) que es mucho mas estable y reacciona facilmente con las
aminas. Junto con el compuesto 5 se forma la diciclohexilurea (6), que es un subproducto
que precipita y se retira facilmente por filtracion o centrifugacién. El polimero activado (5)

reacciona con el extremo amino del alendronato (7) para formar el polimero conjugado (8).
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Tabla 4-1 Estructura de las especies reactivas involucradas en la reaccion de
conjugacion del PLGA al alendronato
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PLGA
?H O\ \
O—P—OH /N
=
HO Né \O 0 N 0]
HO—lPl—OH
o NH,
Acido alendrénico Diciclohexilcarbodiimida (DCC) | N-hidroxisuccinimida
(NHS)
Reaccion general:
0 DCC 9
R)I\DH + N > R1)LN,R2
} NHS H
PLGA +  Alendronato —> PLGA-Ale

)ﬁﬂ;lf %]} \/\>< HH{ )\H}E )ﬂ/\/\x

HD OH HO OH

Figura 4-1 Reaccioén de conjugacion y estructura de las especies involucradas
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Mecanismo de reaccion:

DCC

OH G N
PLGA Ester de O Acilirea H
inestable
(IDH
O M0
(4)
o T o O§ N-Hid roxisuccinimida
2 NH (7) R o NN
(8) (5) \ H H
O
PLGA-Alendronato Ester de NHS, (6)
semi-estable Diciclohexilirea

Adaptado de: http://en.citizendium.org/images/a/ab/Carbodiimide_coupling_via_NHS_ester.png

Figura 4-2 Mecanismo de reaccion para la conjugacién del PLGA-ALE

Método:

Se empled la metodologia desarrollada por Choi y colaboradores [31], que basicamente
consiste en disolver 2 g de PLGA (terminado en acido) en 20 mL de acetona, agitar de
manera manual durante un minuto y dejar en reposo 1 hora. La solucién se prepard en un
frasco de vidrio nuevo que permanecié cerrado todo el tiempo. Una vez disuelto el
polimero, se adicionaron 100 mg de DCC y 60 mg de NHS, agitando manualmente durante
un minuto y se dej6 en reposo y a temperatura ambiente (=22°C) durante al menos 12 h.
Como subproducto se obtiene diciclohexilurea que es insoluble en la acetona y precipita
retirandose por medio de un filtro de 0,22 pm (Millipore, PVDF), previa centrifugacion
durante 5 min a 1419 g (Hettich rotofix 32). El complejo PLGA-NHS que permanece
disuelto en la acetona, se precipita por medio de 80 mL de dietil éter frio (4 °C). Dicha
precipitacion es instantanea, formando un complejo insoluble en la mezcla de solventes,
de tal manera que se retira facilmente empleando una espatula y se retira el exceso de
dietileter remanente, secando en un horno a vacio (23,89 kPa) a 25 °C y durante 4 h. El
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producto es almacenado en un vial tapado y mantenido a -18 °C. La reaccién de
conjugacion se realiza tomando 200 mg de PLGA activado (PLGA-NHS) que se disuelven
inicialmente en 9,5 mL de acetona, se espera 1 h a que esté disuelto y posteriormente se
adicionan 9,5 mL de DMSO. A la solucion anterior se le adicionan 3 mg de alendronato
(bifosfonato) que se encuentra disuelto en 1 mL de agua y se deja agitando
magnéticamente por 24h a temperatura ambiente. El polimero conjugado se precipita
nuevamente con 80 mL de dietil éter frio (4°C) y se seca nuevamente en el horno a vacio
(23,89 kPa) a 25 °C por 4 h.

Caracterizacioén del polimero conjugado de PLGA-ALE

La verificaciéon de la reaccion de conjugacion del polimero se realizé por NMR detectando
la presencia de P en la muestra, por infrarrojo para determinar el enlace amida y finalmente
determinando el potencial zeta, con el fin de verificar si existia cambio en la estructura

electrénica de la superficie, comparado con el polimero sin funcionalizar.

Las pruebas de 3'P NMR se realizaron en un espectrometro Bruker 400 MHz Avance. Los
espectros fueron obtenidos empleando DMSO-D6 99,8% como solvente. Los espectros de
FT-IR se tomaron en un Shimadzu IR Prestige-21 con médulo de ATR, realizando 50
barridos y con una resolucion de 4 cm-'. Se fabricaron particulas de PLGA sin funcionalizar
y funcionalizo, de acuerdo con la metodologia presentada mas adelante y se purificaron
por centrifugacién a 10000 g (Hettich rotofix 32) durante 4 minutos, se resuspendieron en
agua, previo lavado en la misma adicionando lentamente 1 mL de agua, retirdndolo y
repitiendo el proceso por segunda vez. Finalmente se realizaron medidas de potencial zeta
de acuerdo al procedimiento descrito para dicha determinacion.

Produccién de particulas submicrénicas

La formacion de particulas se realizé empleando el método de nanoprecipitaciéon. Se
disolvieron 10 mg de PLGA-ALE y 80 mg de NAC en 1 mL de DMSO-acetona (1:1 v/v). Se
dejé un tiempo de disolucion de minimo 2 horas a temperatura ambiente. La fase organica
fue adicionada gota a gota a 3 mL de agua con 30 mg de Pluronic® F127 y 240 mg de
NAC. La mezcla se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 10 minutos. Las
particulas fueron caracterizadas determinando su tamafo, potencial zeta, eficiencia de
atrapamiento y compuesto activo cargado. Aunque en el capitulo anterior se concluyé que

la fase acuosa o no solvente, estaba compuesto por una solucién de agua con
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propilenglicol, no se implementd en esta parte de la investigacién ya que no fue posible
separar y resuspender nuevamente las particulas submicrénicas cuando son separadas
por centrifugacion, pues el incremento de la viscosidad dificulté la recuperacion. Por esa

razon, fue empleada solamente agua.
Determinacion de NAC: Se realiz6 de acuerdo a la metodologia del numeral 2.1.1.3.

Determinacion del tamafio de particula, indice de polidispersidad y potencial zeta: Se

realiz6 de acuerdo a la metodologia del numeral 2.1.1.4.

Morfologia de las particulas: Se estudio la forma de las nanoparticulas por microscopia
electrénica de barrido (SEM) y por microscopia eletronica de transmisién (TEM). Se
empled un SEM (Zeiss Neon 40) a diferentes magnificaciones (por encima de 100 Kx) a
una distrancia de 1 mm aproximadamente, y con un voltaje de 1 kV, usando una apertura
de 30 uym. Las muestras fueron recubiertas con una capa de 3 nm de Pt antes de realizar
los estudios. Para la microscopia electronica de transmision se empled un equipo FEI,
modelo TECNAI 20 Twin — 200kV, empleando un voltaje de 120kV.

Determinacioén del porcentaje de compuesto activo cargado y la eficiencia de atrapamiento.
Se tomo 1 mL de la suspension acuosa de particulas y se centrifugd a 20000 g durante 20
minutos, descartando el sobrenadante. Se determiné la cantidad de NAC atrapada en el
pellet. El peso de las particulas en la solucion se determiné tomando 2 mL de la suspension
y liofilizando. La eficiencia de encapsulacion de NAC (% NAC) se determiné dividiendo el
peso de NAC atrapada en las particulas sobre el peso adicionado originalmente en la
solucién del solvente y se multiplicd por 100. El porcentaje de compuesto activo cargado
se determind dividiendo el peso de NAC atrapada en las particulas entre el peso de
particulas recuperadas en la muestra y se multiplicé por 100. En capitulos anteriores se
habian tenido en cuenta solo la eficiencia de atrapamiento y la carga especifica, en este
capitulo se determina el porcentaje de compuesto activo cargado, ya que para los ensayos
de liberacion y las pruebas in vitro se requiere conocer cuanta NAC se encuentra presente

en la muestra después de haber sido purificada por centrifugacion.

Velocidad de liberacion de NAC y degradaciéon del polimero. Se prepararon 36 muestras.
Cada una tenia cerca de 1 mg de particulas en 1 mL de PBS (pH 7,4, 154 mM) en un

Eppendorf de 1,5 mL a 37 °C en agitacién de tipo horizontal (150 rpm) y se retiran muestras
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(un eppendorf por cada muestra) a diferentes tiempos. A cada muestra se le determiné el
pH y tamafo de particula; una vez realizado esto, las muestras fueron centrifugadas a
20000 g durante 20 minutos. Se determind la cantidad de NAC presente en el
sobrenadante y el precipitado fue liofilizado para la determinacion del peso molecular del

PLGA presente en las nanoparticulas. El ensayo se realizé por triplicado.

Determinacion del peso molecular. Se determind mediante cromatografia de filtracion en
gel (GPC), empleando una bomba Waters 515 y usando un detector de indice de refraccion
Waters 410. Se emplearon dos columnas PLgel 5y Mixed C 300 x 7.5 mm (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA; Ref. No. 1110-6500), conectadas en serie,
empleando Tetrahidrofurano (THF) como fase mévil con un flujo de 1 mL/min a temperatura
ambiente (=22°C), la inyecciodn se hizo a través de un loop de 20 L. Las muestras fueron
preparadas adicionando 400 uL de THF y dejando un tiempo de disolucién de al menos 24
h; después fueron filtradas (0,45 um PTFE, Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). El peso
molecular de determiné empleando estandares de poliestireno, Agilent EasiVial PS M (Ref.
No. PL2010-0301), con pesos moleculares entre 164 y 371.000 g/gmol.

Afinidad de las particulas de PLGA-ALE por la hidroxiapatita. El ensayo de afinidad se
realizé a partir del protocolo desarrollado por Pignatello y colaboradores [79] Se fabricaron
nanoparticulas con el procedimiento indicado anteriormente, variando el polimero,
empleando PLGA y PLGA-ALE; en lugar de NAC se adicion6 Oil red O (0,5 mg/mL). Las
nanoparticulas fueron separadas por centrifugacion a 10000 g durante 4 minutos, el
precipitado se lavé (adicionando lentamente agua y retirandola) 3 veces con agua tipo |l.
Las nanoparticulas fueron resuspendidas en PBS por medio de un vortex y divididas en
dos grupos de 2 mL cada uno. Al grupo 1 se le adicioné 50 mg de huesos triturados (hueso
liso de escapula que fue cortado hasta formar pequefas tiras de alrededor de 2mm de
largo, 1mm de ancho y 0,5 mm de espesor) y el grupo 2 se mantuvo en PBS. Ambos grupos
se mantuvieron en agitacion tipo horizontal a 150 rpm y temperatura ambiente durante 1
hora, empleando beakers de 10 mL; pasado este tiempo las soluciones se filtraron y los
huesos fueron lavados y secados a 45 °C durante 1 hora. Las soluciones filtradas fueron
centrifugadas a 20000 g por 30 minutos, el precipitado (particulas que no fueron adheridas
a los huesos) fue lavado con agua tres veces con agua, adicionandola lentamente y
después siendo retirada asi tres veces. Finalmente el precipitado fue resuspendido
adicionando un mililitro de DMSO y agitando empleando un vortex hasta disolucion
completa. Se determiné la cantidad de Oil red O atrapada por espectrofotometria a 523 nm
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empleando DMSO como blanco. Las concentraciones se determinaron empleando una
curva de calibracion previamente realizada (concentracion maxima empleada fue de 15

pg/mL y el coeficiente de regresién fue de 0.997). El ensayo se realizo por triplicado.

Anaélisis estadistico: los datos fueron analizados empleando analisis de varianza en una

via y con un nivel de significancia de 0,05.

4.2 Resultados

4.2.1 Sintesis y caracterizacién del conjugado PLGA-ALE

La reaccion de conjugacion del alendronato al PLGA, se realizé6 empleando DCC y NHS
para activar el carboxilo terminal del PLGA. Una vez separado y purificado, se hizo
reaccionar con alendronato. Terminada la reaccion se realizaron diferentes pruebas para
verificar la obtencion del conjugado. En primer lugar se confirmo la presencia de P dentro
de la estructura, por medio de 3'P NMR (Figura 4-3), donde se observé un pico de 19.46
ppm que corresponde a los valores reportados para bifosfonatos [195]. Aunque se
realizaron pruebas de 'H-NMR, los resultados no se incluyen, ya que los espectros
resultantes del PLGA y PLGA-ALE son muy similares. Los espectros de FT-IR (Figura 4-
4) de las dos muestras, evidencian la similitud de las dos moléculas, aunque se observa
un pequefio pico (1647.21 cm') que confirma la presencia de una amida secundaria que
se forma por el enlace entre el extremo acido del polimero y la amina del bifosfonato [196].
El pico de 3431,36 cm™! corresponde a algo de humedad que pudo haber tenido la muestra.
El valor de potencial zeta (Tabla 4-2) pasa de -48.1 mV para el PLGA a -33.3 mV para el

material conjugado indicando un cambio en la estructura electrénica del compuesto.
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4.2.2 Produccién y caracterizaciéon de las particulas
submicrénicas.

La Tabla 4-2 resume las caracteristicas fisicoquimicas de las particulas obtenidas. Se
selecciond el método de nanoprecipitacion, ya que estudios previos que comparaban este
método con los de emulsién simple y doble emulsién producian particulas con eficiencias
de atrapamiento similares, pero el método de nanoprecipitacion es un proceso mas
sencillo, econémico, facilmente escalable y con menores efectos adversos sobre la
integridad del polimero y compuesto activo. Se empleé como solvente, una mezcla de
acetona y DMSO como estrategia para incrementar la cantidad de NAC disuelta en el
solvente, ya que la acetona disuelve NAC hasta valores cercanos a 30 mg/mL, mientras
que el DMSO lo hace a proporciones mayores (superior a 200 mg/mL). Cuando se empled
DMSO como solvente, las particulas producidas presentaban mayor tendencia a
aglomerarse una vez eran separadas por centrifugacion en comparacion con el
comportamiento presentado cuando se empleaba acetona como solvente. Esto se verifica
al comparar el potencial zeta (-33.4 mV para acetona y -9.8 mV para DMSO).
Adicionalmente al emplear DMSO como solvente se incrementé el tamafo de las particulas

(288 nm). Se determind que el porcentaje de compuesto activo cargado fue de 1,74%.

En cuanto a la morfologia de las particulas producidas, en la Figura 4-5 se observan
particulas de tipo esférico con un tamafo cercano a los 200 nm, datos que coinciden con
los valores encontrados por DLS.

Tabla 4-2 Caracteristicas fisicoquimicas de las particulas submicrénicas

Compuesto Potencial

Polimero Solvente active Tp (nm) PDI Zeta(mV) Ref
PLGA-ALE ACE-DMSO(1:1 v/v) NAC 228,13 0,105 -17.,8 E.T.
PLGA-ALE ACE-DMSO(1:1 v/v)) - 174,8 0,104 -33,3 E.T.
PLGA-ALE ACE-DMSO(1:1 v/v)) -- 188 0,348 -37,2 [103]

PLGA ACE-DMSO(1:1 v/v)) -- 139 0,080 -48,1 E.T.
PLGA-ALE Acetona NAC 223 0,088 -33,4 E.T.
PLGA-ALE Acetona - 188 0,258 -37,6 [103]
PLGA-ALE DMSO NAC 288 0,198 -9,98 E.T.

PLGA-ALE DMSO -- 286,9 0,156 -38,9 [103]
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E.T. Este trabajo

Figura 4-5 Fotografias realizadas para las particulas de PLGA-ALE-NAC. La foto de la
izquierda fue tomada empleando un microscopio SEM; la derecha se realiz6é con un
microscopio TEM.

4.2.3 Afinidad del polimero por la hidroxiapatita.

En la Figura 4-6 se pueden ver las fotos de los huesos empleados en el ensayo después
de sucesivos lavados. La primera foto (A) muestra los huesos que estuvieron en contacto
con las particulas de PLGA-ALE, mientras que la foto (B) se ven huesos correspondientes
al ensayo con particulas de PLGA. Los resultados de la Figura 4-7 muestran la cantidad
de colorante (Oil red O) que quedé retenido sobre la superficie de los huesos empleados.
Se observa que ambos tipos de material (PLGA y PLGA-ALE) pueden ser adsorbidos sobre
el hueso, aunque las particulas de PLGA-ALE retuvieron casi 2 veces mas colorante si se
compara con las fabricadas con solo PLGA. Resultados similares fueron reportados para
otros vehiculos direccionados a hueso [31], [76], [77], [79], [102], [103].
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Figura 4-6 Fotos de los huesos empleados en los ensayos de afinidad. A Muestra en
contacto con particulas de PLGA-ALE; B Muestra en contacto con particulas de PLGA
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Figura 4-7 Cantidad de Qil red O retenido por las particulas de PLGA-ALE vs PLGA

4.2.4 Velocidad de liberacion de NAC

La Figura 4-8 muestra el seguimiento cinético a la liberacion de NAC realizado a las
primeras 9 h. Durante las primeras 1,5h se observa una etapa de liberacion brusca “burst”,
liberandose casi el 70% de NAC; pasado este tiempo la velocidad disminuye y a partir de
las 6h la cantidad de NAC en el sobrenadante permanece casi constante hasta las 9 h. El
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seguimiento cinético se realizdé durante 33 dias, encontrandose que la cantidad de NAC
disminuia hasta las 24 h, pasado este tiempo no fue detectada la presencia del compuesto.
Esto indica una posible dimerizacion del compuesto, dado que el grupo sulfhidrilo es
bastante reactivo y tiene tendencia a formar puentes disulfuro, generando N N-
Diacetilcistina [119]. Con el fin de asociar la liberacion de NAC a partir de las particulas
formadas con los diferentes modelos matematicos para la liberacion de farmacos, se
ajustaron los modelos cinéticos de Higuchi y Korsmeyer, Peppas, encontrandose un mejor

ajuste para el modelo de Higuchi, con una constante cinética (KH) de 0,425 h-'2.

El modelo de Higuchi indica que la relacion entre la cantidad liberada en el tiempo t (C(t))
y la cantidad de compuesto activo disponible para la liberacidon (C), es decir, la fraccion

de compuesto activo liberado es proporcional al producto de la constante de Higuchi (KH)
y la raiz cuadrada del tiempo (t), de acuerdo a la siguiente ecuacion: % = KHVt.

Dicho modelo supone: a) que la cantidad de compuesto activo disponible para liberar es
superior a la solubilidad del compuesto; b) el compuesto activo se libera por difusion en
una sola direccién; c) el tamafio del compuesto activo a liberar es mucho menor que el
espesor del sistema de liberacion; d) el hinchamiento de la matriz polimérica y su disolucion
es insignificante; e) el valor de la difusividad del compuesto activo es constante; f) el
sistema de liberacion se encuentra perfectamente sumergido en el medio de liberacién
[197]. El sistema que se estudié cumple todos supuestos con excepcion del primero; a

pesar de esto presenta una buena aproximacion a los datos reales.
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Figura 4-8 Velocidad y ajuste de modelos cinéticos para la liberacion de NAC a partir de
particulas submicronicas de PLGA-ALE, en PBS.

4.2.5 Velocidad de degradacion

Con el fin de observar el cambio al conjugar el polimero y el efecto de la NAC sobre la
degradacion del polimero a partir del cual se elaboraron las particulas, se fabricaron tres
lotes de particulas y se observd la degradacién en medio acuoso realizando un
seguimiento a la variacion del peso molecular promedio de los polimeros empleados
(PLGA, PLGA-ALE y PLGA-ALE): el primer ensayo se realizé con el polimero sin conjugar
(PLGA), el siguiente, con el polimero conjugado (PLGA-ALE) y por ultimo con el polimero
conjugado y con NAC. Las Figuras 4-9 y 4-10 muestran el cambio en el peso molecular
promedio (Mw) y en la dispersidad (D) del polimero. Ambas variables disminuyen con el
tiempo. Hasta el dia 7 se observa una disminucion en el peso molecular promedio mucho
mas marcada para el PLGA que para el polimero conjugado. Las Figura 4-11 y 4-12
muestran los cromatogramas normalizados para el PLGA-ALE y PLGA-ALE-NAC tanto del
inicio como del cuarto dia de la degradacion; el proceso de normalizacion de cada
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cromatograma se realizo dividiendo la altura de cada punto sobre la mayor altura obtenida
para cada cromatograma. Cuando se emplea la técnica de GPC para la determinacion de
pesos moleculares promedio en polimeros, se observa que los polimeros de mayor peso
molecular son los primeros en abandonar la columna del cromatografo, mientras que los
de pesos moleculares menores emplean mas tiempo. En la Figura 4-11 se observa que la
distribucion de pesos moleculares para los mas grandes (tiempos de residencia entre 12y
16 minutos) es practicamente la misma tanto para el PLGA-ALE como para el PLGA-ALE-
NAC, mientras que para los tiempos de residencia mayores a 17,5 minutos se observa un
pequefio incremento en la presencia de moléculas de bajo peso molecular, para las
muestras que tienen presencia de NAC. Al comparar el comportamiento del peso molecular
para las muestras en el dia cuarto de hidrdlisis, en presencia y ausencia de NAC se
observa un efecto hidrolitico por parte del compuesto activo que se puede ver en la Figura
4-12, donde se muestran los cromatogramas normalizados para este dia, y se observa que
entre los tiempo de retencion de 12 y 14,5 minutos existe mayor presencia de polimeros
de alto peso molecular para la muestra de PLGA ALE comparada con la muestra de PLGA-
ALE-NAC, esta tendencia se invierte entre los 14,5 y 16,3 minutos, indicando mayor
presencia de cadenas de menor peso molecular para el PLGA-ALE-NAC. Para los tres
polimeros empleados se encontré que el peso molecular disminuyé con el tiempo de
hidrdlisis; para el PLGA la degradacion total en el tiempo medido fue de 92.6%, mientras
que para el PLGA-ALE-NAC fue de 48 % y finalmente para el PLGA-ALE fue de 40.5%.

Con el fin de comparar los datos cinéticos encontrados con otros valores reportados, se
ajustdé un modelo cinético de orden uno para cada una de las degradaciones (Tabla 4-3).
Para los ajustes cinéticos no se tuvieron en cuenta los puntos a los 19 y 26 dias para los

polimeros PLGA-ALE y PLGA-ALE-NAC, dado el caracter anémalo de los mismos.
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Tabla 4-3 Constantes de velocidad para distintos polimeros de PLGA

Polimero Grupo terminal Mw (Da) k (days) R? Ref
PLGA (50/50) (SP) ester 5000 0,0820 0,927 E.T.
PLGA-ALE (SP) 6000 0,0159 0,9702 E.T.
PLGA-ALE-NAC (SP) 4400 0,0163 0,773 E.T.
PLGA (53/47) (NP) acido 11000 0,1210 0,94 [198]
PLGA (50/50) (M) ester 9500 0,0180 NR [199]
PLGA (50/50) (M) acido 8000 0,0500 NR [199]
PLGA (50/50) (M) acido 21000 0,0440 NR [199]
PLGA (50/50) (M) ester 12700 0,0240 NR [199]
PLGA (75/25) (NP) NR 96800 0,0768 0,97 [200]
PLGA (53/47) (Film) ester NR 0,0630 0,981 [201]
PLGA (85/15) (Scafold) NR 120000 0,0315 NR [202]
PLGA (53/47) NR 40000 0,0184 0,981 [203]
PLGA (48/52) NP NR 44000 0,0251 0,975 [204]

NR: No Reportado; SP: Particulas submicrénicas; M: microparticulas; Mw: Peso molecular

promedio
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Figura 4-9 Cinética de degradacion de las particulas submicrénicas de PLGA-ALE y
PLGA
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Figura 4-10 Dispersidad (D) para los polimeros durante la cinética
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Figura 4-11 Cromatograma normalizado para el inicio de la degradacion
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Figura 4-13 Cambio en el pH y tamano de particula
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La Figura 4-13 muestra el seguimiento al pH y tamafio de particula. El pH inicia en valores
neutros y a medida que pasa el tiempo, este se va acidificando, terminando en 6.5. Esto
se da como resultado de la liberacién al medio acuoso de acido glicdlico y lactico por parte
de la degradacion del polimero. Datos similares se han reportado en otras investigaciones
[202], [205].

El tamafo de particula permanece casi constante para las muestras de PLGA-ALE
(p<0.05) solo se observa un pequeno incremento al finalizada la degradacién. Mientras
que las muestras que tienen el compuesto activo (PLGA-ALE-NAC) se observa agregacion
con el paso del tiempo, particularmente a partir de los 12 dias, cuando el tamafio de
particula se incrementa al doble del valor inicial, de ahi en adelante permanece sin cambios

significativos.
Discusion

Se obtuvo un material conjugado de PLGA y alendronato como agente que direccionara
las particulas hacia el tejido 6seo. La reaccién de conjugacion se realizé gracias al grupo
amina que posee el bifosfonato, de manera que reacciona con el extremo carboxilo
terminal del polimero formado un enlace amida. Las pruebas de afinidad por el tejido 6seo,
mostraron que el bifosfonato mantiene su atraccidon por la hidroxiapatita a pesar de

encontrarse unido al polimero.

La formacion del conjugado de PLGA-ALE que fue confirmado mediante analisis de NMR
y FTIR. Se realizaron pruebas de potencial zeta para comparar si existia una diferencia,
encontrandose que la presencia de alendronato dentro de la estructura del polimero
disminuye el potencial zeta del mismo, pasando de -48,1 a -33,3. Este comportamiento se
debe a la desaparicion del carboxilo terminal de la cadena polimérica, ya que al reaccionar
con el alendronato, este grupo desaparece. El tamafo de particula también se ve alterado,
ya que se incrementd en aproximadamente un 20% por la presencia del alendronato, esto
podria indicar que la presencia de grupos carboxilo terminal de polimero se ubicarian hacia
el exterior de la particulas, y por esto el potencial zeta seria mas negativo (-48,1), de
manera que se incrementarian las interacciones hidrofébicas hacia el interior, generando
un centro mas denso y disminuyendo el tamafio de particula. Al ser neutralizados los

carboxilos terminales por el alendronato, esto crearia una nueva distribuciéon de cargas
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dentro de la particula que generaria particulas un poco mas grandes, menos densas y con

menor carga negativa.

Las particulas de PLGA-ALE producidas por la mezcla de solventes sin la presencia de
NAC tenian un tamafio de 174,8 nm, valores similares han sido reportados por Avnet y
colaboradores [103] (188 nm) empleando el método de nanoprecipitacién con la misma
concentracion de polimero y mezcla de solventes, lo que indica que la técnica de

preparacion es reproducible.

Cuando se adiciona NAC el tamaro de particula se incrementa, pasando de 174,8 a 228
nm y el potencial zeta pasa de -33,3 a-17,8 mV, indicando que existe una interaccién entre
el polimero y la NAC que hace que el tamafio de particula se incremente y el potencial zeta
se acerque un poco mas a cero. Esto podria indicar que las moléculas del compuesto
activo se distribuyen tanto en el interior como en el exterior de las particulas,
incrementando el radio hidrodinamico y variando las interacciones entre las particulas y el
agua. Ya que si solo se depositaran al interior no deberia alterarse el valor del potencial
zeta. Esto indicaria que parte de la NAC puede quedar adsorbida sobre la superficie de las
particulas, hecho que se corrobora con la cinética de liberacion de la NAC, ya que pasadas
1,5 h se observa que el compuesto activo se libera rapidamente del material (cerca del
70%), indicando que parte del compuesto se encontraria adsorbido de manera superficial

sobre el material y por esto se libera de manera rapida.

El porcentaje de NAC cargada obtenida fue de 1,74%, valores similares han sido
reportados para compuestos hidrofilos obtenidos por nanoprecipitacion [130], [206]. Akbar
y colaboradores han reportado porcentaje de NAC cargada de 5%, para particulas de

PLGA, [118] aunque el método de obtencién empleado fue de electrospray.

En cuanto a la velocidad de liberacion de NAC a partir de las particulas submicrénicas, se
encontré un comportamiento bifasico, con una primera etapa de velocidad alta, seguida de
un periodo de velocidad baja (Figura 4-8). Se ha encontrado que la etapa de liberaciéon
rapida (etapa burst), corresponde con el comportamiento esperado para la liberacion de
compuestos de bajo peso molecular y alta solubilidad en medios acuosos [207]. Esto se
debe a que la liberacion de la NAC se da por el transporte difusivo gracias al gradiente de
concentracion entre el interior y el exterior que hace que el compuesto migre de manera

rapida, ya que al ser un compuesto de bajo peso molecular y tamafo pequeino (radio de
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3,7 Angstrom, asumiendo que el compuesto sea una esfera) que viaja a través de los poros
del interior de la particula. Dichos poros, pueden llegar a medir entre 9,6 y 24,7 nanometros
para particulas similares [208]. Esto hace que sea muy facil y rapida la migracion. Lo
anterior, se ve ratificado al ajustar diferentes modelos cinéticos y encontrar que el
propuesto por Higuchi es el que mejor ajuste presenta, pues dicho modelo supone que la

liberacion del compuesto activo se da principalmente por difusion [209].

Akbar y colaboradores reportan la liberacion de NAC a partir de particulas de PLGA,
identificando también un comportamiento bifasico, con una liberacion rapida del
compuesto, seguida de un periodo de estabilidad. El seguimiento que realizan se hizo
durante 48 horas, llegando a una liberacién cercana al 100%. Esto contrasta con los
resultados del presente trabajo que se realizé durante 33 dias, determinandose que a partir
de las 9 horas la concentracion de NAC fue disminuyendo con el tiempo, y a partir de las
24 horas no se detectd la presencia del compuesto. Esto como consecuencia de la posible

dimerizacion del compuesto activo, tal como lo reportan otras investigaciones [119], [210].

En cuando a la cinética de degradacién de las particulas submicrénicas que se observa en
la Figura 4-9, se ve que la modificacion del polimero con el alendronato, afecta la velocidad
de degradacion, ya que el valor para la constante cinética para el PLGA es superior a la
del polimero conjugado (PLGA-ALE), indicando una mayor velocidad de degradacion para
el PLGA. Aunque no existe una diferencia apreciable entre las constantes cinéticas para
el PLGA-ALE y el PLGA-ALE-NAC, si se observa que es mayor el valor cuando se
encuentra presente la NAC, indicando que aunque pequefio, si existe un efecto hidrolitico
por parte del compuesto activo, dicho efecto se observa de manera mas pronunciada
durante los primeros 4 dias de hidrolisis, ya que después el compuesto activo pierde
actividad al igual que su efecto hidrolitico. Dicho efecto se puede deber a que el pH de las
soluciones de NAC es acido y al ser liberado al medio, puede bajar el valor del pH y con
esto convertirse en un catalizador para la reaccion de degradacion. Otras investigaciones
en las cuales también se atrapan compuestos hidroéfilos han encontrado que la presencia
de dichos compuestos afecta la velocidad acelerando la degradacion del polimero [198],
[203]. En cuanto al PLGA-ALE se observa que la presencia del alendronato disminuye la
velocidad de degradacion, ya que el valor de la constante de velocidad (0,0159 dias™) es
inferior al obtenido para el polimero sin modificar (PLGA) y es similar a los valores
reportados para microparticulas fabricadas con polimeros terminados en ester (0,018 dias
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). Esto indicaria que la neutralizacién del carboxilo terminal de la cadena polimerica puede

atenuar la degradacion del polimero.

La presencia de NAC genera inestabilidad en las particulas, tal como se observa en la
Figura 4-13. Esto se debe a la probable interaccion entre el compuesto activo y el polimero,
neutralizando la carga superficial, disminuyendo el potencial zeta y generando agregacion.
Caso contrario al que se observa para las particulas sin la presencia del compuesto activo,
ya que el tamafio de particula permanece casi constante con el tiempo. Zweers y
colaboradores también reportan una variacion pequefia en el tamafio de particula para
nanoparticulas de PLGA que no se encuentran cargadas con algun compuesto activo
[211].

Al comparar las cinéticas de degradacion con la de liberacién se puede afirmar que para
cuando se inicia la degradacion, la mayor parte de la NAC ha sido liberada, confirmandose

que la liberacién se da por difusion y no por erosién del material polimérico.
Conclusiones:

Se fabricaron particulas submicrénicas de PLGA-ALE-NAC con un tamafo de 228 nm, que
atraparon 1,74% de NAC; dichas particulas mostraron tener afinidad por el tejido 6seo, lo
que sugiere que podria trasportar y direccionar el compuesto activo hacia dicho tejido. La
NAC se libera de manera rapida las primeras 1,5 h, después baja la velocidad de liberacion.
Las particulas le brindan estabilidad al compuesto, ya que una vez liberado el compuesto
este se dimeriza, perdiendo actividad. De otro lado, el alendronato direcciona al polimero
y adicionalmente le brinda proteccion contra la hidrdlisis. Una vez liberado podria tener
accion farmacoldégica sobre el tejido 6seo, esto si el tratamiento terapéutico se realiza sobre
pacientes que sufran de osteoporosis, asi el vehiculo no solamente transportaria un
antioxidante poderoso sino un agente antiresortivo. Pasado un mes las particulas han
perdido casi un 50% de su peso molecular inicial, indicando el caracter biodegradable del
vehiculo, hecho que lo hace un buen candidato para liberar de manera controlada
medidamentos direccionados hacia el tejido 6seo. Es necesario optimizar la cantidad de
NAC con el fin de poder ampliar la cantidad que se puede transportar y realizar estudios

para verificar su efectividad en un modelo in vitro como in vivo.



5.Evaluacion de la actividad biolégica de la
NAC atrapada en particulas submicronicas
de PLGA-ALE en un modelo in vitro

Una vez se determind la metodologia para fabricar particulas submicrénicas de PLGA-ALE
que atraparan NAC, y estas fueron caracterizadas, se realizaron una serie de ensayos con
el fin de verificar si el compuesto activo después de ser sometido al proceso de
atrapamiento dentro de particulas submicrénicas poliméricas mantenia su actividad
biolégica. Para esto se realizd un cultivo con células similares a osteoclastos y se confirmé
si la actividad antioxidante de la NAC se mantenia o no, comparando con el
comportamiento del compuesto en solucién. A continuacién se realiza una breve
descripcion del tejido 6seo, las células que lo componen, el modelo de células similares a
osteoclastos, y la descripcion de algunos de los indicadores que seran tenidos en cuenta

para confirmar la actividad biolégica de la NAC.

Tejido 6seo: forma parte del tejido conectivo y estd compuesto por células y componentes
extracelulares calcificados que conforman la matriz ésea. Su composicion quimica
promedio es de un 25% agua, 45% minerales como fosfato y carbonato de calcio y un 30%
de materia organica [52], [212], [213].

La materia organica esté a su vez compuesta en un 90% por colageno de tipo 1, y algunas
proteinas exclusivas del hueso como la osteocalcina y la osteopontina entre otras. La
matriz inérganica esta compuesta principalmente de fosfato calcico presente en forma de
cristales de hidroxiapatita que aparecen a intervalos regulados de 60 a 70 nm a lo largo de
las fibras de colageno. También posee citrato, bicarbonato, fluoruro, magnesio e iones
sodio [57], [212], [213].

La composicion de los huesos no permanece fija, sus moléculas son intercambiadas y

reemplazadas en un proceso denominado remodelacién 6sea, esto permite que los huesos
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mantengan sus propiedades mecanicas Yy fisicas en el tiempo. Se estima que un 10% del
esqueleto cambia cada afio. La remodelacion involucra 4 tipos diferentes de células:

osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos [49], [214], [215].

Las células osteoprogenitoras son de origen mesenquimal, tienen la propiedad de
diferenciarse hacia condroblastos u osteoblastos, son células que persisten hasta la vida
postnatal y se hallan en casi todas las superficies libres de los huesos, son mas activas
durante la fase de crecimiento 6seo y cuando se genera alguna fractura. Los osteoblastos
son las células responsables de la sintesis de la matriz 6sea y participan en el proceso de
mineralizacién, estos son influenciados por hormonas como la paratiroide,
prostaglandinas, estrogenos, vitamina D y algunas citocinas. Estas células estan activas

durante el proceso de formacion del hueso y en el proceso de remodelacion ésea.

Los osteoclastos son células grandes (20 — 100 um) multinucleadas de origen
hematopoyético con linaje mononuclear-fagocitico y responsables del proceso de
resorcion (degradacion del hueso) que se da en el proceso de remodelacion ésea. Como
caracteristica principal expresan de la Fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP), el
receptor de calcitonina (CT-R), la anhidrasa carbonica, la ATPasa vacuolar, la Catepsina
Ky la capacidad de resorber hueso. Los osteoclastos maduros no sintetizan ADN, es decir
no tienen actividad mitética, por lo cual no es posible su proliferacion. Se sabe que
multiples factores locales y hormonas sistémicas, como la hormona paratiroidea (PTH),
regulan la formacién y diferenciacion de los osteoclastos, asi como el factor estimulante de
las colonias de macréfagos (M-CSF) producido por los osteoblastos es requerido en las
primeras fases de la osteoclastogénesis para la formacion de células gigantes
multinucleadas; RANKL (“receptor activator de NFkB ligand”, pertenece a la familia del
TNF, es producido por diversas células, incluyendo algunas del sistema inmunitario,
células de la pared vascular y osteoblastos/estroma) y RANK (receptor de RANKL situado
en la membrana de osteoclastos y pre-osteoclastos). La interaccién entre RANKL y su
receptor RANK produce una activacion de la diferenciacion y de la actividad osteoclastica,

aumentando la resorcion.

Los osteocitos son células que se encuentran en hueso completamente formado ya que

residen en lagunas en el interior de la matriz 6sea mineralizada. Su forma se adapta al de
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la laguna y emiten prolongaciones digitiformes largas que se extienden por los canaliculos

de la matriz 6sea y esto los pone en contacto con otros osteocitos. [57], [212], [216]

En cada ciclo de remodelado, las células que recubren la superficie 6sea son
reemplazadas por osteoclastos, que durante un periodo de dos semanas excavan una
laguna o cavidad en el tejido dseo. Posteriormente, los osteoclastos son reemplazados por
osteoblastos que depositan matriz 6sea y gradualmente rellenan el espacio reabsorbido
(formacion 6sea). El impacto de este proceso a nivel tisular viene determinado por el
numero de unidades de remodelado en el esqueleto y por el balance final de cada ciclo,
es decir, por la diferencia entre la cantidad de tejido resorbido y formado en cada unidad.
Cuando hay un incremento absoluto o relativo de la resorcidn frente a la remodelacion se
produce una pérdida de masa Osea. Ello debe a un aumento de la resorcion a
consecuencia de que los osteoclastos escavan cavidades muy profundas que los
osteoblastos son incapaces de reemplazar (recambio 6seo alto), o bien por recambio éseo
bajo reflejado en la falta de capacidad para producir y/o mineralizar la matriz 6sea que
ocurre por disminucion en el numero de unidades de remodelaciéon (disminucién en el
numero de osteoclastos y osteoblastos). EI remodelado es necesario para mantener la
unidad estructural del esqueleto y ayudar a su funcion metabdlica como almacén de calcio
y fosforo, estando altamente regulado tanto por factores sistémicos como locales. [49],
[57], [216], [217]

Durante la menopausia y en la post menopausia, existe una excesiva actividad
osteoclastica, porque disminuyen los niveles de estrogeno y esto ocasiona que se libere
menos osteoprotegerina (OPG) del osteoblasto, un bloqueador natural de RANKL. De esta
manera hay una mayor actividad de RANKL sobre su receptor RANK, en el preosteoclasto,
lo cual induce diferenciacion y mayor actividad del osteoclasto, removiendo el componente
mineral y la matriz organica [218]. OPG inhibe la diferenciacién sobrevivencia y fusién de
los precursores de osteoclastos, bloquea la activacion de los osteoclastos maduros e
induce a su apoptosis. Si hay suficiente OPG en el medio se unira al RANKL de los
osteoblastos impidiendo su interaccion con el RANK de los precursores osteoclasticos lo
que frenara el proceso de funcionalizacion osteoclastica [219]. El equilibrio resortivo esta
dado por la interaccion osteoblasto-osteoclasto, y para mantenerlo también se requiere de
factores de crecimiento locales como las prostaglandinas y proteinas sistémicas como la
1,25 (OH)2 Vitamina D3, la PTH, hormonas tiroideas y la insulina, entre otros, cada una

con una funcion determinada pero interrelacionada a la accion de las otras hormonas.[52]
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El proceso de resorcion implica degradar la fase inorganica del hueso la cual esta
constituida por una fase mineral de hidroxiapatita, seguida por la degradacion de la parte
organica del hueso formada en su mayoria por colageno tipo | (>90%) y proteinas no
colagenas. La desmineralizacion del hueso involucra la acidificacién del microambiente
extracelular, este proceso es mediado por la enzima vacuolar H+-ATPasa (similar a una
bomba de protones) localizada en la membrana rizada. El pH intra-osteoclastico es
mantenido debido a un abundante transporte de protones por un intercambiador
independiente de energia (CI-/HCO3-) sobre la superficie opuesta a la membrana rizada
(antiresortiva) del osteoclasto mediado por la anhidrasa carbdnica Il (CAll) a partir de CO-
y H>0 [216] . Finalmente la electro neutralidad es preservada por un canal de cloro en la
membrana rizada. El resultado de este transporte de iones es la secrecién de HCI en el
microambiente de resorcion llevando a un pH aproximado de 4.5 [220], [221], sumandose
a ello la expresion de enzimas liticas como TRAP y pro-CATK, en un pozo de resorcion
denominado lagunas de Howship o lagunas de resorcion. El receptor de Calcitonina, es un
regulador importante de homeostasis de Ca*? por su accién inhibitoria sobre la resorcion
6sea en los osteoclastos. La calcitonina liberada por la glandula tiroides, se une a los
osteoclastos y causa un aumento del AMPc, e interfiere en los mecanismos de transporte
de fosforo y calcio a través de la membrana. La liberacion del calcio y el fosforo es reducida
al igual que la extension de la degradacion del colageno. Durante la resorcion, la fase
organica del hueso se degrada por proteasas lisosomales como la captesina K y los
productos de la degradacidén 6sea inorganicos son transportados y liberados en la
superficie antiresortiva.

Marcadores de actividad osteoclastica: a continuacion se describen algunos de los
principales indicadores de la actividad osteoclastica y que se emplearon en el presente

estudio.

Metaloproteinasas de matriz (MMP): son proteinas de matriz, que se encargan de degradar

el colageno y otros componentes de la matriz extracelular 6sea [222]-[225].

Integrina a.,83 (IB3): es una glicoproteina que pertenecen a la familia de las proteinas
transmembranales, que se encuentran involucradas en diversos procesos celulares como
la adhesion del osteoclasto a la matriz extracelular, el reconocimiento célula a célula y la

organizacién del citoesqueleto. Se encuentran altamente expresadas en células
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endoteliales y en osteoclastos. Son esenciales en la maduracién de los osteoclastos y en
la resorcién. Su ausencia durante a osteoclastogénesis genera osteoporosis. Se
encuentran localizadas en la zona de sellado de los osteoclastos y pueden establecer
uniones no solo a la matriz extracelular, también a ligandos enddgenos que incluyen
proteinas solubles y se unen a la secuencia de aminoacidos arginina-glicina y acido
aspartico (RGD) que se encuentran en los receptores de vitronectinay osteopontina entre
otros [49], [226].

ATPasa: aunque existen varias formas de ATPasas, la vacuolar H+ al producir
hidrogeniones, es la responsable por la generacion del microambiente acido (pH 4,5) que
se tiene entre la zona borde de cepillo y la zona de sellado para formar las llamadas
lagunas de resorcién. Esta enzima mantiene el equilibrio entre los hidrogeniones presentes

en la laguna de resorcion y el interior de los osteoclastos [227], [228].

DC-STAMP (Proteina transmembranal especifica para células dendriticas): es una
proteina transmembranal originariamente identificada en células dendriticas o en
macrofagos estimulados con IL-4, recientemente se ha reportado que induce la
diferenciaciéon a osteoclastos, ya que se encuentra ampliamente expresada en
osteoclastos mas no en macrofagos. Se ha identificado que interviene en el proceso de

fusion celular de los osteoclastos [229], [230].

Anhidrasa carboénica (CA Il): es una enzima que cataliza la conversién de dioxido de
carbono y agua a bicarbonato y protones. Mantienen el balance acido-base en la sangre y
otros tejidos. La anhidrasa carbonica Il se encuentra presente en las etapas tempranas de
la diferenciacion de los osteoclastos, facilita el transporte de protones necesario para la
generacién del microambiente acido requerido para el proceso de resorcién; también actua
como mediador de las hormonas que estimulan el proceso resortivo y la formacién de
osteoclastos [231], [232].

Catepsina K (CK): esta es una colagenasa que se expresa en los osteoclastos, siendo la
enzima proteolitica mas abundante. Su funcion principal es la degradacion del colageno
tipo | tanto a pH acido como neutro. La acidificacién del espacio pericelular de los
osteoclastos aumenta la liberacion de la catepsina K para promover la protedlisis
extracelular. Esta enzima es decisiva en la remodelacién 6sea, especialmente en la

ruptura de colageno [233], [234].
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Receptor de Calcitonina (CTR): une a calcitonina, que es una hormona que formada por
32 aminoacidos, secretada por la tiroides y que tiene como funcién la regulaciéon del
metabolismo del calcio ya sea inhibiendo la resorcién 6sea o incrementando la excrecién
del calcio via renal. La expresion de este receptor esta directamente relacionado con la

resorcion osea [235]-[237].

ADAM 12; es miembro de la familia de las proteinas desintegrinas y metaloproteasas
ADAM. Son glicoproteinas que se encuentran en la superficie de celular y tienen funciones
implicadas con la adhesion celular, migracion, sefializacion proteolitica y degradacion de
proteinas de matriz extracelular 6sea. Se han encontrado tanto en osteoblastos como en
osteoclastos, lo que sugiere que puede tener una funcién regulatoria en el hueso. Analisis
de inmunohistoquimica han encontrado su presencia en células ubicadas en las lagunas
de resorcion, lo que indica que se encuentran involucradas en la resorcion 6sea [238]-
[242].

TRAP (Fosfatasa acida tartrato-resistente): es una enzima que se encuentra en los huesos,
células dendriticas y en el sistema inmune. Se conocen dos isoformas: 5a es una
glicoproteina con un complejo rico en manosa y acido sialico en el extremo y 5b,
glicoproteina con azicares complejos sin acido sialico, se encuentra presente en los
osteoclastos y es un indicador del numero y actividad de los mismos. Se le asocian varias
funciones tanto en el esqueleto como en el sistema inmune, ya que es expresada por
osteoclastos, macréfagos, células dendriticas entre otras. Juega un papel critico en
procesos que incluyen el desarrollo 6seo, sintesis y degradacion de colageno,
mineralizacion de la matriz ésea, produccion de citocinas por parte de células dendriticas
y macrofagos. Adicionalmente, pueden degradar fosfoproteinas como la osteopontina
[243], [244].

Especies reactivas de oxigeno (ROS): son moléculas que contienen oxigeno y son
producidas durante el metabolismo [245], [246]. Estas moléculas incluyen radicales libres,
iones de oxigeno y peroxidos. Generalmente son de tamafo pequefio y altamente
reactivas, que se forman de manera natural como subproducto del metabolismo del
oxigeno y juegan un papel importante en la sefalizaciéon celular [246], [247]. El estrés
oxidativo se asocia a procesos de envejecimiento, inflamatorios y degenerativos [16], [248],
[249].
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El envejecimiento y la deficiencia de estrogenos incrementan la generacion de ROS, que

se asocia a una pérdida 6sea, la cual se podria tratar con el uso de antioxidantes [246].

Estudios indican que las especies reactivas de oxigeno, incluyendo O2+- vy el perdxido de
hidrogeno pueden regular el proceso de diferenciacion a osteoclastos [16], [245], [247],
[250]. Diferentes investigaciones se han realizado adicionando antioxidantes como el acido
a lipoico [249], [251], [252], &cido ascorbico [7], [14], [251], [253], N-acetilcisteina [254]—
[258], licopeno [259]-[261], resveratrol [262], [263], rutin [251], [264], simvastatin [101],

[265], [266], entre otros y se ha encontrado que atenuan la resorcién ésea.

Modelo para generar un cultivo in vitro de células similares a osteoclastos: dado que
los osteoclastos son células que no tienen actividad mitética por lo tanto no se reproducen,
no es posible encontrar lineas celulares de osteoclastos; esto ha generado una serie de
estrategias para desarrollar cultivos de células similares a osteoclastos. Murillo y
colaboradores, desarrollaron un modelo de células similares a osteoclastos a partir de
células de tipo monocito-macrofago empleando las lineas celulares U937 o J774; dichas
células fueron fusionadas empleando polietilenglicol (PEG), siguiendo un protocolo para la
fusion de hibridomas. Una vez fusionadas las membranas celulares, se procedia a sembrar
las células fusionadas sobre laminas de hueso cortical bovino y se dejaban estabilizar
durante 4 a 6 horas, esto con el objetivo de finalizar el proceso de fusion y que se adhirieran
a las laminas de hueso. Pasado ese tiempo se adicionaba medio de cultivo y se incubaron
durante 4 dias [11], [267].

5.1 Materiales y métodos

5.1.1 Materiales

Fabricacion de particulas submicronicas: PLGA RG 503 H terminado en acido (Molecular
weigh 24 -38 kDa), N-acetilcisteina, Pluronic F127 marca Bioreagent, todos adquiridos de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Dimetilsulféxido R.A. (DMSO) marca Panreac
(Panreac Applichem, Barcelona, Espafa), Acetona R.A. marca Merck (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany).

Inmunohitoquimica: se usaron anticuerpos contra Metaloproteinasas (MMP) (SC-6840), la
subunidad B3 de la integrina a,p3 (IB3) (SC-6627), la subunidad C1 de la ATPasa Vacuolar
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H* VI (ATPC1) (SC-14756), DC-STAMP (Proteina transmembranal especifica para células
dendriticas) (SC-98769), Anhidrasa carbénica Il (CAll) (SC-25596), Catepsina K (CK), (SC-
30056), ADAM-12 (disintegrina y metaloproteasa 12) (SC-16527) y receptor de calcitonina
(CTR) (SC-20743), anticuerpo conjugado anti cabra/conejo-FITC, todos fueron adquiridos
de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

Medios de cultivo y fusién celular: Los medios de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) y Roswell Park Memorial Institute (RPMI),y el suero fetal bovino (SBF)
fueron adquiridos de Invitrogen/Gibco (Carlsbad, CA, USA). Polietilenglicol 1450 (PEG),
alendronato sédico trihidratado, N-acetilcisteina, DAPI, HOECHST 33342 (0,016ng/mL) y
DHE fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

5.1.2 Produccidn y caracterizacion de particulas submicrénicas

Se realiz6 de acuerdo con la metodologia del numeral 4-1

5.1.3 Laminas de hueso cortical bovino

Las laminas fueron manipuladas de acuerdo al procedimiento sugerido por Helfrich y
Ralston [268]. Para esto se obtuvo un hueso bovino de escapula, que fue lavado y retirado
los residuos de tejido suave, por medio de un bisturi. Posteriormente fue cortado y lijado
hasta obtener laminas de aproximadamente 4 X 4 X 0,5 mm. Las laminas fueron

esterilizadas por radicién UV (30 minutos por cada cara) previo enjuague con etanol 75%.

5.1.4 Cultivos celulares

Se empled un cultivo de la linea celular U937 (linea celular de monocitos humanos ATCC
CRL-1593.2 proveniente de un linfoma histiocistico que crecen en suspension en medio
RPMI-1640 suplementado con 10% de SBF), que han sido cultivadas en medio RPMI-1640
suplementado con 10% suero fetal bovino (SBF) en frascos T25 a 37 °C con CO: (5%);
hasta que han metabolizado el medio de cultivo; a continuacién se centrifuganron a 400xg
por 5 minutos, se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet en 2 mL de medio
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de cultivo fresco (DMEM suplementado con SFB al 10%) para realizar un conteo celular

en camara de Neubauer, el cual debe estar alrededor de 1,5x108 cel.mL".

5.1.5 Fusion celular

Se siguié la metodologia sugerida por Murillo y colaboradores [11], [267] que se explica a
continuacion. Las células provenientes del cultivo fueron contadas, divididas en dos lotes
y centrifugadas a 700 g durante 5 minutos. El sobrenadante fue descartado y el tubo se
coloco boca abajo sobre gaza estéril para retirar el medio de cultivo remanente. Esto se
realizé para evitar diluir el PEG usado. A continuacion a uno de los tubos se le adicion6 50
uL de PEG 1450 (50 %p/v) para obtener una concentracion de 6,02 x 10* cel/uL y se dieron
pequenos golpes para resuspender durante 5 minutos, sin disgregar los agregados.
Pasado este tiempo fueron adicionados 50 yL de medio DMEM cada 30 segundos durante
10 minutos y 100 uL cada 30 segundos durante 5 minutos, de acuerdo con la técnica de
fusion reportada para la fusién de hibridomas [269]. Al tubo que no se le adicion6 PEG se
le agreg6 la misma cantidad de medio (2 mL). Estas células sin fusionar sirvieron de control
de la resorcion a las células fusionadas con PEG. Una vez diluido el PEG, ambos tubos
fueron centrifugados por 10 minutos a 700 g, lavados con DMEM vy resuspendidos con

medio fresco suplementado con SBF (10%).

5.1.6 Siembra y cultivo

Se sembraron cerca de 20 pL de células fusionadas y no fusionadas (aproximadamente 8
x 10° células fusionadas/mL) sobre laminas de hueso cortical bovino (0.4 cm x 0.4 cm x
0.5 mm) en cajas de 48 pozos que fueron incubadas durante 4 h a 37 °C, 95% humedad
relativa y 5% CO,. Pasado ese tiempo, se adicionaron 400 yL de medio DMEM
suplementado con SFB (10%) y con el tratamiento a aplicar, de la siguiente manera:
1. Suplemento del medio de cultivo con NAC (30 mM)
2. Suplemento del medio de cultivo con NAC (30 mM) atrapado en particulas
submicronicas de PLGA-ALE (NAC-NP)
Suplemento del medio de cultivo con particulas de PLGA-ALE sin NAC
Suplemento del medio de cultivo con particulas de PLGA
Suplemento del medio de cultivo con alendronato (concentraciéon similar a la

adicionada con las particulas de PLGA-ALE, aproximadamente 0,6 mg/pozo)
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6. Células que solamente son suplementadas con el medio de cultivo (control positivo)

Los dos primeros tratamientos fueron realizados para comparar el comportamiento de la
NAC en solucién con la atrapada dentro de las particulas (NAC vs NAC-NP). Los
tratamientos 3 y 4 fueron realizados para verificar el efecto del material sintetizado que
contiene alendronato, frente al material que no lo tiene (PLGA-ALE vs PLGA). El
tratamiento 5 se realiza para verificar el efecto del alendronato cuando esta solo y poder
comparar con el material modificado con alendronato (PLGA-ALE). El tratamiento 6 se
realiza para verificar si las células fusionada se comportan como células similares a

osteoclastos (control positivo).

Las células sembradas sobre las laminas de hueso fueron incubadas durante 4 dias.
Luego, a unas laminas 6seas se les analiz6 las especies de oxigeno reactivas (ROS), se
adicion6 paraformaldehido (4% concentracion final) y se dejé a temperatura ambiente
protegido de la luz durante 30 minutos. Las demas células se fijaron con acetona/etanol
(50:50 v/v) por 40 min a 4 °C y realizadas pruebas para detectar la presencia de

marcadores osteoclasticos, presencia de la enzima TRAP y lagunas de resorcion.

5.1.7 Inmunohistoquimica indirecta

Las células cultivadas sobre las laminas de hueso cortical bovino se fijaron como se
menciond anteriormente y se lavaron 3 veces con PBS. Luego se permeabilizaron con una
solucién acuosa de saponina (0,1%), 0,8 M buffer HEPES y 0,5 M de NH4Cl, por 30 minutos
a 4 °C. Se incubaron con 20 uL del anticuerpo primario (0,4 ug/ml) a 37 °C durante 1 hora
en PBS con saponina al 0,1%. Fueron empleados los anticuerpos (10 pg/ml) primarios
contra DC-STAMP, CAll, CK, CT-R, ATPasa (provenientes de conejo) y MMP, IB3 y ADAM
12 (provenientes de cabra). Pasado este tiempo, las laminas fueron lavadas 3 veces con
PBS y se adicionaron 20 uL del anticuerpo secundario correspondiente (anti conejo o
cabra) que estaba conjugado con fluoresceina 5 isotiocianato (FITC, 0,0008 ug/ml, Santa
Cruz Biotechnology®) y DAPI con una concentraciéon de 1 ug/ml y se incub6 a temperatura
ambiente en total oscuridad durante 30 minutos. Finalmente las laminas fueron lavadas 3
veces con PBS y se observaron en el microscopio, empleando el equipo CYTATION 3, con
los objetivos 4X y 10X, con un filtro verde (485/528) para FITC y azul (360/460) para DAPI.
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Se tomaron minimo 6 fotos de campos representativos dentro de cada lamina. Una vez
finalizado esto, las imagenes fueron procesadas empleando el software GENS de Biotek®
para determinar el niumero de células (se observa gracias a la tincién con DAPI, se ven
células de color azul, tal como se observa en la Figura 5-2) y la fluorescencia de cada una
(la fluorescencia se ve con el filtro verde, observandose una coloracion verde intenso, tal
como se ve en la Figura 5-2). Se encuentra la fluorescencia basal para cada lamina y se
determina el numero de células con fluorescencia positiva (superior al valor de
fluorescencia basal para cada foto). Posteriormente se hace la relacion entre células
fluorescentes positivas y células totales y se multiplica por 100 para expresarlo en
porcentaje. Como control negativo, se realizé la prueba de inmunofluorecencia indirecta

para una lamina de hueso en la que no se habian sembrado ningun tipo de células.

5.1.8 Evaluacion de las lagunas de resorcion

Para esto, se tomé la Idmina con las células, se lavaron tres veces con PBS, y con el fin
de desprenderlas se adicioné buffer de lisis RIPA durante 120 minutos. Para eliminar los
residuos celulares o células no lisadas del hueso se frota cuidadosamente con un cepillo
dental de cerdas suaves. Finalmente se realizé una tinciéon con azul de Commassie
adicionando 30 pL del colorante y dejandolo actuar durante 30 minutos sobre la lamina de
hueso. Para las laminas que presentaron sobre coloracion, se realizé una decoloracion con
una mezcla de metanol — acido acético — agua, 50:10:30 en volumen, hasta encontrar el
contraste necesario para ver las lagunas de resorcion, en microscopio optico similares a la
que se observa en la Figura 5-8. Las laminas de hueso se observaron al microscopio 6ptico
empleando los objetivos 4X y 10X (Olympus BX 41) y se tomaron fotografias con la camara
digital del mismo. El area de la resorcion de cada fotografia se evallua mediante un
programa computacional de analisis de imagenes (Imaged 1.3, Wayne Rasband National
Institutes of Health, disponible gratis en http://rsb.info.nih.gov/ij/) y se expresaron en

porcentaje total de area de resorcion.

5.1.9 Evaluacién de la presencia de la enzima fosfatasa acida
resistente al tartrato (TRAP)

Una vez las células fueron cosechadas, se determiné el nimero de células con presencia

de la enzima fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP). Se realizd6 empleando la
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metodologia sugerida por Murillo y colaboradores [270], que a continuacion se describe
brevemente. Las células fueron fijadas con acetona/etanol (50:50 v/v) por 40 minutos a 4
°C. Luego, las laminas se sumergieron en una solucién compuesta por buffer veronal que
contenia barbitona de sodio (acido barbiturico al 0,53% y NaOH al 1,1%) y acetato de sodio
(3,84%); a esta buffer se le adicioné tartrato de sodio y potasio (2,8 mg/mL), luego se
agrego una mezcla formada por pararrosanilina hexasotizada (4%) y nitrito de sodio (4%).
Finalmente se adicioné como sustrato de la enzima una solucion de naftol fosfato
(0,0126%) en dimetilformamida. A la solucién final se le ajust6 el pH a 4,3 +/- 0,2. Las
células fueron incubadas con 200 uL de solucion durante 2 h a 37 °C y finalmente se
lavaron 2 veces con 500 uL de PBS.

Para evaluar la presencia de la enzima TRAP, se realiz6 un conteo de las células que
presentaran coloracion rojo ladrillo (ver Figura 5-7) empleando el microscopio 6ptico. El

conteo se realizé en toda la superficie de la [amina 6sea empleando el objetivo 40X.

5.1.10 Evaluacidén de la presencia de especies reactivas de
oxigeno (ROS)

Se realiz6 empleando DHE (dihidro-etidio o 3,8-diamino-5,6-dihidro-5 etil-6
fenilfenantridina) como colorante; compuesto que no es fluorescente, y puede entrar
facilmente al interior de la célula, reaccionando con las especies reactivas de oxigeno
formado 2-hidroxietidio, compuesto fluorescente de color rojo. Las laminas de hueso con
las células que fueron sometidas a los diferentes tratamientos, se les adicioné 30 pL de
medio de cultivo DMEM suplementado con 10 % de SFB, DHE (2,5 pL/uL de medio) y
HOESCHT (2,5 uL/mL de medio). Las células fueron incubadas durante 30 minutos a 37
°C, 95% humedad relativa y 5% CO.. A continuacién se adicion6 paraformaldehido al 4%
y se dejo a temperatura ambiente protegido de la luz durante 30 minutos. Finalizado este
tiempo se realizaron 2 lavados con PBS y se mide la fluorescencia emitida empleando el
microscopio del equipo CYTATION 3 (Biotek®), con los objetivos 4X y 10X, con un filtro
rojo (631/593) para el DHE y azul (360/460) para HOESCHT. Se tomaron minimo 6 fotos
de campos representativos dentro de cada lamina. Una vez finalizado esto, las imagenes
son procesadas empleando el software GEN5 de Biotek® para determinar el numero de

células y la fluorescencia de cada una. Se encuentra la fluorescencia basal para cada
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lamina y se determina el numero de células con fluorescencia positiva es decir con
fluorescencia superior a la basal. Posteriormente se hace la relacion entre células
fluorescentes positivas y células totales y se multiplica por 100 para expresarlo en
porcentaje. Como control negativo, se realizé la prueba de inmunofluorescencia indirecta
para una lamina de hueso sin ningun tratamiento.

Analisis estadistico: los datos fueron analizados empleando analisis de varianza en una

via y con un nivel de significancia de 0,05.

5.2 Resultados

5.2.1 Caracteristicas de las particulas submicrénicas producidas

Los ensayos in vitro se realizaron con particulas de PLGA-ALE y PLGA producidas por el
método de nanoprecipitacién, empleando acetona-DMSO (1:1 v/v) como solvente con
tamanos inferiores a 230 nm (Tabla 5-1) y monodispersas, pues los indices de
polidispersidad fueron inferiores a 0,15. Los valores del potencial zeta muestran una
pequena diferencia entre la carga superficial de las particulas con y sin compuesto activo,
lo que indicaria un cambio en la carga de la superficie, probablemente debida a la
presencia de la NAC. La cantidad de compuesto activo cargado fue de 1,74%

Tabla 5-1 Caracteristicas fisicoquimicas de las particulas submicrénicas de PLGA-ALE

Compuesto
Polimero activo Tp (nm) PDI Potencial zeta (mV)
PLGA-ALE NAC 228,13 0,105 -17.,8
PLGA-ALE -- 174,8 0,104 -33,3
PLGA -- 139 0,080 -48,1

5.2.2 Determinacion de la presencia de marcadores de

osteoclastos.

Es conocido que la NAC ha sido empleada como agente antioxidante en cultivos de células

similares a osteoclastos y se ha encontrado que hay diminuciéon en la presencia de
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marcadores de actividad osteoclastica [7], [15], [17]. Se realizé la determinacion de la
expresion de varios marcadores, con el objetivo de verificar si al atrapar NAC dentro de
particulas, podria llegar a afectar su accion bioldgica. Para esto se determind la presencia
de ocho marcadores moleculares para osteoclastos por inmunofluorescencia indirecta.
Adicionalmente se determind el efecto que podria tener el vehiculo ya que este posee
como ligando un bifosfonato (solo particulas de PLGA-ALE) y el efecto que tendria el
material sin ligando (particulas de PLGA). La Figura 5-1 muestra los resultados de los

diferentes marcadores osteoclasticos.

El primero de los marcadores de actividad osteoclastica que se determiné fue la presencia
de la metaloproteinasa de matriz extracelular (MMP), proteina que interviene en la
degradacion de la matriz extracelular 6sea. En la Figura 5-1 se observa que la presencia
de NAC en solucion baja la expresién de esta proteina en un 72%, mientras que NAC-NP
logra atenuarla en un 36,1%; el efecto del vehiculo (PLGA-ALE) lo hace en un 57,3% v el
del vehiculo sin alendronato lo hizo en un 0%. El analisis estadistico (ANOVA p<0,05)
mostré que si existia diferencia estadistica entre los tratamientos y al realizar la
comparacion de medias (DLS) entre NAC y NAC-NP se encontrd que, si existia diferencia,
mostrando un mejor desempefio la NAC libre que la atrapada en particulas. En cuanto al
efecto del material del vehiculo (PLGA-ALE vs PLGA) se encontré que también habia
diferencia observandose que las particulas de PLGA-ALE lograban atenuar la presencia
de este marcador, mientras que las particulas de PLGA no tenian ningun efecto sobre la
actividad de MMP.

El segundo de los marcadores determinados fue la subunidad 3 de la integrina o33 (IB3).
En la Figura 5-1 se observa que la expresion de esta no se ve atenuada por la NAC libre,
y la presencia de NAC-NP la disminuye apenas un 8,7%, mientras que el vehiculo de
PLGA-ALE lo hace en un 28,2% y el de PLGA un 4%. El anadlisis estadistico (ANOVA
p<0,05) mostré que no hay una diferencia estadistica entre los tratamientos empleados, lo
que sugiere que pudo existir un error al manipular el anticuerpo empleado, que genero los

resultados que se encontraron.

El tercero de los marcadores determinados fue la presencia de la subunidad C1 de la
ATPasa Vacuolar H* VI (ATPC1). En la Figura 5-1 se observa que la presencia de NAC
disminuye la expresion de esta proteina en un 73,4% y la NAC-NP en un 82,2%, las



Capitulo 5 125

particulas de PLGA-ALE lo hacen en un 45,6% y las de PLGA en un 60%. El analisis
estadistico (ANOVA p<0,05) mostré que si existia diferencia estadistica entre los
tratamientos y al realizar la comparacion de medias (DLS) entre NAC y NAC-NP se
encontr6 que ambos tratamientos eran estadisticamente similares, indicando que el
proceso de atrapamiento no afectaba la actividad bioldgica. En cuanto al efecto del material
del vehiculo (PLGA-ALE vs PLGA) se encontré que ambos tratamientos eran similares,

indicando que la presencia del vehiculo no cambiaba la expresion de esta proteina.

El cuarto de los marcadores de actividad osteoclastica que se determino fue la presencia
de DC STAMP, una proteina que interviene en el proceso de fusion celular de los
osteoclastos. En la Figura 5-1 se observa que la expresion de ésta se ve atenuada por la
NAC libre en un 50,4% mientras la NAC-NP lo hace en un 37,4%. Ninguno de los dos
vehiculos empleados atenud la expresion de la proteina, por el contrario, para las
particulas submicrénicas de PLGA encontré un 58% mas del marcador comparado con el
control positivo, esto se pudo deber a que las células se adaptaron mejor a esa lamina
Osea y crecieron mejor, comparado con el control positivo. El analisis estadistico (ANOVA
p<0,05) mostrd que, si hay una diferencia estadistica entre los tratamientos empleados, y
al realizar la comparacion de medias (DLS) entre NAC y NAC-NP no se encontré diferencia
estadistica, resultados similares se obtuvieron para los tratamientos de PLGA y PLGA-ALE
lo que sugiere que la NAC atrapada tiene la misma actividad que la que se encuentra en

solucion y que los vehiculos empleados no interfieren en la expresion de la proteina.

El quinto de los marcadores fue la anhidrasa carbodnica Il (CAll), una proteina que se
encuentra presente en las etapas tempranas de la diferenciacion de los osteoclastos. En
la Figura 5-1 se observa que la expresion de esta se ve atenuada por la NAC libre en un
48,8% mientras la NAC-NP lo hace en un 55,4%. Ninguno de los dos vehiculos empleados
atenuo la expresion de la proteina, por el contrario, encontré un 75% mas para el PLGA-
ALE y doble para PLGA, esto al comparar con el control positivo. Esto se pudo deber a
que las células se adaptaron mejor a esa lamina ésea y crecieron mejor, comparado con
el control positivo. El analisis estadistico (ANOVA p<0,05) mostré que, si hay una diferencia
estadistica entre los tratamientos empleados, y al realizar la comparacion de medias (DLS)
entre NAC y NAC-NP no se encontré diferencia estadistica, resultados similares se
obtuvieron para los tratamientos de PLGA y PLGA-ALE lo que sugiere que la NAC atrapada
tiene la misma actividad que la que se encuentra en solucidon y que los vehiculos

empleados no interfieren en la expresion de la anhidrasa carboénica ll.
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El sexto de los marcadores fue la catepsina K (CK), que es una colagenasa que se
encuentra presente en los osteoclastos. En la Figura 5-1 se observa que la expresién de
esta se ve disminuida por la NAC libre en un 55,5% mientras la NAC-NP lo hace en un
52%. El vehiculo de PLGA-ALE mostré un valor 11% mayor al encontrado para el control
positivo, mientras que las particulas de PLGA atenuaron la presencia de la proteina en un
13,7%. El anadlisis estadistico (ANOVA p<0,05) mostré que, si hay una diferencia
estadistica entre los tratamientos empleados, y al realizar la comparacion de medias (DLS)
entre NAC y NAC-NP no se encontré diferencia estadistica, resultados similares se
obtuvieron para los tratamientos de PLGA y PLGA-ALE lo que sugiere que la NAC atrapada
tiene la misma actividad que la que se encuentra en soluciéon y que los vehiculos

empleados no interfieren en la expresion de la catepsina K.

El séptimo de los marcadores fue Adam 12. En la Figura 5-1 se observa que la expresion
de Adam 12 se ve atenuada por la NAC libre en un 85,4% mientras la NAC-NP lo hace en
un 93,7%. Las particulas submicrénicas de PLGA-ALE atenuaron la expresién de la
proteina en un 59,8%, mientras que las de PLGA no afectaron la expresién de Adam 12,
ya que mostraron valores similares a los encontrados para el control positivo. El analisis
estadistico (ANOVA p<0,05) mostré que, si hay una diferencia estadistica entre los
tratamientos empleados, y al realizar la comparacion de medias (DLS) entre NAC y NAC-
NP no se encontré diferencia estadistica, resultados similares se obtuvieron para los
tratamientos de PLGA y PLGA-ALE lo que sugiere que la NAC atrapada tiene la misma
actividad que la que se encuentra en solucion y que los vehiculos empleados no interfieren

en la expresion de Adam 12.

El octavo de los marcadores de actividad osteoclastica fue el receptor para la calcitonina
(CT-R), que se encuentra presente en los procesos resortivos. En la Figura 5-2 se observa
que la expresion del receptor se ve atenuada por la NAC libre en un 76,8% mientras la
NAC-NP lo hace en un 61%. Las particulas de PLGA atenuaron la expresioén de la proteina
en un 32%, mientras que las de PLGA-ALE no la afectaron, pues se encontré6 una
expresion un 21% superior al valor que mostré el control positivo. El analisis estadistico
(ANOVA p<0,05) mostré que no hay una diferencia estadistica entre los tratamientos
empleados, lo que sugiere que el error experimental para este anticuerpo fue grande.
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Para resumir el total de los marcadores empleados que fueron medidos por
inmunohistoquimica, se construyo la Figura 5-4 promediando la expresion de los diferentes
marcadores por tratamiento y la Figura 5-3 se construyé sumando todos los resultados
para los diferentes marcadores por tratamiento, de tal manera que se tomé6 como 100% el
valor total que se encontrd para las células que no recibieron ningun tratamiento (control
positivo) y con respecto a este se determind el porcentaje de expresion por tratamiento.
Como se puede ver, cuando se emplea NAC libre los diferentes marcadores de actividad
osteoclastica se expresaron en un 32,1% lograndose una atenuacion de 67,9%; para NAC-
NP se expresaron en un 39,8%, con una atenuacion de 60,2%. Para los diferentes
vehiculos empleados se encontré6 que con particulas submicrénicas de PLGA-ALE se
expresaron un 68,8% con una atenuacion de 31,2%, mientras que las particulas de PLGA
se expresaron un 88,8% con una atenuacion de 11,2%. Los analisis estadisticos (ANOVA
p<0.05) muestran que hay diferencia entre los diferentes tratamientos y al realizar la
comparacion de medias (DLS) entre NAC y NAC-NP no se encontré diferencia estadistica,
resultados similares se obtuvieron para los tratamientos de PLGA y PLGA-ALE lo que
sugiere que la NAC atrapada tiene la misma actividad que la que se encuentra en solucion
y que los vehiculos empleados no interfieren en la expresion de los diferentes marcadores

cuantificados.

Las células tratadas con NAC libre mostraron menor expresién para todos los marcadores
osteoclasticos empleados (excepto IB3). Otros investigadores han reportado resultados
similares [7], [15], [18]. Al comparar los resultados entre el uso de NAC libre y atrapada en
las particulas (NAC-NP), se puede concluir que no hay diferencia estadistica entre los
resultados (ANOVA p<0.05) para todos los anticuerpos, con la excepcion del marcador
MMP, que disminuye 36% la expresion del marcador con NAC-NP y 72% con NAC libre. A
pesar que estadisticamente los resultados para estos tratamientos son similares, se
pueden observar pequefas diferencias entre los mismos; por ejemplo, cuando se emplea
NAC (A) libre se detectd un 32% de los marcadores, mientras que la NAC-NP (B) lo hace
en un 39%. Aunque la diferencia es pequefa permite inferir que el proceso de atrapamiento
del compuesto activo logra inactivarlo en un pequefio valor, o que parte del compuesto

quedo atrapado en el interior y no sali6 al termind del ensayo (4 dias).

De lo anterior se puede concluir que el proceso de atrapamiento de NAC dentro de matrices
poliméricas de PLGA-ALE no afecta de manera significativa la funcién biolégica de la
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misma. Lo anterior es un hallazgo muy importante, ya que, si se quiere emplear este

vehiculo para el transporte de principios activos, es fundamental que no lo desactive.

Una vez establecido que el vehiculo no disminuia la actividad biologica de la NAC, se
procedi6 a investigar el efecto que podria tener el vehiculo por si mismo (PLGA-ALE) y
dado que posee un bifosfonato que también puede llegar a tener efecto terapéutico se
procedié a comparar con el efecto del mismo vehiculo en ausencia del bifosfonato (PLGA).
Los resultados para ambos tratamientos muestran que no logran atenuar la presencia de
los marcadores en la misma proporcion que los tratamientos que tienen NAC. Al comparar
los dos tratamientos se observan resultados diversos para los marcadores ATPC1, CK y
CT-R, se encontré que el PLGA atenuaba mas la presencia del marcador que el PLGA-
ALE, aunque no siempre en la misma proporcién, ya que la diferencia fue minima para la
ATPC1 y CK pero significativa para CT-R. De otro lado, para los marcadores MMP, DC-
STAMP, CA Il y ADAM 12 el PLGA-ALE atenué mas la presencia del marcador que el
PLGA. Nuevamente las diferencias no son siempre las mismas, de manera que para CA
Il'y ADAM 12 no son estadisticamente diferentes (ANOVA p<0,05) mientras que para MMP
y DC-STAMP si lo son. En la Figura 5-3 se observa que se expresaron casi el 70% de los
marcadores osteoclasticos con el PLGA-ALE, mientras que con el PLGA se encontraron

casi el 90%, valor muy cercano al obtenido con las células sin ningun tipo de tratamiento.

Aunque estadisticamente no se encontré diferencia entre el efecto de las particulas
submicrénicas de PLGA y PLGA-ALE, si se observd una pequefia disminucion en el
material de PLGA-ALE lo que sugiere que el alendronato presente en las particulas,
aunque pequefo si puede llegar a tener un efecto biolégico sobre algunos de los

marcadores osteoclasticos, aunque no es claro el mecanismo de accion.
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Figura 5-1 Porcentaje de células con presencia de diferentes marcadores osteoclasticos
(MMP, IB3, ATPC1, DC-STAMP, CAll, CK, ADAM 12 y CT-R. Células contadas sobre
microfotografias de las laminas de hueso obtenidas con el equipo Cytation 3 con el
objetivo 10X y procesadas con el software Gen5, para los diferentes tratamientos

5.2.3 Evaluacion de la presencia de especies reactivas de
oxigeno (ROS)

En la Figura 5-6 se observan las células existentes en la lamina de hueso (células
visualizadas en color azul) y la fluorescencia roja, que es un indicativo de la presencia de
ROS; a mayor intensidad en dicha fluorescencia, mayor es la presencia de ROS en esa
célula. Los resultados de la Figura 5-5 confirman el efecto de la NAC tanto libre como en
particulas submicrénicas (NAC-NP) sobre las especies reactivas de oxigeno observandose
una reduccion de la presencia de ROS en un 80,7 y 93,3% respectivamente, comparado

con las células a las que no se les suministro el principio activo, es decir el control positivo.
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Las particulas submicrénicas de PLGA-ALE disminuyeron la presencia de ROS en un
45,6%, mientras que las de solo PLGA lo hicieron en un 29,3%. Como se queria aclarar si
la presencia de alendronato podia tener algun efecto sobre ROS, se adicion6 alendronato
en la misma concentracién que se encuentra en las particulas de PLGA-ALE; como
resultado se encontré que bajaba la presencia de ROS en un 11,14%. Los analisis
estadisticos (ANOVA p<0,05) mostraron que si habia diferencia entre los tratamientos
aplicados. Al comparar el efecto de NAC libre con NAC-NP comparando sus promedios
(DLS) se encontré que no existia una diferencia estadistica significativa. Cuando se
comparo el efecto del material de las particulas (PLGA y PLGA-ALE) se encontré que
tampoco habia diferencia estadistica entre los mismos. Finalmente, como se queria aclarar
el papel del alendronato, se realizdé una comparacion de medias (DLS) entre las particulas
submicronicas de PLGA-ALE y el alendronato y se encontrd que tampoco existia diferencia

estadistica.

Se conoce que las especies reactivas de oxigeno (ROS), juegan un papel importante en
la diferenciacién y el desempeno de los osteoclastos [245], [271]-[275]; es por esto que la
NAC ha sido empleada como estrategia para atenuar el funcionamiento de los mismos.
Srinivasan y colaboradores ya habian reportado que su uso en células RAW 264.7
estimuladas con RANKL atenuaba la presencia de ROS [16]. Los resultados empleando
NAC libre o atrapada (NAC-NP) mostraron resultados similares, confirmando que el
proceso de atrapamiento del compuesto activo en un vehiculo particulado no afecta su
actividad biolégica. En cuanto al efecto del vehiculo sin la presencia de alendronato (PLGA)
se encontré que no tiene efecto sobre ROS. Se conoce que el alendronato actua sobre la
enzima farnesildifosfato sintasa presente en el osteoclasto, no sobre ROS. Por esto, se
comparo la presencia de ROS cuando se empleaba PLGA-ALE y solo alendronato en
solucion y se encontrd que no existia diferencia entre estos dos tratamientos; sin embargo,
con el complejo PLGA-ALE si se observé una atenuacion de 45,6%, lo que podria indicar
un posible efecto cuando se encuentra unido al PLGA; el mecanismo por el cual lo hace
no es claro, se requerian pruebas adicionales variando la concentracion tanto de las

particulas de PLGA-ALE, como de alendronato.
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5.2.4 Evaluacion de la presencia de la enzima fosfatasa acida
resistente al tartrato (TRAP) y lagunas de resorcién

Se ha asociado la presencia de la enzima fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP) con
la generacion de ROS y su presencia en osteoclastos maduros [216], [217], [276]. Las
lagunas de resorcion, también son un indicativo de la actividad osteoclastica, ya que se
forman como consecuencia de la actividad erosiva del osteoclasto sobre la matriz 6sea;
por lo tanto, para nuestro caso, ambos son indicadores del desempefio de las células
similares a osteoclastos que se usaron en el presente ensayo. Las Figura 5-7 y 5-8
muestran que la presencia de NAC libre logra disminuir en un 83,6% la presencia de dichas
lagunas, aunque la NAC-NP lo hace en un 76%. Resultados similares se obtuvieron para
el numero de células TRAP+, ya que NAC libre disminuyo en un 48,7%, mientras que la
NAC-NP lo hizo en un 39%. El analisis estadistico (ANOVA p<0,05) mostré que no existia
diferencia entre el uso de NAC libre o atrapada. Esto apoya el efecto de NAC en las células
similares a osteoclastos. Otros investigadores han reportado resultados similares
solamente empleando NAC [7], [15]-[18] ya que no hay reportes en la literatura para NAC-
NP.

De otro lado, no se observé efecto bioldgico por parte del vehiculo empleado (PLGA-ALE
o0 PLGA) en relacion a afectar el numero de células TRAP+ o las lagunas de resorcion. Ya
que la presencia de PLGA-ALE mostré un 10% mas area de resorcion y 48% mas células
TRAP+ comparando con los valores encontrados para el control positivo. El PLGA mostré
un 6,2% mas area de resorcion y 36% mas células TRAP+. La comparacion entre las
medias de los tratamientos (DLS) mostré que no existia diferencia estadistica entre los
mismos. Cenni y colaboradores realizaron pruebas para verificar la presencia de colageno
1 y la formacion de anillos de actina (ensayos realizados empleando células
mononucleares de sangre periférica —CMNSP- estimuladas con el ligando de receptor
activador para el factor nuclear kB —RANKL- y con el factor estimulante de colonias de
macrofagos -M-CSF-) y evaluaron la capacidad antiresortiva empleando particulas
submicrénicas de PLGA-ALE y PLGA encontrando que las particulas de PLGA-ALE tenian
un efecto antiresortivo, aunque al comparar el resultado con particulas submicrénicas de
PLGA se observé que ambos vehiculos tenian dicha actividad sugiriendo que el efecto
esta dado en parte por el PLGA [277].
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Figura 5-2 Microfotografias representativas de inmunofluorescencia de anticuerpos
policlonales para Catepsina K. Tinciéon con 0,1 ug/ml DAPI (color azul), fluorescencia
obtenida con el filtro verde para FITC. Microfotografias de las laminas de hueso
obtenidas con el equipo Cytation 3 con el objetivo 10X y procesadas con el software
Genb, para los diferentes tratamientos.
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Figura 5-3 Porcentaje total de células que expresan marcadores osteoclasticos.
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Figura 5-4 Porcentaje promedio de la expresion de todos los marcadores de actividad
osteoclastica por tratamiento.
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Figura 5-5 Porcentaje de células con presencia de ROS. Células contadas sobre
microfotografias de las laminas de hueso obtenidas con el equipo Cytation 3 con el
objetivo 10X y procesadas con el software Gen5, para los diferentes tratamientos.
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Células fusionadas Células sin fusionar

Figura 5-6 Microfotografias representativas de la presencia de ROS. Tincién con 0,1
pg/ml HOESCHT (color azul), fluorescencia obtenida con el filtro rojo que cuantifica la
presencia de 2-hidroxietidio. Microfotografias de las laminas de hueso obtenidas con el
equipo Cytation 3 con el objetivo 10X y procesadas con el software Gen5, para los
diferentes tratamientos.
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Figura 5-7 Microfotografias de células TRAP+ (derecha) y TRAP-(izquierda) y numero de

células TRAP+. Células contadas sobre laminas de hueso y obtenidas con el objetivo

10X para los diferentes tratamientos.
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Figura 5-8 Microfotografias y Porcentaje de resorcion. Células contadas sobre laminas de
hueso y obtenidas con el objetivo 10X para los diferentes tratamientos.
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5.3 Conclusiones:

En el modelo utilizando células similares a osteoclastos NAC atrapada en particulas
submicronicas de PLGA-ALE tiene actividad antioxidante, atenua la expresién de los
marcadores osteoclasticos y disminuye la actividad TRAP y resortiva.

El vehiculo PLGA-ALE no mostré efecto citotdxico sobre las células empleadas.

NAC atrapada en particulas submicronicas de PLGA-ALE es una alternativa para
transportar y direccionar NAC hacia tejido 6seo. Sin embargo, se debe incrementar la
capacidad del vehiculo para transportar NAC, ya que es baja.






6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Durante el desarrollo de la presente investigacion se analizaron diferentes metodologias
para producir nanoparticulas o particulas submicrénicas de PLGA que atrapen NAC. Como
resultados se encontr6 que para el método de nanoprecipitacion, de las variables
estudiadas como el tiempo y velocidad de agitacion, el flujo de adicidn de la fase organica
a la acuosa y la separacion por evaporacion del solvente no afectaban el tamafo de

particula, mientras que la presencia de tensoactivos si.

Empleando al método de emulsion evaporacién se encontrd que una relacién entre la fase
organica y acuosa (relacion O/A) de 1 a 5, un porcentaje de amplitud de 60% y un tiempo
de 1 minuto producian nanoparticulas de menor tamano (inferior a 100 nm) pero con un

bajo atrapamiento (0,03%).

Al emplear el método de doble emulsién se encontré que el tamafo de particula varia con
el tipo de solvente empleado, aunque se obtuvieron nanoparticulas de tamanos pequenos

(77 nm) el atrapamiento fue bajo (0.34%)

Al comparar los métodos de nanoprecipitacion, emulsién simple y doble; se encontraron
resultados similares en cuanto al atrapamiento de NAC. Se escogié el método de
nanoprecipitacion para realizar un estudio mas detallado sobre el atrapamiento de NAC,
ya que este es un método sencillo y faciimente escalable. Como resultado se encontré que
al enriquecer la fase organica y acuosa con NAC e incrementar la viscosidad del no
solvente mejoraba el atrapamiento. El incremento del peso molecular del polimero

aumenta levemente tanto el tamano de particula como el atrapamiento.

El protocolo desarrollado para la fabricacion de nanoparticulas de PLGA-ALE que atrapen
NAC emplea el método de nanoprecipitacion usando una mezcla de solventes de acetona

y DMSO (1:1 v/v) adicionando NAC tanto al solvente como al no solvente. Se obtuvieron
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particulas submicronicas de PLGA-ALE-NAC con un tamafio de 228 nm, que atraparon
1,74% de NAC, dichas particulas mostraron tener afinidad por el tejido 6seo, lo que indica

que puede trasportar y direccionar el compuesto activo hacia dicho tejido.

La velocidad de liberacion de la NAC muestra ser rapida particularmente en las primeras
1.5 h, después baja. El mecanismo de liberacion es difusivo, no erosivo. Las particulas
submicrénicas le brindan estabilidad al compuesto, ya que una vez liberado este se
dimeriza, perdiendo actividad. De otro lado, el alendronato direcciona al polimero vy
adicionalmente le brinda proteccion contra la hidrélisis. Una vez liberado podria tener
accioén farmacoldégica sobre el tejido 6seo, esto si el tratamiento terapéutico se realiza sobre
pacientes que sufran de osteoporosis, asi el vehiculo no solamente transportaria un

antioxidante poderoso si no un agente antiresortivo.

En cuanto a la velocidad de degradacion de las particulas, se encontré que pasado un
mes, éstas habian perdido casi un 50% de su peso molecular inicial, indicando el caracter
biodegradable del vehiculo, hecho que lo hace un buen candidato para liberar de manera
controlada medidamentos direccionados hacia el tejido 6seo. Es necesario optimizar la

cantidad de NAC con el fin de poder ampliar la cantidad que se puede transportar.

Los resultados de la actividad biolégica del compuesto atrapado muestran que el proceso
de fabricacién del vehiculo no desactiva el principio activo, ya que se comprobé su caracter
antioxidante frente a células similares a osteoclastos. Se demostré que logra atenuar la
expresion de algunos marcadores osteoclasticos y puede disminuir el desempefo de las
células similares a osteoclastos. De tal manera que es una alternativa para transportar y
direccionar NAC hacia tejido 6seo. Adicionalmente el vehiculo fabricado no mostré tener
efecto citotdxico sobre las células empleadas, ya que se observé el crecimiento de las

mismas a lo largo del ensayo.

Es importante aclara que para que esto pueda llegar a ser aplicado, se debe incrementar
la capacidad del vehiculo para transportar NAC, ya que la capacidad de transporte del
vehiculo actual es baja.

6.2 Recomendaciones

Explorar otros materiales menos hidréfobos para mejorar el atrapamiento.
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Realizar pruebas in vivo con el fin de verificar la accién terapéutica de las particulas

obtenidas.

Adicionar PLGA-PEG para incrementar la carga hidrofilica sobre la superficie y asi
aumentar el tiempo de circulacion por el torrente sanguineo, al momento de ser

administrado de manera parental.

Desarrollar un protocolo de liofilizacion que no genere agregacion por parte del material.






A. Anexo: Solubilidad de la NAC

Solubilidad de NAC en diferentes solventes:

En el proceso de nanoprecipitacion se registran pérdidas de NAC cuando el no solvente
empleado es agua, dado el caracter hidréfilo de la misma. Para evitar esto, se realizan
pruebas de solubilidad de la NAC en diferentes solventes buscando seleccionar solventes
en los cuales es principio activo no sea soluble, o si lo es, que dicha solubilidad sea baja.
La seleccién de solventes se realiza teniendo varios criterios:

e Toxicidad del solvente: se seleccionaron los solventes menos toxicos teniendo en
cuenta la clasificaciéon adoptada por la ICH Q3C (International Conference on
Harmonization) donde existen 3 tipos de solventes, siendo los numero 3 los menos
téxicos y los 1 los mas.

e EIl parametro de solubilidad: se buscan solventes con valores que difieran del
parametro de solubilidad de la NAC (23.54 MPa'?).

Materiales y métodos

Materiales: N-acetilcisteina marca Sigma, agua destilada y desionizada, isopropanal,
hexano, ciclohexano, heptano, isoctano, metanol, 1 butanol, 2 butanol y acetatos de:
metilo, etilo, amilo, isoamilo y butilo. Todos los solventes empleados fueron grado analitico.

Metodologia: Se pesaron y adicionaron 25 mg de NAC a 500 pL del solvente, se dejo en
agitacién por 24 h. Como control se realiza el mismo procedimiento con agua como
solvente. Finalizado el proceso de agitacién, se observa si se formd una solucion o se
presentan cristales.

Resultados y discusion: de acuerdo a los resultados existen varios solventes con una
toxicidad baja con los cuales se podrian contar como alternativas para escoger un no
solvente en el método de nanoprecipitacion.
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Tabla 1 Solventes, parametros de solubilidad y solubilidad en NAC

Solvente Clase Parametro de Solubilidad
(toxicologia) | Solubilidad MPa'”?

Isopropanol 3 23.57 +
Hexano 2 14.9 -
Ciclohexano 2 16.8 -
Heptano 3 15.3 -
Etanol 3 26.5 +
Metanol 2 29.6 +
1 Butanol 3 23.2 -
2 Butanol 3 22.2 -
Acetato de metilo 3 18.7 +
Acetato de etilo 3 18.1 +
Acetato de amilo 17.25 -
Acetato de isoamilo 171 -
Acetato de butilo 3 17.4 +
Agua 47.8 +

Variacion de la solubilidad de la N acetilcisteina con el pH

Tebes et al, 2007 demuestra que al variar el pH se puede hacer un compuesto quimico
mas hidrofobo o hidréfilo, para ver este efecto se busca determinar el coeficiente de
reparto entre una solucion acuosa de NAC preparada a diferentes valores de pH y un
solvente (diclorometano).

Materiales:

N-acetilcisteina marca Sigma, agua destilada y desionizada, diclorometano, buffers:
glicina — acido clorhidrico (pH 2.4), acetato (pH 4), PBS (pH 7.2) y glicina — hidréxido de
sodio (pH 8.6 y 10.6).

Metodologia:

Se adiciona 1.5 mL de diclorometano y 1.5 mL de NAC (0.5 mg/mL) disuelta en la buffer
y se deja en agitacion a 220 rpm durante 24 h. Pasado este tiempo se deja en reposo por
1 hora y se separan por diferencia de densidad la fase organica de la acuosa. Se determina
la cantidad de NAC en la fase acuosa. Cada ensayo se hace por triplicado.

Resultados y discusion:

De acuerdo a los resultados obtenidos no se puede observar una diferencia significativa
en la cantidad de NAC que se obtiene en la fase acuosa, lo que permite concluir que no
existe un efecto apreciable en el cambio de pH con respecto la hidrofilicidad de la NAC.



Anexo A. Solubilidad de la NAC

147

Tabla 2 Concentracion de NAC que en la fase acuosa

pH NAC (mg/mL)
2,4 0,4614
4,36 0,5322
7,2 0,48916
8,6 0,5255
10,6 0,5336







B. Anexo: Estandarizacién de la
tecnica de difusién de luz dinamica
(DLS) para la determinacion del
tamano de particulas submicrénicas
de PLGA

DLS es una técnica para la medida de tamano de particulas a nivel submicrénico por medio
del movimiento Browniano de las particulas, relacionandolo con su tamafo. La
determinacion se realiza iluminando las particulas con un laser y analizando las
fluctuaciones de la luz dispersada.

Esta técnica mide las fluctuaciones de intensidad a lo largo del tiempo, con el fin de
determinar el coeficiente de difusion traslacional (D), y a partir de éste determinar el
diametro hidrodinamico (Dh) de la particula, empleando la ecuacion de Stokes-Einstein.
Dicho coeficiente es funcion de la constante de Boltzmann, la temperatura (T), el diametro
hidrodinamico (Dh) y la viscosidad del medio (u). Por lo tanto es importante conocer el
valor de las mismas al realizar un ensayo. La temperatura debe permanecer constante, por
esto es importante que la cantidad de muestra adicionada a la celda, sea cercana a 1 mL
ya que valores mayores pueden generar gradientes térmicos al interior de la celda que

pueden alterar el valor de la viscosidad del medio.

D kT
"~ 3muDh

Se ha reportado que la concentracién de particulas y el solvente en el cual se realice la
medida son parametros que se deben ajustar para cada muestra especifica [1]. A
continuacion se especificara el tipo de solvente a emplear y la concentracion de particulas
para que la medida sea confiable y reproducible.

Materiales y métodos:
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Materiales: PLGA 50/50 Resomer RG 502 (peso molecular 7 — 17 kDa), marca Sigma
Aldrich, Pluronic F127 marca Bioreagent, agua destilada y desionizada, acetona grado

analitico marca Merck.

Produccién de particulas: el método empleado fue el de nanoprecipitacion. La fase
organica estaba compuesta por acetona como solvente y PLGA (10 mg/mL). Se dej6é un
tiempo de disolucién de minimo 2 horas a temperatura ambiente. El no solvente se formé
con agua y Pluronic® F127 1% p/v como tensoactivo. A continuacion se formé la
suspensioén de particulas adicionando lentamente la fase organica a la acuosa mientras se
realizaba agitaciéon con un magneto durante 10 minutos. A esta mezcla se le denominé

mezcla 1.

Concentracion y purificacion de particulas: las particulas producidas que se encuentran en
la mezcla 1, son separadas del medio en el que se encuentran suspendidas por medio de
una centrifuga a 10000 g durante 4 minutos y resuspendidas empleando un vortex, usando
agua tipo Il; a esta mezcla se le denomind mezcla 2. Se eligié agua como solvente, ya que
el polimero no es soluble en esta y adicionalmente es un solvente econémico, con una alta
disponibilidad y sus datos como viscosidad, indice de refraccion y constante dieléctrica se
encuentran en la base de datos del software del equipo (Zetasizer v6.34). Con el fin de
conocer la concentracién de particulas en la mezcla 2, se determiné el peso seco de 2 mL
de dicha mezcla, adicionandolos a un vial previamente tarado y pesado; dejandolo a 50 °C

hasta peso constante (después de 48 h). Dicho ensayo se realizé por triplicado.

Determinaciéon del tamafio de particula, e indice de polidispersidad: la distribucién del
tamano de particula fue determinada por dispersion dinamica de luz (DLS) empleando un
equipo Malvern Zetasizer ZS. Los parametros de medida empleados fueron los siguientes:
se empled un laser con una longitud de onda de 633 nm (He-Ne), un angulo de dispersion
de 173°. Los ensayos se realizaron a 25 °C, en un cuarto cerrado y con un tiempo para
estabilizar la temperatura de 2 minutos. La viscosidad del medio empleado fue de 0.8872
mPa.s y el indice de refraccion del medio fue de 1.33, valores que corresponden al agua y
fueron obtenidos del software (Zetasizer v6.34). Se realizaron al menos 3 medidas por

muestra y se reportd el promedio aritmético de las tres. Se reportd el tamafio de particula
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teniendo en cuenta el valor reportado por el analisis acumulativo siempre y cuando el indice
de polidispersidad fuese inferior a 0,2 y el valor del intercepto superior a 0,85 esto ultimo
de acuerdo a las recomendaciones realizadas por el fabricante. En los casos que indice
de polidispersidad es superor a 0.2 se reporta el valor que haya presentado mayor
intensidad, de acuerdo al analisis diferencial, siempre y cuando el valor del intercepto
hubiese sido superior a 0,85. Cuando se obtuvo una medida que no cumpliera con estas
especificaciones, se reporté como muestra polidispersa y no se reporta valor para el

tamano de particula pues el resultado no es confiable.

Preparacion de las muestras para la determinacién del tamarfio de particula: a partir de la
mezcla 2 se realizaron una serie de diluciones con agua microfiltrada (0.22 ym) con el fin

de observar la variacion de la concentracion de particulas con el tamafio de particula.

Resultados

La tabla 1 y la Figura 1 muestran los resultados de las diferentes diluciones realizadas.
Como se puede observar el tamafo de particula tiende a incrementarse a concentraciones
altas, mientras que a partir de 1,2 mg/mL el tamafo de particula se hace independiente de
la concentracidon de particulas. Al realizar una comparacion de medias, se encontré que si
existia influencia estadistica de la concentracion sobre el tamafno de particula (ANOVA
p<0,05). Sin embargo al hacer el mismo analisis para concentraciones entre 1,2 y 0,06
mg/mL, se encontré que no existia diferencia entre el tamafo de particula y la
concentracion. Por lo tanto se define que para realizar el analisis de tamano de particula

se debe diluir la muestra a concentraciones inferiores a 1,2 mg/mL.
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Tabla 1 Variacion de la concentracion de particulas de PLGA con el tamafio de particula

PLGA
(mg/mL) Tp (nm) PDI Intercepto
6 195,93 0,05 0,96
3 183,07 0,06 0,97
2 182,23 0,07 0,95
1,2 177,87 0,06 0,96
0,6 175,97 0,01 0,96
0,12 176,70 0,07 0,97
0,06 177,03 0,05 0,96
200
195 ~
190 ~
€
£ 185 1
a
|_
180 ~
175 ~
170 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Particulas (mg/mL)

Figura 1 Variacion de la concentracion de particulas de PLGA, con el tamafo de particula
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C. Anexo: Datos y analisis
estadisticos

En el presente anexo, se encuentran algunos de los datos reportados en esta
investigacion, junto con las pruebas estadisticas empleadas.

Efecto de la variacion del porcentaje de amplitud del ultrasonido sobre el tamafio de
particula (Tp) empleando el método de emulsién simple

% Amplitud 10 20 40 60

Tp (nm) 431,56 100,5 239 136

Tp (nm) 363,7 108,5 218 164

Tp (nm) 306
Analisis estaditicos:
Prueba Test P-valor
Distribuciéon normal Shapiro Wilk 0,4672
Homocedasticidad Levene 0,289
Analisis de varianza Anova 0,003

Efecto de la variacién del porcentaje de amplitud del ultrasonido sobre el indice de
polidispersidad (PDI) empleando el método de emulsién simple
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% Amplitud 10 20 40 60
PDI 0,428 0,212 0,44 0,168
PDI 0,412 0,195 0,223 0,157
PDI 0,55
Analisis estaditicos:
Prueba Test P-valor
Distribucion normal Shapiro Wilk 0,088
Homocedasticidad Levene 0,0046
Analisis de varianza Anova 0,036

Efecto de la variacion del tiempo de ultrasonido sobre el tamafio de particula (Tp)
empleando el método de emulsion simple

Analisis estaditicos:

Tiempo (s) 15 60 30 180 300
Tp (nm) 278 94,82 239 91,91 95,26
Tp (nm) 281,9 115,5 218 99,97 110,4
Tp (nm) 237,5 94,18 108,7

Prueba Test P-valor
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Distribucion normal Shapiro Wilk 0,002
Homocedasticidad Levene 0,318
Analisis de varianza Anova 0,0001

Efecto de la variacion del tiempo de ultrasonido sobre el indice de polidispersidad (PDI)
empleando el método de emulsion simple

Tiempo (s) 15 60 30 180 300
PDI 0,227 0,149 0,44 0,172 0,19
PDI 0,263 0,156 0,223 0,17 0,348
PDI 0,264 0,197 0,341

Analisis estaditicos:

Prueba Test P-valor
Distribuciéon normal Shapiro Wilk 0,084
Homocedasticidad Levene 0,0003

Analisis de varianza Anova 0,122

Efecto de la variacién de la relacion entre la fase organica y acuosa (O/A) sobre el
tamano de particula (Tp) empleando el método de emulsién simple
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Relacion O/A 1a2 1a5 17a10 1a20

Tp (nm) 249,7 81,36 239 408

Tp (nm) 156 83,32 218 350,8

Tp (nm) 221 316,6

Analisis estadisticos

Prueba Test P-valor
Distribucion normal Shapiro Wilk 0,73
Homocedasticidad Levene 0,192
Analisis de varianza Anova 0,001

Efecto de la variacién de la relacion entre la fase organica y acuosa (O/A) sobre el indice
de polidispersidad (PDI) empleando el método de emulsién simple

Relacion O/A| 1a2 1a5 1a10 1a20
PDI 0,339 0,252 0,44 0,466
PDI 0,452 0,255 0,223 0,44
PDI 0,22 0,274
Analisis estaditicos:
Prueba Test P-valor
Distribuciéon normal Shapiro Wilk 0,069
Homocedasticidad Levene 0,08
Analisis de varianza Anova 0,648

Efecto de la variacién del tiempo de agitacion sobre el tamafio de particula (Tp)
empleando el método de nanoprecipitacion
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Tiempo (min) 10 30 60
Tp (nm) 188,5 185 173,6
Tp (nm) 197,2 211,3 188,7
Tp (nm) 192,7
Prueba Test P-valor
Distribuciéon normal Shapiro Wilk 0,676
Homocedasticidad Levene 0,297
Analisis de varianza Anova 0,383

Efecto de la variacion del tiempo de agitacién sobre el indice de polidispersidad (PDI)
empleando el método de nanoprecipitacion

Tiempo (min) 10 30 60
PDI 0,046 0,127 0,12
PDI 0,102 0,146 0,206
PDI 0,112
Analisis estaditicos:
Prueba Test P-valor
Distribucion normal Shapiro Wilk 0,857
Homocedasticidad Levene 0,16
Analisis de varianza Anova 0,211

Efecto del flujo de adicion de solvente a la fase acuosa sobre el tamafo de particula (Tp)

empleando el método de nanoprecipitacion
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Analisis estaditicos:

Flujo (mL/min) [ 0,82 1,63 6,04
Tp (nm) 214,05 1885 2224
Tp (nm) 222,45 2232 1949
Tp (nm) 185,9
Tp (nm) 195,6
Tp (nm) 209,1
Prueba Test P-valor
Distribucion normal Shapiro Wilk 0,128
Homocedasticidad Levene 0,486
Analisis de varianza Anova 0,975

Efecto del flujo de adicion de solvente a la fase acuosa sobre el indice de polidispersidad

(PDI) empleando el método de nanoprecipitacién

Analisis estaditicos:

Flujo (mL/min) | 0,82 1,63 6,04
PDI 0,1055 0,1435 0,1745
PDI 0,1085 0,1195 0,127
PDI 0,09
PDI 0,08
PDI 0,189




Anexo C. Datos y analisis estadisticos

161

Prueba Test P-valor
Distribucion normal Shapiro Wilk 0,594
Homocedasticidad Levene 0,83

Analisis de varianza Anova 0,55

Efecto de la velocidad de agitacién sobre el tamafo de particula (Tp) empleando el
meétodo de nanoprecipitacion

Agitacion (rpm) 430 870 1300
Tp (nm) 194,7 188,5 191,6
Tp (nm) 192,7 223,2 187,45
Tp (nm) 182,6 2104 217,65
Analisis estaditicos:
Prueba Test P-valor
Distribucion normal Shapiro Wilk 0,123
Homocedasticidad Levene 0,28
Analisis de varianza Anova 0,392

Efecto de la velocidad de agitacién sobre el indice de polidispersidad (PDI) empleando el

método de nanoprecipitacion

Agitacion (rpm) 430 870 1300

PDI 0,1415 0,1435 0,119
PDI 0,112 0,1195 0,088
PDI 0,084 0,116 0,194

Analisis estaditicos:
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Prueba Test P-valor
Distribuciéon normal Shapiro Wilk 0,284
Homocedasticidad Levene 0,173

Analisis de varianza Anova 0,78
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