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RESUMEN Y ESQUEMA DE LA TESIS

La presente Tesis Doctoral, titulada “Aerosoles biocompatibles a partir de
polvo seco: Nuevo enfoque en el suministro de farmacos por via inhalatoria”, se
ha desarrollado en el Departamento de Ingenieria Quimica y Tecnologias del
Medio Ambiente de la Universidad de Zaragoza (Espana), dentro del grupo de
investigacion Peliculas y Particulas Nanoporosas (NFP), del Instituto de
Nanociencia y Materiales de Aragon (INMA). La investigacion que se expone a
continuacion ha sido desarrollada durante cuatro anos, 2018 - 2022, bajo la
codireccion de la Dra. M. Pilar Lobera y el Prof. Jesuis Santamaria, y ha estado
financiada por un contrato de Personal Investigador Predoctoral en formacion

del Gobierno de Aragon.

La via pulmonar ha demostrado ser una via de administracion muy
prometedora para la administracion directa y localizada de farmacos en los
pulmones. El sistema respiratorio posee un epitelio alveolar con alta superficie,
gran permeabilidad, actividad enzimatica baja y ausencia de efecto de primer
paso hepatico. Todo ello permite un aumento de la biodisponibilidad del
farmaco en los pulmones, con la consiguiente reduccion de la dosis total
empleada en comparacion con otras vias de administracion (oral o intravenosa)
y, por tanto, una disminucion de los efectos adversos derivados de la
medicacion. Sin embargo, el problema principal que presenta es que, para
lograr una concentracion adecuada en los pulmones, se requiere una
formulacion que pueda ser aerosolizada de forma eficiente y, un sistema de
inhalacion que produzca un aerosol util del farmaco con un tamafio de
particula adecuado a la region que se quiera alcanzar. Esto sigue representando
un desafio considerable, hasta el punto de que hoy en dia no esta resuelto el
diseino de formulaciones biocompatibles, ni de dispositivos de inhalacién para

la administracion eficaz de farmacos en fase aerosol.

Recientemente, nuestro grupo ha patentado una novedosa tecnologia
que permite el suministro de aerosoles de particulas biocompatibles y
biodegradables a partir de material en polvo seco susceptibles de ser

empelados como vectores para la administracion de farmacos y biomoléculas
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por via pulmonar. Desarrollar formulaciones y procedimientos que permitan

hacer realidad ese escenario es el objetivo central de esta tesis.

En esta Tesis Doctoral se han desarrollado microparticulas basadas en
polimeros naturales biodegradables para la liberacion localizada y directa de
antibioticos en el sistema pulmonar. Las microparticulas desarrolladas se han
obtenido en forma de polvo seco con un tamafo < 5 pm, que se considera
adecuado para administracion por via inhalatoria. Su potencial para la
aplicacion como terapia inhalatoria se ha evaluado mediante la realizacion de

experimentos de generacion de aerosoles particulados.

La Tesis se divide en ocho capitulos con el objetivo de facilitar la lectura,

comprension y analisis del trabajo realizado.

e En el Capitulo 1 se introduce el sistema respiratorio pulmonar, las
principales infecciones respiratorias y los antibioticos empleados como
tratamiento. Ademas, se explica brevemente los mecanismos que
afectan a la deposicion pulmonar de las particulas. Se describen los
principales vectores empleados en biomedicina para la administracion
de farmacos por via inhalatoria, reflejando las ventajas de esta via de
administracion y el potencial asociado al uso de polimeros naturales.
Finalmente, se proporciona una breve descripcion de los principales
dispositivos de inhalacion actualmente en uso, y las formulaciones

basadas en antibioticos autorizadas para su uso.

e El Capitulo 2 recoge la metodologia empleada para la generacion de las
distintas particulas poliméricas desarrolladas. Se describen los
protocolos seguidos para la realizacion de los ensayos in vitro en lineas
celulares de pulmon, evaluacion de la actividad antimicrobiana y estudio

de la deposicion de las particulas en el sistema respiratorio.

e En el Capitulo 3 se describe el dispositivo de generacion de aerosoles

por actuacion neumatica desarrollado y patentado por la Universidad de



Resumen y esquema de la Tesis _

Zaragozay empleado para la aerosolizacion de las particulas generadas.
En concreto se evalua su posible aplicacion biomédica a partir de tres

formulaciones comerciales para inhalacion en forma de polvo seco.

El Capitulo 4 estudia el proceso de obtencion de particulas a partir del
polimero quitosano mediante la técnica de electropulverizacion. Se
obtienen particulas de quitosano con dos pesos moleculares diferentes,
y se encapsula el antibiotico ciprofloxacino. Se realiza la caracterizacion
fisico-quimica de las particulas y se evalua su actividad in vitro en dos
lineas celulares de pulmon (A549 y Calu-3) y su actividad antimicrobiana
frente a dos bacterias planctonicas modelo (S. aureus y P. aeruginosa).
Finalmente se realizan ensayos de aerosolizacion de esa formulacion

con el generador de aerosoles.

En el Capitulo 5 se presenta el método de gelificacion/precipitacion para
la produccion de microparticulas de dextrano, empleando el antibiotico
ciprofloxacino. Estas microparticulas se caracterizan por distintas
técnicas como XPS, XRD, FTIR o EDX. Los ensayos in vitro realizados se
engloban en tres grupos. En primer lugar, ensayos con ceélulas
pulmonares para comprobar la biocompatibilidad de las
microparticulas. Seguidamente, los ensayos con bacterias plantonicas y
biofilms. En el tercer grupo, se agrupan los ensayos in vitro realizados
para evaluar la deposicion pulmonar de las particulas y los ensayos de

generacion de aerosoles.

El Capitulo 6 estudia el proceso para la generacion de microparticulas
de alginato con sulfato de colistina a partir de la técnica de atomizacion.
Tras la obtencion de las particulas en forma de polvo seco, se
caracterizan fisico - quimicamente por técnicas analogas a los capitulos
anteriores. Se evalua su biocompatibilidad en dos lineas celulares de
pulmon (A549 y Calu-3) y se estudia su actividad antimicrobiana frente
a un modelo de bacteria Gram-negativa (P. aeruginosa). Por ultimo, se
analiza la capacidad de las microparticulas para ser empleadas como

tratamiento inhalatorio.
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En el Capitulo 7 se estudia la obtencion de microparticulas basadas en
el antibidtico azitromicina en forma de polvo seco puro mediante
electropulverizacion. Se realiza un estudio del efecto producido en el
tamano de las microparticulas al anadir el fosfolipido
dipalmitoilfosfatidilcolina. Del mismo modo que en los capitulos
anteriores, se procede a la caracterizacion fisico-quimica tras la
optimizacion mediante XRD, DSC, FTIR, XPS o microscopia SEM. Se
estudia su biocompatibilidad hacia tres lineas celulares procedentes de
pulmoén y su actividad antimicrobiana tanto en biofilms como en dos
modelos de bacterias planctonicas. Por ultimo, se realizan diversos

estudios in vitro de deposicion pulmonar y generacion de aerosoles.

El Capitulo 8 contiene las conclusiones generales de esta Tesis Doctoral.

Por ultimo, se incluyen tres Anexos:

o Anexo I, contiene la descripcion de las técnicas y equipos de
caracterizacion empleados durante el desarrollo de esta Tesis

Doctoral.

o Anexo II, describen los modelos matematicos empleados para

estudiar la cinética de liberacion de los distintos antibioticos.

o Anexo III, lista de las publicaciones (articulos cientificos y
contribuciones a congresos) asi como de las estancias realizadas

durante el periodo de investigacion.

Cabe destacar que el desarrollo de las microparticulas de alginato se ha

realizado en colaboraciéon con la Universidad de Salamanca (USAL) donde se

realizo una estancia de investigacion predoctoral de tres meses de duracion,

bajo la supervision de la Prof. Eva Martin del Valle. Los estudios in vitro con

lineas celulares de pulmoén y con bacterias se han desarrollado en conjunto en

el Centro de Investigaciones Biomédicas de Aragon (CIBA) y en el Trinity Science

Biomedical Institute (TSBI) del Trinity College Dublin, Irlanda. En este ultimo




Resumen y esquema de la Tesis _

caso durante la realizacion de una estancia de investigacion de cuatro meses,
bajo la supervision del Prof. Carsten Ehrhardt. Finalmente, los ensayos in vitro
basados en la simulacion de la deposicion pulmonar de las particulas se han
llevado a cabo en la Facultad de Farmacia de la Universidad del Pais Vasco (UPV)
a Vitoria, durante la realizacion de dos estancias de dos semanas de duracion

cada una bajo la supervision del Prof. José Luis Pedraz.
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SUMMARY AND THESIS OUTLINE

This Doctoral Thesis, entitled "Biocompatible aerosols from dry powder:
A new approach in the delivery of drugs by inhalation", has been developed in
the Department of Chemical Engineering and Environmental Technologies at
the University of Zaragoza (Spain), within the Nanoporous Films and Particles
(NFP) group of the Institute of Nanoscience and Materials of Aragon (INMA).
The research has been developed over four years, 2018-2022, under the co-
direction of Dr. Pilar Lobera and Prof. Jesus Santamaria, and has been financed
by a contract for Predoctoral Research Staff in training from the Government

of Aragon.

Inhalation is a very promising route for the delivery of many drugs to the
lungs since the treatment is localized and directly administered. The
respiratory system has an alveolar epithelium with high surface and
permeability, low enzyme activity, and no hepatic first-pass effect. All of these
features increase the drug bioavailability in the lungs, also the dose used is
reduced compared to other routes of administration (oral or intravenous) and
the adverse effects in patients derived from the treatment consequently
decrease. However, there are important challenges that remains. Thus, this
administration route requires of an adequate formulation, which could be
efficiently aerosolized. Likewise, the design of the inhalation device is critical
in order to generate high respirable fraction of the drug. For that reason,
nowadays intense research efforts are devoted to the development of
biocompatible formulations and of alternative inhalation devices to deliver

aerosol drugs.

Recently, our group at the University of Zaragoza has patented an
innovative technology that allows the administration of biocompatible particles
as an aerosol from dry powder formulations. These particles could be used as
carriers to directly deliver drugs and biomolecules to the lungs by inhalation.
Developing both, new formulations and procedures capable of realizing this

objective is the focus of this Thesis.
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In this Doctoral Thesis, different microparticles based on natural
biodegradable polymers had been designed and synthesized for the direct
release of antibiotics in the pulmonary system. The microparticles had been
obtained as a dry powder with a size under 5 pm, that is considered suitable
for inhalation administration. Its potential for inhalation therapy applications

has been evaluated in experiments of particulate aerosols generation.

This Doctoral Thesis has been structured in eight chapters to facilitate

the reading, understanding and analysis of the work:

e Chapter 1 introduces the pulmonary respiratory system, the main
respiratory infections and the antibiotics used as a treatment for these
diseases. In addition, the main mechanisms that affect the pulmonary
deposition of the particles are briefly explained. Also, the main vectors
used in biomedicine for the administration of drugs by inhalation are
described, and the advantages of this route of administration and of the
use of natural polymers are presented. Finally, a short description of
some widely used inhalation devices and antibiotic-based formulations

authorized for use is provided.

e Chapter 2 presents the methodology used for the generation of the
different polymeric particles developed. The protocols followed to carry
out in vitro tests on lung cell lines, evaluation of antimicrobial activity
and study of particle deposition in the respiratory system are also
described.

e Chapter 3 describes the pressure - pulse aerosol generation system used
for the aerosolization of the particles prepared. Its potential application
as a device for inhaled drug administration was evaluated using three
commercial formulations currently in use for inhalation of drugs in dry

powder form.

e Chapter 4 studies the process to obtain inhalable particles based on

chitosan polymer using the electrospray technique. Particles with two
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different chitosan molecular weights were obtained and the antibiotic
ciprofloxacin was encapsulated in them The physical-chemical
characterization of the particles was carried out and then, in vitro activity
was studied with two lung cell lines (A549 and Calu-3) and two model
planktonic bacteria (S. aureus and P. aeruginosa). At last, aerosolization

assays are performed with these microparticles.

Chapter 5 presents the gelation/precipitation method for the production
of dextran microparticles containing ciprofloxacin as an antibiotic. The
microparticles were characterised by different techniques such as XPS,
XRD, FTIR and EDX. The in vitro assays are organized in three groups. In
the first, lung cell lines were used to study the biocompatibility of
microparticles. Then, a second group of experiments measured their
activity against, planktonic bacteria and biofilms. In the third group,

several in vitro lung deposition tests were performed.

Chapter 6 is devoted to the process for the production of alginate
microparticles containing colistin sulfate using the atomization
technique. After obtaining the particles as dry powder form, they were
characterized physically and chemically using techniques similar to
those in previous chapters. Then, their biocompatibility was evaluated in
two lung cell lines (A549 and Calu-3) and its antimicrobial activity against
a model of Gram-negative (P. aeruginosa) bacteria is studied. Finally, the
potential of the microparticles to be aerosolized for use in inhalation

treatments was studied.

Chapter 7 shows studies the use of electrospray processes to obtain
azithromycin microparticles as a pure dry powder. The effect of adding
dipalmitoylphosphatidylcholine as a surfactant was studied. The
particles were characterized by physical and chemical techniques like
XRD, DSC, FTIR, XPS and SEM microscopy. Then, the biocompatibility of
the particles was analysed in three lung cell lines and their antimicrobial
activity was tested. As in previous formulations, aerosolization

experiments were also carried out with these particles.
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e Chapter 8 contains the general conclusions obtained from this Doctoral
Thesis.

Finally, the Thesis contains three Appendices are included:

o Appendix I, describes the characterization techniques and

equipment used during the development of this Doctoral Thesis.

o Appendix II, explains the mathematical models used to study the

release kinetics of the different antibiotics.

o Appendix III, contains the publications (scientific articles and
contributions to congresses) and the national and international

research stays arising from this work.

It should be mentioned that the development of the alginate
microparticles were studied in collaboration with the University of Salamanca
(USAL) during a three-month predoctoral research stay in the group of Prof. Eva
Martin del Valle. In vitro studies with lung cell lines and bacteria were carried
out in the Aragon Biomedical Research Center (CIBA) and also at the Trinity
Science Biomedical Institute (TSBI) of Trinity College Dublin (Ireland), where a
four month stay research was spent in the group of Prof. Carsten Ehrhardt. In
vitro tests of the simulation of the pulmonary deposition of the particles have
been done at the School of Pharmacy at the University of the Basque Country
(UPV) in Vitoria, in two separate stays of two weeks each, under the supervision

of Prof. José Luis Pedraz.
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Capitulo 1

INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

En este primer Capitulo se realiza una descripcion general del sistema
respiratorio, las enfermedades respiratorias mds habituales y los tratamientos
actuales. Seguidamente, se describen de forma general las caracteristicas de las
terapias inhaladas y se presenta el uso e interés de los polimeros naturales para
el desarrollo de nuevas formulaciones farmacéuticas. Entre las terapias por via
inhalatoria, se discuten las principales caracteristicas de los inhaladores de polvo
seco disponibles comercialmente y los retos principales asociados a esta via de
administracion. Finalmente se exponen los objetivos globales que se persiguen

en la investigacion motivo de esta Tesis Doctoral.
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1. INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

1.1 Sistema respiratorio

1.1.1 Anatomia del tracto respiratorio

Los pulmones poseen unas caracteristicas anatémicas y un entorno
fisiologico unicos, lo que resulta de especial interés en la investigacion para el
disefio de nuevas estrategias y formulaciones que permitan obtener una

administracion de farmacos mas eficaz utilizando la via inhalatoria [1].

El sistema respiratorio consta de dos zonas desde el punto de vista
funcional. La zona de conduccion, compuesta de las primeras 16 generaciones
respiratorias (de un total de 23) comprendidas desde la traquea (generacion 0)
hasta los bronquiolos terminales [2]. Y, la zona respiratoria, formada por todas
las estructuras que forman parte del intercambio gaseoso, comenzando por los

bronquiolos respiratorios hasta llegar a los alveolos (Figura 1.1) [3].

Fosas |Posterior ..

nasales | Anterior e "

Numero -
generacion (G) @

Traquea Pe=s—v--—

Bronquios
principales .

¥ 4 ¥‘.
Bronquiolos i f _
_____ k b AN
"""""""" Bronquiolos termjna]es_,,.-"'\\__‘_ : .
1 f - :.'_Il _~ .’I

Zona conductora

Bronquiolos |
respiratorios ./
- A

Conducto
alveolar *

Alveolos e

Zona respiratoria

Figura 1.1. - Estructura fisiologica de los pulmones con zona de conduccion (GO -
G16) y zona respiratoria (G17 - G23) (figura adaptada de Guo et al, [3]).
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La composicion celular de la barrera epitelial cambia dependiendo de la
region del sistema respiratorio. El epitelio traqueo-bronquial tiene un
recubrimiento compuesto predominantemente por celulas cilindricas ciliadas,
células caliciformes secretoras de moco y células basales. Por ello, en el epitelio
bronquial, las sustancias depositadas deben atravesar una distancia de unas 30

- 40 ym, ademas de una capa mucosa antes de llegar al torrente sanguineo [4].

En la zona alveolar existen dos tipos celulares, las células escamosas tipo
I que cubren el 95% de la superficie alveolar, son grandes y extremadamente
delgadas [5]. Las células tipo II (secretan surfactante pulmonar, lipido y
proteinas), son de menor tamano y tienen forma de cubo [6]. El grosor del
epitelio alveolar en la mayoria de las regiones se situa entre 0,1 - 0,2 pm, dando
como resultado una distancia aproximada entre el epitelio y el torrente
sanguineo de 0,5 - 1,0 pm [7]. Cabe destacar ademas, la gran superficie alveolar
disponible, entre 80 y 140 m*dependiendo de la distension del pulmon, la cual

favorece una absorcion de farmacos mas eficiente [8].

1.1.2 Enfermedades respiratorias

Las enfermedades respiratorias son frecuentes y son responsables de
casi 6 millones de muertes cada ano, siendo uno de los mayores problemas de
salud publica a nivel global [9]. Este tipo de patologias pueden ser tanto agudas
como cronicas y, en la mayoria de los casos, no es posible recuperar por
completo la funcion pulmonar una vez finalizado el tratamiento. Algunas de
estas enfermedades son, fibrosis quistica (FQ), neumonia, enfermedad

pulmonar obstructiva cronica (EPOC), asma, tuberculosis o COVID-19 [10].

Entre todas ellas destaca la EPOC, siendo la tercera causa de defuncion
en el mundo, lo cual supuso un 6% del total de muertes a nivel mundial con
3,23 millones fallecimientos en el afio 2019 [11], seguida de las infecciones en
el sistema respiratorio que representan la cuarta causa de fallecimiento a nivel
global. Aunque se logré reducir la cifra de fallecimientos por infecciones
respiratorias de manera considerable en el afio 2019 (2,6 millones de muertes),

la pandemia generada por el virus SARS-CoV-2 ha hecho que esta cifra se
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incremente notablemente en estos dos ultimos afios [12]. Los datos reportados

por la OMS en el mes de mayo de 2022 indican que este virus ha infectado a

mas de 525 millones de personas y ha provocado mas de 6,30 millones de

muertes en todo el mundo [13].

En la Figura 1.2 se muestran las principales infecciones a nivel

pulmonar. A continuacién, se describen brevemente la fibrosis quistica,

neumonia y EPOC, por su relacion con las bacterias objetivo de los tratamientos

estudiados en esta Tesis Doctoral (Staphylococcus aureus y Pseudomonas

aeruginosa.

Enfermedades
pulmonares cronicas

EPOC by FQ muestran
inflamacion cronica de las vias
respiratorias, un exceso de
secreciones e infecciones por
bacterias como P. aeruginosa
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Tuberculosis

M. Tuberculosis persiste en
los macrogafos alveolares
dentro de granulomas, en
los pulmones de las
personas infectadas

Neumonia

Bacterias intracelulares como
M. pneumoniae, H. influenza y
S. aureus desempenan un papel
importante en el desarrollo de
esta infeccion aguda

R snsnseonns

o“f OIC . @I

COVID - 19

El virus SARS - CoV- 2 se une a
los neumocitos tipo II presentes
en el pulmon a través de la
glicoproteina de  superficie
Spike “S”

Figura 1.2. - Infecciones pulmonares producidas por distintos patégenos (figura

adaptada de Huang et al., [14]).
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1.1.2.1 Fibrosis Quistica (FQ)

La Fibrosis Quistica es una enfermedad hereditaria autosomica recesiva.
Se caracteriza por la presencia de una mutacion en el gen regulador de la
proteina CFTR (conductancia transmembrana de la fibrosis quistica) localizado
en el cromosoma 7 [15]. Esta enfermedad afecta a cerca de 70.000 personas en
el mundo y aproximadamente 8.500 - 10.000 personas son diagnosticadas de
FQ al ano. Aunque es una enfermedad multi-sistémica, la principal causa de
mortalidad y morbilidad en pacientes es la progresion de la enfermedad en el

sistema pulmonar [16].

En el caso de los pacientes con FQ, la mutacion de la proteina CFTR da
lugar a un transporte ineficaz de los iones a través de la membrana pulmonar,
provocando desequilibrio i6nico, deshidratacion vy dificultades en la
eliminacion de la mucosidad, lo que provoca una acumulacion de las
secreciones en las vias respiratorias causando obstruccion bronquial [17]. La
presencia de moco espeso en las vias respiratorias favorece el desarrollo de
infecciones por numerosas especies bacterianas como Staphylococcus aureusy
Haemophilus influenza, al mismo tiempo que infecciones causadas por
patogenos oportunistas como Pseudomonas aeruginosa, la cual puede
desarrollar biofilms [18]. Tras la cronificacion de esta infeccion, la recuperacion
es dificil debido a que se produce una respuesta inflamatoria persistente,
causando dano en el tejido y provocando la pérdida de la funcion pulmonar
[19].

Las terapias mas efectivas se centran en la erradicacion de los biofilms
formados pero, la escasa capacidad de los antibioticos para introducirse en su
interior contribuye a rebajar la dosis efectiva a la que se ven expuestas las
bacterias, derivando en un aumento de resistencias bacterianas y favoreciendo
la aparicion de exacerbaciones clinicas [20,21]. Los antibioticos para el
tratamiento de la FQ pueden administrarse por via oral, intravenosa o
inhalatoria. Tobramicina, aztreonam y colistimetato de sodio (pro-farmaco de
la colistina) estan comercializados para administracion inhalatoria,

representando una alternativa a la administracion oral e intravenosa [22].
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1.1.2.3 Neumonia

La neumonia es una infeccion de los pulmones o del parénquima
pulmonar, frecuente en la poblacion infantil y geriatrica, y es responsable de la

muerte de 3 millones de personas al afio en el mundo [23].

Puede ser causada por bacterias como Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa. También puede ser causada por virus, siendo los mas
frecuentes rinovirus, adenovirus, influenza y virus respiratorio sincitial [24].
Aproximadamente un 20% de las neumonias son infecciones mixtas entre
bacterias y virus, y tienden a ser infecciones mas severas que las producidas
solo por bacterias [25]. Para que se desarrolle una neumonia, alguno de los
patogenos comentados anteriormente debe llegar a los alveolos, multiplicarse
e incitar una respuesta inflamatoria en el hospedador, produciendo fiebre,
liberacion de neutrofilos, fallo pulmonar y en ocasiones, el fallecimiento del

paciente [26,27].

En los pacientes con neumonia severa, el tratamiento antimicrobiano
debe administrarse lo antes posible. Tipicamente se basa en la administracion
intravenosa de B-lactamicos (ceftriaxona, cefotaxima y ampicilina/sulbactam)
junto con macrolidos (azitromicina) o la administracion inhalatoria de
fluoroquinolonas (levofloxacino o ciprofloxacino) [28]. Junto a los antibioticos
también se administran terapias adyuvantes con el objetivo de paralizar la

respuesta inflamatoria, siendo los corticoides los farmacos mas usados [29].

1.1.2.3 Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC)

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica es una inflamacion cronica
que conduce a un estrechamiento irreversible de las vias respiratorias
inferiores (predominantemente en los bronquiolos) produciendo la destruccion
de la pared alveolar (enfisema), a diferencia del asma que es una inflamacion

reversible que afecta a todas las vias respiratorias [30].
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Aunque el humo del tabaco es la primera causa, también puede
desarrollarse por inhalacion de gases procedentes de la contaminacion
atmosférica, exposicion a polvo y vapores quimicos, asi como por otras
patologias como asma, bronquitis cronica o infecciones respiratorias [31]. Los
pacientes con EPOC sufren cambios estructurales en las vias respiratorias
centrales y periféricas, en el parénquima pulmonar y en los vasos sanguineos,
todo ello debido al resultado de la activacion innata de las células inmunitarias

por el proceso inflamatorio ocurrido en los pulmones [32].

Ademas, se produce una hipersecrecion mucosa cronica que contribuye
a la progresion de la enfermedad y favorece la colonizacion de bacterias al
mismo tiempo que actila como “barrera” bloqueando el paso de farmacos [33].
Todo ello hace que los pulmones sean mas susceptibles de sufrir infecciones
que derivan en procesos de inflamacion, irritacion y congestion de las vias
respiratorias. Entre las principales bacterias causantes de estas infecciones se

destacan H. influenzae, S. pneumoniae, S. aureusy P. aeruginosa [34].

La terapia actual contra la EPOC se puede englobar en tres grupos
principales de farmacos [35]: (1) Antiinflamatorios, glucocorticoides y otros
farmacos con actividad antiinflamatoria por via inhalatoria; (2) Antibioticos y
antivirales, solo para aquellos pacientes que desarrollen infeccion; o (3) Terapia

de soporte, como son broncodilatadores, terapia con oxigeno y ventilacion.

1.1.3 Principales antibioticos empleados como tratamiento en

enfermedades pulmonares

El éxito clinico del tratamiento frente a infecciones respiratorias depende
entre otros factores de la biodisponibilidad y absorcion de los agentes
antimicrobianos en el parénquima pulmonar, las cuales pueden reducirse de
forma importante cuando se suministran por via oral o sistémica [36]. Este
hecho favorece la potencial aparicion de resistencias antimicrobianas en el
paciente [37]. En 2019 la resistencia a antibioticos produjo 1,27 millones de
fallecimientos directos y casi 5 millones de manera indirecta. Entre los seis

patogenos que han desarrollado mayor resistencia se destacan: E. coli, S. aureus,
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K. pneumoniae, S. pneumoniae, A. baumanniiy P. aeruginosa, siendo la mayoria

de ellos capaces de causar infecciones pulmonares [38].

Entre los antibioticos comercializados para administracion oral o
intravenosa, los aminoglucosidos (tobramicina), monobactamicos (aztreonam),
glicopéptidos (vancomicina), polimixinas (colistina), fluoroquinolonas
(ciprofloxacino) y macrolicos (azitromicina) han sido los mas estudiados para
inhalacion, mostrando resultados variables y, al mismo tiempo, muy
prometedores [39]. En la Figura 1.3 se describen los principales mecanismos de
resistencia desarrollados por las bacterias y el mecanismo de accion de los

principales antibioticos empleados por via inhalatoria [40].

Plasmido con genes de Modificacién Degradacion
* resistencia a antibioticos diana del farmaco enzimatica
! 0 i
Activacion de g Gt
** bombas de flujo I?S;E;ligg: ’* Alteracion de
proteinas de
la pared
* = RESISTENCIA
ANTIBIOTICOS V\L\LA’
%\ </5°5 ) ( sog J!!-ﬁ VLL»\
3os *305 308
I\{Ie_tabo]}smo 1 l i ARN polimerasa
acido folico L .
Estructura membrana Inhibicién sintesis
citoplasmatica pared celular ADN girasa
Aztreonam
 suloo de colistna | Vancomins [praoAER0l
L
Antibiéticos Sintesis de protéinas Sintesis de proteinas
* * (inhibidores 30S) (inhibidores 508S)

T ssiwomicina

Figura 1.3. - Mecanismos principales de resistencia desarrollados por las bacterias
frente a la accion de los agentes antimicrobianos. En azul se encuentran sefialados
los antibioticos empleados en esta Tesis Doctoral (figura adaptada de Spirescu et
al., [40]).
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A continuacion, se describen en mayor detalle aquellos antibioticos
empleados a lo largo de esta Tesis Doctoral: Ciprofloxacino (Capitulos 4 y 5);

Sulfato de Colistina (Capitulo 6) y Azitromicina (Capitulo 7).

1.1.3.1 Ciprofloxacino (CPX)

El ciprofloxacino es un antibiotico semisintético perteneciente al grupo
de las fluoroquinolonas debido a la incorporacion del atomo de fluor (F) en su
estructura [41] (Tabla 1.1). Presenta un perfil solubilidad - pH en forma de “U”,
es decir, una alta solubilidad a pH <5 y > 10, y una solubilidad minima cerca de
su punto isoeléctrico, dificultando su clasificacion dentro del Sistema de
Clasificacion Biofarmaceéutica® (BCS; Biopharmaceutical Classification System).
Sin embargo, la mayoria de los autores lo clasifican como un farmaco de clase

IV, es decir, baja solubilidad y baja permeabilidad [42].

Su mecanismo de accion consiste en la inhibicion de las enzimas
bacterianas ADN girasa (Topoisomerasa II) y la Topoisomerasa IV, evitando que
el ADN bacteriano se desenrolle y se duplique, provocando la muerte celular
[43]. Es un antibiotico de amplio espectro con actividad frente a bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas [44]. Para alcanzar su diana, las quinolonas deben
atravesar la pared celular y la membrana plasmatica en las bacterias Gram-
positivas. En el caso de las bacterias Gram-negativas tienen que cruzar una
membrana externa adicional, lo que aumenta el riesgo de desarrollo de
resistencias antimicrobianas inducidas por el incremento de actividad en las
bombas de flujo presentes en la membrana bacteriana y por procesos de

captacion celular [45].

La administracion del ciprofloxacino se realiza por via oral (mas comun),

intravenosa, ocular o inhalatoria. Sin embargo, su biodisponibilidad es

2El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS) es un método empleado para
clasificar las sustancias farmacologicas en funcion de su solubilidad acuosa a tres
pH diferentes y su permeabilidad intestinal. Las sustancias se clasifican en cuatro
grupos: Clase I (alta solubilidad - alta permeabilidad); Clase II (baja solubilidad -
alta permeabilidad); Clase III (alta solubilidad - baja permeabilidad); Clase IV: baja
solubilidad - baja permeabilidad) [454]
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relativamente baja cuando se administra por via oral, ya que tiene una alta
metabolizacion en el sistema gastrointestinal, produciendo efectos adversos
como nauseas y anorexia. La administracion intravenosa es otra alternativa,
pero también genera efectos secundarios, los mas comunes son rubefaccion o
flebitis [46]. Por ello, la inhalacion en el tratamiento de infecciones pulmonares
podria ser una via de administracion interesante para superar las limitaciones
presentadas por su suministro por via oral y sistémica. Actualmente, se
encuentra en fase de estudio clinico la administracion de ciprofloxacino por via
pulmonar tanto en forma de nebulizado (Pulmoquin™, Linhalig™) como en

forma de polvo seco (Cipro®) [47] (Seccion 1.4).

Tabla 1.1 - Ciprofloxacino: (A) Estructura molecular. En azul se encuentra seflalado
el grupo que con el atomo de fluor (F) caracteristico de las fluoroquinolonas; (B)
Propiedades fisico - quimicas (informacion de la base de datos PubChem®).

A. Estructura molecular B. Propiedades fisico - quimicas

Férmula molecular C,;H,4sFN;0O,
Peso molecular 331,34 g/mol
0 0 Punto de fusion 315 - 322 °C
Descomposicion 255 °C

| OH Forma Solido cristalino

(\N N pKa 6,16y 8,62
HN\) A Solubilidad (25 °C)

Etanol, acetona,

DMSO, cloroformo Insoluble

Agua pH 7,5 1 mg/mL
Agua con HCI (0,1N) 35 mg/mL

1.1.3.2 Sulfato de colistina (CLS)

El sulfato de colistina es un antibiotico del grupo de los polipéptidos, el
cual incluye diferentes polimixinas. Sin embargo, inicamente la polimixina B y
E tienen aplicacion en clinica. La polimixina E (CLS) es una mezcla de

decapéptidos, polimixina E1 (colistina A) y polimixina E2 (colistina B) [48].

11
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La colistina se clasifica en BCS como un farmaco de clase IV, por su baja
permeabilidad y solubilidad [49]. Debido a su elevado peso molecular y sus
propiedades cationicas a pH fisiologico la colistina atraviesa mal las
membranas fisiologicas y se distribuye principalmente en el espacio
extracelular. Ademas, se elimina parcialmente por via renal, por lo que la dosis
administrada debe adaptarse en base a la funcion renal del paciente [50]. Su
estructura molecular, asi como sus principales propiedades fisico - quimicas

se recogen en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2 - Sulfato de colistina: (A) Estructura molecular. En azul se encuentra
sefialado el grupo sulfato con el atomo de azufre (S); (B) Propiedades fisico -
quimicas (informacion obtenida de la base de datos PubChem®).

B. Propiedades fisico -

A. Estructura molecular

quimicas

Sin6énimos Polimixina E

12

Féormula molecular
Peso molecular

Punto de fusion

C52H98N16013
1253,53 g/mol
200 - 220 °C

HoN

HO /<

5_40 HaN \

0 N
HN HN

5 —go QWN

00 o

M "o

Forma Solido amorfo
o) o
HNo § j/KA pKa 10,23y 11,57
NH,
j\ );\Nw Solubilidad
Etanol, acetona, Insoluble
DMSO, cloroformo
Agua ~ 50,0 mg/mL

Las polimixinas muestran un efecto bacteriostatico dafando la
membrana externa y provocando la muerte celular bacteriana. Ademas, este
grupo de antibioticos son selectivos hacia bacterias Gram-negativas, teniendo
como diana de accion el componente principal de la membrana celular, el
lipopolisacarido (LPS) [51]. Este LPS tiene numerosas cargas negativas que se
unen mediante interacciones electrostaticas e hidrofébicas a las polimixinas
cargadas positivamente desplazando los cationes divalentes (Ca* y Mg*),

encargados de estabilizar la membrana bacteriana. Como resultado, se produce
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un incremento de la permeabilidad de la membrana externa y las polimixinas

acceden al espacio perisplasmico [52,53].

La colistina es de gran importancia en el tratamiento de infecciones
nosocomiales graves, incluida la neumonia provocadas por bacterias Gram-
negativas, como Acinetobacter spp., P. aeruginosa, Klebsiella spp.y Enterobacter
spp. Puede ser administrada por via topica, via sistémica (via principal) e
inhalacion [54]. Aunque posee una fuerte actividad antimicrobiana frente a
infecciones respiratorias causadas por bacterias Gram-negativas multi-
resistentes, el sulfato de colistina se encuentra en la tltima linea de tratamiento
y su principal via de administracion es la via sistémica [55]. Sin embargo, la
dosis actualmente empleada por esta via de administracion no consigue que la
concentracion de sulfato de colistina que alcanza los pulmones sea suficiente
para tratar infecciones pulmonares [56]. Ademas, su administracion requiere
vigilancia y monitorizacion debido a la estrecha ventana terapéutica que posee
este antibiotico [57]. Aproximadamente, un 60% de los pacientes sufren
nefrotoxicidad, lo que resulta un factor limitante en su administracion [58].
Asimismo, la administracion de altas dosis también puede generar

neurotoxicidad [56].

Debido a que el sulfato de colistina requiere elevadas concentraciones en
el sitio de accion, la administracion por via inhalatoria podria ayudar a lograrlo,
reduciendo la exposicion sistémica y los efectos secundarios [59]. Por ello
existen presentaciones de este antibiotico para su administracion por via
inhalatoria tanto en forma de nebulizador (Promixin®, ColiFin®, Colomycin®)

como en forma de polvo seco (Colobreathe®) (Seccion 1.4).

1.1.3.3 Azitromicina (AZT)

La azitromicina es un antibiotico semisintético perteneciente al grupo de
los macrolidos [60]. La azitromicina tiene una carga positiva extra debido a la
incorporacion de un atomo de nitrogeno que sustituye a un metilo en el lugar
del grupo carbonilo situado en la posicion 9a del anillo de aglicona (Tabla 1.3A).

Esta modificacion produce un incremento del tiempo de vida media del farmaco

13
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en el suero sanguineo, una mayor capacidad de penetracion en los tejidos, un
menor numero de efectos secundarios y una actividad antimicrobiana de
amplio espectro [61], sin embargo presenta baja solubilidad en medio acuoso y

baja permeabilidad [62].

La azitromicina es un farmaco de clase II/IV segun el BCS, es decir, se
caracteriza por presentar una baja solubilidad acuosa y/o permeabilidad
[62,63]. Se encuentra principalmente en su forma hidratada y se caracteriza por
su limitada solubilidad en agua y una mayor estabilidad en medios acidos [64]
(Tabla 1.3B).

Tabla 1.3 - Azitromicina: (A) Estructura molecular. En azul se encuentra senalado
el atomo de nitrégeno que sustituye a un metilo y que permite diferenciar la
azitromicina de la eritromicina; (B) Propiedades fisico - quimicas (informaciéon
obtenida de la base de datos PubChem®).

A. Estructura molecular B. Propiedades fisico - quimicas

Formula molecular CssH7.N,O,,
Peso molecular 749,0 g/mol
Punto de fusion 124 - 128 °C
Descomposicion 250 °C

Forma Solido cristalino
pKa 8,1y38,8

Solubilidad (25 °C)

Etanol, acetona,

DMSO, cloroformo ~ 100 mg/mL

Agua ~ 0,0024 mg/mL

Los macrolidos son farmacos bacteriostaticos, cuyo mecanismo de
accion consiste en la union reversible al sitio P presente en la subunidad 50S
del ribosoma bacteriano [65]. La azitromicina se acumula en los fagocitos, lo
que permite alcanzar una mayor concentracion en el sitio de infeccion,
produciendo un rapido aclaramiento plasmatico y una extensa distribucion en
los tejidos [66]. Entre sus otras acciones antibacterianas, podemos destacar su

capacidad para inhibir el quorum-sensing, reducir la formacion de biofilms y
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suprimir la produccion de factores de virulencia bacterianos [60]. La
azitromicina también posee efecto antiinflamatorio, siendo capaz de suprimir
los signos de la inflamacion y reducir los niveles de numerosos factores pro-

inflamatorios [67].

La azitromicina ha sido aprobada por la FDA (FDA; Food and Drug
Administration) para el tratamiento de neumonia (primera linea de
tratamiento), EPOC y asma. Sus principales vias de administracion son oral o
intravenosa [68]. Aunque por lo general es efectiva, su administracion
intravenosa unido a su baja solubilidad en medio acuoso hace que la
biodisponibilidad en los pulmones sea baja, y por tanto, se necesite suministrar
una mayor dosis derivando en la aparicion de efectos secundarios como

malestar gastrointestinal o pérdida auditiva [69].

Recientemente, diversos estudios han evaluado la posibilidad de
administrar azitromicina junto con hidroxicloroquina para el tratamiento de la
COVID-19 [70-72]. La azitromicina posee dos caracteristicas que la hacen una
buena candidata para la terapia frente a este virus [73]. La primera es que tiene
propiedades fisicoquimicas favorables, es un farmaco con alta liposolubilidad
(logP=3,03) que puede acumularse en el compartimiento celular,
considerandose un agente lisosomotropico ° [74]. En segundo lugar, tiene un
efecto antiinflamatorio, promoviendo una reduccion de la inflamacion derivada

de la infeccion [75].

Actualmente no hay ninguna formulacion disenada de azitromicina para
inhalacion, pero por todos los motivos comentados anteriormente, la
administracion directa de la azitromicina a los pulmones podria ser una buena

alternativa frente a los tratamientos actuales.

® Un agente lisosomotropico significa que la azitromicina es suficientemente
lipofila para introducirse en las células y al mismo tiempo, es una base débil que
se protona a valores de pH bajos. Esto favorece que se quede atrapada en el interior
de los lisosomas, desestabilizando su membrana y bloqueando sus funciones [455]
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1.2 Terapias inhaladas

1.2.1 Ventajas e inconvenientes de la via de administracion inhalatoria

Como se ha visto, la administracion directa del farmaco en las vias
respiratorias es una opcion atractiva para el tratamiento de enfermedades
[76]. La

administracion inhalatoria permite que la relacion concentracion/dosis en el

pulmonares como la EPOC o las infecciones respiratorias
sitio de accidn sea maxima en comparacion con otras vias (oral o intravenosa)
[77]. Ademas, es la forma de suministro mas adecuada para lograr una
concentracion de farmaco eficiente en las vias respiratorias distales [78]. Las
principales ventajas e inconvenientes de esta via de administracion se

encuentran recogidas en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4 - Ventajas y desventajas de la via de administracion pulmonar [78,79].

Ventajas Desventajas

Ruta de administracién no invasiva

Superficie alveolar grande (100 m?)
que favorece una mejor absorcion de
farmacos

Extensiva vascularizacion y barrera
epitelial de bajo espesor (1,2 - 0,7
pm). Rapida absorcion

Baja actividad enzimatica comparada
con otras vias de administracion.
Biodisponibilidad casi total

Evita el metabolismo de primer paso
hepatico y la degradacion
gastrointestinal

Administracion directa en el lugar de
accion (en la mayoria de los casos)

Posibilidad de administrar dosis de
farmaco mas bajas

Reduccién de los efectos secundarios

La estructura de las vias respiratorias
actta como un filtro reteniendo
particulas

El proceso de absorcion se puede ver
afectado por la patologia del paciente

Presencia de macrofagos alveolares que
pueden eliminar particulas. Estas
también pueden ser exhaladas en
funcion de su tamafno

Necesidad de dispositivos de inhalacion
complejos y particulas con propiedades
aerodinamicas concretas

Las propiedades de la formulacion
administrada condicionan su acceso al
pulmon

Numerosos factores afectan a la

reproducibilidad

En ocasiones, el manejo de los
dispositivos de inhalacion puede ser
complejo

Aclaramiento mucociliar
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1.2.2 Mecanismos y factores que afectan a la biodisponibilidad de las

particulas inhaladas

Siun farmaco aerosolizado se deposita a una dosis suboptima en la zona
objetivo o si parte del farmaco termina en una region del pulmon no afectada
por la patologia a tratar, la efectividad del tratamiento se vera comprometida.
La concentracion de particulas que se depositan en distintas regiones del
sistema respiratorio va a depender principalmente de las propiedades de la

formulacion y del tracto respiratorio del paciente (Tabla 1.5) [80].

Tabla 1.5 - Principales factores que influyen en la deposiciéon pulmonar de los
farmacos.

Caracteristicas del aerosol Factores del paciente

Tamano de particula Mecanismo de inhalacion
Tamano Flujo inspiratorio
Densidad Volumen inhalado
Carga Tiempo de apnea
Formulacion Sistema respiratorio
Lipofila Tipo de enfermedad
Higroscopicidad Nivel de gravedad (moderado o severo)
Inhalador
Pluma Aceptacion
Velocidad .
Duracién Complicacion
Adherencia

1.2.2.1 Factores de la formulacion que afectan al depodsito pulmonar

El diametro aerodinamico (d..,), es la caracteristica mas importante de la
formulacion y representa el diametro que deberia tener una esfera de densidad
1 g/cm® para que su velocidad terminal en aire sea la misma que la de la

particula de interés de densidad arbitraria, p (Ecuacion 1.1) [81]:

dger =dg |- (Ec. 1.1)
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donde d.. es el diametro aerodinamico de la particula, d, es el diametro
geométrico, p es la densidad de la particula y y es el factor dinamico de la

particula que indica su desviacion de la forma esférica.

El didmetro aerodinamico influye en cémo las particulas inhaladas se
depositan en el sistema respiratorio. El proceso de deposicion en las vias aéreas
pulmonares se produce principalmente por tres mecanismos: impactacion por

inercia, sedimentacion gravitacional y difusion browniana (Tabla 1.6) [82].

Por lo general, las particulas con un mayor diametro de particula (d,)
(d, > 5 nm) se depositan en las vias respiratorias superiores (boca, traquea y
bronquios) principalmente por un mecanismo de impactacion, no son
internalizadas por los fagocitos y no tienden a formar agregados pero tras el
proceso de inhalacion, suelen difundirse hacia la garganta [83]. Las particulas
con un d, entre 1-5 pm se depositan en las vias aéreas inferiores por
impactacion y sedimentacion, donde estan sujetas a un aclaramiento mucociliar
y a un proceso de fagocitosis. Finalmente, las particulas con d, entre 0,1-1 nm
se depositan principalmente por movimiento browniano y pueden llegar hasta
los alveolos, la mayoria de ellas son resuspendidas en las vias aéreas y
posteriormente exhaladas. Estan expuestas a procesos de fagocitosis y suelen

formar agregados [84,85].

Existen numerosos estudios que tratan de modelar la deposicion en las
distintas zonas del sistema respiratorio en funcion del tamano de las particulas
inhaladas. La Comision Internacional de Proteccion Radiologica (ICRP,
International Commission on Radiological Protection) presenté un modelo para
la deposicion de particulas en el tracto respiratorio humano [86] (Figura 1.4).
Este modelo muestra la deposicion de las particulas en las diferentes regiones
del tracto respiratorio determinado de manera semi-empirica. Se basa en el uso
de valores parameétricos de la deposicion inercial y browniana, que al mismo
tiempo, dependen del sexo, edad y frecuencia respiratoria, entre otros
parametros [82]. Hinds [87] representd diferentes ecuaciones simplificadas
para el deposito de las particulas en las vias respiratorias, alveolar, traqueo -

bronquial y vias superiores, basandose en el modelo ICPR. Estas ecuaciones
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permitieron calcular la eficiencia del deposito pulmonar de las particulas a
partir de este modelo (ICRP), basandose en el promedio de los datos obtenidos
tanto de mujeres como de hombres con diferentes actividades fisicas y, por

tanto, bajo distintas frecuencias respiratorias.

Fraccion depositada
o

0,001 0,01 0,1 1 10 100
Diametro de particula (nm)

Total - .- — Traqueo - bronquial ------ Alveolos
--------- Vias respiratorias superiores

Figura 1.4. - Representacion de la eficiencia de deposicion de las particulas en el
tracto respiratorio humano en funcion del tamafio de particula segun ICPR [86] y
Hinds [87].

Por lo general, la deposicion de las particulas se ha estandarizado a partir
del calculo de dos parametros, diametro medio geométrico, GMD (recomendado
para particulas con d, < 1 ym) y diametro de masa media aerodinamica, (DMMA)
(recomendado para particulas con d, > 1 pym) [88]. La Figura 1.4 representa una
estimacion de la fraccion depositada en funcion del tamafo. Como se puede
comprobar, la region alveolar tiene una fuerte dependencia con el diametro
aerodinamico de particula. Se espera que las particulas con DMMA entre 0,01-
0,1 pym tenga una fraccion de deposito alveolar mas alta (~ 50%), dando un
importante rendimiento de deposicion de particulas en las distales del sistema
respiratorio. De igual modo, las particulas con un DMMA entre 1-10 pm tendran
una deposicion practicamente total (~ 100%) [89]. Las particulas con un tamafio

inferior a 100 nm ofrecen la posibilidad de alcanzar los alveolos de forma
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selectiva, ya que la fraccion depositada en otras regiones de los pulmones es
muy pequefa. Sin embargo, este tamafio de particula es extremadamente dificil

de aerosolizar ya que tienden a aglomerarse [80].

Por otro lado, la densidad (p), es un parametro que puede afectar al
diametro aerodinamico, en el cual particulas relativamente grandes, pero con
un valor de densidad bajo pueden ser inhaladas con éxito y alcanzar la zona

distal del tracto respiratorio [90].

Tabla 1.6 - Correlacion entre las areas de deposicion pulmonar, los mecanismos
de deposicion y el tamano de particula.

Localizacion Tamaro Mecanismo
predominante
Bronquios primarios 5-10um Impactacion
Bronquios secundarios 1-5um Sedimentacion
Bronquiolos 1-3um Sedimentacion
Alveolos 0,5-1pm Movimiento browniano

La forma también va a influir en el comportamiento aerodinamico de las
particulas. Se ha reportado que particulas con el mismo diametro
aerodinamico, pero diferente forma, muestran depoésitos en diferentes zonas
del sistema respiratorio [91], mostrando una mayor toxicidad pulmonar

particulas alargadas en comparacion con las de forma esférica [92].

La rugosidad de la superficie, en formulaciones en forma de polvo seco,
puede influir en las interacciones cohesivas interparticulares y, por lo tanto, en
su comportamiento aerodinamico. En general, particulas de mayor rugosidad

suelen presentar una mayor tendencia a la aglomeracion [93].

La carga electrostatica superficial, va a favorecer o evitar la adhesion de
las particulas a las células o bacterias [94]. Los compuestos lipofilos y las
macromoléculas con cargas positivas muestran preferencia por su union al
tejido pulmonar, lo que puede dificultar en ocasiones su capacidad de atravesar
la capa mucosa [95]. Hay que tener en cuenta que el valor del potencial ¢ de la

superficie de las particulas también va a influir en la aglomeracion y
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desaglomeracion de las particulas y, esto a su vez, puede afectar a sus

propiedades aerodinamicas [80].

1.2.2.2 Barreras biologicas que afectan a la absorcion de farmacos

El sistema respiratorio posee multiples barreras naturales como la

geometria de las vias respiratorias, la humedad, el aclaramiento mucociliar o

los macrofagos que dificultan la absorcion de farmacos [91]. Ademas, el

desarrollo de infecciones pulmonares puede tener como consecuencia una

alteracion de la funcién pulmonar e interferir negativamente en la terapia

inhalatoria, evitando la deposicion de las particulas en las regiones diana de los

pulmones [96] (Figura 1.5).

"\Mf‘ll‘gd;;
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Figura 1.5.

- Procesos biologicos que afectan a la absorcion de farmacos

administrados por via inhalatoria: aclaramiento mucociliar, creacion de biofilms,
accion de macrofagos alveolares, degradacion enzimatica y surfactante pulmonar

(figura adaptada de Selo et al., y He et al.,[97,98]).
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Barrera mucociliar: El aclaramiento mucociliar es uno de los mecanismos
mas importantes de defensa del pulmoén, ayuda a eliminar las particulas y
sustancias exogenas inhaladas que son consideradas como extranas [99].
Consta de una: (1) Capa periciliar, con cilios sobre la superficie apical de las
celulas epiteliales; (2) Capa mucosa, la cual se encuentra por encima de la capa
periciliar [100]. Tras el proceso de inhalacion, las moléculas o particulas del
farmaco quedan atrapadas en la capa mucosa, afectando a su disolucion y
dificultando su difusion e interaccion con la superficie celular [101]. En los
bronquiolos terminales hay menor cantidad de cilios y de células productoras
de moco, por lo que, al llegar a los alveolos, cualquier sustancia que se deposite

sera eliminada por fagocitosis mediante los macro6fagos alveolares [102].

Surfactante pulmonar: Es una mezcla compleja de lipidos (90%) y
proteinas producida por las células alveolares tipo II. Su funcion principal
consiste en reducir la tension superficial durante el proceso de respiracion
[103]. El surfactante pulmonar influye en la administracion de farmacos
inhalados ya que produce cambios en la viscosidad del mucus que recubre las
vias respiratorias, afectando a la capacidad de adhesion o penetracion de las

particulas inhaladas [104].

Ceélulas inmunologicas: La zona de las células alveolares que se encuentra
expuesta al aire, esta rodeada por macrofagos, los cuales engullen y digieren
con gran rapidez las particulas insolubles que se depositan sobre los alveolos

actuando como primera linea de defensa celular [105].

Degradacion enzimatica: Aunque la concentracion enzimatica en el
sistema pulmonar es baja, existen varias isoformas del citocromo P-450 que se
expresan en los pulmones y que representan la principal enzima de
degradacion de los compuestos terapéuticos inhalados. También existen
peptidasas y proteasas pulmonares que pueden degradar péptidos y proteinas

respectivamente [106,107].

Biofilms: Aunque no forman parte del tejido pulmonar, suponen una

barrera fisica importante para la absorcion de particulas inhaladas. Los biofilms
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se caracterizan por tener una alta resistencia tanto a los mecanismos de
defensa inmunologicos como a las terapias antimicrobianas. Los biofilms
bacterianos son de 10 a 100 veces menos susceptibles a las terapias
antimicrobianas que las bacterias planctonicas [108,109]. Se establecen en la
capa mucosa del tracto respiratorio y limitan la efectividad de tratamientos por
via sistémica ya que se requieren dosis altas de antibiotico para llegar al tejido

pulmonar, provocando el desarrollo de efectos secundarios [110,111].

El desarrollo de biofilms comprende 5 etapas (Figura 1.6): En la primera,
las células bacterianas se adhieren a la superficie de manera reversible a partir
de los apéndices celulares como son los flagelos y los pili Tipo IV [112].
Seguidamente, las células bacterianas experimentan el cambio de union de
reversible a irreversible [113]. En la tercera y cuarta etapa se produce una
propagacion de las bacterias al interior de la estructura 3D desarrollada
(microcolonia), lo que indica el proceso de maduracion del biofilm [114]. En la
ultima etapa, el centro de la microcolonia se rompe por un proceso de autolisis
que produce la dispersion de las células bacterianas. Las bacterias planctonicas
desprendidas comienzan a colonizar nuevas zonas del tracto respiratorio,

comenzando de nuevo el ciclo [115].

P P N /_\

Bacterias flotantes
(planctonicas)

Movilidad Adhesion Proliferacion Crecimiento/ Rotura/Liberacion/
Maduracion Difusion
FASE REVERSIBLE FASE IRREVERSIBLE

Figura 1.6. - Representacion del ciclo de vida del biofilm bacteriano, desde la etapa
en la que se adhieren las bacterias plancténicas que flotan libremente su posterior
adhesion y formacion de la matriz extracelular, hasta la rotura del biofilm y su
salida de nuevo al medio.
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La dificultad en la erradicacion de los biofilms esta influenciada por la
densidad de la matriz de exopolisacaridos generados por las bacterias que evita
la entrada del farmaco en su interior y proporciona una mayor proteccion

contra la inmunidad innata del huésped y los antibioticos [21,116].

1.3 Micro y nanomateriales como vectores para el tratamiento

de enfermedades pulmonares por via inhalatoria

Los vectores de medicamentos empleados en administracion inhalatoria
tienen como objetivo prevenir la degradacion, mejorar la estabilidad, aumentar
o evitar la captacion celular y favorecer la llegada al sitio de accion de la
sustancia activa que transportan (ADN, proteinas, farmacos...), asi como lograr

una distribucion homogénea en la superficie pulmonar objetivo [117].

Entre las caracteristicas que deben tener los sistemas de administracion
se destaca su biocompatibilidad, biodegradacion y elevada estabilidad. Ademas,
la eleccion del sistema de administracion va a depender del tipo de formulacion
que se quiera desarrollar, la patologia objetivo, la molécula o farmaco que se
encapsule o transporte y el dispositivo de inhalacion que se emplee para su
administracion final [118]. La Tabla 1.7 recoge de manera resumida los vectores
mas usados para administracion inhalatoria. Entre ellos cabe destacar las
particulas poliméricas. Los polimeros son hoy en dia un recurso insustituible
para el desarrollo de distintas formulaciones gracias a su amplia versatilidad

permitiendo dar respuesta a un amplio rango de aplicaciones [119].

Sin embargo, para lograr una eficacia terapéutica 6ptima en tratamientos
inhalados, la concentracion del farmaco en los pulmones debe ser la adecuada.
Dicha concentracion depende de la deposicion pulmonar del farmaco y su
posterior liberaciéon, ambos parametros influenciados por el tipo de
formulacion disefiada. En el caso de formulaciones basadas en vectores
poliméricos, tanto el tipo de particula desarrollada como la velocidad de

degradacion del polimero empleado constituiran factores clave [120].
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Existen polimeros sintéticos, como el acido poli-lactico-co-glicolico
(PLGA) o el acido poli-lactico (PLA), ampliamente usados en la generacion de
particulas para administracion inhalatoria [121,122]. Su produccion es sencilla
y son vectores efectivos para liberar el farmaco con un perfil sostenido en el
tiempo (dias o semanas) [127]. Sin embargo, su degradacion puede dar lugar a
productos como el acido lactico y el acido glicolico en el pulmoOn, con la
posibilidad de generar irritaciones a largo plazo. De manera puntual, puede
producir respuestas inmunitarias en el pulmoén como tos, edema e infiltracion
de neutrofilos [68]. También se puede producir una acumulacion de polimero
sintético degradado de manera incompleta en las vias respiratorias causando

toxicidad a nivel pulmonar [123].

Una alternativa interesante por su alta biocompatibilidad,
biodegradabilidad y escasa toxicidad seria el uso de polimeros naturales como
el quitosano, alginato, dextrano, acido hialuronico o gelatina [106]. Los
polimeros naturales a menudo presentan un perfil de liberacion del farmaco
mas rapido, permitiendo concentrar mayores cantidades de antibiotico en el
lugar de la infeccion en un menor periodo de tiempo [124]. Por ello se han
seleccionado vectores basados en polimeros naturales para el desarrollo de esta
Tesis Doctoral, en concreto: quitosano (Capitulo 4), dextrano (Capitulo 5) y

alginato (Capitulo 6).
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Tabla 1.7 - Principales vectores de administracion de farmacos empleados por via pulmonar.

- Formulaciones
Sistemas de comerciales diseniadas

. . Caracteristicas
administracion

Composicion

Liposomas

Uno o mas
fosfolipidos
dispuestos en forma
de bicapa con un
espacio interior
acuoso [125].

Vesiculas en forma
de esfera que
pueden ser multi- o
unilamelares [126].

- Permiten encapsular sustancias
hidrofébicas y lipofilicas

- | toxicidad del farmaco

- 1 farmaco en el lugar de accion
[127].

para administracion por
via pulmonar

- Amikacina (Arikayce®)

- Tobramicina (en estudio)
- Ciprofloxacino
(Lipoquin™ y Pulmaquin™)
[128].

- Forman complejos no covalentes

= Oligosacaridos Conos truncados  con compuestos lipofilicos No hay formulaciones
Y z%%é;g% ciclicos compuestos huecos con una - 1 solubilidad del farmaco comercializadas.
S N por unidades de a -  cavidad hidrofoba 1 estabilidad Se ha evaluado su efecto en
5 Oy o D- glucopiranosa interna y una _ ermeabilidad a través de farmacos con |solubilidad:
B B unidas mediante cavidad exterior TP o - Budesonida [131]
e, enlaces a-1,4 [129] hidrofilica [129]. ~ barreras biologicas (nasal o - Itraconazol [132]
L pulmonar) [130]
Particulas Desarrollo de la tecnologia
lipidicas solidas ~ Dispersion coloidal . . e PulmoSph.e,r e™ que pe,rm1te
. acuosa de particulas - Evitan aclaramiento fagocitico la obtenciéon de particulas
bl con matriz de - Farmaco en la matriz porosas (1 - 5 um) con

lipidos solidos
recubiertos por una
cubierta estable de
surfactante
biodegradable [133]

Forma esférica

- Liberacion controlada del farmaco
[134]

morfologia de esponja y
monocapa de fosfolipidos
[135]

- Tobramicina
(Tobi®Podhaler™) [136]
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Tabla 1.7 - (Continuacion) Principales vectores de administracion de farmacos empleados por via pulmonar.

Sistemas de Formulaciones disenadas

. . . Composicion Caracteristicas para administracion por
administracion .
via pulmonar

Particulas N
poliméricas Forma esférica

) L ) - Evitar la resistencia bacteriana
- Esferas, matriz polimérica que contiene el

farmaco. Se pueden encapsular moléculas sz?rm.aco_cme.t }ca del f’armaco
hidrofilicas e hidrofébicas - 1 biodistribucion del farmaco

- Liberacion sostenida y controlada No hay  formulaciones
. 1 localizacion en el lugar de accion ~ comercializadas.

- Posibilidad de crear modificaciones

en la superficie de las particulas

- Capsulas con un interior hueco donde se
aloja el farmaco rodeado por una delgada

s - Mucoadhesion
capa polimerica - 1 favorecer la retencion del farmaco
[137,138] en el pulmoén
[91,139]
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1.3.1 Sistemas de administracion de farmacos basados en polimeros

naturales

Los polimeros naturales constituyen un grupo complejo y diverso de
biopolimeros aislados de fuentes vegetales (ej. pectina, alginato o goma guar),
animales (ej. quitosano o acido hialuronico) y microbianas (ej. dextrano o goma
xanthan). La mayoria de ellos estan disponibles en grandes cantidades, son
solubles en agua y tienen procesos de extraccion sencillos y de bajo coste [140].
Ademas, gran parte de los biopolimeros presenta propiedades de bioadhesion
o mucoadhesion al epitelio pulmonar y las membranas celular debido a los

grupos funcionales que poseen [141,142].

De entre todos los biopolimeros existentes se pueden destacar cuatro,
por su especial relevancia: acido hialuroénico, alginato, dextrano y quitosano.
Los tres ultimos han sido empleados en el desarrollo de esta Tesis Doctoral. En
la Tabla 1.8 se encuentra un resumen de sus principales propiedades fisico-
quimicas y biologicas, asi como ejemplos de algunos estudios en los que se
explora su posible administracion por via inhalatoria contra determinadas

dianas terapéuticas.



Tabla 1.8 - Propiedades de los principales polimeros naturales empleados por via inhalatoria (tto: tratamiento; GI: gelificacion

ionotropica; MPs: microparticulas; NPs: Nanoparticula).

Polimero

Acido hialurénico
/  on OH A

/| O= \\
l(&ﬁ&ﬁi\l

'\ 2\ /

\ 07 > /n

Alginato
OH
OH
HO! -0
o on "

Dextrano

--f--0-cH,

Q --t-{--0-CH,
o,
n
18 OH
+ OH -1
aid OH

a-16

Quitosano

Origen

Propiedades

fisico-quimicas

Propiedades
biologicas
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Ejemplos de formulaciones diseiiadas para

administracion por via pulmonar

- MPs para el tto de la tuberculosis por

[143]

- Matriz Carea neeativa - Mucoadhesivo spray-drying
tlgtiilasil(;lrllzit?\?(l) _ Linegal & - Biodegradable - MPs con budesonida para el tto asma [144]
dejla mayoria de . Solubl - Accion sobre y EPOC por spray-drying
los vertebrados oluble eh asua receptores CD44* - NPs con dexametona como tto de la
. . o [145]
inflamacion pulmonar por precipitacion
- Carga negativa MPs Alg/PLGA como tto de la
. Lineal . Biodegradable t.ub.ell‘cul(.):%is por emulsion y [146]
pared celular de * S0luble enagua - Biocompatible liofilizacion N
aloas Dardas (pKa 3,5) . Mucoadhesivo . MPS para EPOC por emulsion y spray- [147]
545 P . Conformacién - Hemocompatible drying
dependiente del - No toxico - MPs con paclitaxel como tto del cancer (148]
pH de pulmo6n por emulsion
N [ - MPs con camptotecina como tto del
Polisacarido ’ Mu(.:O.hUCO . cancer de pulmoén por doble emulsion [149]
exocelular . Carga neutra - Inhibidor adhesion .
producido por Ramificad bacteriana - MPs con budesop ida como tto del [150]
bacterias en ' Salm ;)llca 0 - Mucopermeabilidad asma por spray-drying
ambientes ricos ~ °0Ubi€ énagua . pijpdegradable MPs con insulina como tto de la (151]
en glucosa - Biocompatible diabetes por spray-drying
- Mucoadhesivo - NPs con isoniazida y piramizina como (152]
Endoesqueletos - Carga positiva : gigg‘é;ggggg tto de la tuberculosis por GI
de cefalopodos - Lineal . Antimicrobiano MPs con cisplatino como tto del o
Czlgf‘arfe‘iege - Insoluble en . 1permeabilidad cancer de pulmon por emulsion - GI
hongos agua (pKa 6,5) - Apertura uniones - MPs con salbutamol como tto del 5,
5 celulares asma por spray-drying
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1.2.2.1 Alginato

El alginato es un polisacarido anionico de origen natural que se extrae de
la pared celular de las algas pardas de la clase Phaeophyceae mediante un
tratamiento con disoluciones alcalinas acuosas, normalmente NaOH. El extracto
de alginato se filtra y se afiade cloruro de sodio o de calcio al filtrado para

precipitar el alginato, obteniéndose sal de alginato de sodio o de calcio [155].

La estructura del alginato esta formada por acido a-L-glucurénico (G) y
acido B-D-manuronico (M), unidos de manera lineal mediante enlaces 1,4-
glucosidicos [156]. El alginato tiene la capacidad unica de formar hidrogeles
mediante reticulacion ionotropica en presencia de cationes divalentes como
calcio (Ca*) o bario (Ba*). El proceso de gelificacion se produce debido a un
mecanismo de dimerizacion en el que se intercambian los iones de sodio
procedentes del acido glucuronico (bloques G) con los cationes multivalentes.
Este mecanismo ayuda al proceso de entrecruzamiento, formando la estructura

denominada “caja de huevo” [157].

El alginato es un polimero biodegradable, biocompatible, mucoadhesivo,
hemocompatible y no se acumula en el organismo [158]. La mucoadhesividad
es directamente proporcional su peso molecular y a la presencia de grupos
polares en su estructura. De este modo, el alginato es capaz de formar enlaces
por puentes de hidrogeno como resultado de interacciones entre sus grupos
carboxilo e hidroxilo con las glicoproteinas presentes en las células
pulmonares, mucinas [159]. Se utiliza ampliamente en biomedicina en forma
de hidrogeles para la cicatrizacion de heridas, como sistema de liberacion de

farmacos y en ingenieria de tejidos [160].

1.2.2.2 Dextrano

El dextrano es un tipo de glucano producido por bacterias del género
Leuconostoc, Gluconobacter, Streptococcus y Lactobacillus mediante la enzima
bacteriana extracelular dextransacarasa en ambientes ricos en sacarosa [161].

La estructura del dextrano esta formada por monomeros de glucosa unidos
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mediante enlaces lineales a-1,6-glucosidicos con algun grado de derivacion

mediante enlaces a-1,3-glucosidicos [162].

El uso del dextrano como vector de farmacos ofrece ventajas como son
solubilidad en agua, estabilidad en amplio rango de pH, biocompatibilidad,
biodegradabilidad, baja toxicidad y protecciéon de los farmacos transportados.
La presencia de numerosos grupos hidroxilo en su estructura contribuyen a su
caracter hidrofilo, y proporcionan carga superficial negativa disminuyendo su
penetracion en los tejidos y aumentando el tiempo de residencia en la
circulacion sistémica [162,163]. En el campo de la biomedicina este polimero
ha sido empleado principalmente como anticoagulante porque posee la
capacidad de unirse a globulos rojos y plaquetas, evitando el proceso de
agregacion [164]. Debido a estas propiedades, las formulaciones a base de
dextrano para la inmovilizacion de células, transfeccion de genes y sistemas de
liberacion de farmacos han sido investigadas con el objetivo de disefiar una

amplia variedad de productos farmacéuticos [165].

1.2.2.3 Quitosano

El quitosano es un polisacarido presente en la pared celular de hongos y
conchas de artropodos como los crustaceos. Se obtiene a partir de la quitina
por un proceso de desacetilacion en ambiente alcalino. Tiene una estructura
lineal formada por unidades distribuidas aleatoriamente de 2-amino-2-desoxi-
D-glucopiranosa y 2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa unidas mediante
enlaces B-1,4 [166]. Las propiedades fisico-quimicas del quitosano dependen

principalmente de su peso molecular y grado de desacetilacion [167].

Una de las caracteristicas principales del quitosano en comparacion con
otros polimeros, es que posee en sus cadenas numerosos grupos amino libres.
En un ambiente acido, los grupos amino se protonan, dotandolo de carga
superficial positiva. Esta carga positiva favorece por un lado la interaccion del
quitosano con las paredes celulares y bacterianas, ambas con carga negativa
[168,169]. Por otro lado, la mucoadhesion del quitosano potenciando el proceso

de absorcion de farmacos que transporta [170,171]. Por ultimo, y no menos
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importante, destacar que esta carga positiva también le confiere propiedades
antimicrobianas, facilitando la union del quitosano a los LPS de la membrana
bacteriana, alterando su permeabilidad y provocando su muerte [172]. Por lo
tanto, el quitosano es un candidato ideal para el disefio de sistemas de
liberacion sostenida de farmacos, ya que no solo puede actuar regulando la
liberacion del farmaco en el tiempo sino que también permite su adhesion al

tejido pulmonar [173].

Sin embargo, a pesar de los potenciales beneficios que presentan estos
tres biopolimeros para la administracion pulmonar de farmacos, hoy en dia, no

hay ninguna formulacion disefiada con ellos en fase de ensayos clinicos [174].

1.4 Dispositivos de inhalacion

Hoy en dia, hay disponibles mas de 250 tipos diferentes de inhaladores,
formulaciones y camaras espaciadoras, todos con un mismo objetivo comun,
mejorar la calidad de vida de los pacientes. Ademas, la via inhalatoria puede

ejercer un efecto tanto a nivel local (tracto respiratorio) como sistémico [175].

La administracion de farmacos directamente al pulmoén se logra
principalmente mediante la generacion de un aerosol que contenga el farmaco,
es decir, una suspension de pequenas gotas de liquido o particulas solidas finas
dispersas en un gas [176]. Las tres tecnologias mas usadas para administrar
farmacos por via inhalatoria son: inhaladores presurizados de dosis medida
(pMDIs; Pressurised Metered Dose Inhalers), nebulizadores e inhaladores de
polvo seco (DPIs; Dry Powder Inhalers). La Tabla 1.9 recoge una comparacion

entre los tres grupos principales de dispositivos de inhalacion [177].

Los pMDIs son dispositivos de inhalacion portatiles, multidosis y que
constan de un bote de aluminio (depoOsito) que contiene una suspension o
solucion presurizada de particulas de farmaco micronizadas dispersas en un
propelente [178]. Un ejemplo de pMDISs es el farmaco salbutamol (Ventolin®), al

cual se le pueden acoplar diferentes camaras espaciadoras de inhalacion para
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facilitar su administracion en poblacion pediatrica y geriatrica y, reducir la
deposicion del farmaco en la region orofaringea [179]. Debido a la necesidad de
administrar elevadas dosis de antibioticos para lograr un efecto terapéutico
Optimo en el pulmon, no se han encontrado formulaciones de antibioticos con
pMDlIs.

Por otro lado, los nebulizadores son dispositivos de inhalacion
polivalentes que administran de manera pasiva el farmaco al paciente en forma
de solucion o suspension [77]. Los nebulizadores, a pesar de los inconvenientes
que presentan (Tabla 1.9), siguen siendo la opcion principal para muchos
grupos de pacientes donde la coordinacion de la respiracion puede ser dificil
de alcanzar (como en los pDMIs). Durante su utilizacion solo es necesario hacer
respiraciones tranquilas sin generar esfuerzos inspiratorios significativos
(como en los DPIs) [180]. Las formulaciones disefiadas a partir de antibioticos
para administracion por nebulizacion se encuentran recogidas en la Tabla 1.7
y 1.9. Se destaca la tobramicina (Tobi®; Bramitob®; Bethkis®) como unico
antibiotico aprobado como terapia de mantenimiento en pacientes con fibrosis

quistica que presentan infeccion por P. aeruginosa [181].

El papel fundamental de los inhaladores de polvo seco (DPIs) consiste en
dispersar la formulacion en forma de polvo en particulas finas (FR; Fraccion
Respirable) por medios aerodinamicos [182]. Poseen multiples ventajas frente
a dispositivos de inhalacion como los nebulizadores (Tabla 1.9). Se destaca su
alta eficiencia, facil y rapida administracion y una mejor relacion coste-
efectividad. La administracion de los antibiéticos en forma de polvo seco es
preferible frente a la nebulizacion, ya que se trata de dispositivos portatiles,
tienen tiempos de administracibn mas cortos y no requieren de
almacenamiento en frio, ya que la formulacion en forma de polvo es mucho
mas estable [183,184].
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Tabla 1.9 - Comparacion de los tres dispositivos de inhalacion mas comunes en el mercado: inhaladores de polvo seco (DPI),
inhaladores presurizados de dosis medida (pMDI) y nebulizadores [177]; (HFA*, hidrofluoroalcanos).

Dispositivos de _ . Formulacmr_les farme_lceutlc.as para
. .. Ventajas Inconvenientes el tratamiento de infecciones
inhalacion

pulmonares
Presurizados
(pMDlIs) - Portatil - Necesaria la coordinacion del paciente
L - Administracion rapida - Empleo de HFA* como gas propelente i
» - Empleo de camara - Dificultad para administrar principios
l_/ espaciadora activos insolubles en HFA
Nebulizadores ] ] - Tobramicina: Tobi®; Bramitob®;
d Largo tiempo de tratamiento Bethkis®
Sl
o\ . . s 7 . i ini . . .
/3 Respl_racmn normal La .dOSlS administrada no se conoce con . Amikacina: ArikaceTM
del paciente durante el  exactitud ) ®
: ) . . - Aztreonam: Cayston
tratamiento - Los dispositivos son voluminosos y caros

- Ciprofloxacino: Pulmaquin™

- Es necesaria la limpieza tras su uso . .
p - Colistina: Promixin®

La humedad acumulada durante el

Polvo seco - Portatil almacenamiento disminuye el rendimiento . i
. . ., - Tobramicina: Tobi® Podhaler™
(DPIs) - Rapida administracion del aerosol ) . ]
. . . . . . - Ciprofloxacino: Cipro®
- Economico - Es mnecesario un flujo inspiratorio _ _
. - Manitol: Bronchitol®
- No requiere la adecuado Colistina: Colobreathe®
ol coordinacion del - La formulacion se encuentra en forma de ohstina. L-olobreathe
. ’ . e, - Vancomicina: AeroVanc™
paciente polvo, lo que puede producir irritacion y tos

en el paciente
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1.4.1 Inhaladores de polvo seco (DPIs)

Un inhalador de polvo seco es el conjunto formado por la formulacion y
el dispositivo de inhalacion, cuyo principal objetivo es conseguir una adecuada
relacion entre ambos. La deposicion del farmaco en el tracto respiratorio va a
depender de las propiedades de la formulacion, disgregacion, tamafo
aerodinamico o dosis emitida y a su vez, todo ello, va a estar directamente
relacionado con el inhalador empleado [185]. Los DPIs son sistemas complejos
y su rendimiento depende de aspectos técnicos que hay que tener en cuenta a

la hora de disenar la formulacion y evaluar el dispositivo de inhalacion [186].

Actualmente hay dos tipos de formulaciones para los DPIs (Figura 1.7),
por un lado, formulaciones formadas tnicamente por el farmaco y por otro,
formulaciones compuestas por farmaco junto con un portador o excipiente. Las
formulaciones sin excipientes tienden a mostrar una dependencia del
rendimiento de aerosolizacion en funcion de las propiedades fisico - quimicas
del farmaco aerosolizado [187]. Al mismo tiempo, evitan los problemas
derivados de la falta de uniformidad de dosis en sistemas hibridos. De este
modo, las propiedades de aerosolizacion dependeran exclusivamente del
farmaco o de las particulas que formen parte de la formulacion, del inhalador

y de la técnica de inhalacion [188].

En las formulaciones que incluyen excipientes, el farmaco tiene un
tamano de particula entre 1-5 pm, mientras que el portador presenta un
tamano > 50 pm. La funcion principal del portador es impedir la aglomeracion
del farmaco, siendo la lactosa el excipiente mas empleado. Durante su
administracion, la inspiracion del paciente ayuda a aerosolizar el polvo y
separar las particulas de farmaco que se encuentran en la superficie de los
portadores, permitiendo que las particulas de farmaco sean capaces de llegar a
los pulmones [189]. Estas formulaciones suelen contener menos del 4% de
farmaco y son principalmente usadas en asma y EPOC, donde la dosis de

tratamiento es del rango de pg [190].
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Figura 1.7.- Representacion esquematica de las formulaciones mas usadas para los
DPIs y los factores implicados en el proceso de inhalacion: (A) Formulacion de
particulas constituidas uinicamente por farmaco; (B) Formulacién con excipiente
(ejemplo: lactosa) y particulas de farmaco (figura adaptada de Lavorini et al.,[182]).

Debido a que la terapia inhalatoria de antibioticos requiere grandes dosis
terapéuticas (entre 10-100 mg) el empleo de excipientes (como lactosa, manitol,
glucosa, leucina o estearato de magnesio) dificulta su administracion ya que

reduce la cantidad de antibiotico inhalado [191].

Existen tres grandes grupos de dispositivos de inhalacion de polvo seco
(Figura 1.8) [192]: (1) Inhaladores monodosis (ej. Breezhaler®), donde la
formulacion se encuentra almacenada en capsulas individuales de
hidroxipropilmetil celulosa o gelatina; (2) Inhaladores multidosis-individuales
(ej. Ellipta®), en los cuales la formulacion se encuentra en capsulas, que a su
vez estan almacenadas en blisters dentro del inhalador; (3) Inhaladores
multidosis con depoésito (ej. Nexthaler®), donde la formulacion se encuentra

guardada en un deposito y la dosis se dispensa con cada activacion.
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Figura 1.8.- Tipos de inhaladores de polvo seco: (A) Inhalador monodosis; (B)
Inhalador multidosis; (C) Inhalador multidosis con deposito. El flujo de aire se
muestra con lineas discontinuas (figura adaptada de Ye et al, [192]).

Cada DPI tiene una resistencia al flujo de aire que esta relacionada con
al disefio fisico del dispositivo. Es decir, para cada inhalador es necesario
ejercer una fuerza inspiratoria umbral que permita alcanzar el correcto flujo
de aire para aerosolizar, disgregar y dispersar la formulacion en polvo seco y
de esta manera, conseguir una respuesta terapéutica 6ptima [193]. Los DPIs se
pueden clasificar en funcion de dicha resistencia en, baja (flujo > 90 L/min),
media (flujo ~ 50-60 L/min) o alta (flujo < 50 L/min). Los DPIs de alta resistencia
(mayor caida de presion a través del dispositivo), tienden a producir una mayor
deposicion de los farmacos en el sistema respiratorio que aquellos que tienen
una menor resistencia [194]. Es importante seleccionar un dispositivo de
resistencia adecuada a la patologia del paciente, porque la capacidad
inspiratoria debe ser suficiente como para superar la resistencia del inhalador
y poner las particulas de farmaco en movimiento [195]. Por ello, hoy en dia
sigue existe la necesidad de contar con dispositivos alternativos para la

administracion de farmacos en fase aerosol a partir de material soélido.

1.4.2 Antibioticos administrados con inhaladores de polvo seco

Numerosos estudios han demostrado que la inhalacion de antibioticos es
capaz de reducir la frecuencia de exacerbaciones, disminuir de manera

significativa la densidad bacteriana en las vias aéreas, mejorar la funcion
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pulmonar y lo que es mas importante, mejorar la calidad de vida de los

pacientes con infeccién pulmonar [196].

El hecho de que los inhaladores presurizados de dosis medida (pDMIs)
solo puedan administrar de 100 a 200 pg de principio activo en cada dosis y
que la mayoria de los nebulizares requieran tiempos de inhalacion prolongados
incluso para administrar pequenas cantidades de farmaco, hace que los DPIs
sean la mejor opcion para la inhalacion de antibioticos [197]. Es especialmente
interesante el uso de formulaciones sin excipientes, reduciendo la cantidad de
polvo inhalado y por consiguiente, los efectos adversos asociados a la

administracion de altas dosis de polvo (tos y ahogo) [39].

Se han aprobado cuatro antibioticos en Europa para su uso clinico:
colistina  (poliximina), tobramicina (aminoglucosido), ciprofloxacino
(fluoroquinolona) y aztreonam (betalactamico). El ciprofloxacino
(fluorquinolona) se encuentra actualmente en fases de ensayos clinicos. En la
Tabla 1.10 se recogen algunos ejemplos de los ensayos clinicos realizados con

antibioticos en forma de polvo seco.

Tobramicina (Tobi® Podhaler™): Fue el primer antibiotico investigado
para administrar por via inhalatoria en pacientes con fibrosis quistica. En el afio
1997 la FDA aprobo el uso de tobramicina por via inhalatoria con el nombre
comercial TOBI® [198]. Este antibiotico ha sido desarrollado con la tecnologia
PulmoSphere™ (Tabla 1.7) y para su administracion se emplea el inhalador
T-326 de la compania farmacéutica Novartis [135], capaz de mejorar la
aerosolizacion de la dosis de 200 mg de polvo del cual un 56% es de
tobramicina. Debido a la incapacidad de almacenar toda esa masa en una sola
capsula y de respirar todo en una sola inhalacion, el polvo se divide en 4
capsulas cada una con una cantidad de aproximadamente 50 mg. Es necesario
repetir el proceso de inhalacion cuatro veces para inhalar la dosis de farmaco
completa [199]. La incomodidad que genera en el paciente el empleo de
multiples capsulas con un proceso de inhalacion repetido dos veces al dia
puede afectar a la adherencia al tratamiento [200]. El uso de este antibiotico

inhalado es capaz de disminuir la colonizacion de P. aeruginosa, retrasar la
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aparicion infecciones cronicas, incrementar la funcion pulmonar y mejorar la

calidad de vida de los pacientes [201].

Colistina (Colobreathe®): Aunque existen nebulizadores para la
administracion de este antibiotico, el desarrollo de su formulacion en forma de
polvo seco tiene como objetivo principal promover una mayor adherencia al
tratamiento asi como mejorar la calidad de vida de pacientes al acortar el
tiempo de administracion [202]. Este inhalador contiene el antibiotico
micronizado en forma particulas finas en polvo seco, sin empleo de excipientes.
Es administrado a través de un DPI (Turbospin®) y la formulacion se encuentra
en capsulas individuales que contienen 125 mg de antibiotico. Entre sus
ventajas se puede destacar que es un inhalador portatil, que aumenta la
cantidad de farmaco administrado al pulmoén en comparacion con el dispositivo
de nebulizacion, requiere poca limpieza, no necesita mantenimiento y es
desechable al final de cada tratamiento (28 dias) [203].

Ciprofloxacino (Cipro®): Actualmente la administracion de este
antibiotico en forma de polvo seco sigue en fase de ensayo clinico. La
formulacion esta desarrollada a partir de la tecnologia PulmoSphere™ (Tabla
1.7). El uso de una formulacion basada unicamente en el antibiotico junto con
la con el inhalador T-326 de polvo seco (Bayer AG, Alemania) tiene como
objetivo la frecuencia de exacerbaciones en pacientes con bronquiectasia y con
infecciones respiratorias. El tratamiento se administra dos veces al dia durante
28 dias (cada capsula contiene 32,5 mg de ciprofloxacino) [204]. Los estudios
farmacocinéticos demuestran que el ciprofloxacino en DPIs produce una mayor
concentracion en el sistema pulmonar en comparacion con su administracion
oral. Esta formulacion ha completado actualmente los ensayos clinicos de fase
I, 11 y I [205] (Tabla 1.10).

Vancomicina (AeroVanc™): Se trata de una formulacion en polvo seco
para tratar la neumonia provocada por S. aureusresistente a meticilinas (MRSA)
en pacientes con fibrosis quistica. El aumento de la prevalencia de esta bacteria
en las vias respiratorias ha hecho que aumente el interés en el desarrollo de

formulaciones con este antibiético también por nebulizacion [206].
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Actualmente, no existe ningiin inhalador comercial con este antibiotico, pero
tras mucho tiempo de investigacion, la farmacéutica Savara ha desarrollado una
formulacion inhalable en polvo seco con el nombre de AeroVanc™ (15 mg
/capsula). Diversos estudios preclinicos y clinicos desarrollados han
demostrado las ventajas de la administracion inhalatoria de la vancomicina
logrando una alta concentracion de antibiotico en los pulmones y evitando la
aparicion de los efectos secundarios sistémicos [207,208]. Este farmaco se
encuentra en la fase III de estudio clinico (Tabla 1.10) [209]. Los resultados
obtenidos han demostrado que su administracion inhalatoria también puede
emplearse en pacientes con fibrosis quistica antes y después de un trasplante

de pulmoén [210].
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Tabla 1.10 - Ejemplos de antibioticos usados en ensayos clinicos mediante formulaciones de polvo seco para el tratamiento de
infecciones pulmonares (ND = no hay datos).

Antibiotico

Ciprofloxacino
(CPX)

Vancomicina
(VMO)

Tobramicina
(TBM)

Tobramicina/
Colistina

Colistina

Ivermectina
(IVM)

Amikacina

Nombre

comercial**

Patologia

Formulacion

Descripcion del ensayo

Fase de
estudio*

Cipro® EPOC Polvo seco Seguridad y farmacocinética del CPX tras la Fase I
(T - 326) inhalacion de dosis unicas de 52,5 y 48,75 mg NCT01168895
. . Eficacia y seguridad de la VMC como
Fibrosis . . . . Fase III
AeroVanc® e Polvo seco tratamiento de pacientes con FQ con infecciéon
quistica . NCT03181932
persistente de MRSA
Tobra® Fibrosis Polvo seco Seguridad de la TBM inhalada en pacientes con Fase III
(T - 326) quistica infeccion por P. aeruginosa NCT01069705
Pol , .
TOBI® . . OO sfe.co Eficacia de la administracion conjunta de
(Podhaler) Fibrosis (tobramicina) ambos antibidticos en pacientes con infeccion Fase III
. quistica nebulizacion P ) NCTO03341741
Colistina . por P. aeruginosa
(colistina)
., Eficacia de la administracion temprana por
ND Neumonia Suspension inhalacion de la colistina en pacientes con Fase Il y I1I
inhalatoria natacio | bacier NCT03622450
infeccion por Gram-negativa resistente
. Eficacia y seguridad de la IVM para tratar la Fase III
D T 1 Pol ,
N uberculosis OIVO 5€C0 infeccion pulmonar por SARS-Cov-2 NCT04681053
Amikacin Tuberculosis Polvo seco Farmacocinética y tolerancia de la amikacina Fase I
Cyclops™ administrada por inhalacion NCT0424951

*La informacion sobre estos u otros ensayos clinicos pueden encontrarse en: hitps:

www.clinicaltrials.gov
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1.5 Retos de la administracion pulmonar y el desarrollo de

nuevos dispositivos de inhalacion

Aunque las terapias inhalatorias con antibioticos han mostrado un efecto

terapéutico maximo para erradicar la infeccion, siguen existiendo numerosos

retos y limitaciones en esta via de administracion:

Mejorar la biodisponibilidad y absorcion de los farmacos. Aunque haya un
alto grado de vascularizacion y se produzca una administracion directa
en el lugar de accion, se requiere que el antibiotico tenga una solubilidad

suficiente en medio acuoso [211].

Minimizar la degradacion de la formulacion. La naturaleza higroscopia
de los antibioticos es uno de los principales problemas de los DPIs y de
su almacenamiento. Por ejemplo, en el caso de la tobramicina (Podhaler®
TOBI®) debe almacenarse en una caja hermética con un desecante

inmediatamente después de su uso [212].

Lograr un depdsito optimo del farmaco en el sitio de accion. Es necesario
que la dosis administrada se mantenga por encima de la concentracion
minima inhibitoria (MIC) tanto tiempo como sea posible. La
administracion repetida de la dosis puede provocar toxicidad en las
células adyacentes a la infeccion. Por este motivo, se prefiere el uso de
antibioticos con efectos dependientes de la concentracion, como los
aminoglucosidos y las fluoroquinolonas que permiten alcanzar altas

concentraciones en el tracto respiratorio [39].

Incorporar nuevos excipientes requiere amplios estudios toxicologicos.
Aunque una sustancia sea considerada segura, la administracion

pulmonar a largo plazo necesita investigaciones mas exhaustivas [213].

Escasez de antibioticos aprobados para su suministro pulmonar. A pesar

de que existe una gran variedad de antibioticos disponibles en el
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mercado para su administracion por via oral y sistémica y aunque la
administracion por via inhalatoria ha demostrado potenciales beneficios
clinicos, solo unos pocos antibioticos estan aprobados para ser
administrados por esta via de administracion para el tratamiento de

infecciones pulmonares [214].

Para la innovacion y mejora de los DPIs, es importante comprender como
se puede controlar la deposicion pulmonar y qué caracteristicas son criticas
para ello [215]. Es necesario desarrollar inhaladores mas efectivos que no sean
dependientes de las fuerzas interparticulares presentes en la formulacion, ni
de la capacidad inspiratoria del paciente. Al mismo tiempo, es deseable que
sean capaces de conseguir dosis altas de particulas de tamano adecuado a
velocidades de flujo bajas (para evitar deposicion orofaringea) y sin empleo de

excipientes [216].

Desde la aprobacion de la tobramicina para inhalacion, se han realizado
grandes avances en la administracion de antibioticos por via inhalatoria,
especialmente en el tratamiento de los pacientes con FQ. Los avances futuros
en este campo permitiran que tanto las nuevas formulaciones como la
innovacion de los dispositivos de inhalacion logren maximizar los beneficios
potenciales de la inhalacion de antibioticos, reduciendo la toxicidad y la
aparicion de resistencias antimicrobianas y ofreciendo una mejora de la calidad

de vida de los pacientes y una menor aparicion de efectos secundarios.

1.6 Objetivos

En este contexto, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral es el
desarrollo y optimizacion de formulaciones en forma de polvo seco para ser
empleadas en el dispositivo de generacion de aerosoles UNIZAR previamente
desarrollado en la Universidad de Zaragoza para estudios relacionados con la

exposicion laboral a nanoparticulas.
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Para lograr este objetivo principal, se han establecido una serie de
objetivos secundarios los cuales se especifican en cada capitulo. A fin de

facilitar el seguimiento de esta memoria, se detallan también a continuacion:

1. Validacion del dispositivo de generacion de aerosoles UNIZAR, con

formulaciones comerciales en polvo seco

Evaluar la capacidad del dispositivo de generacion de aerosoles UNIZAR
para producir aerosoles a partir de formulaciones en polvo seco de diversos

inhaladores comerciales.

2. Produccion y caracterizacion de particulas en forma de polvo seco

basadas en biopolimeros

Desarrollar formulaciones en forma de polvo seco aptas para su
aerosolizacion. Para ello se han utilizado tres técnicas diferentes,
electropulverizacion,  gelificacion/precipitacion 'y  atomizacion, tres
biopolimeros diferentes, quitosano, dextrano y alginato, y tres antibioticos

distintos, ciprofloxacino, sulfato de colistina y azitromicina.

3. Evaluacion de la actividad in vitro en células pulmonares y bacterias

Evaluar la citotoxicidad de las formulaciones desarrolladas en tres lineas
celulares de pulmoén, A549, NCI-H441 y Calu-3, y su actividad antimicrobiana
en dos modelos bacterianos de infecciones pulmonares, Staphylococcus aureus

y Pseudomonas aeruginosa.

4. Estudio de la capacidad de aerosolizacion de las formulaciones

desarrolladas y su empleo como terapia inhalatoria

Estudiar las posibilidades de las formulaciones desarrolladas para ser
administradas por via inhalatoria en el tratamiento de infecciones pulmonares.
Evaluar la deposicion pulmonar in vitro, y la capacidad de generar una nube de
aerosol con las particulas en suspension. Y realizar la comparacion entre un

dispositivo de polvo seco comercial y el generador de aerosoles UNIZAR.
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Capitulo 2

MATERIALES, METODOS E INSTRUMENTACION

En el presente capitulo se muestran los métodos de produccion de
microparticulas utilizados en esta Tesis Doctoral. Al mismo tiempo, se describen
los protocolos empleados en los ensayos in vitro, tanto en células de origen
pulmonar como en bacterias, finalizando con los ensayos realizados in vitro para
evaluar la administracion y deposicion en el sistema respiratorio de las

particulas desarrolladas.

Los instrumentos y técnicas utilizadas para la caracterizacion fisico -

quimica de los materiales empleados se recogen en el Anexo I.
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2. MATERIALES, METODOS E INSTRUMENTACION

2.1 Métodos de produccion de microparticulas

En el diseio de formulaciones en polvo seco, la tecnologia empleada
desempena un papel muy importante sobre las propiedades fisicas (tamano,

porosidad, cristalinidad...) de las particulas.

Los métodos de fabricacion de particulas se pueden dividir en dos

grandes grupos, procesos “top-down” y procesos “bottom-up”.

En el primer grupo se engloban técnicas como la molienda [217] o
micronizacion [218], que proporcionan particulas de menor tamano a partir de
la descomposicion fisica de otras mayores. Estas técnicas se encuentran entre
las mas usadas para mejorar la solubilidad de principios activos [219,220]. Sin
embargo, presentan algunas desventajas como son la creacion de superficies
planas, distorsion en la estructura cristalina de la molécula y, a menudo,
producen cargas electrostaticas en las particulas, lo que puede afectar a la

adherencia o cohesion del producto final [221].

El segundo grupo de procesos, los denominados “bottom-up”,
comprenden tecnologias como el spray-drying [222], fluidos supercriticos
[223], atomizacion [224] o electropulverizacion [225], en las cuales la formacion
de las particulas se desarrolla desde el nivel molecular, proporcionando la
oportunidad de optimizar el disefio de la formulacion desarrollada, de cara a

una mejora del posterior proceso de aerosolizacion.

En el desarrollo de esta Tesis Doctoral se han empleado tres técnicas de
produccion de particulas diferentes pertenecientes a las tecnologias
“bottom-up’: electropulverizacion o electrospray, atomizacion y gelificacion-
precipitacion. El objetivo principal en todas ellas ha sido el mismo, obtener
microparticulas biocompatibles en forma de polvo seco con un tamafo de

particula 6ptimo para su administracion por via inhalatoria (< 5 pm).
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2.1.1 Electropulverizacion

La electropulverizacion forma parte del mismo proceso fisico en el que
mediante fuerzas electrostaticas pueden obtenerse fibras (electrohilado) o
particulas (electropulverizacion). Este proceso emplea una disolucion
conductora de polimero/principio activo que se bombea a través de un capilar,
dando lugar a la formacion de una gota en su extremo debido a la tension
superficial [226]. Dicha gota adquiere forma conica, denominado “cono de
Taylor”, como resultado de dos fuerzas electrostaticas generadas a partir del
voltaje aplicado. Una primera fuerza debido a las cargas presentes en la propia
disolucion y una segunda por las repulsiones electrostaticas de Coulomb [227].
A medida que las fuerzas electrostaticas superan la tension superficial de la
disolucion, se produce la expulsion de un hilo desde el cono de Taylor hacia el
colector, el cual se encuentra cargado negativamente [228]. Durante este
proceso, en condiciones de electropulverizacion, se da lugar la formacion de
mas gotas producidas por la inestabilidad de Rayleigh debido a la tension
superficial. Si la distancia al colector es suficiente durante la caida, el disolvente
se evapora y las gotas se depositan en el colector como particulas solidas [229].
Las condiciones también pueden alterarse para obtener un hilo continuo en

Iugar de particulas (electrohilado) (Esquema 2.1).

Aunque entre sus principales limitaciones se destaca la necesidad del
uso de disolventes organicos, esta técnica permite el uso de disolventes de baja
toxicidad como son la acetona o el etanol [230]. Por otro lado, requiere una
fuente de alto voltaje que genere un campo eléctrico suficiente como para
superar la tension superficial de la gota [231]. Entre las ventajas principales de
esta técnica, se puede destacar la posibilidad de un mayor control del tamano,
de particula, mejorando la uniformidad y estructura de las particulas obtenidas
respecto a otras técnicas. Ademas, permite obtener particulas con un rango de
tamanos muy amplio (d, < 10 nm hasta > 100 pm) con una distribucion de
tamanos relativamente estrecha. Si la velocidad del caudal empleada es elevada,
el rendimiento del proceso tiende a ser alto. Finalmente, no requiere de

multiples pasos de sintesis ni valores de temperatura o presion elevados [232].
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Esquema 2.1. - (A) Esquema del sistema de electropulverizacion empleado en los
Capitulo 4 y 7 para la generacion de las microparticulas de quitosano y
azitromicina respectivamente; (B) Esquema del sistema de electrohilado para la
obtencion de fibras.

2.1.1.1 Parametros que influyen en el proceso de electropulverizacion

Hay multiples factores que pueden afectar a las particulas obtenidas. Dichos
factores se pueden dividir en dos grupos principales: (a) propiedades de la

disolucion y (b) parametros del proceso.

(a) Propiedades de la disolucion:

e Peso molecular (PM) y concentracion (% p/p): Un incremento en el PM por

lo general da lugar a la aparicion de particulas de mayor tamano,
incrementando la produccion de fibras [233]. En el Capitulo 4 se estudian
dos tipos de peso moleculares diferentes de quitosano (bajo y alto) y su
influencia en la obtencion de fibras o particulas. Por otro lado, un
incremento en la concentracion de polimero favorece la formacion de
fibras o particulas de mayor tamano [234]. En el Capitulo 7, se estudia la

influencia de la concentracion en el tamaio de particula obtenido.

e Viscosidad (mPa-s): Va a depender de la concentracion y PM del

polimero. Disoluciones con valores de viscosidad bajos van a formar un
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cono de Taylor mas estable y como resultado, las particulas formadas
tendran un tamafno y una morfologia mas homogénea [235]. Por el
contrario, un aumento en el peso molecular o en la concentracion va a
incrementar el valor de la viscosidad, dificultando la formacion de gotas

y produciendo fibras [236].

Tension superficial (mN/cm): Si el valor de la tension superficial de la

disolucion es alto, el voltaje aplicado necesario para producir la rotura
de las gotas también lo sera y, dara como resultado la formacion de
particulas de mayor tamano. Si los valores de tension superficial son
bajos, el proceso de fision se producira mas facilmente generando

particulas de menor tamano [237].

Conductividad (uS/cm): Este parametro se va a determinar por el

disolvente y el polimero o sustancia activa empleada. La conductividad
va a afectar a la estabilidad del cono de Taylor y de manera indirecta va
a influir en el valor del caudal empleado. Disoluciones con valores
elevados de conductividad tendran una mayor estabilidad empleando

caudales bajos y viceversa [238].

(b) Parametros del proceso:

Voltaje (kV): La diferencia de voltaje necesaria entre el extremo del
capilar y el colector para obtener la formacion de gotas va a depender de
las propiedades de la disolucion empleada (concentracion, viscosidad,
disolventes empleados...). El voltaje aplicado debera ser suficiente como

para mantener estable el cono de Taylor [237].

Caudal de alimentacion (mL/h): Altos valores de caudal haran que la

disolucion se mueva a mayor velocidad por el capilar. El proceso de
evaporacion del disolvente puede no ser lo suficientemente rapido,
obteniendo en consecuencia particulas de mayor tamano, en ocasiones
incluso aglomerados [238]. En el Capitulo 7 se observa el efecto de

incrementar el valor del caudal y su influencia en el tamano de particula.
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2.1.1.2 Descripcion del sistema de electropulverizacion

El equipo empleado para llevar a cabo el proceso de electropulverizacion
fue el electrospinner Yflow 2.2D-500 (Coaxial Electrospinning Machines /I + D
Microencapsulation, Malaga, Espafna) perteneciente al grupo NFP del Instituto
de Nanociencia y Materiales de Aragon (INMA), CSIC-Universidad de Zaragoza.
El equipo tiene incorporado un sistema de tres bombas de jeringa digitales, que
se emplean para controlar los diferentes caudales de alimentacion. Se utilizo
un capilar (aguja) con un diametro interior de 0,6 mm y se colocO en posicion
vertical sobre el colector para la realizacion de los experimentos. El colector se
conecto al polo negativo de la fuente de alimentacion y se cubrié con una hoja
de papel de aluminio para facilitar la posterior extraccion de las particulas. La
distancia entre la punta del capilar y el colector se fijo en un valor de 10 cm.
Por otro lado, el capilar se conectd6 al electrodo de polaridad positiva
alimentado por una fuente de alto voltaje. El equipo de electropulverizacion
empleado se sitila en el interior de una camara cerrada, donde los valores de
humedad relativa (%) y temperatura (°C) se miden continuamente por una sonda
que se encuentra en el interior. Los experimentos se realizaron a temperatura
ambiente y a unos valores de humedad relativa que oscilaron entre 25-50%. Los
experimentos preliminares, asi como la informacion recogida de la bibliografia,
permitieron optimizar alguno de los parametros del proceso tales como la

distancia de la punta al colector (D) y el voltaje (V) empleados.

2.1.1.3 Materiales

El equipo de electropulverizacion se emple6 para la produccion de las
microparticulas de quitosano (MPs de CS) descritas en el Capitulo 4 y de

azitromicina (MPs de AZT) detalladas en el Capitulo 7.

Los materiales empleados para las MPs de CS fueron: Quitosano de alto
peso molecular (CS PMA) (grado de desacetilacion: > 75%; viscosidad: 800-2000
cP 1% p/p en acido acético al 1% v/v), quitosano de bajo peso molecular (CS
PMB) (grado de desacetilacion: 75-85%; viscosidad 20-300 cP 1% p/p en acido

acético al 1% v/v), comprimidos de buffer salino fosfato (PBS; pH 7,4) y acido
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trifluoroacético (TFA), todos adquiridos a Sigma-Aldrich (EE. UU.).
Diclorometano (DCM) y acido acético (AA) fueron suministrados por Fisher
Chemicals (Reino Unido). El antibiotico ciprofloxacino (CPX) (1-ciclopropil-6-
fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-ilquinolina-3-carboxilico) empleado fue de la casa

comercial Fluka analytical (Espana).

Los materiales empleados para la produccion de las MPs de AZT fueron:
Azitromicina dihidratada (AZT; C;:H,.N,O,,) de Alfa Aesar (EE. UU.). El buffer
salino fosfato (PBS, pH 7,4), etanol absoluto, acetona, cloroformo y metanol, se
adquirieron a Sigma-Aldrich (EE. UU.). El acetonitrilo se compr6 en WVR
(Avantor, EE. UU.). El agua de grado UPLC se obtuvo de un sistema Milli-Q
Advantage A10 con resistividad de 18,2 mQ (Merk Milli-pore, Alemania). El
fosfolipido dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC; 1,2 - dipalmitoil - sn - glicerol -
3 - fosfocolina) que se emple6 pertenece a la casa comercial Avanti Polar Lipids
(EE. UU.).

Los disolventes empleados en estos experimentos y sus propiedades

principales se encuentran recogidos en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 - Propiedades de los disolventes empleados en la técnica de
electropulverizacion (informacion obtenida de la base de datos PubChem®).

Tension Constante Temperatura Densidad

Disolvente superficial dieléctrica de ebullicion (g/mL) a
(mN/m) (F/m) (°0) 25°C
Agua 71,8 78,5 100 1,000
Acido acético 27,1 6,2 117,9 1,044

Acido

trifluoroacético 13,5 8,6 72,4 1,531
Acetona 23,7 20,7 55,8 0,784
Cloroformo 27,1 4.8 61,1 1,478
Diclorometano 28,2 8,9 40 1,325
Etanol 21,8 24,5 78,2 0,789
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2.1.1.4 Produccion de microparticulas

Para la obtencion de las microparticulas de quitosano se emplearon dos
tipos de quitosano de distinto peso molecular (PM): bajo (CS PMB) y alto (CS
PMA). La optimizacion del proceso permitio la generacion de particulas
poliméricas de quitosano con el antibiotico ciprofloxacino encapsulado en su
interior. Para la produccion de las microparticulas de azitromicina no se empleo
ningin polimero, y se incorpordé en su electropulverizacion el fosfolipido
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Las condiciones experimentales, asi como
los parametros estudiados para la produccion de ambos tipos de particulas se

recogen en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 - Condiciones experimentales estudiadas para la optimizacion del

proceso de electropulverizacion.

DTS Microparticulas Mic1:opart.ic.ulas
quitosano azitromicina
Polimero CS PM alto y bajo _
Concentracion (% p/p) 2-5
Farmaco Ciprofloxacino Azitromicina
Concentracion (% p/p) 0,1-1 1-10
Excipientes _ DPPC
Concentracion (% p/p) 0,05-0,4
Diametro de la aguja (mm) 0,6 0,6
Distancia del capilar 10 10
al colector (D) (cm)
Voltaje (kV)
e (Carga positiva 12,0 - 18,0 kV 12,0 - 15,0 kV
e (arga negativa -3,0 - -9,0 kV -6,0 - -8,0 kV
Caudal (mL/h) 0,2-1,0 0,5-2,5
Cloroformo
. AA/agua Acetona
Disolventes TFA/DCM Etanol
Etanol/acetona
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2.1.2 Atomizacion

La atomizacion es un proceso en el que la accion disruptiva de una fuerza
aerodinamica externa se opone a las fuerzas ejercidas por la viscosidad y la

tension superficial del liquido atomizado [239].

En el proceso de atomizacion, las micro-gotas se generan cuando se pone
en contacto el aire y la disolucion polimérica, ambos introducidos de manera
simultanea a valores de flujo y presion elevados en el interior de una boquilla.
De esta manera, la mezcla de ambos flujos inmiscibles a velocidades diferentes
da lugar a elevados esfuerzos rasantes que producen la atomizacion.
Finalmente, las micro-gotas producidas de polimero se recogen en una
disolucion que contiene el agente entrecruzante empleado para su gelificacion
[240].

Este método se ha empleado en la produccion de particulas lipidicas
[241], encapsulacion de proteinas [242], células [243] o bacterias [244]. Entre
las ventajas de la atomizacion se podria destacar que se trata de una técnica
rapida, sencilla y econdémica. Sin embargo, las principales desventajas son la
amplia distribucion de tamanos de gota obtenidos, asi como la posibilidad de
que se produzca una obstruccion de la boquilla durante el proceso de
atomizacion, especialmente cuando se trabaja con disoluciones poliméricas

con valores de viscosidad elevados [245].

2.1.2.1 Descripcion del sistema de atomizacion

El sistema de atomizacion empleado (AutoJet Spray Controller, modelo
2250, AutoJet Technologies, EE. UU.) perteneciente al Departamento de
Ingenieria Quimica y Textil de la Universidad de Salamanca, se encuentra
detallado en el Esquema 2.2. Este equipo esta formado por dos componentes

principales: un tanque presurizado y una boquilla.

El tanque presurizado permite trabajar con disoluciones poliméricas de

elevada viscosidad. Esta fabricado en acero inoxidable con una capacidad
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aproximada de 50 mL, aunque en todos los ensayos se emple6 un volumen de
30 mL. Sirve como almacenamiento de la disolucion polimérica antes de ser
atomizada y es capaz de soportar presiones > 1 barg. Ademas, esta provisto de
un sistema de control encargado de regular la presion en el tanque, de forma
que la disolucion de polimero almacenada en él pueda fluir a un caudal fijado
previamente de forma constante. Este sistema se encuentra formado por tres

partes diferenciadas que se describen a continuacion:

e Botella de aire sintético a presion (Air Liquid, Espana, pureza del 99,99%)

proporciona aire a todo el sistema al caudal fijado en el panel de control.

e Armario neumatico permite controlar y suministrar caudales de aire a

dos lineas diferenciadas. La primera linea (linea A) proporciona presion
al tanque presurizado y la segunda linea (linea B) sirve para producir la
atomizacion de la disolucion polimérica al entrar en la boquilla. El valor
maximo de sobrepresion que se puede alcanzar en ambas lineas es de 1

barg.

e Panel de control, estd compuesto por un software que permite tener un

control del proceso y modificar los valores de la presion de liquido y de

aire de manera automatica.

Por otro lado, la boquilla esta formada por tres cavidades diferentes
(Figura 2.1). La primera de ellas va a permitir la entrada de la disolucion de
polimero desde el tanque presurizado. Por la segunda cavidad va a entrar un
flujo de aire (al valor de presion fijado previamente) a gran velocidad
rompiendo el flujo de liquido y produciendo el spray de la disolucion
polimeérica. La tercera y ultima cavidad va a permitir la salida del polimero al
exterior atomizado en pequefas gotas que son recogidas en un recipiente que
contiene la disoluciéon del agente entrecruzante (BaCl,). Esta ultima cavidad
presenta un orificio con un diametro interior de 250 pm y otro exterior con un
tamano de 350 pm. El spray de alginato sale a través de la boquilla, cayendo
sobre el recipiente donde se recogen. En el momento en el que las gotas de

alginato caen en la disolucion de BaCl, los iones Ba** difunden hacia el interior
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de las mismas, produciendo una red tridimensional de alginato reticulado

ibnicamente que dara como resultado la formacion de microparticulas.

Panel de control

Botella de []eco ————
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a presion oo 00 —> :
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Esquema 2.2. - Esquema del sistema de atomizacion empleado en el Capitulo 6
para la generacion de microparticulas de alginato (esquema adaptado de Herrero
et al., [239]).

1. Entrada

Alginat
A de alginato B gl:na °

v

2. Entrada
de Aire

3. Salida de microgotas de alginato

Figura 2.1. - (A) Fotografia de la boquilla del sistema de atomizacion con las tres
cavidades; (B) Esquema del interior de la boquilla (adaptado de Herrero et al, [239]).
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2.1.2.2 Materiales

Sal de alginato de sodio extraido de alga parda (viscosidad media, > 2000
cP, 2% (25 °C)), cloruro de calcio (CaCl,) (> 99%), hidroxido de sodio (NaOH) (98%)
y buffer fosfato salino (PBS; Phosphate buffered saline) (pH 7,4) se compraron
en Sigma Chemicals (EE. UU.). Cloruro de bario deshidratado (BaCl,) (> 99%) se
adquirio en Scharlau (Espafa). El acido clorhidrico (HCl) (37%), etanol absoluto,
lactosa 1-hidrato y D(+)-sacarosa se compraron en PanReac (AppliChem)
(Espafia). La sal de sulfato de colistina (CLS) fue proporcionado por la casa
comercial MP Biomedicals, LLC (EE. UU.). El surfactante Surfynol 440® que se

empleo fue de Evonik (Alemania).

2.1.2.3 Optimizacion del proceso de atomizacion

El tamano de gota puede controlarse mediante la variacion de distintos
parametros: concentracion de polimero, flujo, presion de liquido y presion de

aire.

Basandonos en estudios previos realizados por el grupo de investigacion
de Aplicaciones Biomédicas de Ingenieria Quimica de la Universidad de
Salamanca [243,246], la optimizacion del proceso se inicié6 con una disolucion
de alginato a una concentracion del 2% p/p para, posteriormente incrementar
la concentracion hasta 2,5% p/p. El efecto que ejercio la ratio de presiones
aire/liquido (RP) se estudio variando el valor de ambas desde 0,6 barg hasta un
valor maximo de 1,0 barg. El valor del flujo estuvo relacionado con la presion

de liquido fijada.

En la Tabla 2.3 se recogen las condiciones experimentales estudiadas. La
concentracion de la disolucion de BaCl, que actudé como agente entrecruzante

se mantuvo constante en un 2% p/p a lo largo de todo el estudio.
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Tabla 2.3 - Condiciones experimentales estudiadas para la optimizacion del
proceso de atomizacion.

Parametros experimentales

Alginato (% p/p) (30 mL) en agua 2,0 -2,5
BaCl, (% p/p) (300 mL) en agua 2,0

Flujo (L/h) 54-6,7

RP* 0,85-1

RP* = ratio de Presion aire/Presion liquido

2.1.2.4 Generacion de microparticulas de alginato por atomizacion en

forma de polvo seco

Las disoluciones de alginato (2% y 2,5% p/p) se prepararon disolviendo la
sal de alginato de sodio en agua Milli-Q bajo agitacion (500 rpm), 12 h a
temperatura ambiente. La disolucion de BaCl, se prepar6 siguiendo el mismo

protocolo a una concentracion del 2% p/p.

Los valores de sobrepresion de aire y liquido fijados como oOptimos
fueron 0,9 barg y 1,0 barg respectivamente (Capitulo 6). La disolucion de
alginato se atomizo6 sobre una disolucion de BaCl, en agitacion suave (150 rpm).
Tras el proceso de atomizacion, las particulas se aislaron mediante filtracion a
vacio (filtro 0,2 pm (Merck-Millipore, EE. UU.)) y se resuspendieron en agua
Milli-Q. Posteriormente, las microparticulas se lavaron con agua Milli-Q para
eliminar los iones Ba** residuales (repitiendo dicho proceso 10 veces).
Finalmente, las microparticulas se sometieron a un proceso de tamizado con el
objetivo de eliminar la poblacion de particulas de mayor tamano (tamano del
tamiz < 18 pm, (C.I.S.A., Espafa)). Las microparticulas de alginato se

almacenaron en una suspension de agua Milli-Q.

Tras la optimizacion del proceso de secado (Capitulo 6, Punto 6.3.2.2) las
microparticulas de alginato se sometieron a un proceso de deshidratacion con
intercambio de disolvente agua-etanol. Para ello, se emplearon concentraciones

crecientes de etanol de 10, 30, 50, 70, 90, 100% v/v. Las microparticulas de
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alginato se mantuvieron en cada una de ellas un tiempo minimo de 2 h, hasta
finalmente ser resuspendidas en etanol absoluto. El etanol absoluto se evaporo6
en estufa de vacio (Memmert, Irlanda) a 37 °C, durante 4 h. Las microparticulas
de alginato obtenidas en forma de polvo seco se almacenaron a 4 °C hasta su
posterior analisis. En el Esquema 2.3 se reflejan las principales etapas del

proceso descrito.

Atomizacion

o
' o o s
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: recogidas en un
@ filtrode 0,2 um MPs de ALG

AR .
S i

1. Las gotas de alginato 2. Las MPs de ALG se 3. Proceso de tamizado 4. MPs de ALG
se recogen Ssobre una lavan con agua mediante para separar las MPs resuspendidas
disolucion de BaCl, un sistema de filtracion de menor tamano en agua

a vacio (10 veces)

37°C, 40 [ » : [Etanol] 10,
30, 50, 70,
I 90, 100% v/v e
— | | — P
7. MPs de ALG en 6. El etanol absoluto 5. MPs de ALG
forma de polvo seco presente en las MPs se deshidratadas por
evapora en estufa de intercambio de disolvente
vacio etanol - agua

Esquema 2.3. - Esquema de las diferentes etapas para la obtencion de las
microparticulas de alginato (Capitulo 6) en forma de polvo seco a partir del proceso
de atomizacion.

2.1.3 Gelificacion y precipitacion

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales capaces de
absorber grandes cantidades de agua mientras permanecen insolubles en
dichas disoluciones acuosas [247]. La formacion de un hidrogel puede darse a
partir de métodos quimicos o fisicos. En el primer grupo, la reticulacion
quimica se produce por polimerizacion de radicales [248], reaccion quimica
[249] o via enzimatica [250]. La principal ventaja de los métodos quimicos es

que el resultado es una matriz polimérica tridimensional con una resistencia
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mecanica muy alta y, dependiendo de la naturaleza de los enlaces quimicos
formados, presentan un tiempo de degradacion largo. Sin embargo, la sustancia
bioactiva que se incorpora puede verse afectada por los agentes quimicos
empleados, con la consecuente pérdida de actividad. En el segundo grupo, la
formacion de los hidrogeles se basa en la creacion de interacciones fisicas entre
las cadenas poliméricas, tales como interacciones ibénicas, hidrofébicas o
enlaces de hidrogeno [247]. Estos tipos de hidrogeles pueden ser disueltos por

estimulos externos como cambios de pH o temperatura.

2.1.3.1 Materiales

El dextrano producido por la bacteria del género Leuconostoc spp. con
peso molecular bajo (~ 6000 g/mol) y los comprimidos buffer salino fosfato
(PBS; pH = 7,4) se compraron en Sigma-Aldrich (EE. UU.). El antibiotico
ciprofloxacino (CPX) (1-ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-ilquinolina-3-
carboxilico) fue de la casa comercial Fluka analytical (Espafia). El agua Milli-Q
se obtuvo del sistema Milli-Q Advantage A10 con resistividad de 18,2 mQ (Merk

Milli-pore, Alemania).

2.1.3.2 Formacion de las microparticulas de dextrano

La produccion de microparticulas de dextrano (MPs de DXT) se optimizo6
en base al estudio realizado previamente por Stenekes et al., [247] (Capitulo 5).

Se variaron diferentes parametros, que se recogen en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4 - Condiciones experimentales estudiadas para la optimizacion del
proceso de gelificacion.

Parametros experimentales

Dextrano (% p/p) 30 - 60
Disolvente Agua, PBS
Tiempo 1-48h
Temperatura 4 °C, 25 °C, 60 °C
Agitacion Estatico o agitacion (suave o intensa)
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Esquema 2.4. - Esquema de las diferentes etapas para la obtencion de
microparticulas de dextrano (Capitulo 5) en forma de polvo seco a partir del
proceso de gelificacion, precipitacion y posterior liofilizacion.

En el Esquema 2.4 se describen las diferentes etapas para la obtencion
de las microparticulas de dextrano. Se preparo una disolucion de dextrano (60%
p/p) en agua Milli-Q, para lo cual se agité (15 minutos) con ayuda de un vortex
(IKA® Vortex 3, China) y de un sonicador (Digital Ultrasonic Cleaner, Vevor, EE.
UU.) hasta que el polimero se disolvio por completo. Con el paso del tiempo,
las disoluciones fueron adquiriendo un color turbio debido a la formacion de
precipitados en forma de particulas (Capitulo 5, Figura 5.3C) y, pasadas 24 h,
se obtuvo un gel de color blanco. Tras la formacion del gel, se afiadieron 15 mL
de agua Milli-Q y se sonicO durante 15 minutos hasta obtener una suspension.
Las microparticulas de dextrano formadas se purificaron mediante dos
procesos de centrifugacion (10 minutos, a 6000 rpm a temperatura ambiente)
y posterior resuspension del pellet en 10 mL de agua Milli-Q, mediante

sonicacion durante 15 minutos. Finalmente, las particulas se obtuvieron como
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un polvo seco tras un primer proceso de congelacion (20 °C, 4 h) y posterior
liofilizaciéon (<0,1 mBar, —-50 °C, 48 h) (LyoQuest, Telstar, Japon). Las
microparticulas de dextrano en polvo seco se mantuvieron a 4 °C hasta su

caracterizacion.

2.2 Estudios en células pulmonares

Los ensayos descritos en esta seccion se desarrollaron en el Centro de
Investigaciones Biomeédicas de Aragon (CIBA, Zaragoza), donde se emplearon
las lineas celulares de pulmon A549 y Calu-3 y, en el Trinity Biomedical Science
Institute (TSBI, Dublin) donde se uso la linea celular NCI-H441.

2.2.1 Materiales

Las lineas celulares empleadas y los medios de cultivo celular en el que

se cultivaron se recogen en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5 - Lineas celulares y medios de cultivo celular empleados.

Célula Origen Procedencia Medio de cultivo

DMEM (Dulbecco”s Modified

A549 Prof. Pilar

Alveolar . Eagle’s Medium; Gibco,

(ATCC-CLL-185) Martin Duque Invitrogen, EE. UU)
NCI-H441 Alveolar Prof. Carsten 11\1/112\’;[11;?;0 Inﬁ;‘;‘;e_u Gill.;i’(;k
(ATTC-HTB-174) Ehrhardt . ’ ’

Invitrogen, EE. UU)
Calu-3 EMEM (Eagle’s Minimum
Bronquial ATTC Essential Medium; ATTC,

(ATCC-HTB-55) Espafia)

Se empleo suero fetal bovino (FBS; Fetal Bovine Serum) y los antibioticos,
penicilina, estreptomicina y anfotericina B (PSA, Biowest, EE. UU.). También se
uso piruvato de sodio, tripsina, buffer fosfato salino (PBS; Phosphate-Buffered
Saline) y buffer fosfato salino de Dulbecco (DPBS; Dulbecco’s Phosphate

Buffered Saline). Del mismo modo, también se emple6 dexametasona (> 97%)
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apta para cultivo celular. Todos los reactivos descritos procedieron de la casa
comercial Sigma-Aldrich. El colageno-I procedente de cola de rata
(concentracion inicial de 3 mg/mlL) se comprd en la casa comercial Gibco
(Invitrogen, EE. UU.). La insulina-transferrina-selenio (ITS) Premix se adquirio en
Thermo Fisher Scientific (EE. UU.). El buffer Buffer Krebs-Ringer Bicarbonato

(KRB) se elaboro6 en el laboratorio.

2.2.2 Cultivo celular

Los medios de cultivo DMEM y EMEM se complementaron con FBS al
10% v/v y una mezcla de antibioticos y antimicoticos (penicilina (60 ng/mL),
estreptomicina (100 ng/mL) y anfotericina B (0,25 png/mL)). El medio RPMI-1640
se suplement6 unicamente con FBS al 5% v/v y piruvato de sodio al 1% v/v. En
el caso de que el medio RPMI-1640 se emplease para los ensayos de interfaz
liquido-aire ademas de ser suplementado con FBS 5% v/v y piruvato de sodio
1% v/v se anadié insulina-transferrina-selenio (ITS) 1% v/v y dexametasona
0,005% v/v.

2.2.3 Viabilidad celular

Para evaluar la citotoxicidad metabolica in vitro de las diferentes
microparticulas generadas en la presente Tesis Doctoral se hizo uso del ensayo
de viabilidad celular Alamar Blue® (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific,
EE. UU.). El reactivo Alamar Blue (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, EE. UU.)
es capaz de detectar la actividad metabolica de las células debido a un indicador
de crecimiento colorimétrico que lleva incorporado en su composicion. Se trata
de un sistema de oxidacion-reduccion (REDOX) que emite fluorescencia y
cambia de color en respuesta a la reduccion quimica que se produce en el medio
celular en presencia de actividad metabolica, relacionada con el crecimiento de
las células. Esto hace que dicho indicador REDOX cambie de forma oxidada (no
fluorescente y de color azul) a su forma reducida (fluorescente y de color rojo),

emitiendo a 590 nm cuando es excitado a 530 nm.
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Los ensayos de viabilidad celular con las lineas celulares A549 y Calu-3 se
desarrollaron siguiendo el protocolo que se describe a continuacion. Las células
se sembraron con una densidad de 10 x10*células/pocillo en una placa de 96
pocillos (ThermoFisher Scientific, Espana) empleando un volumen de 100
nL/pocillo. Tras la siembra, las células se incubaron durante 24 h a 37 °Cy 5%
CO,, favoreciéndose la adhesion celular al fondo del pocillo. Pasado este
tiempo, el medio de cultivo celular se cambi6o por medio celular fresco con
distintas concentraciones de particulas resuspendidas. Las células se
mantuvieron en incubacion durante 24 h y 48 h. A los diferentes tiempos de
estudio, el medio con las particulas se retir6 y las células se lavaron con DPBS.
Posteriormente, se incubaron con el medio de cultivo correspondiente
suplementado con el reactivo Alamar Blue® (10% v/v; incubacion un tiempo
minimo de 2 h a 37 °Cy 5% CO,). La medida de intensidad de fluorescencia se
realizo en condiciones de excitacion/emision: 530/590 nm en un lector de

placas automatico Synergy HT (Biotek, EE. UU.).

La realizacion de los ensayos de viabilidad celular con la linea celular
NCI-H441 se desarrollaron siguiendo un protocolo ligeramente diferente al
descrito en el parrafo anterior. Las células se sembraron con una densidad de
50 x10* células/cm® en una placa de 96 pocillos (0,33cm?/pocillo). Tras la
siembra, se incubaron durante un tiempo de 7 dias a 37 °C y 5% CO, de este
modo, se favorecio la adhesion celular al fondo de la placa y, por tanto, la
formacion de una monocapa celular. Durante este periodo de tiempo el medio

de cultivo celular se cambio6 cada 2 dias.

24 h previas al comienzo del ensayo, el medio celular se cambi6é por un
nuevo medio sin FBS para paralizar el crecimiento celular. Se empleo6 este medio
de cultivo celular hasta finalizar el ensayo. Pasadas 24 h, el medio de cultivo
celular se sustituyd por medio de cultivo celular nuevo con diferentes
concentraciones de particulas. Las células se mantuvieron en incubacion
durante 24 h y 48 h. A los diferentes tiempos de estudio, el medio con
particulas se retir6 y las células se lavaron con medio de cultivo nuevo.
Seguidamente, las células se incubaron con medio de cultivo suplementado con
el reactivo Alamar Blue® (10% v/v; 3 h, 37 °C y 5% CO,). Las medidas de
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intensidad de fluorescencia se realizaron en condiciones de excitacion/emision
544/590 nm usando un lector de placas automatico (FLUOstar Optima, BM
Labtech, Offenburg, Alemania).

En ambos protocolos los resultados se expresaron en porcentaje de
viabilidad celular (% VC), considerando como 100% la viabilidad celular de los
pocillos control (no tratados con las particulas) a los mismos tiempos de

estudio. Los datos se obtuvieron a partir de la ecuacion 2.1:

VMF de las células tratadas con las particulas

Ec.(2.1
VMF de las células control 100 c.(2.1)

% VC =

donde VMF hace referencia al valor medio de la fluorescencia obtenida. Los

datos representados hacen referencia al promedio de 3 medidas.

Para determinar el umbral de citotoxicidad metabolica se utiliz6 la norma
ISO 10993-5 (Evaluacion biologica de dispositivos médicos-Parte 5: Pruebas de
citotoxicidad in vitro), que considera un material como no citotoxico cuando la

viabilidad celular es > 70%.

En los ensayos de viabilidad celular, la concentracion evaluada de
farmaco puro fue equivalente a la de los farmacos encapsulados en las distintas
microparticulas. Para las microparticulas de quitosano, las microparticulas de
dextrano (ambas con ciprofloxacino) y las microparticulas de alginato con
sulfato de colistina el rango de concentraciones estudiado fue desde 0,1 hasta
100 pg/mlL. En el caso de las microparticulas con azitromicina, el rango de

concentraciones fue desde 0,1 hasta 1000 pg/mlL.

2.2.4 Cultivo celular de interfaz liquido - aire (ensayos ALI)

Para la evaluacion in vitro del transporte de las particulas a través de un

epitelio pseudoestratificado, se empleo la linea celular NCI-H441 mediante un
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cultivo celular de Interfaz Liquido-Aire (ALIL; Air Liquid Interface) (Capitulos 5y
7).

Los ensayos ALI se desarrollaron en pocillos Transwell® (Costar®, Corning
Incorporated, EE. UU.) empleando una multiplaca de 12 pocillos. El
procedimiento experimental se resume en el Esquema 2.5. Previo al comienzo
del ensayo, el fondo del pocillo de los Transwell® se cubri6é con una capa de
colageno-I a una concentracion de 25 ng/cm?. El medio de cultivo empleado
tanto para el sembrado de las células como para el llenado de los Transwell®
fue RPMI-1640 suplementado con FBS 5% v/v, piruvato de sodio 1% v/v,

insulina-transferrina-selenio (ITS) 1% v/v y dexametasona 0,005% v/v.

Las células se sembraron con una densidad de 70 x10*células/cm?*en una
placa de 12 pocillos (1,12 cm?/pocillo). Se sembraron en un volumen de 180 pL
anadido en la camara apical mientras que en la camara basolateral se afadio
un volumen de 700 pL. Posteriormente, las células se incubaron a 37 °C, 5% CO,
durante toda la noche. Pasadas 24 h y tras la adherencia de las células al fondo
del pocillo, la camara apical se complet6é con un volumen de 120 pL (volumen
final 300 pL) y la camara basolateral con un volumen de 800 pL (volumen final
1500 pL). Las células se dejaron en condiciones Interfaz Liquido - Liquido (ILL)

durante 3 dias, cambiando el medio de cultivo en ambos lados diariamente.

Pasado este tiempo, se retiro el medio de la camara apical, dejando las
células expuestas al aire y en la camara basolateral un volumen de 700 pL. A
partir del dia 5 se procedié a la medida del valor de la resistencia eléctrica
transepitelial (TEER; Transepithelial Electrical Resistance), la cual nos indica la
permeabilidad de la capa celular a las especies ionicas. Segun lo reportado en
bibliografia, en condiciones Interfaz Liquido-Aire (ALI) en células NCI-H441 los
valores TEER son ~ 300 Q x cm?* [97,178].

Para la medida del valor de TEER, se rellen6 la camara apical con un
volumen de 500 pL y la camara basolateral se completd con un volumen de 800
pL, (obteniendo un volumen final 1500 pL). La medida del valor de TEER se
realizO con un voltimetro Epithelial Volt-Ohm Meter (Millicell® ERS-2,
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Alemania). El electrodo (mantenido en una disolucion de KCl 3M) se introdujo
en los pocillos para realizar la medida. Los ensayos se comenzaron cuando se

alcanzo un valor de 250-300 Q x cm?.

Para la realizacion del ensayo el medio celular se retir6 de la camara
basolateral y se sustituyo afiadiendo un volumen de 1500 pL de KRB. En el caso
de la camara apical se anadieron 500 pL de KRB. Las células se dejaron incubar
durante 1 h en este buffer y se procedi6 a la medida del valor TEER. Las
particulas se anadieron en la camara apical en un volumen de 30 pL. La muestra
se cogio de la camara basolateral (200 pL) a tiempos fijados de 30, 60, 120 y

240 min, reemplazandose dicho volumen por KRB nuevo.

Los resultados se expresaron mediante el calculo del valor de

permeabilidad aparente (P,,,) (ecuacion 2.2):

, _dc v
P~ qr “A x C,

Ec. (2.2)

donde A es el area superficial de la monocapa celular formada por las células
NCI-H441 (1,12 cm?), C, la concentracion inicial de farmaco (ng/mlL) en la
camara apical y dC/dt es la pendiente de la curva Q-t (concentracion de farmaco

transportada versus tiempo) en la camara basolateral.

En los ensayos de Interfaz Liquido - Aire las concentraciones de farmaco
puro y farmaco encapsulado se situaron dentro del rango evaluado en los
ensayos de viabilidad celular (Punto 2.2.3). En el caso de las microparticulas de
azitromicina la concentracion fue de 500 pg azitromicina/mL y en las

microparticulas de dextrano con ciprofloxacino de 50 ng ciprofloxacino/mlL.
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Camara
ba;o_lég&ral Camara
—> (1,5mL) apical
(0,5 mL)

Incubacién ‘ T —_
16 h, 37 °C

) ] _____>
1. Se recubren los 2. Se elimina el colageno no adherido a 3; Se mantienen las
pocillos transwells con los tranwells y se siembran las células células en ILL. Se cambia
colageno (25 ng/cm?) a una densidad de 70.000 cél/cm? el medio celular en ambas
camaras diariamente
soee =
e S|
N g = ;
b / -, g
J — — -8
5P /4’7 Incubacién 7 _ 8 dias
al 1h,37°C 250 = 25 Qcm? 1
7. Se coge muestra 6. MPs en KRB 5. Se incuban las 4. Se elimina el la camara
(0,1 mlL) procedente en contacto con células con KRB. apical. Se dejan las células
de la camara las células (30 0,5 mL camara expuestas al aire. Se afade
basolateral a distintos nL) apical v 1,5 mL un volumen de 0,7 mL en
tiempos. Se anade 0,1 camara basolateral la camara basolateral.
mL KRB nuevo. Interfaz aire - liquido
(ALD)

v

8. Se cuantifica
el farmaco

Esquema 2.5. - Protocolo seguido para el desarrollo de los experimentos interfaz
aire-liquido (ALI) con las células NCI-H441.

2.2.5 Captacion celular

Los ensayos de captacion celular (Capitulos 5 y 7) se llevaron a cabo con
la linea celular NCI-H441, empleandose multiplacas de 24 pocillos. Las células
se sembraron a una densidad de 50 x10* células/cm* por pocillo
(1,9 cm?/pocillo). El medio de cultivo celular empleado fue RPMI-1640
suplementado con FBS 5% v/v y piruvato de sodio 1% v/v. El medio celular de
los pocillos se cambi6 diariamente (volumen empleado, 1000 pL) y las células
se mantuvieron en crecimiento durante 5-6 dias, tras los que se pudo observar
una monocapa. Pasado este tiempo y antes de comenzar el ensayo, el medio
celular se sustituy6 por 500 pL de KRB (previamente atemperado a 37 °C), las
células se incubaron 1 h a 37 °C, tras lo cual, se sustituyo el KRB por 500 pL de
una suspension de microparticulas cargadas con farmaco a distintas

concentraciones. A diferentes tiempos (30, 60, 120 y 240 min) se recogieron
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dos tipos de muestra: (1) muestra procedente del KRB en contacto con las
células (100 pL) y (2) muestra de las células (Esquema 2.6).

P\ ( /

Muestras

Cambio diario

__ Incubar
del medio celular X 1h,37°C
B
Z 5 - 6 dias
1. Se siembran las células 2. Se sustituye el medio 3. Se pone el farmaco
NCI-H441 a una densidad de cultivo celular por y las MPs en contacto
de 50000 cél/cm? 0,5 mL de KRB con las células
V' e - 2_!2.:“. i
< =5 I $ 3 7
oo ‘ N /
"’2.‘\( | J — 4)& . e .
= \ o Muestra de

ceélulas
6. Se anade 0,3 mL de Triton X 5. Selavan las células con
(1% v/V), se rascan las células con 0,5 mL de KRB frio (x2)
la espatula y se sonican (10 seg) 4. Se coge muestra

a distintos tiempos
‘ 4'] ® ﬂ
7. Centrifugacion
5

17000 g, 4 °C, ——— 8. Se cuantifica el farmaco J .
10 min

opmbry
[°P ensanp

- 9

Sobrenadante

Esquema 2.6. - Protocolo seguido para los experimentos de captacion celular con
las células NCI-H441.

(1) Las muestras procedentes del KRB en contacto con las células se
analizaron con dos técnicas diferentes dependiendo del farmaco
empleado. En el caso de las microparticulas AZT las muestras se
analizaron por UPLC (Anexo I, Punto 1.3.4). Sin embargo, en el caso de
las muestras con MPs de dextrano con ciprofloxacino, las muestras se

analizaron con un lector de placas por autofluorescencia (Anexo I,
Punto 1.3.3).

(2) Las muestras procedentes de las células se lavaron por duplicado con
KRB frio (4 °C) para detener la captacion celular. El KRB se sustituyo
por 300 pL de una disolucion de Triton X (1% v/v) en KRB y con ayuda

de una espatula, las células se despegaron del fondo del pocillo.
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Seguidamente, las células se sonicaron (Microson™, Ultrasonic Cell
Disruptor) durante 10 segundos y se centrifugaron durante 10 minutos
en una centrifuga Heraeus, Fresco 17 (Thermo Scientific, EE. UU.) a
17.000 g y 4 °C. Finalmente, se recogio muestra del sobrenadante y se

procedio a su analisis tal y como se indica en el punto anterior.

La concentracion de farmaco y microparticulas en los ensayos de
captacion celular se situ6 dentro del rango previsto para los ensayos de
citotoxicidad (Punto 2.2.3): 500 png de farmaco/mL para las microparticulas de

azitromicina y 50 pg de farmaco/mL para las microparticulas de dextrano.

2.3 Ensayos de actividad antimicrobiana

Los ensayos descritos en esta seccion se desarrollaron en el Centro de
Investigaciones Biomédicas de Aragon (CIBA, Zaragoza), donde se emplearon
las bacterias Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa y, en el
Departamento de Microbiologia del Hospital Universitario Tallaght, Trinity

College (Dublin), donde se usaron distintas cepas de Pseudomonas.

2.3.1 Materiales

Para los ensayos de bacterias planctonicas se emplearon las bacterias
Staphylococcus aureus (ATCC 25923; Ielab, Espana) y Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 10145; Ielab, Espafa). Los medios de crecimiento bacteriano fueron,
caldo de soja triptico (TSB; Tryptone Soy Broth) y agar de soja triptico (TSA;
Tryptone Soy Agar) ambos fueron suministrados por Conda-Pronadisa

(Espana).

Para el desarrollo de los ensayos de biofilms se emplearon seis cepas
clinicas diferentes de Pseudomonas procedentes de pacientes ingresados en el
Hospital Universitario Tallaght con fibrosis quistica (Tabla 2.6). En estos
ensayos se empled medio liquido de cultivo bacteriano (LB Broth) y cristal
violeta (1% v/v en agua), ambos reactivos procedentes de la casa comercial

Sigma-Aldrich. Las placas de 96 pocillos de fondo redondo necesarios para el
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desarrollo de los biofilms fueron de la marca Costar® (Corning Incorporated,
EE. UU.).

Tabla 2.6 - Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes con fibrosis quistica
empleadas en los ensayos de biofilms.

(%) Identificacion
de especie por

Identificacion de Identificacion de

Codigo de

paciente

especie por

MALDI-Tof

especie por 16s

rRNA

secueciacion 16s

rRNA

PAO1 P. aeruginosa P. aeruginosa 100%
5158 P. aeruginosa P. aeruginosa 100%
5339 P. aeruginosa P. aeruginosa 95,67%
5382 P. aeruginosa P. aeruginosa 99,73%
5165 P. aeruginosa P. aeruginosa 99,10%
5562 P. aeruginosa P. aeruginosa 99,87%
5536 P. aeruginosa P. aeruginosa 99,73%

2.3.2 Cultivos bacterianos

Staphylococcus aureus ATCC 25923 se emple6 como modelo de cepa
bacteriana Gram-positiva y Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 como
modelo de cepa bacteriana Gram-negativa. Ambas cepas bacterianas se dejaron
crecer un tiempo minimo de 16 h en TSB a 37 °C, bajo agitacion (150 rpm).
Finalmente, se obtuvo un cultivo bacteriano en fase estacionaria de crecimiento

con 10%- 10° unidades formadoras de colonias (UFC; Colony Forming Units).

2.3.3 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y de la

Concentracion Minima Bactericida (MBC)

Previamente a los experimentos para la obtencion de la MIC y MBC de los
distintos antibioticos empleados en esta Tesis Doctoral, se realiz6 una
busqueda bibliografica que permitiese establecer los rangos de concentraciones
a estudiar (Tabla 2.7).
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Tabla 2.7 - Rango de concentraciones de los antibioticos ensayados para la
obtencion de los valores de MIC y MBC.

Antibiotico S. aureus P. aeruginosa
Ciprofloxacino 0,125 -1 png/mkL [251] 0,0625 - 8 ng/mL [252]
Azitromicina 0,50 - 64 ng/mkL [253] 16 - 512 pg/mL [254]
Sulfato de colistina - 0,125 - 8,00 ng/mL [255]

2.3.3.1 Medidas de densidad optica (OD600)

El crecimiento de bacterias en medios de cultivo liquidos se puede seguir
midiendo la densidad optica a 600 nm (OD600). Por lo general, las mediciones
de la OD600 se usan para determinar la etapa de crecimiento de un cultivo

bacteriano.

Las densidades oOpticas de ambas cepas bacterianas se midieron a 600 nm
con el espectrofotometro Implen™ OD600 DiluPhotometer™ (ThermoFisher
Scientific, EE. UU.) con el fin de monitorizar y obtener las curvas de crecimiento
bacteriano. La concentracion inicial que se emple6 en ambas cepas bacterianas
fue de 10° UFC/mL en TSB. Para la realizacion de este ensayo se prepararon
diferentes concentraciones de los farmacos y de las particulas a evaluar, que
posteriormente se pusieron en contacto con las bacterias. Dichas suspensiones
bacterianas se mantuvieron en ligera agitacion (150 rpm) a 37 °C, un minimo
de 16 h. Los valores de OD600 de las bacterias se midieron a diferentes tiempos
durante 24 h. En todos los ensayos se emple6 una suspension bacteriana sin
tratar como control. Los resultados se expresaron como promedio de la media

de 3 réplicas (Esquema 2.7A).

2.3.3.2 Método de diluciones seriadas en agar

Este ensayo se desarrolld con el objetivo de obtener de manera
cuantitativa el valor de recuento bacteriano medido en UFC/mL en ambas cepas

tras ser tratadas con las diferentes muestras. Se emple6 un inoculo inicial de
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bacterias de 10° UFC/mL en TSB, el cual se puso en contacto con diferentes
concentraciones de las muestras a estudiar. Dichas suspensiones bacterianas
se mantuvieron en agitacion (150 rpm), a 37 °C durante 24 h. Tras el periodo
de incubacion, tanto las suspensiones bacterianas tratadas como el control (sin
tratar) se diluyeron en PBS mediante la realizacion del método de diluciones
seriadas [256]. Posteriormente, las diluciones bacterianas se sembraron en
placas de agar (TSA) y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Finalmente, se realizo
el contaje de las colonias crecidas en cada placa y se expresaron los resultados

como promedio de los valores obtenidos en 3 réplicas (Esquema 2.7B)

2.3.4 Morfologia bacteriana

La morfologia de ambas cepas, tanto las muestras control como las
tratadas, se evaluaron por microscopia SEM tras su incubacion con los
diferentes antibioticos y microparticulas. Para este analisis, se necesito la
fijacion previa de las muestras, consiguiéndose de este modo mantener
inalteradas las propiedades bacterianas durante su observacion mediante

microscopia SEM.

En el protocolo de fijacion seguido, las diferentes suspensiones bacterianas
se centrifugaron (Micro Star 17R, VWR, EE. UU.) a 3000 rpm durante 5 minutos
a temperatura ambiente. El pellet obtenido tras el proceso de centrifugacion se
lavo 3 veces con PBS (0,1M), posteriormente se fijo con glutaraldehido 2,5% v/v
y se incub6 a 4 °C un minimo de 12 h. Tras este paso, las muestras se
centrifugaron y se lavaron con agua Milli-Q. El pellet se resuspendi6 en agua
Milli-Q vy se filtr6 empleando un filtro de nylon de 0,2 nm (Millipore, Irlanda). El
filtro se deshidratd con una serie de lavados con etanol absoluto con
concentraciones crecientes (10, 30, 50, 70, 90 y 100% v/v) manteniéndolo un
tiempo minimo de 15 minutos en cada una ellas. Finalmente, el etanol absoluto
resultante se evaporo dejando secar la muestra a temperatura ambiente. Los
filtros se prepararon para su observacion por SEM tal y como se describe en el
Anexo I, Punto .2.1 (Esquema 2.7C).
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Esquema 2.7. - Protocolo seguido para estudiar el efecto de los antibidticos y
particulas sobre las muestras bacterianas: (A) Medida de la densidad oOptica
(OD600) v obtencion de la curva de crecimiento; (B) Método de diluciones seriadas
en agar y obtencion de los valores MIC y MBC; (C) Preparacion de las muestras para
su analisis por microscopia SEM y observacion de la morfologia bacteriana.

2.3.5 Evaluacion de la actividad antimicrobiana en biofilms de

Pseudomonas aeruginosa

Para evaluar la actividad antimicrobiana en biofilms preformados y en
produccion de las particulas descritas en los Capitulos 5y 7 se emplearon seis
cepas clinicas diferentes de Pseudomonas siguiendo el protocolo descrito por
Diez-Aguilar et al., [257]. Dichas bacterias se aislaron de pacientes con fibrosis
quistica y se confirm6 que pertenecian al género Pseudomonas por
secuenciacion ARNr 16S y MALDI-Tof (Tabla 2.6). Los datos de secuenciacion
fueron realizados por la Dra. Emma Reece investigadora del Departamento de

Microbiologia del Hospital Universitario Tallaght.
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Como se ha indicado en el Capitulo 1 (Punto 1.1.4.2, Figura 1.6), la
formacién de biofilms consta de 5 etapas. Para el crecimiento del biofilm
bacteriano se coloco un inoculo de cada una de las cepas, 1 mL de suspension
bacteriana en 20 mL de medio LB broth. Se dejaron en incubacion (Incubating
Orbital Shaker, VWR, EE. UU.) 24 h a 37 °C con agitacion suave (120 rpm).

Pasadas 24 h, cada una de las cepas se diluy6 en medio liquido (LB broth)
hasta alcanzar un valor de densidad optica, OD600 nm = 0,6 = 0,01 (u.arb.)
empleando para ello un lector de densidad Optica BioPhotometer
(ThermoFisher Scientific, EE. UU.). Alcanzado este valor, las bacterias fueron
sembradas en placas de 96 pocillos de fondo redondo a una densidad de
1 x10° UFC/mL con un volumen final de 200 pL/pocillo. Se emple6 la cepa PAO1
de P. aeruginosa como control positivo y medio de cultivo sin bacterias como
control negativo. Las placas se incubaron a 37 °C sin agitacion, lo que permitio
obtener un biofilm pasadas 24 h. Dichas placas con el biofilm formado son
referenciadas en los resultados como pre-biofilms. Para obtener placas con el
biofilm en proceso de formacion, se repitio el mismo protocolo descrito en el

parrafo anterior, pero sin la etapa de incubaciéon de 24 h.

Una vez se tuvieron las placas con ambos tipos de biofilm: preformado y
en proceso de formacion, se estudio la capacidad antimicrobiana en biofilms.
Para ello se ainadi6 a cada uno de los pocillos la muestra con el farmaco o
microparticulas a estudiar, tras los cual, todas las placas se incubaron 24 h a
37 °C sin agitacion, permitiendo comprobar la eficacia de los compuestos

anadidos en ambos tipos de biofilms (Esquema 2.8).

Finalmente se procedié a cuantificar el biofilm. Para ello se elimino el
medio de crecimiento y las células bacterianas no adheridas, seguido por un
proceso de lavado con agua Milli-Q (repeticion del proceso 5 veces). Las placas
se dejaron secar a temperatura ambiente un tiempo minimo de 45 minutos.
Transcurrido este periodo, se anadieron 125 pL de reactivo cristal violeta
(10% v/v en agua) y se dejo actuar durante 30 minutos a temperatura ambiente.
El exceso de reactivo se elimino y los pocillos se lavaron cinco veces con 200

plL de agua Milli-Q. Seguidamente se solubilizé el cristal violeta con etanol
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absoluto al 95% v/v. Se transfirieron 100 pL de esta solucion etanolica a una
placa de fondo plano y se cuantifico el biofilm midiendo la absorbancia de los
pocillos con la alicuota de etanol con cristal violeta a una longitud de onda de
590 nm. El lector de placas empleado para la obtencion de los resultados fue
Varioskan LUX 3020 - 190 con el Software Skanlt 4.1.

o 7

/ ”\] : .
(™ ¥ oo 0"
\ , - - > "e%e %
— e e ° o.
1. Se incuban las 2. Se mide la OD 3. Se siembra 1x10% 4. Se ahaden las
bacterias en medio hasta alcanzar la UFC/mL. Los PREBIOFILMS muestiras a los
liquido (24 h, 37 °C, fase exponencial se incubaron 37 °C, 24 h PREBIOFILMS v
120 rpm) (0D600Nm = 0,6) antes de poner las muestras  BIOFILMS
g : s [ |
| Dejar secar !
30 min 28 'S los pocillos - R\_/ R
: — /— " =
&RT 45 min
6. Se afaden 0,125 s Se lava el @37"(3 Z24h
ml de cristal violeta biofilm con agua
(10% v/v en agua) y milliQ (x5)
se incuban
- e5 @ J//
7. Se elimina el 8. Se solubiliza el colorante 9. Se cuantifica el biofilm
fn_?tal violetay se adherido al biofilm con 0,2 midiendo la absorbancia
ava con 0,2 mL mL de etanol absoluto a 590 nm
de agua (x5)

Esquema 2.8. - Protocolo seguido para el desarrollo de ensayos de biofilms con
diferentes especies clinicas de Pseudomonas aeruginosa.

2.4 Estudios in vitro de administracion pulmonar de farmacos

Los factores que determinan la deposicion pulmonar de farmacos en el
sistema respiratorio estan asociados a las propiedades aerodinamicas de las
particulas (ej. el diametro aerodinamico), a las caracteristicas del tracto
respiratorio (como su geometria o volumen pulmonar) y a las caracteristicas
fisiologicas del paciente, determinadas por la presencia o no de patologias y la

frecuencia y velocidad del flujo respiratorio.
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Para evaluar el depodsito de las particulas en los pulmones se han
realizado distintos estudios in vitro de administracion inhalatoria de farmacos.
Estos estudios se desarrollaron en la Facultad de Farmacia de la Universidad
del Pais Vasco (UPV, Vitoria).

2.4.1 Materiales

El Brij-35 empleado procedié de los laboratorios Fagron (Espana). El
etanol absoluto (=99%), glicerol (= 99%) y DMSO (= 99%) se adquirieron todos
ellos en Sigma Aldrich. Las capsulas de gelatina rojo opaco (tamano 3) fueron
de los laboratorios Vencaser (Espana). El inhalador de polvo seco (DPI)
empleado para la realizacion de los ensayos con dispositivos comerciales fue

el Breezhaler® (Novartis, Suiza).

2.4.2 Tamano fisico de particula

La distribucion volumétrica del tamaifo fisico de particula se obtuvo con
un equipo de espectrometria de difraccion laser Spraytec® (Malvern
Instruments, Reino Unido). Para ello, se acoplo al equipo Spraytec® una celda
de inhalacion y ésta a su vez se unio a una bomba de vacio (Copley HCP 5.
Copley, Reino Unido). Para cada ensayo se emple6 una capsula dura de gelatina
con 15 mg de particulas en forma de polvo seco que se introdujeron en el
inhalador de polvo seco Breezhaler®. La bomba de vacio permitio generar una
nube de aerosol de particulas que, al atravesar la celda de inhalacion, fueron
detectadas por el sistema Optico proporcionando la distribucion volumeétrica
del tamano de particula. Cada experimento tuvo una duracion maxima de 10
segundos y se realizo un minimo de 3 réplicas por tipo de muestra (1 capsula

(15 mg/capsula) x 3 experimentos, 3 capsulas en total) (Esquema 2.9).
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Esquema 2.9. - Esquema del equipo de espectrometria de difraccion laser
Spraytec® empleado para la obtencion de la distribucion volumétrica del tamano
fisico de particula.

Los principales valores obtenidos fueron el diametro volumétrico medio
(VMD = Dv10, Dv50, Dv90) y el Span (Ecuacion 2.3), que proporciona una

medida de la amplitud de la distribucion.

Dv90 — Dv10
= Ec. (2.
Span DvED c. (2.3)

donde Dv10, Dv50 y Dv90 hacen referencia al diametro por debajo del cual esta
contenido el 10%, 50% y 90% del volumen total de particulas presentes en la

muestra respectivamente.

2.4.3 Diametro de particula aerodinamico

La deposicion de las particulas en las distintas regiones del tracto
respiratorio esta relacionada con el diametro aerodinamico de masa medio

(DMMA). Cuando se administra un farmaco por via inhalatoria, el pulmo6n actiia
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como un filtro provocando que las particulas de mayor tamaio se queden
retenidas en las vias respiratorias superiores y las particulas de menor tamano

alcancen las zonas mas profundas del pulmon.

Los impactadores (entre ellos el Next Generation Impactor™ o NGI,
Copley, Reino Unido) son los equipos empleados para la evaluacion in vitro de
la eficiencia de administracion de los farmacos destinados a inhalacion,
simulando el proceso respiratorio. Los ensayos realizados con estos
instrumentos permiten obtener valores como la dosis emitida, la fraccion
respirable o el diametro aerodinamico de masa medio de particula entre otros

parametros [258].

El NGI es un equipo de impactacion con disefio horizontal que consta de
siete etapas y un colector final con microorificios que actia como filtro
(denominado MOC; Micro-orifice collector). La formulacion en polvo seco se
introduce en el interior del NGI a través del puerto de induccion con angulo de
90° 0 a través de la traquea de Alberta, ambos simulan la garganta, siendo la
traquea la opcion mas realista (Esquema 2.10A). El polvo se mueve atravesando
el pre-separador, donde se recogen los agregados de particulas mas grandes,
previo a que el resto de la formulacion ingrese en las diferentes etapas del NGI
[259]. El polvo se mueve a través del impactador en forma de aerosol y se
deposita en cada etapa dependiendo del tamafo de particula. Las particulas
con un tamano pequeno siguen la corriente de aire atravesando las cavidades
presentes en cada etapa del NGI (Esquema 2.10B). Por el contrario, las particulas
de tamano mas grande, impactan en la superficie de las distintas bandejas,
donde posteriormente son recogidas. El diametro de las cavidades presentes en
cada etapa va disminuyendo de manera progresivay la velocidad de la corriente
de aire aumenta durante su paso por el NGI, las particulas impactan en funciéon
de su tamano. Los diametros de corte de las cavidades presentes en las

diferentes etapas estan definidos por el caudal de aire utilizado [260].
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Esquema 2.10. - Esquema del equipo experimental Next Generation Impactor (NGI,
Copley, Reino Unido): (A) Equipo completo para los ensayos de farmacopea; (B)
Seccion transversal de una etapa del NGI, representacion del paso del flujo de aire
a través de ella (figuras adaptadas de Ph. Eur. 5.1 [260]).

Los ensayos que se describen a continuacion se realizaron con las
microparticulas de dextrano (Capitulo 5) y con las microparticulas de

azitromicina (Capitulo 7).

2.4.3.1 Ensayo segun las reglas de la farmacopea

El ensayo segun farmacopea se realizO empleando un equipo
estandarizado NGI, el cual esta formado por 8 etapas diferentes (Esquema
2.11A). Ademas, se completo con una boquilla, un puerto de induccion de acero
inoxidable y un pre-separador (Esquema 2.10A). Finalmente, al NGI se acoplo
una bomba de vacio (Copley HCP5, Reino Unido) y un controlador de flujo
critico (Copley TPK 2000, Reino Unido). Antes de realizar cada experimento se
comprobo el flujo inspiratorio con un caudalimetro Copley DMF 2000 (Copley,
Reino Unido). El inhalador Breezhaler®, de baja resistencia, requirié aplicar un
flujo inspiratorio alto, en concreto de 100 L/min. Teniendo en cuenta que el
volumen de los pulmones es de 4 L, el tiempo necesario para completar una

respiracion fue de 2,4 segundos.
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Los diametros de corte aerodinamico efectivos en cada etapa se
obtuvieron siguiendo las instrucciones del fabricante (Copley, Reino Unido)
para un flujo de 100 L/min: Etapa 1 (6,12 nm), etapa 2 (3,42 pm), etapa 3 (2,18
nm), etapa 4 (1,31 pm), etapa 5 (0,72 pm), etapa 6 (0,40 nym) y etapa 7 (0,24 pnm)
(Esquema 2.11B).

Ete:pa L conducto de paso
A. ! entre etapas Etapa 2 Ftapa 6
: MOC 6 cavidades Etapa 4 396 cavidades MOC
A 52 cavidades 4032 cavidades
Bandejas de 1 A ‘,"
impactacion [y g

extraibles

Tapa
] 1
v : v ¥
Etapa 1 7 Etapa 5
1 cavidad Etapa 3 152 cavidades Etapa 7
24 cavidades 630 cavidades

Esquema 2.11. - Equipo experimental Next Generation Impactor (NGI, Copley,
Reino Unido): (A) Vista exterior del equipo abierto sin el puerto de induccion ni el
pre-separador; (B) Esquema que muestra la orientacion de las distintas etapas
(figuras adaptadas de Ph. Eur. 5.1[260]).

Antes de comenzar el experimento, las diferentes etapas del NGI, asi
como el pre-separador se recubrieron con una mezcla formada por Brij-35
(15% p/p), etanol absoluto (51% p/p) y glicerol (34% p/p). Con este
recubrimiento se favorecio la adhesion de las microparticulas al pasar por las
distintas etapas del NGI, simulando de este modo los mecanismos de
impactacion y sedimentacion que se producen en las vias respiratorias. Se
introdujeron 15 mg de material a ensayar en capsulas duras de gelatina y
posteriormente se liberaron en el NGI empleando el inhalador de polvo seco
(Breezhaler®, Capitulo 3, Figura 3.6). Para la realizacion de cada experimento
se emplearon un total de 3 capsulas (15 mg/capsula) con el objetivo de obtener
suficiente cantidad de principio activo depositado en las diferentes partes del
NGI para su posterior cuantificacion. Se realizaron 3 réplicas de cada
experimento para posteriormente obtener los analisis estadisticos
correspondientes (3 capsulas/experimento x 3 experimentos, 9 capsulas en
total).
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Después de cada experimento, el polvo depositado en las diferentes
etapas del NGI, capsulas e inhalador, se recogio en muestras independientes
utilizando el disolvente adecuado de manera que se asegurase la total
disolucion del material activo a analizar. En el caso de las microparticulas de
dextrano el disolvente empleado fue el DMSO y las muestras se analizaron
posteriormente por UV-Vis (Anexo I, Punto 1.3.2). Por otro lado, en el caso las
microparticulas de azitromicina, las muestras se recogieron en etanol absoluto

y se analizaron por UPLC (Anexo I, Punto 1.3.4).

Los valores de fraccion emitida (FE) (ecuacion 2.4), la fraccion fina de
particulas (FFP) (ecuacion 2.5) y la fraccion respirable (ecuacion 2.6) se

calcularon con las ecuaciones descritas a continuacion,

DE

FE(%) =(ﬁ) % 100 Ec. (2.4)
DEP

FFP(%) = <—DE ) % 100 Ec. (2.5)
DFP

FR(%) = <ﬁ> x 100 Ec. (26)

donde la dosis emitida (DE) hace referencia a diferencia de masa de polvo inicial
y la masa de polvo detectada después del proceso de aerosolizacion
(descontando la masa residual en las capsulas y dispositivo de inhalacion). La
dosis total (DT) es la cantidad de polvo (mg) cargado en las capsulas. La fraccion
fina de particulas (FFP) se determindé como la cantidad de microparticulas
depositadas en el NGI (diametro aerodinamico < 4,46 pm) sobre la dosis
emitida. Y finalmente, la fraccion respirable se calculé6 como la cantidad de
microparticulas depositadas en el NGI (diametro aerodinamico < 4,46 pm) sobre
la dosis depositada (DD) la cual representa las microparticulas depositadas

entre las etapas 1 - 7 del NGI.
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2.4.3.2 Influencia del perfil de respiracion en la administracion

pulmonar de farmacos

Con el objetivo de obtener un diametro aerodinamico mas realista se
empleo6 un simulador de respiracion BRS 3000 (Copley, Reino Unido). El puerto
de induccion empleado en los ensayos segun farmacopea se sustituyo por la
traquea de Alberta y el flujo de inspiracion constante (100 L/min) por un perfil
de respiracion diferenciado (correspondiente a un paciente sano o enfermo)
(Esquema 2.12). Del mismo modo que en los ensayos de farmacopea la traquea

de Alberta se recubri6 con una mezcla formada por Brij-35, etanol y glicerol.

Suministro
de aire
comprimido : Boquilla
A Traguea A zInhalador
i de Alberta._ ' -~ (DPD
1 -, @
1
/JEL:CD r “acapsula
_ Mezclador Controlador
5 ] de flujo
Alre -‘ Pre - separador ooo
Flujo constante 5 ooo
N
e O
Simulador de
respiracion
\ J . |
K Bomba de vacio
Perfil de Ordenador
respiracion

Esquema 2.12. - Esquema experimental del sistema usado para las medidas
realizadas con los perfiles de respiracion. El sistema consta de: traquea de Alberta,
mezclador, pre-separador, simulador de respiracion y NGI.

Los perfiles respiratorios tanto de un paciente sano como de un paciente
enfermo de EPOC se obtuvieron de bibliografia [261,262]. Ambos perfiles se
introdujeron en el software del simulador de respiracion (Copley, Reino Unido)
a partir de los datos que se encuentran recogidos en la Tabla 2.8, dando como

resultado los perfiles de respiracion que se observan en la Figura 2.2.
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Hubo dos principales diferencias en los perfiles de respiracion. En el caso
del perfil del paciente sano, la duracion fue algo mayor que en el caso del
paciente con EPOC (2,5 s vs. 2,2 s). Lo mismo ocurrié con el valor del flujo
inspiratorio maximo, ya que en el caso del paciente sano fue de 100 L/min
frente a los 72 L/min del paciente con EPOC, en concordancia con una mayor

capacidad pulmonar por parte del paciente sano.

En cada experimento se emplearon 3 capsulas duras de glicerina con 15
mg de muestra. Cada experimento se repiti0 un total de 3 veces (3
capsulas/réplica x 3 réplica, 9 capsulas en total) empleando para la realizacion
de los ensayos el inhalador de polvo seco Breezhaler®. Los valores de fraccion
emitida, fraccion fina de particulas y fraccion respirable se calcularon con las

ecuaciones descritas anteriormente en el Punto 2.4.3.1.

Tabla 2.8 - Parametros y ecuaciones empleadas para obtener los perfiles de
respiracion.

Parametros* Perfil Sano Perfil EPOC
PIFR 101,1 L/min 72 L/min
TPIFR 0,66 s 0,60 s
PIFR x[L X min’l] x T(s)
T(s) =
30 T
\4 271 ‘ 1,71
30 T x V(L)
IO = R Cxmin =D
Tow 2517 s ‘ 2,225 s
0 <t<TIFR
FR (t) = PIFR x ( mt )
= Se0{ STPIFR
Funcion

TPIFR <t<T

Tt(t — TPIFR))

FR (t) = PIFR X cos (m

*PIFR: Maximo de flujo inspiratorio; TPIFR: tiempo en el que se produce el PIFR;
V: volumen inhalado; T: tiempo total de inspiracion
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Figura 2.2. - Perfiles de respiracion estudiados: (A) Perfil de respiracion de un
paciente sano (tiempo total inspiracion: 2,51segundos); (B) Perfil de respiracion de
un paciente con EPOC (tiempo total inspiracion: 2,21 segundos).

85






Capitulo 3

DISPOSITIVO DE GENERACION DE AEROSOLES DE
SUSPENSION NEUMATICA CON POSIBLE
APLICACION BIOMEDICA

Este tercer Capitulo aborda la generacion de aerosoles a partir de
materiales en forma de polvo seco. En primer lugar, se ofrece una descripcion
del dispositivo de generacion de aerosoles empleado a lo largo de esta Tesis
Doctoral. A continuacion, se detallan los ensayos realizados para estudiar la
viabilidad de su posible uso en tratamientos inhalatorios. Para ello se realizara
la generacion de aerosoles con distintas formulaciones en forma de polvo seco
presentes en tres inhaladores comerciales. Se muestran ejemplos de su posible
utilizacion y administracion. Finalmente se recogen las principales conclusiones

alcanzadas a lo largo de este capitulo.






Dispositivo de generacion de aerosoles I

3. DISPOSITIVO DE GENERACION DE AEROSOLES DE
SUSPENSION NEUMATICA CON POSIBLE APLICACION
BIOMEDICA

3.1 Introduccion

Entender los mecanismos de deposicion de particulas en el sistema
respiratorio es de gran importancia tanto para evaluar los posibles riesgos que
conlleva el proceso de inhalacion de particulas como para mejorar la eficiencia
de la administracion de farmacos por via inhalatoria [263]. Como se ha
mencionado en el Capitulo 1, tanto el mecanismo de deposicion como su
localizacion final en el sistema respiratorio dependen en gran medida del

tamano de particula presente en el aerosol [82].

La administracion de nano- y microparticulas directamente en los
pulmones presenta importantes desafios. En el caso de las nanoparticulas con
poca inercia se observa una baja eficiencia de retencion debido a la exhalacion.
Por ello, resulta imprescindible avanzar en el desarrollo de nuevos dispositivos
y formulaciones optimizadas a partir de nano- y microportadores que permitan

solventar estos inconvenientes [264,265].

En los ultimos anos se ha desarrollado y patentado en nuestro grupo de
investigacion un generador de aerosoles basado en un impulso neumatico
capaz de aerosolizar micro- y nanomateriales en forma de polvo seco [266,267].
Este dispositivo combina las ventajas tanto de un inhalador de polvo seco (DPIs)
con las de un inhalador presurizado de dosis medida (pDMIs) (Capitulo 1, Tabla
1.9).

Aunque en su origen el generador de aerosoles se disefid para crear de
manera reproducible atmoésferas de nanoparticulas aerosolizadas para su uso
en estudios de riesgos por exposicion a nanomateriales, presentd propiedades
que lo hacen adecuado también para el suministro de farmacos por via

inhalatoria. Estudiarlas es el objetivo de esta Tesis Doctoral. En concreto, el
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generador de aerosoles UNIZAR (denominado asi en adelante) posee las

siguientes caracteristicas:

Efectivo, la formulacion empleada se encuentra en forma de polvo seco
y, si se ha formulado correctamente, el dispositivo permite su
disgregacion en particulas individuales con un tamano adecuado para
llegar a las distintas regiones del sistema respiratorio. No seria por tanto
necesario el uso de excipientes ni portadores que faciliten el proceso de
disgregacion de las particulas de farmaco, ya que el propio mecanismo

de funcionamiento separa los agregados formados [191].

Versatil, como se describe a lo largo de esta Tesis Doctoral, ha permitido
la aerosolizacion de distintas formulaciones, desde particulas
poliméricas hasta particulas de farmaco puro, con un amplio rango de
tamanos, eliminando de esta forma la limitacion que poseen muchos

DPIs de ser exclusivos para una unica formulacion [185].

Estable, ya que es capaz de producir dispersiones instantaneas de
particulas en forma de nube y/o generar una corriente de aerosol con

una concentracion constante y estable en el tiempo.

Reproducible, permite generar aerosoles con una concentracion de
farmaco reproducible. Al ser independiente del flujo inspiratorio del
paciente, la concentracion de particulas presentes en el aerosol para
unas condiciones de aerosolizacion y una determinada formulacion va

a ser siempre la misma.

Compatible con cualquier patologia, no es necesaria la coordinacion del
paciente en el proceso de inhalacion como en el caso de los pMDIs ni
tampoco un flujo inspiratorio suficiente por parte del paciente para
inhalar el polvo de la formulacion como en los DPIs [268]. Esta

caracteristica permitiria su uso por un amplio grupo de pacientes.
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e Terapia dirigida, su alta capacidad de disgregacion de la formulacion
junto con su versatilidad en cuanto al tamafo de particula que se puede
aerosolizar, permite emplear formulaciones con un tamano de particula
diseflado para alcanzar una determinada region del sistema respiratorio
que sea objeto del tratamiento. En concreto, al permitir superar las
limitaciones asociadas a la aglomeracion de las particulas de menor

tamano, se puede alcanzar incluso los alveolos [80].

Por ello, la tecnologia desarrollada podria solventar de manera conjunta
algunos de los principales problemas que presentan ambos tipos de
dispositivos de inhalacion, DPIs y pMDIs. En base a estas ventajas potenciales,
se decidio estudiar el uso del generador de aerosoles UNIZAR como posible

dispositivo de administracion de farmacos por via inhalatoria.

3.2 Descripcion del generador de aerosoles de suspension

neumatica

El dispositivo de generacion de aerosoles UNIZAR empleado en esta Tesis
Doctoral, fue disefiado y desarrollado en el marco de la Tesis Doctoral del Dr.
Alberto Clemente, patentado por la Universidad de Zaragoza y licenciado
posteriormente a la empresa VitroCell Systems GmbH (Waldkirch, Alemania)
para aplicacion de estudios toxicologicos [266]. Este sistema permite la
generacion instantanea de una nube y/o0 de una corriente continua de aerosol
particulado empleando micro- o nanoparticulas en forma de polvo seco
mediante un pulso de presion. La versatilidad del sistema se demostro tanto
con compuestos inorganicos (0xido de titanio, 6xido de zinc y oxido de cobre

(IT)) como con compuestos organicos (nanotubos de carbono) [267].

A continuacion, se describen en detalle las diferentes partes que
componen este dispositivo de generacion de aerosoles, asi como el mecanismo

de funcionamiento para obtener un aerosol particulado.
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3.2.1 Equipo de generacion de aerosoles UNIZAR. Descripcion de sus

componentes

3.2.1.1 Reservorio de aire

El reservorio de aire (0 camara secundaria) esta compuesto por una zona
de acondicionamiento del aire a presion y contenedor de aire comprimido de
volumen fijo. La primera zona esta formada por un desecador de gel de silice y
un filtro de alta eficiencia (HEPA) que permiten el secado y filtrado del aire
empleado para la dispersion de las particulas. El contenedor de aire
comprimido de volumen fijo, consiste en un cilindro de acero inoxidable
(10 mm de diametro interno) de albergar un volumen de 30 cm? en su interior,
que contiene aire a una sobrepresion de hasta 8 barg. Este cilindro viene

delimitado por dos valvulas (V) manuales de paso V2 y V3 (Figura 3.1).

Entrada aire

ls Desecador
':i 1 ) [

v T
Cilindro aire comprimido ~ Salida aire

Figura 3.1. - (A) Fotografia del (reservorio de aire); (B) Esquema del reservorio de
aire comprimido con las distintas partes que la componen.

3.2.1.2 Camara principal o de expansion

La camara principal o de expansion esta constituida por un cilindro
fabricado a partir del polimero polioximetano (POM) con 10,5 cm de diametro
interno y ~ 50 cm de longitud. La camara principal es desmontable y de disefio
modular, lo que facilita el proceso de limpieza y la posibilidad de regular su
tamano. Se encuentra subdividida en bloques centrales de 15 cm y dos bloques
terminales de 10 cm de longitud (Figura 3.2) y es capaz de contener aire hasta

una sobrepresion de 4 barg. En el interior de esta camara se encuentra una
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boquilla (Punto 3.2.1.3) por la que sale el material particulado impulsado

neumaticamente formando una nube de aerosol.

Ademas, la camara principal cuenta con una valvula manual de paso (V5)
que, tras su apertura, permite la salida de una corriente continua del aerosol

almacenado en el interior (Figura 3.2).

\l/Entrada aire

B [l

-F---- > Camara de

®: expansion

Salida del
aerosol

Figura 3.2. - (A) Fotografia de la camara principal (camara de expansion);
(B) Esquema de la camara principal con las distintas partes que la componen.

3.2.1.3 Boquilla

La boquilla de dispersion se encuentra en el interior de la camara
principal y comprende un cuerpo principal en cuyo interior se disponen
diversas cavidades interconectadas y alineadas a lo largo de un eje longitudinal
(Figura 3.3D). La cavidad de salida de la boquilla tiene un diametro de 1,6 mm

y da paso al aerosol a la camara principal (Figura 3.3).

Al final de dicho eje longitudinal se encuentra el soporte para la
formulacién, constituido por una malla de acero inoxidable (50 ym de luz)

sobre la que se coloca el material en forma de polvo seco que se va a aerosolizar.
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Dicha malla puede extraerse facilmente para proceder a su sustitucion o

limpieza.

Figura 3.3. - (A - B) Vistas lateral y superior de la boquilla empleada en el sistema
de generacion de aerosoles UNIZAR; (C - D) Esquema mostrando la boquilla y sus
conexiones.

3.2.2 Principio de funcionamiento del generador de aerosoles UNIZAR

La camara principal se coloca en posicion vertical y se conecta a la camara
secundaria a través de la valvula de paso V3. La apertura instantanea y completa
de V4, da paso al aire comprimido del reservorio, produciendo una onda de
presion en la camara principal que arrastra el material en forma de polvo seco
colocado sobre la rejilla. Las fuerzas rasantes que se producen al pasar el aire
a gran velocidad por el estrechamiento que presenta la boquilla favorecen la
disgregacion de los aglomerados presentes en la muestra inicial, dando lugar a
un aerosol con alta dispersion que se almacena en el interior de la camara
principal. La apertura de la V5 produce la salida de una corriente continua del
aerosol contenido en la camara principal, cuyo caudal se regula con un

rotametro.

La corriente de salida puede mezclarse a una corriente de aire de dilucion
que permita modular la concentracion de la corriente de aerosol generada
segun las necesidades del estudio o para asegurar el correcto funcionamiento
de los equipos de caracterizacion de aerosoles empleados, contador de
particulas optico (OPC) y contador de nucleos de condensacion (CPC) que

requieren unos intervalos de concentracion concretos (Anexo I, Seccion 1.4).
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Este caudal de dilucion se regul6 mediante un controlador de flujo masico

(MFC; Mass Flow Controller) (Esquema 3.1).

Suministro de aire
comprimido
A

Corriente de aire para diluir el aerosol g
:

Entrada de aire (ijil:@
:

\
Camara principal €--+ Controlador cne
(expansion) de ﬂlljf
\ —
Entrada d Rotametro \ MFC DMA
ntrada de " ‘\ — l
aire \ |
wL \ orC T (=== I:’ —
3  — |
viy Vs R \ —— N
50 [od - oooo L )
B ~ —
o “Punto de toma
o Ai_ls 5
@ ) Le-t>Boquilla  go muestra I: ﬁ
2 Fi A - ;
Filtro s----- >Depobsito ]
HEPA — Filtro HEPA oPC CPC

Camara secundaria
(reservorio de aire)

Esquema 3.1. - Esquema general de la instalacion para la generacion y medida de
aerosoles formado por la camara secundaria, camara de expansion, boquilla y
equipos de caracterizacion de aerosoles, OPC y CPC.

3.3 Utilizacion del dispositivo de generacion de aerosoles para

la administracion de farmacos por via inhalatoria

Como se ha comentado en el Capitulo 1, actualmente hay una gran
variedad de inhaladores en polvo seco tanto para el tratamiento del asma como
de la EPOC. Por este motivo, se usaron tres formulaciones comerciales en forma
de polvo seco diferentes: Ultibro®, Seebri® y Foster®, que son administradas en
dos tipos de inhaladores diferentes, Breezhaler® y Nexthaler®, todas ellas de

dispensacion en farmacia.

3.3.1 Farmacos comerciales

3.3.1.1 Ultibro® y Seebri® en Breezhaler®

Breezhaler® es un dispositivo de inhalacion de polvo seco comercializado

por la compania farmacéutica Novartis (Suiza). Este DPI ha sido aprobado para
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la administracion de los farmacos indacaterol (agonista p-adrenérgico de larga
duracion (LABA)) y bromuro de glicopirronio (broncodilatador, anticolinérgico
de larga duracion). Estos farmacos se pueden administrar conjuntos (Ultibro®)

0 de manera individual (Seebri®) [269].

Ultibro® contiene en cada capsula una mezcla de los dos principios
activos, 63 ng bromuro de glicopirronio y 143 ng de maleato de indacaterol v,
como excipiente (portador) cristales de lactosa monohidrato 23,5 mg (Figura
3.4). Por el contrario, la formulacion Seebri® esta formada por un solo principio
activo y cada capsula tiene aproximadamente 63 pg bromuro de glicopirronio
y 23,6 mg de lactosa monohidrato (Figura 3.5) [270]. Ambas formulaciones se
observaron por microscopia SEM (Figura 3.4y 3.5), 1o que permitio comprobar

la existencia de microparticulas de farmaco sobre los cristales de lactosa.
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Figura 3.4. - (A - D) Imagenes de microscopia SEM de la formulacion Ultibro® en
forma de polvo seco presente en las capsulas del inhalador Breezhaler®. Las flechas
azules sefalan los cristales de lactosa, mientras que las flechas verdes indican las
microparticulas de farmaco dispuestas sobre su superficie; (E) Histograma de
distribucion de tamanos de los cristales de lactosa (d, = 71,65 + 38,70 nm) (N= 150);
(F) Histograma de distribucion tamafos de las microparticulas de farmaco
(d, =1,68 £ 0,73 pm) (N= 150).
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Figura 3.5. - (A - D) Imagenes de microscopia SEM de la formulacion en forma de
polvo seco presente en las capsulas del inhalador Seebri® Breezhaler®. Las flechas
azules sefialan los cristales de lactosa, mientras que las flechas naranjas indican
microparticulas de farmaco dispuestas sobre la superficie; (E) Histograma de
distribucion de tamanos de los cristales de lactosa (d, = 30,80 + 17,40 num) (N= 90);
(F) Histograma de distribucion de distribucion de las microparticulas de farmaco
(d, =1,61 £ 0,86 pm) (N= 150).

En ambas formulaciones se observd una gran diferencia entre los
tamanos del principio activo adherido a la superficie en forma de pequenos
aglomerados y la lactosa con una morfologia de bloques. Como se ha visto en
otras formulaciones, las particulas de lactosa mostraron una superficie sin

rugosidades con solo unas pocas hendiduras [271].

El dispositivo de inhalacion Breezhaler® es un inhalador monodosis de
polvo seco y de baja resistencia (flujos > 90 L/min) (Figura 3.6) en el que la
formulacion se encuentra almacenada en capsulas individuales. El mecanismo
de funcionamiento es sencillo y no requiere la coordinacion entre la inhalacion
y la rotura de la capsula [272]. Se ha demostrado que con este dispositivo la
fraccion fina de particulas (FFP), que llega al sistema respiratorio se incrementa
en funcion del tiempo de apnea tras el proceso de inhalacion. El porcentaje de

la FFP es directamente proporcional al tiempo de apnea obteniéndose valores
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de 26,5%, 37,2% y 53% para 5, 10 y 25 segundos respectivamente [273]. Este
inhalador permite alcanzar unos valores de FFP altos, al mismo tiempo que
puede emplearse por pacientes con distintos grados de EPOC, entre los cuales

ha mostrado buena adherencia [269].
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Figura 3.6. - (A) Imagen del inhalador de polvo seco Breezhaler®; (B) Esquema del
interior del inhalador con las diferentes partes que lo componen. Las flechas grises
hacen referencia al movimiento de la formulacion por el inhalador en el proceso
de inspiracion.

3.3.1.2 Foster® Nexthaler®

Foster Nexthaler® contiene una formulacion en forma de polvo seco
compuesta por dos principios activos, un corticoide (beclometasona
dipropionato anhidro, 100 pg) y un agonista B2-adrenérgico de accion larga
(LABA) (formoterol fumarato dihidrato, 6 pg), siendo los excipientes empleados
lactosa monohidratada y estearato de magnesio [274]. La formulacion se basa
en la micronizacion de ambos farmacos para la obtencion de microparticulas
que posteriormente se mezclan con cristales de lactosa de gran tamafo y

estearato de magnesio que actiian como portadores [275] (Figura 3.7).
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Figura 3.7. - (A - D) Imagenes de microscopia SEM de la formulacion en forma de
polvo seco presente en el deposito del inhalador Foster® Nexthaler®. Las flechas
azules senalan los cristales de lactosa, mientras que las flechas moradas indican
microparticulas de farmaco dispuestas sobre la superficie; (E) Histograma de
distribucion de tamanos de los cristales de lactosa (d, = 157,15 + 64,00 pm)
(N= 75); (F) Histograma de distribucion de tamafos de las microparticulas de
farmaco (d, = 1,34 + 0,82 pym) (N= 150).

Esta formulacion se encuentra en un DPI multidosis (Nexthaler®, Chiesi,
Italia) (Figura 3.8). Su caracteristica mas innovadora es que tiene integrado un
mecanismo de activacion por respiracion, es decir, la dosis de farmaco es
emitida desde el inhalador en el momento en el que el flujo inspiratorio del
paciente es lo suficientemente alto como para ser capaz de respirarla
(35 L/min) [276]. Este caudal de flujo inspiratorio provoca una turbulencia de
alta intensidad en el interior del inhalador, que se pretende que dé como
resultado una separacion eficiente de gran parte de las microparticulas del
farmaco de los cristales de lactosa. Al mismo tiempo, esta separacion también
esta favorecida por las colisiones entre particulas con elevada energia cinética
y las paredes del inhalador [277]. El proceso de inhalacion de una dosis del
medicamento es sencillo, en el momento en el paciente abre la tapa, la dosis se

libera del deposito encontrandose disponible para su inhalacion [278].
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Figura 3.8. - (A) Imagen del inhalador de polvo seco Foster Nexthaler® con las
diferentes partes que lo componen; (B) Esquema del interior del inhalador. Las
fechas grises hacen referencia al movimiento de la formulacion por el inhalador
durante el proceso de inhalacion.

Se ha demostrado que Nexthaler® emite una fraccion fina de particulas
(d, < 5pm) y una fraccion extrafina (d, < 2 pm) [278]. Es mas, aproximadamente
un tercio de la FFP esta compuesto por particulas de un tamafno < 1 pm. Las
particulas de menor tamafo no se depositan en la orofaringe, lo que favorece
que un 56% de la dosis inhalada sea capaz de alcanzar las vias respiratorias
[279]. Ademas, este inhalador ha confirmado no solo ha demostrado ser eficaz
en la administracion del farmaco aerosolizado, sino que ha logrado una buena
aceptacion y adherencia por parte de los pacientes con asma que requieren un

tratamiento de mantenimiento de dicha enfermedad [280].

3.3.2 Aerosolizacion de las formulaciones comerciales con el dispositivo

de generacion de aerosoles UNIZAR

Las formulaciones procedentes de los tres inhaladores de polvo seco
(Ultibro® Breezhaler®, Seebri® Breezhaler® y Foster® Nexthaler®) se extrajeron
de las capsulas (en el caso de Breezhaler®) y del deposito (Nexthaler®) y se
coloco una masa de 20 + 2 mg de cada una en el deposito para el material del
generador UNIZAR (Seccion 3.1). La configuracion del generador de aerosoles

UNIZAR fue la misma en todos los casos.
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Los ensayos se realizaron con presiones de 8 barg en el deposito de aire
comprimido (camara secundaria) y 4 barg en la camara de expansion. Tras la
aerosolizacion, se procedio a la apertura de la valvula V5 obteniéndose una
corriente continua de aerosol que se caracterizo empleando los contadores de
particulas OPC y CPC. Se realiz0 la toma de muestra del material particulado
presente en la fase aerosol capturandolo en filtros de policarbonato (PC)

(microscopia SEM) y rejillas para microscopia TEM (Anexo I, Seccion 1.2).

3.3.2.1 Aerosolizacion Ultibro® Breezhaler®

La aerosolizacion de la formulacion Ultibro® empleando el generador de
aerosoles UNIZAR permitié producir una corriente estable de aerosol (a partir
de los primeros 2 minutos). Se monitorizo la evolucion temporal del aerosol
para particulas micrométricas (entre 0,3 - 10 ym), mediante OPC (Figura 3.9E),
obteniéndose una concentracion aproximadamente constante durante 25
minutos, aunque con una concentracion escasa de particulas en este rango de

tamanos (del orden de 55 #/cm?). Las muestras recogidas para su observacion

por microscopia SEM mostraron capturas de microparticulas de farmaco (d, =
0,65 + 0,49 um) (Figura 3.9A-D).
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Figura 3.9. - (A - D) Imagenes de microscopia SEM de la formulacion de Ultibro®
Breezhaler® capturada en fase aerosol tras su aerosolizacion en forma de polvo
seco con el generador de aerosoles UNIZAR; (E) Evolucion temporal de la
concentracion de particulas entre 0,3 - 10 pm medido por OPC.
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Por otro lado, la medida de la distribucion de tamafos de particula
obtenidas con el CPC (fraccién de particulas entre 0,01 - 1 pm) muestra un
aerosol con una concentracion total de particulas ~ 22.000 #/cm’ y un diametro
geométrico medio (GMD) de 91,2 + 1,5 nm (Figura 3.10). Las muestras de
particulas en fase aerosol capturadas en rejillas de TEM mostraron una
distribucion de tamafno en el mismo orden de magnitud de particulas con un
d, =152,4 + 54,2 nm. Estos tamafos medios obtenidos por el equipo CPC y por
microscopia TEM son mucho menores que el tamano de particula que
presentaba el material de partida (d, = 1,68 + 0,73 pnm). Esto sugiere que no solo
se produce una disgregacion de las microparticulas de farmaco, separandose el
principio activo desde los cristales de lactosa, sino que, al mismo tiempo, se
produce una rotura de las microparticulas de principio activo en tamanos

inferiores a 1 nm, generando un tamano adecuado para llegar a los alveolos.
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Figura 3.10. - (A - D) Imagenes de microscopia TEM de la formulacion de Ultibro®
Breezhaler® capturada en fase aerosol tras su aerosolizacion en forma de polvo
seco con el generador de aerosoles UNIZAR; (E) Caracterizacion de la corriente de
aerosol. Curva de distribucion de tamafo de particulas entre 0,01 - 1 pm medido
con CPC; (F) Histograma de distribucion de tamanos de particula (d, = 152,4 + 54,2
nm) (N = 150).
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Ademas, la configuracion del aerosolizador favorece la eliminacion de
las particulas de lactosa, que por su mayor tamafno sedimentarian en la camara
principal, quedando la corriente de salida libre de ellas, como muestran los

resultados reflejados en la Figura 3.10.

3.3.2.2 Aerosolizacion Seebri Breezhaler®

La aerosolizacion de la formulacion Seebri® gener6 una corriente de
aerosol continua en el tiempo de unos 20 minutos. Su monitorizacion de forma
continua por medio del OPC (particulas entre 0,3 - 10 pm) mostro una
concentracion de ~ 40 #/cm’, reflejando una pequefia contribucion de las
particulas en este rango de tamanos (Figura 3.11E). Las imagenes analizadas
por microscopia SEM de las muestras capturadas en fase aerosol mostraron un
d,=246,8 £ 194,3 nm (Figura 3.11). Al igual que en el caso anterior, se concluye
que en el proceso de aerosolizacion no solo se separaron las microparticulas
de farmaco de los cristales de lactosa, sino que también se disgregaron en
microparticulas de menor tamano respecto a la muestra de partida, donde el

tamano medio del farmaco era de 1,61 + 0,86 pm.
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Figura 3.11. - (A - D) Imagenes de microscopia SEM de la formulacion de Seebri®
Breezhaler® capturada en fase aerosol tras su aerosolizacion en forma de polvo
seco con el generador de aerosoles UNIZAR; (E) Evolucion temporal de la
concentracion de particulas entre 0,3 - 10 nm medido mediante OPC.
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Las particulas entre 0,01 - 1 pm, mostraron una concentracion medida
mediante CPC de 79.595 #/cm’ (GMD = 21,1 = 1,4 nm) (Figura 3.12). Las
imagenes de las rejillas de TEM de las particulas en fase aerosol capturadas
mostraron fragmentos de farmaco ain mas pequenas que las observadas por

microscopia SEM, con un tamano medio de particula de 161,1 + 55,9 nm.
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Figura 3.12. - (A - D) Imagenes de microscopia TEM de la formulacion de Seebri®
Breezhaler® capturada en fase aerosol tras su aerosolizacion en forma de polvo
seco con el generador de aerosoles UNIZAR; (E) Curva de distribucion de tamano
de particulas entre 0,01 - 1 pm medido por CPC (GMD = 21,1 + 1,4 nm);
(F) Histograma de distribucion de tamafnos de particula (d, = 161,1 + 55,9 nm)
(N =150).

+

Del mismo modo que en el caso anterior, los resultados obtenidos
sugieren que la aerosolizacion de esta formulacion en el generador de aerosoles
UNIZAR permite una separacion de las particulas de principio activo de los
cristales de lactosa y una fragmentacion de las microparticulas de principio
activo en tamafos inferiores a 1 pm. En comparacion con la formulacion
anterior (Ultibro®), la fragmentacion de las microparticulas de farmaco seria

aun mayor, produciendo una poblacion de nanoparticulas extremadamente
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pequenas (~ 20 - 25 nm) que no pueden ser facilmente capturadas por los

filtros y rejillas utilizados.

3.3.2.3 Aerosolizacion Foster® Nexthaler®

En el caso de la formulacion Foster® también se obtuvo una corriente de
aerosol continua durante los 25 minutos del ensayo con una concentracion de
particulas de ~ 3.500 #/cm® para particulas medidas por el equipo OPC, es decir,
con un tamano entre 0,3 - 10 ym (Figura 3.13E). Esto indica una contribucion
significativa de particulas en este rango de tamanos considerablemente mayor

que con las formulaciones Ultibro® y Seebri®.

Igual que en los casos anteriores, se han realizado medidas de
microscopia sobre muestras del aerosol. En las muestras capturadas en filtros
de PC para microscopia SEM, se aprecia una elevada concentracion de

particulas, mas aglomeradas y con una menor disgregacion en comparacion con

las muestras tras la aerosolizacion de las formulaciones para Ultibro® y Seebri®
(Figura 3.13A-D).
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Figura 3.13. - (A - D) Imagenes de microscopia SEM de la formulacion Foster® de
particulas capturadas en fase aerosol tras su aerosolizacion en forma de polvo
seco con el generador de aerosoles UNIZAR; (E) Evolucion temporal de la
concentracion de particulas entre 0,3 - 10 pm medido por OPC.
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La concentracion de particulas con tamanos entre 0,01 - 1 pm se situ6
en unas 1.500 #/cm?® medida por CPC (GMD = 44,4 + 1,7 nm) siendo menor que
la fraccion de particulas mayores (0,3 - 10 um) (Figura 3.14). Ademas, las
particulas submicromeétricas presentes en la formulacion se pudieron observar
a partir de muestras capturadas en rejillas de TEM, donde el tamafio medio fue
de 161,3 + 70,3 nm.
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Figura 3.14. - (A - D) Imagenes de microscopia TEM de la formulacion de Foster®
Nexthaler® capturada tras su aerosolizacion en forma de polvo seco con el
generador de aerosoles UNIZAR; (E) Curva de distribucion de tamano de particulas
entre 0,01 - 1 ym medido por CPC; (F) Histograma de distribucion de tamafos de
particula (d, = 161,3 + 70,3 nm) (N = 55).

Igual que en los casos anteriores, el tamafno de particula observado en
las imagenes TEM es algo mayor que el medido con el contador de particulas
CPC. Esto puede deberse a que las particulas de menor tamano no son
capturadas en las rejillas de TEM, pero si son detectadas por el equipo de

medida.

En resumen, basandonos en los resultados del analisis del tamano de

particula y con las imagenes de microscopia SEM y TEM, se puede concluir que
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el generador de aerosoles UNIZAR es capaz de aerosolizar dichas
formulaciones, que las particulas grandes de lactosa quedaron en su mayor
parte depositadas en el interior la camara de expansion (especialmente en las
formulaciones disefiadas para el inhalador Breezhaler®) y, solo las particulas
de farmaco de tamafo micrométrico estuvieron presentes en la corriente de

aerosol.

Ademas, las particulas de farmaco sufrieron en gran parte una
fragmentacion o rotura durante el proceso de generacion del aerosol,
favoreciendo la produccion de particulas de tamainos nanométricos. Al
observar la curva de deposicion de particulas en el sistema respiratorio
dependiendo del tamano (Capitulo 1, Figura 1.4), se puede deducir la mayoria
de las particulas de farmaco presentes en el aerosol serian capaces de alcanzar

la region alveolar.

No obstante, debemos senalar las discrepancias observadas entre las
distribuciones de tamanos adquiridos mediante los contadores de particula y
los resultados obtenidos del analisis de las imagenes de microscopia. Aunque
pensamos que las conclusiones generales de este capitulo se sustentan con
ambas medidas, resulta necesario investigar las causas de estas discrepancias,
posiblemente con un sistema mejorado de captura de particulas para

microscopia.

3.3.3 Comparacion del generador de aerosoles UNIZAR con un inhalador

de polvo seco comercial

Los analisis por difraccion laser proporcionan medidas del tamafio fisico
de las particulas sin tener en cuenta su densidad aparente, a diferencia de los
equipos basados en impactacion como el NGI (Capitulo 2, Punto 2.4.3)
empleados normalmente para la determinacion del diametro aerodinamico. En
comparacion con otras técnicas de difraccion laser, el equipo Spraytec®
(Capitulo 2, Punto 2.4.2) presenta la ventaja de que el estudio de la distribucion
de tamanos de la particula utiliza caudales de inspiracion controlados que son

similares a los generados por un paciente. Los resultados obtenidos son mas
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realistas e informan sobre la tendencia de una formulacion en polvo seco a

disgregarse durante el proceso de inhalacion [281].

Con el fin de obtener tanto la distribucién volumétrica como el tamano
fisico de las particulas presentes en el aerosol generado se realizaron medidas
con el equipo de difraccion laser Spraytec® (Malvern, Reino Unido) (Capitulo 2,
Punto 2.4.2). Estas medidas tuvieron como objetivo comparar la distribucion de
tamanos de particula obtenida al aerosolizar una misma formulacion con un

inhalador de polvo seco comercial y el generador de aerosoles UNIZAR.

Para el desarrollo de estos ensayos se seleccionaron las formulaciones
Seebri® y Foster®. Como dispositivo comercial se seleccion6 el inhalador de
polvo seco Breezhaler®, ya que se disponia de la pieza adecuada para acoplar

ese dispositivo de inhalacion a la boquilla del equipo Spraytec®.

Los ensayos con el DPI (Breezhaler®) se realizaron directamente con las
capsulas de Seebri® (~ 24 mg/capsula). Para el farmaco Foster®, la formulacion
se introdujo previamente en capsulas de gelatina (20 mg/capsula). Las
formulaciones de ambos farmacos se midieron empleando un flujo constante
de 100 L/min. El procedimiento seguido para el desarrollo de estos ensayos se

encuentra descrito en el Capitulo 2, Punto 2.4.2, Esquema 2.9.

En el caso del generador de aerosoles UNIZAR se midi6 la pluma
generada del aerosol inmediatamente después de atravesar la boquilla,
obteniendo de manera directa el tamano fisico de las particulas que se recogen
en la camara principal y que forman parte de la nube de aerosol. Para ello, la
boquilla del generador UNIZAR se extrajo del interior de la camara principal, se
mantuvo en posicion vertical y se uni6 a la camara secundaria con una presion
de 4 barg. Para la realizacion de estos ensayos se afiadieron 20 mg de cada
formulacion en el deposito. Las valvulas V3 y V4 se abrieron de manera
simultanea, en el momento en el que el aire a presion atraveso el depoésito y
arrastro la formulacion a través de la boquilla, los laseres del equipo Spraytec®

detectaron la presencia de particulas en la pluma del aerosol, obteniendo la
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correspondiente distribucion de tamanos. En el Esquema 3.2 se muestra una

representacion del montaje disenado para la realizacion de estos experimentos.

Previo a la realizacion de estos ensayos se realizO un blanco para
comprobar si los laseres detectaban o no la presencia de particulas de polvo
ambiental y determinar si podian interferir en la medida. Ademas, en los
ensayos realizados con el generador de aerosoles UNIZAR al no emplear la celda
de inhalacion usada con los DPIs (Capitulo 2, Esquema 2.9), se trato de reducir
la luz del laboratorio al minimo posible con el fin de evitar posibles

interferencias en las medidas.

Pluma de
Laser ,ﬂ farmaco y4ger
A ' AN

----> Boquilla

Spraytec®gd--- generador

o
1}‘?

Camara reservorio

Esquema 3.2. - Esquema del montaje de la boquilla del generador de aerosoles
junto con la camara secundaria para la medida de la pluma con el equipo de
difraccion laser Spraytec®.

La curva de distribucion de tamanos de particula obtenidas con ambos
dispositivos de inhalacion se encuentra recogida en la Figura 3.15. En la Tabla
3.1 se recogen los datos de diametro volumétrico medio y los valores de

amplitud de la curva (Span).
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En la Figura 3.15A se muestran las curvas de distribucion de tamanos de
particula obtenidas a partir de la formulacion Seebri®. La curva correspondiente
al DPI Breezhaler® (gris) muestra dos picos principales. Un primer pico que va
desde las 3 pm hasta las 30 ym (Dv10 = 7,80 + 0,75 num), que se asocia a las
microparticulas de farmaco presentes en la formulaciéon con un tamaio medio
de 1,61 + 0,86 nm tanto individuales como aglomeradas y a cristales de lactosa
individuales (d,= 30,80 + 17,40 um) (Figura 3.5). Y un segundo pico asociado a
cristales de lactosa aglomerados con o sin farmaco en su superficie. Dicho pico

comprende aglomerados desde un tamano de 60 pm hasta 150 pm.

Empleando el generador de aerosoles UNIZAR (curva naranja) con esta
misma formulacién, se observa un unico pico, que incluye particulas desde 1
pnm que puede asociarse a las particulas de farmaco individuales, como se ha
visto en el Punto 3.3.2.2, y que va incrementando poco a poco hasta mostrar su
maximo en un tamano medio de 100 pm (Dv50 = 87,50 pm). Aunque en el
aerosol generado por ambos dispositivos se aprecian agregados de gran tamano
(~ 100 pm), el generador de aerosoles UNIZAR consigue una mayor fraccion de
particulas de tamanos inferiores a las 3 pm en comparacion con la

proporcionada por el DPI comercial.

Por otro lado, en la Figura 3.15B, se encuentran representadas las curvas
de distribucion de tamanos de particula obtenidos a partir de la aerosolizacion
de la formulacion Foster®. En La curva correspondiente al DPI Breezhaler®
(gris), muestra un pico muy pequeno centrado en 7 pum correspondiente a
microparticulas de farmaco aglomeradas (d, = 1,34 + 0,82 pm). Seguidamente,
un segundo pico que comienza en un tamano proximo a 250 pum
(Dv50 = 287,00 += 13,77 pm) hasta alcanzar su maximo en 450 pm
(Dv90 = 458,83 = 5,52 nm), ambos asociados a microparticulas de lactosa
individuales o en agrupaciones (d, = 157,15 + 64,00 pm). Los resultados
obtenidos al emplear el generador de aerosoles UNIZAR muestran una mayor
disgregacion de la formulacion. Se observa un pico que va desde 0,2 pm hasta
10 pm (Dv10 = 1,23 + 0,08 nm), que estaria asociado las microparticulas de
farmaco presentes en la formulacion (d, = 1,34 + 0,82 nm) (Figura 3.6). Ademas,

aparece otro pico que indica la presencia de agregados de menor tamano que
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los obtenidos con el DPI comercial, el cual comienza en ~ 70 pm y muestra su
maximo cercano a 100 ym (Dv50 = 103,15 + 4,37 pm), muy por debajo de los
450 pm del maximo alcanzado con el DPI comercial. En ambos casos, este
segundo pico es indicativo de la presencia de cristales de lactosa
(d,= 157,15 + 64,00 pm).

Tabla 3.1 - Valores obtenidos de la nube de aerosol de ambas formulaciones
comerciales con el equipo Spraytec®.

Dispositivo Dv10 (pm) Dv50 (pm) Dv90 (pm) Span

Inhalador 7,80 + 0,75 67,18 +9,16 178,50 + 14,36 2,54
polvo seco*

: Generador
Seebri® ¥ osoles 20,24 87,92 208,7 2,14

UNIZAR**

Inhalador 17137 +36,14 287,00+ 13,77 458,83 +5,52 1,00
polvo seco*

Foster® Generador
aerosoles 1,23 £ 0,08 103,15 +4,37 215,83 +4,20 2,08
UNIZAR**
*Inhalador de polvo seco: Breezhaler®
**Generador de aerosoles UNIZAR medida de la pluma

15 23
A —a—Tnhalador comercial B —a— Inhalador comercial
—#— Generador aerosoles UNIZAR 0. —— Generador aerosoles UNIZAR
=10/ =*
= = 151
<5} «P]
= =
= = 10+
o o o
- -
54
O . T T T T
0,1 1 10 100 1000 0,1 1 10 100 1000
Diametro de particula (1mm) Diametro de particula (um)

Figura 3.15. - Distribucion de tamanos de particula de las distintas formulaciones
medidas con el Spraytec® segun su tamano fisico: (A) Seebri®; (B) Foster®. Las
curvas naranja y morado muestran la distribucion del tamano de particula
obtenido con el generador de aerosoles UNIZAR vy las curvas grises muestran la
distribucion del tamafno de particula obtenido con el inhalador de polvo seco
comercial Breezhaler® para ambas formulaciones.
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En el caso de la formulacion Seebri®, el dispositivo UNIZAR no consigue
mostrar una notable mejoria respecto al DPI comercial a pesar de las imagenes
obtenidas de microscopia SEM del proceso de aerosolizacion (Punto 3.3.2.2). Se
concluye, por tanto, la necesidad de una mayor optimizacion del proceso, ya
que, en los ensayos realizados anteriormente empleando la camara de
expansion, se ha mostrado la capacidad de generar una corriente de aerosol
con microparticulas de farmaco, al mismo tiempo que se ha favorecido la
sedimentacion de las particulas de lactosa de mayor tamano, evitando su
aparicion en la corriente de aerosol generada y, por ende, en el posible aerosol

respirable.

3.4 Ejemplo de modo de utilizacion

Como cualquier producto farmacéutico, tanto la formulacién como el
dispositivo de inhalacion disenado debe ajustarse a dos categorias principales:
(1) Rendimiento y calidad farmacéutica, es decir, reproducibilidad de la dosis,
alta capacidad de transferir el concepto al mercado y fabricarlo y, ademas,
estabilidad de la formulacion; (2) Rendimiento clinico, principalmente

seguridad y eficacia [282].

Para la inhalacion de farmacos a partir de los aerosoles producidos con
el generador de aerosoles UNIZAR se idearon distintas posibilidades de modo
de utilizacion, siendo algunos de los métodos disenados descritos a
continuacion. Para el desarrollo de estos ejemplos de utilizacion se emplearon
las microparticulas de azitromicina desarrolladas en el Capitulo 7, debido a que
su composicion fue formada inicamente por antibiotico y facilito el calculo de

la posible dosis inhalada.

3.4.1 Ejemplo de utilizacion 1. Bolsa de gases como reservorio de dosis

controlada de farmaco

El ejemplo de utilizacion 1 consistio en emplear una bolsa de gases como

reservorio del material particulado que facilitaria la inhalacién de una dosis
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exacta de farmaco en forma de aerosol por parte del paciente, para lo cual se

sugiere el empleo de una boquilla 0 mascara de inhalacion.

Estos ensayos constan de tres etapas. Una primera etapa en la que se
genero el aerosol particulado, siguiendo el método descrito en el Punto 3.2.1.4
pero con una variacion en los valores de presion empleadas para obtener un
volumen de al menos 4 L en el interior de la camara de expansion. Las presiones
empleadas fueron de 1 barg en la camara principal y de 5 barg en la camara
secundaria. Se colocO una masa de 15 * 2 mg de microparticulas de
azitromicina en el deposito, este proceso se repitio tres veces para conseguir
una elevada concentracion de particulas en el interior de la camara de
expansion. Una segunda etapa en la que se procedio al llenado de la bolsa de
gases con el aerosol generado, bolsa con un volumen maximo de capacidad de
5 litros y con cierre por valvula de bloqueo (Tedlar® Bags, Supelco® Analytical,
EE. UU.) (Esquema 3.3A). El volumen final introducido en la bolsa de gases fue

de ~ 4 L (representacion del volumen medio de inhalacion pulmonar).

\l/ Entrada aire

A IJ_:I.| B Monitorizaciéon aerosol
. | e—
Camarade < -J--- OPC
expansion —_—
Bolsa de gases I:I
vacia
— A e .|
V5
| : Salida del aerosol ! Salida del aerosol
]
U

/‘— - - >Boquilla \4
Valvula Bolsa de gases llena
con el aerosol (4L)
----- > Depaosito
Esquema 3.3. - Descripcion del montaje empleado como ejemplo de

administracion del aerosol: (A) Llenado de la bolsa de gases desde la camara
principal, volumen total ~ 4L; (B) Medida de las particulas presentes en el aerosol
contenido en el interior de la bolsa de gases con el equipo OPC, que representaria
la dosis regulada que recibiria un paciente, en inhalaciones sucesivas del contenido
de la bolsa.
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Finalmente, en la tercera etapa se midié la concentracion de particulas
presentes el aerosol introducido en la bolsa de gases. Se conecto la bolsa de
gases al equipo de medida OPC, se abrio nuevamente la valvula de bloqueo y se
procedio a la medida de la concentracion de particulas. El equipo OPC tiene un
flujo de absorcion de 1,2 L/min, por lo que la medida tuvo una duracion total
aproximada de 3,5 minutos (Esquema 3.3B). La concentracion media de las
particulas con un tamano entre 0,3 - 10 pm fue de ~ 1.690 #/cm?. Se realizo
una réplica de este ensayo, comprobando la reproducibilidad del método

propuesto.

Tras obtener la concentracion de particulas totales en la bolsa de acuerdo
a la ecuacion 3.1, se procedio al calculo de la masa de azitromicina asociada, ya
que corresponderia a la cantidad inhalada (ecuacion 3.2). El valor de la densidad
de la azitromicina se obtuvo de bibliografia 575,8 mg/cm?® [283]. El diametro
geométrico medio obtenido a partir del analisis del tamafo de particula por
microscopia SEM tuvo un valor 3,10 pm (Capitulo 7, Tabla 7.3)
(Vparticwa = 1,56 x10™"" cm’). Ademas, se tuvo en cuenta que el volumen
introducido en el interior de cada una de las bolsas de gases fue 4 L, y la
concentracion medida en el interior fue de 1.690 #/cm?®. Con ayuda de las

ecuaciones 3.1 - 3.5 se calcul6 la masa de azitromicina.

_ U
C= | C(bdt (Ec. 3.1)
0

N=CxV (Ec. 3.2)
V, (cm?) = N° de part. aerosol (#) x Volumen esfera (cm?) (Ec. 3.3)

Masa total azitromicina (mg)
3) = Ec. 3.4
pp(mg/cm ) Volumen total esferas (cm3) (Ec )
Dosis =V, xp (Ec. 3.5)

donde C es la concentracion de particulas (#/cm?), V, es el volumen total de las
particulas presentes en el aerosol y p, es la densidad de la azitromicina

(mg/cm’).
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La masa de azitromicina detectada en el interior de cada una de las bolsas
fue de 60,5 ng. En el caso concreto de este antibiotico, los estudios realizados
en los que se ha administrado en forma de polvo seco por via inhalatoria son
escasos. Zhang et al., [284] en el estudio in vivo con ratas que llevaron a cabo
emplearon una dosis de 23 mg/kg de azitromicina en forma de polvo seco
administrado por via intra-traqueal. Y, en otro estudio realizado por Wang et
al., [68] se desarrollaron particulas con diketopiperazina N-fumaroilada (FDKP)
con azitromicina encapsulada (carga de farmaco ~ 38%). El estudio in vivo se
realizo con ratones que se les administro por via intra-traqueal una dosis de 78
mg/kg de particulas, lo que es equivalente teniendo en cuenta la carga de
farmaco en las particulas de 28 mg/kg de azitromicina, valor muy similar al
empleado en el estudio anteriormente citado. Se concluye que la masa de
azitromicina presente en la bolsa de gases disponible para inhalar fue inferior

a la que se necesita administrar como tratamiento.

Sin embargo, los valores de masa detectados son adecuados para
administracion de farmacos como los agonistas f2-adrenérgicos de accion larga
(LABA) y los antagonistas muscarinicos de accion prolongada (AMAP)
empleados para el tratamiento de la EPOC. Estos farmacos requieren dosis en
su mayoria < 50 pg [285]. Uno de los ejemplos es la formulacion Seebri®

empleada en la Seccion 3.3 cuya dosis necesaria como tratamiento es de 44 ng.

3.4.2 Ejemplo de utilizacion 2. Produccion de una corriente continua de

aerosol con una elevada concentracion de farmaco

El ejemplo de utilizacion 2 consistio proporcionar una corriente continua
de aerosol con una elevada concentracion de farmaco que podria ser
suministrada al paciente mediante una mascara de inhalacion, que permitiria

la inhalacion a partir de una corriente estable.

Para ello se genero el aerosol particulado, siguiendo el método descrito
en el Punto 3.2.2., empleando 1 barg en la camara principal y 5 barg en la
camara secundaria. Se coloco una masa de 20 + 2 mg de microparticulas de

azitromicina en el depodsito. Se obtuvo una corriente continua de aerosol de
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corta duracion (~ 6 minutos), que tardo en estabilizarse aproximadamente dos
minutos y que Sse mantuvo con una concentracion de ~ 55.000 #/cm?
(Figura 3.16). De esta forma, tras la realizacion de los calculos siguiendo el
procedimiento indicado en el Punto 3.4.1, la masa de farmaco en el interior de

la camara de expansion y, por tanto, respirable, seria de 1.970,8 ng.

Acoplando esta corriente a una mascarilla de tipo Venturi (empleadas
actualmente en la administracion de oxigeno), se podria inhalar una corriente
de oxigeno al mismo tiempo que se mezcla con la corriente de aerosol que
contenga las particulas del farmaco procedente del generador de aerosoles
UNIZAR.
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Figura 3.16. - Evolucion temporal de la concentracion de particulas (#/cm?®) con
tamanos entre 0,3 - 10 pm medido por OPC.

3.5 Conclusiones

A continuacion, se enumeran las conclusiones mas importantes de este

capitulo:

e El dispositivo de generacion de aerosoles UNIZAR permite la generacion

de corrientes continuas y estables en cuanto a concentracion de
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particulas de aerosoles a partir de formulaciones comerciales en forma

de polvo seco para su suministro por inhalacion.

La onda de presion provocada por la conexion subita de ambas camaras
entre las que existe una adecuada diferencia de presiones favorece la
separacion de las microparticulas de farmaco presentes en la superficie

de los cristales de lactosa, en las concentraciones ensayadas.

Ademas de la separacion de las microparticulas de farmaco de la
superficie de los cristales de lactosa, también parece promover su rotura
en particulas de tamano inferior, susceptibles de alcanzar los alveolos en

mayor proporcion.

Existe una discrepancia significativa entre las medidas de tamano de los
aerosoles obtenidos por distintos métodos, obteniéndose diametros
medios de menor tamafo con el equipo CPC. Una posible explicacion es
que las particulas de tamano nanomeétrico no son capturadas en los
filtros de PC ni en las rejillas de TEM, pero, sin embargo, si que serian

detectadas por el equipo de medida.

El disefio de formulaciones libres de excipientes para ser suministradas
con el generador de aerosoles UNIZAR, podria permitir una novedosa
terapia para tratar enfermedades del sistema respiratorio, dirigiendo el
farmaco al sitio de accion del tratamiento, vias superiores, inferiores o

alveolos.

Los ensayos realizados para el diseno de un posible sistema de
administracion requieren una mayor optimizacion, ya que la dosis
inhalada seria inferior a la requerida para tratar infecciones
respiratorias. Aunque, si que estaria dentro del rango establecido para
EPOC, si se consideran las referencias habituales expresadas en mg/kg
de masa corporal. Sin embargo, el suministro directo a los alveolos
pulmonares requiere una re-definicion de las dosis y las bases de calculo

establecidas, que generalmente considera el suministro sistémico.
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Capitulo 4

PARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO
CARGADAS CON CIPROFLOXACINO

En el presente capitulo se presenta la fabricacion de particulas
micrométricas basadas en quitosano mediante electropulverizacion. En la
primera parte se describe la optimizacion del proceso de produccion: seleccion
del disolvente, concentracion y peso molecular del quitosano, caudal de
alimentacion y concentracion de ciprofloxacino. Posteriormente, se realiza una
caracterizacion de las particulas obtenidas. En la segunda parte, se estudia la
cinética de liberacion del antibiotico, ademads de evaluar la actividad citotoxica
tanto del ciprofloxacino libre como encapsulado frente a dos lineas celulares de
pulmon, A549 y Calu-3. En la tercera parte, se utilizan estas particulas para
evaluar su efectividad frente a dos modelos de bacterias planctonicas, S. aureus
y P. aeruginosa. Finalmente, se estudia la generacion de aerosoles y su posible

aplicacion como terapia inhalatoria.
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4. PARTICULAS POLIMERICAS DE QUITOSANO
CARGADAS CON CIPROFLOXACINO

4.1 Introduccion

En las ultimas décadas, la inhalacion de antibioticos ha suscitado un gran
interés debido a un incremento de la resistencia bacteriana [286]. La via de
administracion pulmonar permite una administracion directa del farmaco en el
lugar de accion, el empleo de una menor dosis, una reduccion de los efectos
secundarios, una disminucion en la aparicion de resistencias y en la
cronificacion de la infeccion. Y, por lo tanto, una mejora en la calidad de vida

de los pacientes [287].

Entre las numerosas formulaciones desarrolladas para administrar
antibioticos por via pulmonar, destacamos las formulaciones a base de
polimeros naturales [288]. El quitosano es uno de los polimeros naturales mas
usados en la industria biomédica y farmacéutica, ya que posee numerosas
ventajas para la administracion de farmacos y moléculas. Entre las
caracteristicas que posee, se puede destacar su caracter cationico [289]. La
presencia de cargas positivas en estos sistemas de liberacion permite el
desarrollo de interacciones electrostaticas con las membranas celulares y
bacterianas, las cuales se encuentran cargadas negativamente, mejorando de
este modo la permeabilidad y biodisponibilidad del farmaco que transportan
[290].

Sin embargo, la terapia inhalada presenta numerosos retos, siendo uno
de los mas importantes la liberacion del farmaco en el lugar de accion. Ya que
el tamano de las particulas juega un papel clave para determinar el lugar del
sistema respiratorio donde se depositaran tras el proceso de inhalacion [291].
En el caso del asma, la administracion del farmaco se debe realizar en las vias
superiores, mientras que en el caso de patologias como la enfermedad
obstructiva cronica (EPOC) o la fibrosis pulmonar, el farmaco debe llegar a las

vias inferiores [292].
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El ciprofloxacino se ha elegido como antibiotico modelo, dado que se
trata de un antibi6tico de gran efectividad frente a microorganismos causantes
de infecciones en el sistema respiratorio, como S. aureusy P.aeruginosa [46].
Actualmente, la via de administracion mas comun para el ciprofloxacino es la
via oral, con dosis de 500 mg/24 h o 250 mg/12 h [293]. Sin embargo, una
exposicion prolongada a dosis elevadas puede dar origen a numerosos efectos
adversos siendo los mas comunes los problemas gastrointestinales [294]. Cabe
senalar que, debido al riesgo de lesiones permanentes en el sistema
musculoesquelético, el ciprofloxacino no esta recomendado como primera linea

de tratamiento por la FDA para neonatos y jOvenes menores de 16 anos [295].

En este Capitulo se estudia la encapsulacion del ciprofloxacino en
particulas de quitosano con el objetivo de lograr una administracion localizada
y una liberacion sostenida en el lugar de accion, abriendo la posibilidad a
reducir la dosis de antibiotico administrada y, por ende, los efectos adversos

derivados de éste.

4.2 Optimizacion de la produccion de particulas basadas en el

polimero quitosano por electropulverizacion

La técnica de electropulverizacion depende de diversas variables de
operacion qué afectan a la morfologia y distribucion del tamano de las micro-
0 nanoparticulas resultantes. En este Capitulo hemos estudiado el efecto de la
concentracion y peso molecular del polimero quitosano, disolvente empleado y
caudal de alimentacion. Las condiciones empleadas en el estudio de produccion

de estas particulas se recogen en la Tabla 2.2 (Capitulo 2, Punto 2.1.1.4).

4.2.1 Efecto del disolvente

Se ha utilizado dos mezclas de disolventes seleccionadas a partir de la
experiencia previa en electropulverizacion: (1) Acido acético y agua (AA/H,0);
(2) trifluoroacético y diclorometano (TFA/DCM).
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4.2.1.1 Acido acético y agua

La mezcla de acido acético y agua (AA/H,0), es de las mas empleadas en
bibliografia para la obtencion de particulas o fibras mediante la técnica de
electropulverizacion [296-298]. La conductividad eléctrica se ve afectada por la
variacion en la concentracion de AA, y un aumento de este disolvente desde el
50% v/v hasta el 90% v/v, se asocia a una disminucién en los valores de
conductividad, debido al bajo grado de disociacion del acido acético, lo que da
lugar a particulas de mayor tamano [299]. Por el contrario, un aumento en la
concentracion de AA produce un aumento en la densidad de carga y una
disminucion en el valor de la tension superficial, dando lugar a particulas de

menor tamano [300].

La influencia de la concentracion de AA en la viscosidad de la disolucion
no es significativa, siendo la concentracion de quitosano empleado en su
preparacion el factor que mas afecta a la viscosidad de la muestra [301].
Durante el proceso de optimizacion se observo que, valores altos de viscosidad
generaron un cono de Taylor inestable originando mayor concentracion de

gotas grandes y fibras durante el proceso de electropulverizacion.

Para el estudio del proceso de electropulverizacion con la mezcla de
disolventes AA/H,O se emple6 el quitosano de alto peso molecular. En
concentraciones desde el 2% hasta el 5% p/p. La concentracion de acido acético
se hizo variar desde el 50% hasta el 90% v/v. Se observd que para las
disoluciones preparadas con una concentracion de quitosano del 5% p/p y una
concentracion de acido acético > 80% v/v se necesito tiempos muy largos para
obtener una disolucion completa del polimero, como consecuencia de la
elevada viscosidad del liquido. Ademas, el empleo de disoluciones de quitosano
con concentraciones > 5% p/p ocasion6 problemas de obstruccion del capilar,
por lo que se descartd su empleo. Basandose en bibliografia el caudal de
alimentacion se fijo en 0,15 mL/h [297,299,302].

La Figura 4.1 muestra el efecto de la concentracion de quitosano y de AA

sobre el tamano de particula obtenido. La concentracion de quitosano vario
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desde el 2% hasta un 4% p/p. A la concentracion mas baja estudiada tanto de
quitosano como de acido acético (2% p/p y 50% v/v respectivamente), se
obtuvieron particulas con morfologia esférica, con un tamafno medio de 171,1
+ 79,9 nm (Figura 4.1A). A esta misma concentracion de AA (50%v/v), un
aumento en la concentracion de quitosano (3% y 4% p/p) produjo un tamano de
particula muy similar, 165,6 + 53,5 nmy 148,6 = 65,2 nm respectivamente, pero
con una mayor presencia de fibras (Figura 4.1By C). Por el contrario, los valores
de concentracion de quitosano (4% p/p) y de acido aceético (90% v/v) mas altos
dieron como resultado particulas con un tamafo medio de 328,8 + 157,8 nm y
una alta polidispersidad (Figura 4.1F). Por consiguiente, se obtienen tamanos
de particulas mas grandes cuando se incrementa tanto la concentracion de

quitosano como la de acido acético (valores > 80y 90% v/v).

m CSPMA2% p/p
® CSPMA3% p/p
& CSPMA 4% p/p

50 60 70 80 90
Concentracion acido acético (% v/v)

Figura 4.1. - Resultados de la electropulverizacion con distintas concentraciones
de quitosano y de acido acético. Concentracion de acido acético al 50% v/v: (A) CS
PMA 2% p/p; (B) CS PMA 3% p/; (C) CS PMA 4% p/; Concentracion de acido acético
al 90% v/v: (D) CS PMA 2% p/p; (E) CS PMA 3% p/; (F) CS PMA 4% p/; (G) Efecto de
la concentracion de acido acético (% v/v) en el tamafno de particula obtenido con
diferentes concentraciones de quitosano (desde 2 - 4% p/p).
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Los mejores resultados se obtuvieron con las concentraciones de
quitosano y de AA mas bajas, 2% p/v y 50% v/v respectivamente. Sin embargo,
todas las muestras, independientemente de la concentracion de quitosano y de
acido acético reflejaron particulas aglomeradas e interconectadas por fibras
(Figura 4.1).

Debido a la gran cantidad de fibras y aglomerados obtenidos bajo las
distintas condiciones de estudiadas, se descartdé el uso de esta mezcla de

disolventes para la produccion de particulas de quitosano.
4.2.1.2 Trifluoroacético y diclorometano

Se realiz6 un estudio con la mezcla de trifluoroacético y diclorometano
(TFA/DCM), con el objetivo de determinar si estos disolventes permitian

obtener particulas individuales en ausencia de fibras.

Como se ha comentado anteriormente, la seleccion del disolvente
empleado es de gran importancia en el proceso de electropulverizacion. El uso
de disolventes con alto punto de ebullicibn provoca una ralentizacion del
proceso de evaporacion del disolvente, haciendo que el rendimiento del
proceso disminuya y se dificulte la obtencion de particulas en forma de polvo
seco, mientras que, los disolventes con un punto de ebullicion bajo dan lugar a
un proceso de evaporacion rapido, lo que puede derivar en la aparicion de
depositos de polimero que obstruyan o bloqueen el capilar. Del mismo modo,
la velocidad del proceso de secado va a influir en la morfologia de las particulas

generadas [303].

El quitosano es un polimero soluble en disoluciones ligeramente acidas
que puede disolverse en mezclas de acido acético y agua (como se ha
comentado anteriormente). Sin embargo, el punto de ebullicion de estos
disolventes es elevado (118 y 100 °C), lo que dificulta el proceso de secado. Por
el contrario, el trifluoroacético (TFA) presenta ciertas ventajas para ser usado
como disolvente en el proceso de electropulverizacion. Por un lado, se trata de

un acido fuerte, con bajo punto de ebullicion (71,8 °C) y un valor de tension
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superficial menor en comparacion con el acido acético [233]. Ademas, el TFA
es capaz de disolver el quitosano, formando sales con los grupos amino
presentes en sus cadenas, lo que rompe las interacciones entre las moléculas
de quitosano y, por lo tanto, facilita el proceso de electropulverizacion
[304,305]. Por otro lado, la incorporacion del disolvente diclorometano (DCM)
a la disolucion genera una disminucion en los valores de la constante dieléctrica
y de la conductividad de la mezcla, ayudando a la formacion de particulas en
vez de fibras [306].

Estudios previos han mostrado que las disoluciones de TFA/DCM (70/30
v/v) son adecuadas para la electropulverizacion por dos motivos principales.
En primer lugar, porque el punto de ebulliciéon de ambos disolventes es inferior
al del agua, lo que favorece una rapida evaporacion. En segundo, un valor bajo
de tension superficial facilita la electropulverizacion sin la necesidad de usar

valores de voltaje muy elevados [233].

Para empezar, se comprobo que el uso de esta mezcla de disolventes
permitio obtener particulas individuales al mismo tiempo que se evitaba la
aparicion de fibras. Para ello, se emple6 el quitosano de PMA a una
concentracion del 2% p/p. Del mismo modo que con la mezcla de disolventes
AA/H,0, el caudal de alimentacion se establecié6 en un valor de 0,2 mL/h

basandose en lo reportado en bibliografia [303,307]

En la Figura 4.2 se observan las particulas de quitosano de PMA
producidas tras disolverlo con TFA/DCM. El tamano medio (d,) de las particulas
fue de 333,9 + 217,9 nm, por lo que se consideran microparticulas, ya que las
nanoparticulas se definen como aquellas particulas con un diametro inferior a
100 nm [80].
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Y MPs de €S PMA

400 600 800 1000
Tamano (nm)

Figura 4.2. - Optimizacion del disolvente TFA/DCM para la obtencion de particulas
de quitosano (PMA). Concentracion 2% p/p: (A - D) Imagenes de microscopia SEM
de las particulas de quitosano obtenidas; (E) Histograma de distribucion del
tamano de particula (d, = 333,9 + 217,9 nm; N = 150).

4.2.2 Influencia del peso molecular, concentracion y caudal de

alimentacion

Tras establecer como apropiada la mezcla de disolventes TFA/DCM para
el proceso de electropulverizacion del quitosano, se procedié a optimizar la
concentracion de polimero empleada y el caudal de alimentacion para la
obtencion de microparticulas. Se emplearon dos tipos de quitosano, peso
molecular alto (PMA) (310-375 kDa) y peso molecular bajo (PMB) (50-190 kDa)

(datos basados en la viscosidad y obtenidos de la casa comercial Merck®).

La concentracion de quitosano varié desde un 2% hasta un 5% p/p. No
fue posible electropulverizar concentraciones > 5% p/p debido a su elevada
viscosidad, lo que provocO obstrucciones en el capilar. Para investigar la
influencia del caudal de alimentacion en el tamaio de las particulas obtenidas
se usaron valores de 0,2 mL/h, 0,6 mL/h y 1 mL/h. El caudal de alimentacion
maximo se fijo en 1 mL/h por causa de la inestabilidad del cono de Taylor a
caudales de alimentacion mayores. La Tabla 4.1 recoge un resumen de los

parametros estudiados.
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Tabla 4.1 - Parametros estudiados para la producciéon de microparticulas de
quitosano por electropulverizacion.

Tipo de Parametros Niveles
quitosano
Caudal de alimentacion (mL/h) 0,2 0,6 1
PMA
Concentracion de quitosano (% p/p) 2,0 3,5 5,0
Caudal de alimentacion (mL/h) 0,2 0,6 1
PMB
Concentracion de quitosano (% p/p) 2,0 3,5 5,0

Para ambos pesos moleculares, tanto la concentracion de quitosano
como el caudal de alimentacion empleados afectaron a la morfologia del
material obtenido. El principal parametro de operacion fue la concentracion de
quitosano, se evito la formacion de fibras hasta una concentracion alrededor
del 3% p/p en todo el rango de caudales estudiados, independientemente del
PM empleado. Se ha reportado que concentraciones bajas de quitosano
favorecen la rotura de las posibles fibras formadas y evita su aparicion en el
producto final. Por el contrario, un aumento en la concentracion de quitosano
favorece fibras mas estables, dificultando su rotura y aumentando su presencia
en el colector. Del mismo modo, valores elevados del caudal de alimentacion
producen un mayor aporte de disolucion polimérica, lo que favorece desde la
aparicion de particulas de mayor tamafno hasta la formacion final de fibras
[308].

El peso molecular también influy6 en la obtenciéon de particulas y fibras.
Geng et al., [300] mostraron la mayor tendencia del quitosano de PMA de formar
fibras mientras que en el quitosano de PMB predomind la generacion de
particulas. En la Figura 4.3A se puede observar como en el caso del quitosano
de PMA en la region con valores mas altos tanto de concentracion como de
caudal de alimentacion, se obtuvieron fibras exclusivamente. En ambos casos,
se observa como a valores de caudal de alimentacion y concentracion de
quitosano bajos se obtienen particulas submicrométricas con una poblacion de

tamanos de particula mas homogénea. Se establecieron como valores
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adecuados una concentracion de quitosano del 2 % p/p y un valor de caudal de

alimentacion del 0,2 mL/h.

Tamano (nm)

0,2 330,0
2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0

Quitosano PMA (% p/p)

Tamano (nm)

A Lo 8160 B LO 930,0

_ ‘ 7815 — 882,5
= % S = :
~ 0,8 > ] ~ 5

9o 717,00 N 0, 835,0

652,5 E 787,35

— 0,6 588,0 — O, 740,0

3 5235 3 692,5

g 0,4 459,0 g 0,4 645,0

) 3945 O 597,5

0,2+ 550,0

2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0
Quitosano PMB (% p/p)

Figura 4.3. - Influencia del caudal de alimentacion (mL/h) y de la concentracion de
quitosano (% p/p) en el tamano de particula dependiendo del peso molecular
empleado: (A) Quitosano de peso molecular alto (PMA); (B) Quitosano de peso
molecular bajo (PMB).

Los tamanos de particula obtenidos con ambos polimeros (PMA y PMB)
se recogen en la Tabla 4.2. Se puede apreciar que el quitosano de PMB da lugar
a tamanos de particula mas grandes en comparacion con los que se obtienen al
emplear quitosano de PMA. Las Figuras 4.4 y 4.5 recogen imagenes de

microscopia SEM correspondientes a las distintas condiciones ensayadas.

La influencia del peso molecular en la obtencion de fibras o particulas
fue observada por Geng et al, [300] mostrando que el quitosano PMB tiende a
formar fibras mucho mas fragiles que el quitosano de PMA, por lo que se
rompen dando lugar a particulas de mayor tamano. La tendencia del quitosano
de PMA de formar fibras se atribuy6 a la presencia de una mayor densidad de
carga de las moléculas de quitosano, las cuales tienen un mayor numero de
grupos amino por molécula. Igualmente, en el estudio realizado por Torres -
Gines et al., [233] se observo que un incremento en el PM del quitosano con la
mezcla TFA/DCM producia un incremento en la viscosidad y una disminucion
en el valor de la tension superficial. Como consecuencia, con el quitosano de
PMA resultaba mas facil obtener fibras y particulas de menor tamarno, al

contrario que con el quitosano de PMB.
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Tabla 4.2 - Distribucion del tamafo de particula (nm) obtenido con ambos pesos
moleculares en diferentes condiciones estudiadas.

Quitosano (% p/p) Caudal de alimentacion (mL/h)

0,2

0,6

1,0

2,0 %
3,5 %
5,0 %

PM Alto

333,9 +217,9 nm
681,2 +418,7 nm
390,8 + 228,1 nm

561,5 + 326,5 nm
613,6 = 291,1 nm
623,1 +404,3 nm

379,6 £211,6 nm
845,5 + 320,7 nm

2,0 %
3,5 %
5,0 %

PM Bajo

636,3 +312,4 nm
546,1 + 281,0 nm
851,4 +501,8 nm

582,1 + 310,3 nm
814,3 + 366,7 nm
794,1 + 453,2 nm

927,9 + 600,7 nm
784,6 + 361,6 nm
806,4 + 455,9 nm

2%

Concentracion quitosano PMA (% p/p)
3,5%

5%

Caudal de alimentacion (mL/h)

electropulverizacion con TFA/DCM como disolvente. El caudal de alimentacion
(mL/h) y la concentracion de quitosano (% p/p) se indican en la figura. Recuadrada
en azul aparece la imagen de microscopia SEM para las condiciones de operacion

fijadas como referencia.
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Caudal de alimentacion (mL/h)
0,6

Concentracion quitosano PMB (% p/p)

5%

= e
Figura 4.5. - Imagenes de microscopia SEM de MPs de CS de PMB obtenidas a partir
de electropulverizacion con TFA/DCM como disolvente. El caudal de alimentacion
(mL/h) y la concentracion de quitosano (% p/p) se indican en la figura. Recuadrada
en azul aparece la imagen de microscopia SEM para las condiciones de operacion
fijadas como referencia.

4.2.3 Encapsulacion del antibiotico ciprofloxacino (CPX)

Se emple6 la mezcla disolvente de TFA/DCM, una concentracion de
quitosano al 2% p/p y un caudal de alimentacion de 0,2 mL/h. En primer lugar,
se realizo un estudio sistematico para determinar la concentracion de farmaco
adecuada para la produccion de las particulas, empleando para ello quitosano
de PMA, tras lo cual se procedio a la sintesis de las microparticulas en las
condiciones fijadas también con el quitosano de PMB, asumiendo que las

mismas condiciones eran aplicables a este segundo PM.
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El farmaco se afadi6é a la disolucion de quitosano antes de ser
introducida en el equipo de electropulverizacion. Las concentraciones de
ciprofloxacino que se probaron se encontraron en el rango de 0,01% p/p hasta
1% p/p. Todos los parametros anteriormente descritos se mantuvieron

constantes.

Como se puede ver en la Figura 4.6 se obtuvieron particulas esféricas a
concentraciones crecientes de farmaco. Es importante destacar que la
morfologia obtenida con las diferentes concentraciones de ciprofloxacino fue
muy similar a la obtenida con las microparticulas de quitosano con PMA sin
farmaco. Debido a un ligero aumento en la aparicion de fibras con la mayor
concentracion de farmaco probada (1% p/p), se fij6 como Optima una
concentracion de ciprofloxacino de 0,5% p/p, permitiendo de este modo una
mayor carga de farmaco sin presencia de fibras en el material final. En estas

condiciones, la relacion quitosano/ciprofloxacino fue de 4/1.

Figura 4.6. - Imagenes de microscopia SEM: (A) Ciprofloxacino comercial puro; MPs
de CS PMA (concentracion de quitosano: 2 %p/p; caudal de alimentacion: 0,2 mL/h)
producidas mediante electropulverizacion a distintas concentraciones de
ciprofloxacino: (B) 0,1% p/p; (C) 0,2% p/p; (D) 0,4% p/p; (E) 0,5% p/p; (F) 1% p/p;
Recuadrada en azul se indica la imagen de microscopia SEM correspondiente a las
condiciones de operacion fijadas como referencia.
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Del mismo modo, empleando las condiciones de referencia establecidas
anteriormente, se repitieron los experimentos de electropulverizacion con el
quitosano de peso molecular alto y bajo. Los resultados obtenidos se muestran
en la Figura 4.7. Como se puede observar en las curvas de distribucion de
tamanos, del mismo modo que en las MPs CS sin ciprofloxacino, el quitosano
de PMB da lugar a particulas de mayor tamano (d, = 501,1 + 276,3 nm) en
comparacion con el quitosano de PMA (d, = 386,1 + 248,5 nm) (Tabla 4.3).

S P
i

G N MPs de CS PMB con CPX
wn w
s 300
= =
\2 \2
— —
= B 500.
S 200 S 200
8 3
Qo (&)}
51001 £100]
= =
o o
g o - g o .
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Tamano (nm) Tamano (nm)

Figura 4.7. - Imagenes de microscopia SEM de las MPs de CS con distinto PM
obtenidas con CPX: (A - C) PMA; (D - F) PMB; Histograma de distribucion de las MPs
de CS: (G) PMA; (H) PMB; (N = 150).
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Las imagenes de microscopia SEM mostraron particulas con una
superficie rugosa, independientemente del peso molecular y de la presencia o
no de ciprofloxacino (Figuras 4.4, 4.5y 4.7), producida por el rapido secado del
disolvente antes de ser recogidas en el colector. Ademas, los resultados
obtenidos en nuestro estudio mostraron que para el mismo peso molecular el
tamano fue muy similar en ambos tipos de particulas (con y sin ciprofloxacino).
El ciprofloxacino puro revel6 un aspecto acicular (Figura 4.6A) con un tamano
longitudinal medio de 10,36 + 6,30 pm. Los tamafos de particula obtenidos se
muestran en la Tabla 4.3. Las particulas con un tamano < 1lpm son las mas
interesantes ya que se depositan preferentemente en el sistema respiratorio

inferior como bronquios y alveolos [10,309].

Tabla 4.3 - Distribucion de tamafnos de las microparticulas de quitosano.

Muestras SEM
d,
. D10 D50 D90
Me(zll;;:) DE (nm) (nm) (nm) Span
. . 10361,90 +
Ciprofloxacino 6296,88 4857,3 8323,2 17367,8 1,50
MPs de CS PMA 333,9+217,9 134,4 256,3 709,2 2,24

MPs CS PMA con CPX  386,1 £248,5 153,6 314,3 720,0 1,80

MPs de CS PMB 636,3 +312,4 314,5 560,0 1078,4 1,64

MPs CS PMB con CPX 501,1 £276,3 230,5 427,3 878,3 1,51

4.3 Caracterizacion de las microparticulas de quitosano (MPs)

4.3.1 Caracterizacion fisico-quimica

La espectroscopia XPS se emple6 para determinar los elementos
presentes en las muestras y confirmar la ausencia o presencia de restos de
disolvente. La caracterizacion se completd mediante FTIR. La carga superficial
de las particulas se obtuvo mediante la medida del potencial &. Las técnicas,
condiciones de caracterizacion y protocolos seguidos se encuentran descritos

en el Anexo L.



Particulas de quitosano con ciprofloxacino ||| GGz

Tras la obtencion de las microparticulas de quitosano con y sin
ciprofloxacino, se estudio el contenido de disolventes residuales empleados en
la formulacion, acido trifluoroacético y diclorometano. El diclorometano es un
disolvente de Clase 2, por lo que su presencia debe ser limitada en
formulaciones farmacéuticas debido a su toxicidad inherente. El limite de
concentracion es de 6,0 mg/dia y el limite de exposicion diaria permitida (VLA-
ED) es de 50 ppm, mientras que el disolvente trifluoroacético, se encuentra
clasificado como otros disolventes residuales, siendo los estudios realizados
insuficientes para dar tanto datos toxicologicos adecuados como un valor
concreto de VLA-ED [310].

La técnica de XPS permiti06 comprobar la posible presencia de
trifluoroacético o diclorometano en las microparticulas. En la Tabla 4.4 se
muestra la presencia de fltior (F) en todas las microparticulas tanto en las tienen
encapsulado ciprofloxacino como las que no. De ahi, que la presencia del F no
sea atribuible al antibiotico (el cual tiene F en su estructura molecular, Capitulo
1, Tabla 1.1) sino que es consecuencia de una deficiente evaporacion del
disolvente durante el proceso de electropulverizacion. Por el contrario, los
resultados obtenidos del analisis de las microparticulas no mostraron la
presencia de cloro (Cl) procedente del diclorometano, por lo que se concluye

que la evaporacion de este disolvente se realizo de manera completa.

Tabla 4.4 - Valores obtenidos del analisis por XPS.

Muestras Elementos

Disolvente O1s Cls F1s N 1s Cl 2p
MPs de CS PMA 27,3 % 62,2 % 5,0 % 5,5 % -
MPs de CS PMA con CPX 26,8 % 59,3 % 7,6% 6,3 % -
MPs de CS PMB 27,2 % 57,1 % 9,1% 6,6 % -
MPs de CS PMB con CPX 27,3 % 57,1 % 9,8 % 5,8 % -

A pesar de todo, como se demuestra mas adelante, los niveles de trazas

muestran una ligera toxicidad en la linea celular A549. Por lo que, en vista a
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una posible aplicacion biomédica, habria que desarrollar un proceso de secado

mas completo.

Con el objetivo de identificar la presencia de farmaco en las
microparticulas poliméricas se empleo la técnica FTIR. Se obtuvo el espectro
del quitosano y del ciprofloxacino puros, asi como de las microparticulas con

y sin farmaco (Figura 4.8).
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Figura 4.8. - Espectros FTIR de ciprofloxacino y quitosano puros, MPs de CS PMA
con y sin CPX y MPs de CS PMB con y sin CPX: (A) Espectro FTIR entre 4000 y
600 cm'; (B) Region ampliada en el rango de 1750 a 600 cm ™.

El espectro del quitosano mostro una banda caracteristica en la region
3400 - 3200 cm™ atribuida a los grupos -NH, y -OH. Ademas, se observaron
dos picos 22920 cm ' y a 1640 cm! correspondientes a los enlaces C-H y amida
I respectivamente. El ciprofloxacino mostro un pico caracteristico a 1286 cm™
correspondiente al enlace C-F [311,312]. Las microparticulas de quitosano con
y sin farmaco mostraron el desplazamiento de una de las bandas caracteristicas
del polimero de 1640 cm™ a 1660 cm™, lo que permitio confirmar la presencia
de quitosano en ambas particulas. Ademas, los espectros de las microparticulas
de quitosano (con ambos pesos moleculares) cargadas con ciprofloxacino
revelaron la banda caracteristica del ciprofloxacino a 1286 cm™ (enlace C-F). La
aparicion de este pico permitié confirmar la presencia del antibiotico en dos

tipos de microparticulas analizadas. Al mismo tiempo, se puede observar que
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las microparticulas de quitosano presentaron bandas correspondientes a los
enlaces N-H (incluido NH,") a 1660 cm™ y al enlace C-O del grupo C,F;0, en las
bandas 1190 - 890 cm™. La presencia de estos grupos activos en las
microparticulas podrian dar origen a propiedades antimicrobianas por si
mismos [233,306].

Como se puede observar en la Tabla 4.5, ambos tipos de microparticulas
mostraron una carga superficial positiva debido principalmente a los grupos
amino procedentes del quitosano. Normalmente es necesario un potencial
minimo de + 30 mV para alcanzar una suspension de particulas estables
Unicamente por repulsion electrostatica [307]. En nuestro estudio, los valores
del potencial § de todas las muestras analizadas mostraron valores por encima
de los 40 mV, lo que proporciono estabilidad hidrodinamica impidiendo la
aglomeracion de las particulas. Ademas, las cargas positivas suponen una
importante ventaja en su posterior aplicaciéon, ya que va a favorecer la
interaccion entre las particulas y la capa de mucus presente en los pulmones o,
entre las particulas y la superficie de las bacterias, ambas cargadas

negativamente [313,314].

Tabla 4.5 - Caracterizacion de las microparticulas de quitosano.

Potencial ¢ BILY
Muestras (media = DE) EE (%) (@)
(mV) (am)
Ciprofloxacino +12,1 - - -
MPs de CS PMA +51,0 438,0 + 81,2 - -
MPs de CS PMA 1421 6251+ 68,6 756+102 158+2.1
con CPX
MPs de CS PMB +42.6 596,2 = 100,7 - -
MPs de CS PMB £52.0 533,3+39,1 705+16,5 14,1+ 3,3

con CPX

Una de las principales ventajas del proceso de electropulverizacion es la
alta eficiencia de encapsulacion (EE) en comparacion con el proceso de
gelificacion inotropica, técnica muy usada para generar particulas de quitosano,

donde los valores de eficacia de encapsulacion son inferiores al 50%
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[169,315,316]. Sin embargo, en los dos tipos de microparticulas basadas en
quitosano producidas en esta Tesis Doctoral fueron los valores de eficacia de
encapsulacion fueron ~ 75%, coincidiendo con lo reportado en estudios previos
a partir de la técnica de electropulverizacion [297,317]. Finalmente, la carga de
farmaco (CF (%)) alcanz6 un valor de ~ 15%, similar en ambos tipos de
microparticulas independientemente del peso molecular del polimero
empleado (Tabla 4.5).

4.3.2 Cinética de liberacion del antibiotico ciprofloxacino

Los experimentos de liberacion se hicieron en medio PBS a 37 °C
(Anexo I, Punto 1.3.1) se observo que, en ambos tipos de microparticulas,
independientemente del peso molecular, la mayor parte del farmaco
(aproximadamente un 70%) se liber6 dentro de la primera hora. Posteriormente,
en torno al 90% del farmaco se desprendi6 de las microparticulas en un periodo
de tiempo de 10 h tras ponerse en contacto con el medio (Figura 4.9). El
experimento se alarg6 hasta un tiempo de estudio de tres dias con el objetivo
de comprobar que no se liberaba mas ciprofloxacino hasta que no se produjese

una degradacion completa de las microparticulas.

A o 100 100
o o

4] o

1+ 17}

=~ 801 =

v 3,

= ke

o 60- S

g =

& 40- &

” ”

EECJ (@]

S 20 5

a —l—MPs de CS PMB con CPX a 1 —fll—MPs de CS PMB con CPX

O o —@—MPs de CS PMA con CPX o o —@—MPs de CS PMA con CPX

X 0 10 20 30 40 50 60 70 X 0 60 120 180 240 300 360

Tiempo (h) Tiempo (min)

Figura. 4.9. - Liberacion acumulada de farmaco (%) en funcion del tiempo en PBS
para las MPs de CS PMA y PMB con CPX: (A) Tiempo hasta 72 h; (B) Region ampliada
hasta 6 h; (media + DE, n = 3).
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Los resultados anteriores se emplearon para obtener la cinética de
liberacion del antibiotico. Inicialmente, las curvas de liberacion del
ciprofloxacino se ajustaron a modelos empiricos como Linder-Lippold [318],

Ritger-Peppas [319] y Peppas-Shalin [320].

Linder y Lippold [318] describieron un mecanismo de liberacion de tipo
burst. Es decir, la liberacion del farmaco se produce de manera inmediata
cuando el vector se pone en contacto con el medio. Este modelo se ajusta a la

ecuacion (Tabla 4.6, ecuacion 4.1).

En el modelo descrito por Ritger-Peppas [319] se describe el mecanismo
de liberacion de farmacos a partir de sistemas con distintas geometrias y con
capacidad de hinchamiento. La liberacion se va a producir combinando difusion
fickiana (ley de Fick) y mecanismos no fickianos. El mecanismo de liberacion
esta determinado por el valor del parametro n (Tabla 4.6, ecuacion 4.2). Para
particulas de forma esférica: (A) n < 0,43 indican un mecanismo controlado por
difusion (Ley de Fick); (B) 0,43 < n < 0,85 representan un proceso de difusion
no fickiano; (C) n > 0,85 hasta 1 indica un mecanismo de erosion del vector que

transporta el farmaco.

Finalmente, Peppas-Shalin [320] describen una liberacion que combina
dos mecanismos de liberacion en una misma muestra, un proceso de difusion
fickiano provocado por un gradiente de potencial quimico, que tiene lugar junto
con un hinchamiento del polimero. Se usan dos constantes k; indica la
contribucion de la difusion (cinética de la ley de Fick) mientras que el valor de
k. esta asociado tanto a la disolucion del farmaco como a la relajacion de las

cadenas poliméricas (Tabla 4.6, ecuacion 4.3).
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Tabla 4.6 - Modelos cinéticos empleados en el ajuste de los datos de la liberacion
de ciprofloxacino.

Modelo Ecuacion

Ritger - Peppas m,/m. = k-t" (Ec. 4.2)
Peppas - Shalin m,/ M. = k,-t" + kot (Ec. 4.3)

De las ecuaciones anteriores, mt/m. es la fraccion de farmaco que se ha
liberado a un tiempo t, n es el exponente que indica el mecanismo de liberacion

del medicamento y t es el tiempo.

El ajuste obtenido a partir de los datos experimentales de concentracion
de ciprofloxacino frente al tiempo en estos modelos no fue satisfactorio
(R* < 0,900) a pesar del namero de parametros ajustables empleados (2 o 3

segun modelo) (Tabla 4.7).

Tabla 4.7 - Parametros obtenidos de los ajustes cinéticos de la liberacion del
ciprofloxacino a partir de modelos empiricos.

Linder - Lippold Ritger - Peppas Peppas - Shalin
k n b R? k n R? k1 n k2 R?

PI\C’[?& 40,66 0,28 14,61 0,811 | 55,24 0,22 0,775|7096 0,50 -17,3 0,880

PI\C/I?S* 51,97 0,22 11,59 0,894 | 63,68 0,19 0,856 | 94,49 045 -24,5 0,961

*se hace referencia a las MPs basadas en quitosano cargadas con ciprofloxacino

Como se ha indicado, en la Figura 4.9 se observa una liberacion inicial
rapida del ciprofloxacino del quitosano. Esta rapida liberacion del antibiotico
del vector que lo transporta es una ventaja cuando el objetivo es el tratamiento
de infecciones bacterianas agudas o cuando se producen exacerbaciones, ya
que el antibiotico se libera poco tiempo después de la inhalacion, pero también

implica que el tiempo de transito debe minimizarse para evitar la pérdida de
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farmaco antes de alcanzar el objetivo. Por eso la via inhalatoria resulta ideal

para este tipo de cinéticas.

A la vista de los resultados obtenidos de los ajustes con modelos
empiricos habituales, se decidio realizar una descripcion mas realista de la
cinética de liberacion del farmaco. Los datos experimentales fueron analizados
con la asistencia del Prof. Antonio Monzon empleando la metodologia descrita

en el Anexo II, Seccion II.1. Para el ajuste de los datos se utiliz6 la ecuacion 4.4:

dmfS
dt

=kg xm{S - mS =m§® xexp (— kg x t) (Ec. 4.4)

donde m’, representa la concentracion de ciprofloxacino inicial en las
microparticulas de quitosano y ki es la constante cinética de liberacion del
farmaco. Este parametro es dependiente de la interaccion especifica que se
establece entre el polimero (quitosano) y el farmaco liberado (ciprofloxacino),
asi como de las condiciones experimentales. kzfue el inico parametro que se

calcul6 mediante regresion no lineal del modelo.

En la Tabla 4.8 se presentan los valores de ki, m.. y R* obtenidos tras
realizar el ajuste de los datos de liberacion de ciprofloxacino con la ecuacion
4.4 en los dos tipos de microparticulas de quitosano, PMA y PMB. El ajuste
obtenido es considerablemente mejor, como se ve para los valores de R* a pesar
de ser un modelo de un solo parametro, y al mismo tiempo, describe bien las

tendencias observadas.

Tabla 4.8 - Parametros obtenidos de la liberacion del ciprofloxacino a partir de la
ecuacion 4.4.

Muestra (MPs) ki DE (min')  m, + DE (%)* R? Pllmtos
experimentales
CS PMA con CPX 0,0303 +£0,0026 81,237 +1,607 0,970 104
CS PMB con CPX 0,0416 +0,0022 85,938 +0,957 0,995 65

*masa total = 0,750 mg (PMA) y 0,700 mg (PMB), datos segun % EE
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Seguin este modelo, la tasa de liberacion intrinseca del ciprofloxacino en
las MPs CS PMB es alrededor del 37% mayor que en el caso de las MPs CS PMA.
Esto es indicativo de una menor interaccion entre el quitosano de PMB y el
farmaco. Los valores estimados de m., coinciden con los valores experimentales

de m®, utilizados en cada caso.

La liberacion tan rapida del ciprofloxacino de las microparticulas de
quitosano observadas en este estudio se puede explicar a partir de
investigaciones realizadas con anterioridad. Sangsanoh et al., [321] indicaron
que el disolvente TFA forma sales con los grupos amino presentes en las
moléculas de quitosano. Este proceso se desarrolla en dos pasos, el primero es
la protonacion de los grupos amino de las cadenas de quitosano y el segundo
es la interaccion ionica entre estos grupos amino protonados y los aniones
procedentes del TFA. De este modo, la estructura resultante presenta sales que
son facilmente solubles en medio acuoso. Igualmente, en el estudio realizado
por Jayakumar et al., [304] indicaron que las fibras y particulas generadas por
electropulverizacion a partir de la mezcla de disolventes TFA/DCM se
disolvieron de manera rapida y completa cuando se pusieron en contacto con
disoluciones acuosas ligeramente basicas o neutras. Este hecho podria explicar
la liberacion tan rapida del ciprofloxacino al medio acuoso desde las

microparticulas de quitosano.

4.4 Ensayos in vitro: citotoxicidad en células pulmonares y
estudio de la actividad antimicrobiana en S. aureus y P.

deruginosa

Los ensayos in vitrorealizados con microparticulas basadas en quitosano
se llevaron a cabo con dos lineas celulares procedentes de pulmon, una alveolar
(A549) y una bronquial (Calu-3). Se evalu6 la actividad antimicrobiana de las
microparticulas basadas en quitosano en dos cepas bacterianas modelo, P.
aeruginosa (Gram-negativa) y S. aureus (Gram-positiva). Los protocolos
seguidos para el desarrollo de ambos estudios se encuentran detallados en el

Capitulo 2.
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4.4.1 Ensayos de citotoxicidad celular

El ensayo Alamar Blue (Capitulo 2, Punto 2.2.3) permitié cuantificar la
viabilidad celular después de que las células se expusiesen a distintas
concentraciones de farmaco y de microparticulas a dos tiempos de estudio,
24 h y 48 h. El rango de concentraciones que se estudio fue desde 0,1 ng/mL
hasta 100 pg/ml, siendo la maxima concentracion probada 50 veces superior
al valor de MBC en P. aeruginosa (2 ng/mkL) [252].

Los resultados de viabilidad celular se recogen en la Figura 4.10. Se
observo que, a las 24 h, solo el ciprofloxacino puro mostro6 citotoxicidad a la
concentracion mas alta probada (100 pg/mL) en la linea celular A549. Sin
embargo, tras 48 h, se observdo que ambas MPs de quitosano cargadas con

ciprofloxacino mostraron toxicidad a concentraciones > 10 ug/mL.

Se fijo la concentracion maxima tolerada por la linea celular A549 en 10
ng/mlL, siendo esta concentracion 10 veces superior al valor de MBC para
S. aureusy 5 veces superior al de P. aeruginosa (como se mostrara en el Punto
4.3.4.2). Es decir, a esa concentracion se produciria la muerte bacteriana de

S. aureus 'y de P. aeruginosa sin producir toxicidad en las células alveolares.

Se pueden encontrar tres posibles efectos que contribuyen a los
resultados de toxicidad obtenidos. La primera es que tal y como se vio por
analisis XPS (Tabla 4.4), el disolvente TFA no se evaporo por completo durante
el proceso de electropulverizacion, por lo que las trazas presentes en las MPs
podrian resultar toxicas para las células. En segundo lugar, como se ha
comentado anteriormente, las microparticulas poseen carga positiva, lo que
favorece una mayor interaccion con las células que se encuentran cargadas
negativamente. Esta interaccion se produce de manera inespecifica, no se ha
encontrado la existencia de un receptor celular propio para el quitosano [322],
y favoreceria el contacto entre el ciprofloxacino y las células, mejorando su
absorcion. Finalmente, la tercera posible explicacion reside en el estudio del
efecto citostatico del ciprofloxacino sobre la linea celular A549 realizado por

Kloskowski et al. [323]. En dicho estudio se mostr6 la capacidad del
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ciprofloxacino de disminuir la viabilidad celular tras 48 h de tratamiento, a

causa del mecanismo de acciéon del ciprofloxacino, que inhibe la Topoisomerasa

II celular.
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Figura 4.10. - Viabilidad celular tras exposicion a CPX puro y a las MPs de CS con
y sin CPX en dos lineas celulares de pulmon procedentes de alveolo y bronquios a
tiempos de 24 y 48 h: (A - B) Linea celular A549; (C - D) Linea celular Calu-3. Los
resultados se muestran como media + DE (n = 3). Diferencias significativas (*p <

0,05) entre las muestras respecto al CPX libre. La linea discontinua negra indica el
70% de viabilidad celular, de acuerdo a la norma ISO 10993-5.
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4.4.2 Actividad antimicrobiana en S. aureusy P. aeruginosa

La actividad antimicrobiana tanto del ciprofloxacino libre como
encapsulado en las microparticulas de quitosano fue estudiada en S. aureusy
en P. aeruginosa, ambas bacterias implicadas en el desarrollo de infecciones

pulmonares.

Los grupos amino con carga positiva procedentes de las cadenas de
quitosano hacen que éste tenga actividad antimicrobiana de amplio espectro.
Asimismo, la actividad antimicrobiana esta influenciada por el peso molecular
del polimero. Un incremento en el peso molecular del quitosano esta
relacionado con una mayor efectividad frente a bacterias Gram-positivas. Por el
contrario, un menor peso molecular esta relacionado con un mayor efecto
frente a bacterias Gram-negativas [324]. Numerosos estudios han demostrado
que el quitosano con PMA es capaz de unirse a los componentes con carga
negativa de la pared celular bacteriana. Esta union entre el quitosano y los
componentes de la pared va a promover la creacion de una capa
semi - permeable que dificulta el transporte de las sustancias a través de la
pared celular. Por el contrario, el quitosano de PMB tiene la habilidad de
atravesar la pared bacteriana, unirse al ADN e inhibir la transcripcion del ADN
y la sintesis de ARNm [301,325,326].

Por consiguiente, a lo largo del estudio de actividad antimicrobiana, las
microparticulas de quitosano de PMA se han usado frente a S. aureus y las
microparticulas de quitosano de PMB para el tratamiento de P. aeruginosa.
Basandonos en bibliografia, las concentraciones probadas estuvieron en el
rango de 0,125 - 1 ng/mL y de 0,0625 - 8 ng/mkL para S. aureusy P. aeruginosa

respectivamente [251,252].

El seguimiento del crecimiento de S. aureusy P. aeruginosa se realizo
midiendo el valor de la densidad 6ptica (OD600) de las diferentes suspensiones
bacterianas tras ser tratadas con concentraciones crecientes equivalentes de
ciprofloxacino libre y encapsulado en las microparticulas. Las curvas de

crecimiento para ambas bacterias se encuentran representadas en las
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Figuras 4.11 y 4.12 y muestran una fuerte disminucion del crecimiento
bacteriano con la concentracion de ciprofloxacino. Se observo que, a la misma
concentracion de antibiotico, la fase de crecimiento logaritmico mostré un
retraso en su aparicion en el caso de las bacterias tratadas con las
microparticulas. En el caso de S. aureus a las concentraciones de 0,250 - 0,375
ng/mL el retraso en el crecimiento se extiende hasta las 16 h, indicando la

inhibicion del crecimiento bacteriano (Figura 4.11B).

Ciprofloxacino MPs de CS PMA con CPX
A —8—0,125 pg/mL B 1—8— 0,125 ng/mL
1.2 |—#—0250 ng/mL 1.2 |—#—0250ng/mL
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Figura 4.11. - Curvas de crecimiento bacteriano de S. aureus obtenidas mediante
medidas de densidad optica (600 nm): (A) CPX libre; (B) MPs de CS PMA con CPX.
Las concentraciones en ng/ml de antibiotico hacen referencia a la misma cantidad
de CPX tanto libre como encapsulado en las MPs. Control A hace referencia a
bacterias sin tratamiento; Control B hace referencia a bacterias en contacto con la
misma cantidad de disolvente empleado para disolver el CPX puro. Los resultados
se muestran como media + DE (n = 3).

En el caso de P. aeruginosa a una concentracion de 0,250 pg/mL la fase
exponencial se retraso hasta 12 h. Sin embargo, a concentraciones superiores a
0,500 pg/mL no fue posible diferenciar entre las diferentes fases del ciclo de
crecimiento bacteriano (Figura 4.12B). Estos resultados mostraron que tanto
S. aureus como P. aeruginosa son ligeramente mas susceptibles a la exposicion
de las microparticulas de quitosano en comparacion con el ciprofloxacino puro,

posiblemente por la accion sinérgica del quitosano con el antibiotico.
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Figura 4.12. - Curvas de crecimiento bacteriano de P. aeruginosa obtenidas
mediante medidas de densidad optica (600 nm): (A) CPX libre; (B) MPs de CS PMB
con CPX. Las concentraciones en 1ng/mL de antibiotico hacen referencia a la misma
cantidad de CPX tanto libre como encapsulado en las MPs. Control A hace
referencia a las bacterias sin tratamiento; Control B hace referencia a las bacterias
en contacto con la misma cantidad de disolvente empleado para disolver el CPX
puro. Los resultados se muestran como media + DE (n = 3).

Las concentraciones que produjeron una disminucion en el crecimiento
bacteriano se estudiaron con el método de diluciones seriadas en agar, lo que
permitié confirmar los valores de MIC y de MBC tanto para el ciprofloxacino
puro como para los dos tipos de microparticulas. En la Tabla 4.9y Figura 4.13
se puede observar que los valores de MIC y de MBC obtenidos fueron los
mismos tanto para el ciprofloxacino puro como para el encapsulado, siendo 1
ng/mL y 2 ng/mlL las concentraciones que inhibieron el crecimiento bacteriano
en S. aureus y P. aeruginosa respectivamente. Los valores obtenidos para las
concentraciones de MIC y MBC también coincidieron con lo descrito en
bibliografia, donde el ciprofloxacino presento un rango de valores de MIC de
0,375 - 0,500 ng/mL y de 0,500 - 1 ng/mL para la MBC en la cepa bacteriana S.
aureus. En el caso de P. aeruginosa los valores para la MIC estuvieron en el
rango de 0,250 - 1 pg/mL y la MBC > 4 ng/mL [251,252].
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Figura 4.13. - Actividad antimicrobiana (UFC/mL) de CPX libre y encapsulado
frente a: (A) S. aureus; (B) P. aeruginosa. Las concentraciones en pg/mlL de
antibiotico hacen referencia a la misma cantidad de CPX tanto libre como
encapsulado en las MPs. Los resultados se muestran como media + DE (n = 3);
*Diferencias significativas (p < 0,05).

Tabla 4.9 - Valores MIC y MBC del ciprofloxacino para S. aureusy P. aeruginosa.

Bacteria Ciprofloxacino puro Ciprofloxacino encapsulado
MIC MBC MIC MBC
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
S. aureus 0,375 - 0,500 1 0,375 - 0,500 1
P. aeruginosa 0,500 2 0,250 - 0,500 2

Finalmente, diferentes muestras de ambas bacterias se observaron por
microscopia SEM tras ser incubadas 24 h con ciprofloxacino puro y encapsulado
en las microparticulas de quitosano. Las bacterias control de S. aureus
mostraron una morfologia redondeada con la pared bacteriana lisa y con un
tamano que oscilo entre 0,8 - 1 pm de diametro. El mecanismo de accion del
ciprofloxacino contra bacterias Gram-positivas esta centrado en las enzimas,
siendo la Topoisomerasa IV la primera enzima diana y en segundo lugar la
enzima ADN girasa. Al contrario que en el caso de las bacterias Gram-negativas,

no va a afectar a la permeabilidad de la membrana de manera tan directa [327].
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Cuando S. aureus es incubado con antibioticos del grupo de las
fluoroquinolonas (como el ciprofloxacino) muestran una tendencia a formar
agregados de bacterias embebidas en una estructura de tipo biofilm, lo que les
confiere mas resistencia a los antibioticos [328,329]. Se pudo observar por
microscopia SEM que algunos grupos de células bacterianas estaban cubiertos
con esta matriz (Figura 4.14C) y otros no (Figura 4.14F). Al mismo tiempo, las
imagenes de microscopia SEM revelaron un aumento de poros y grietas en la

pared celular, indicando la muerte celular bacteriana.

Figura. 4.14. - Imagenes de microscopia SEM de S. aureus: (A - B) Control positivo;
Después del tratamiento con: (C - D) Ciprofloxacino puro; (E - F) MPs de CS PMA
con CPX. Las fechas rojas indican la formacion de biofilm bacteriano, las flechas
azules indican ejemplos de los cambios en la morfologia bacteriana.

Las bacterias control de P. aeruginosa mostraron una morfologia en
forma de baston, con pared bacteriana lisa y un tamano de 0,5 - 1 pm y
1,5 - 5 pym de diametro y de longitud respectivamente. En el caso de las bacterias
Gram-negativas como P. aeruginosa, el mecanismo de accion de las
fluoroquinolonas consiste en el empleo de unos canales de porina que permiten
atravesar la membrana externa y llegar al lugar de accion (ADN girasa y
Topoisomerasa IV). Por este motivo, P. aeruginosa tratada con ciprofloxacino a

concentraciones cercanas a la MBC muestra una alteracion importante en su
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morfologia, presentando una membrana exterior rugosay en muchos casos con
cavidades e incluso agujeros [330], tal y como se puede observar en la
Figura 4.15 para bacterias tratadas con ciprofloxacino o con las

microparticulas.

500 nm

Figura 4.15. - Imagenes de microscopia SEM de P. aeruginosa: (A - B) Control
positivo; Después del tratamiento con: (C - D) CPX puro; (E - F) MPs de CS PMB con
CPX. Las flechas azules indican ejemplos de los cambios en la morfologia
bacteriana.

Se concluye que el ciprofloxacino encapsulado en las microparticulas de
quitosano mantuvo su actividad antimicrobiana siendo igual de efectivo que el
farmaco inicial. Al mismo tiempo, se observo que las microparticulas basadas
en quitosano fueron efectivas a concentraciones bajas y en cortos periodos de

tiempo.

4.5 Propiedades aerodinamicas y generacion de aerosoles

Se realizaron dos tipos de ensayos para evaluar la posible aplicacion de
la formulacion desarrollada como terapia inhalatoria suministrando el farmaco

ciprofloxacino. El primer tipo de ensayos incluye los realizados con el
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generador de aerosoles UNIZAR, desarrollado por la Universidad de Zaragoza
(Capitulo 3). En el segundo tipo de ensayo, y con el objetivo de comparar las
caracteristicas del aerosol formado con un inhalador comercial de polvo seco
(DPI, Breezhaler®, Novartis, Suiza) y el generador de aerosoles UNIZAR, se
realizaron experimentos con el equipo Spraytec® (Malvern Instruments, Reino
Unido) (Capitulo 2, Punto 2.4.2) empleando con ambos dispositivos la

formulacion desarrollada basada en quitosano y el antibiotico ciprofloxacino.

4.5.1 Generacion de aerosoles

Para el desarrollo de aerosoles mediante el generador UNIZAR se
seleccionaron las microparticulas de quitosano de PMA, ya que permitieron
disponer de una formulacién con una distribucion de tamafio de particula
dentro del rango de 200 - 400 nm, que permitiria su deposito en la zona

alveolar.

Para la realizacion de los aerosoles se emplearon muestras de 15 + 2 mg
de microparticulas basadas en quitosano en forma de polvo seco. La camara
principal (camara de expansion) tuvo una presion inicial de 4 barg y la camara
secundaria (reservorio de aire) de 8 barg. Tras cargar el material en el deposito,
se procedio a la apertura rapida de la valvula (V4), que conecta ambas camaras,
produciendo la aerosolizacion neumatica de la muestra en la camara principal.
Mediante la apertura de la valvula (V5), se obtiene una corriente continua de
aerosol submicrométrico (Capitulo 3, Esquema 3.1). La caracterizacion de la
corriente de aerosol obtenida en términos de distribucion de tamano de
particula y concentracion de numero de particula por cm? (#/cm?®) se realizo

empleando los contadores de particulas OPC y CPC (Anexo I, Seccion 1.4)

Tras la aerosolizacion de estas microparticulas se obtuvo una corriente
de aerosol con una concentracion de particulas de 5000 #/cm?, que se mantuvo
relativamente estable durante un tiempo aproximado de casi 30 minutos. Se
pudo confirmar mediante imagenes de microscopia SEM que las particulas en
fase aerosol se encontraban dispersas de manera individual o en pequefos

aglomerados (Figura 4.16A y 4.17). La distribucion del tamafno de particula
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obtenido en los filtros de PC fue de 410,1 + 254,1 nm, coincidiendo con el

tamano de particula medio de la muestra inicial (Tabla 4.3) (d, = 386,1 + 248,5

nm).
o 10000 ——MPs de CS PMA con CPX 10000 @ MPs de CS PMA con CPX
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Figura 4.16. - Caracterizacion de la corriente de aerosol con las MPs de CS PMA
con CPX: (A) Evolucion temporal de la concentracion de particulas entre 0,3 - 10
pnm medido con el equipo OPC durante un tiempo de 30 minutos; (B) Curva de
distribucion de tamafio de particulas entre 10 - 1000 nm medido por el equipo
CPC.
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Figura 4.17. - (A - E) Imagenes de microscopia SEM de las MPs de CS PMA con CPX
capturadas tras la aerosolizacion; (B) Histograma de distribucion de tamafios de
particula (d, = 410,1 + 254,1 nm) (N = 150).
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Por otro lado, el equipo de medida CPC revel6 la presencia de una
poblacion de particulas de tamano < 100 nm (dp = 82,9 + 2,0 nm) (Figura 4.16B).
Esta poblacion de particulas se pudo confirmar a partir de las imagenes de

microscopia TEM (Figura 4.18), donde se aprecio una distribucion de particulas

muy polidispersa, con particulas micro y nanométricas (d, = 149,8 + 65,2 nm).
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Figura 4.18 - (A - E) Imagenes TEM de las MPs de CS PMA capturadas tras su
aerosolizacion en forma de polvo seco con el generador de aerosoles UNIZAR;
(F) Histograma de distribucion de tamafos de particula de las MPs de CS PMA con
CPX (d, = 149,8 = 65,2 nm) (N = 450). Las fechas azules indican las nanoparticulas
de quitosano con d, < 100 nm.

Los ensayos de aerosolizacion con las microparticulas de quitosano
permitieron obtener dos conclusiones. La primera, que las microparticulas no
se vieron afectadas por el golpe de presion durante el proceso de
aerosolizacion. Ademas, la disgregacion del material permitio la obtencion de
particulas aisladas con tamanos proximos a las pristinas. En segundo lugar, la
aerosolizacion de las microparticulas permitio la observacion de una poblacion
de particulas < 100 nm que de manera inicial no se pudo observar por

microscopia SEM. Esta poblacion de particula de tamano nanométrico, puede
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resultar de especial interés en el proceso de inhalacion, al tener una deposicion

preferente en la zona alveolar (Capitulo 1, Figura 1.4).

4.5.2 Tamano efectivo de particulas en un proceso de inhalacion

El objetivo de este ensayo fue evaluar la capacidad de aerosolizacion del
generador de aerosoles UNIZAR (Capitulo 3) frente a un inhalador comercial
(DPI) empleando las microparticulas basadas en quitosano desarrolladas en
este Capitulo. Para ello, se seleccion6 como modelo de inhalador comercial el
inhalador de polvo seco Breezhaler® (Capitulo 3, Figura 3.6). Estos ensayos se
realizaron con el equipo Spraytec® y permitieron obtener los valores de

distribucion volumeétrica y el tamafo fisico de particula.

El protocolo seguido con el generador de aerosoles se describe en el
Capitulo 3, Punto 3.3.3. La boquilla del generador de aerosoles UNIZAR se
coloco en posicion vertical entre ambos laseres del equipo Spraytec® (Esquema
3.2). Se emplearon 15 mg de microparticulas basadas en quitosano de PMA en
cada ensayo. La aerosolizacion de la muestra en forma de polvo seco se realizo
empleando una presion de 4 barg en la camara secundaria. En los ensayos
realizados con el inhalador comercial, las microparticulas de quitosano se
introdujeron en capsulas (15 mg/capsula) y la nube de aerosol se gener6 con
una bomba de vacio a un caudal de 100 L/min. El protocolo seguido para la

realizacion de estos ensayos se encuentra descrito en el Capitulo 2, Punto 2.4.2.

En la Figura 4.19 se observa que en la curva obtenida con el generador
de aerosoles UNIZAR existe un primer pico de una distribucion amplia que
comienza desde 0,1 hasta 10 pm y un segundo pico proximo a las 100 pm. Este
primer pico puede corresponder a aglomerados de particulas y el segundo pico
a grupos de particulas que no se han podido disgregar de manera individual.
Sin embargo, al emplear el inhalador comercial DPI, se observan dos picos
anchos, el primero centrado en 10 umy el segundo pico con un tamafno proximo
a 300 pm, lo que es indicativo de que el DPI es incapaz de disgregar las

particulas de manera individual o en grupos de menor tamano. En el caso del
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generador UNIZAR se produjo una mejor dispersion de las particulas, estando

cerca del tamano respirable.

En la Tabla 4.10 se recogen los valores de diametro volumétrico medio y
los valores de amplitud de la curva (Span). Se puede apreciar que con el
generador de aerosoles se consigue una mejor dispersion de las particulas, ya
que el valor de Dv10 es 1,66 + 0,09 nm, mientras que con el inhalador comercial
es casi 5 veces mas (8,44 + 0,31 pm). Sin embargo, aunque con el generador de
aerosoles la dispersion individual de particulas es mejor, la presencia de
aglomerados sigue estando presente en un porcentaje elevado, por lo que seria
necesario optimizar su funcionamiento de cara a una posible aplicacion

practica.
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Figura 4.19. - Distribucion de las MPs de CS PMA con CPX en el instrumento
Spraytec® segun su tamano fisico. La curva roja muestra la distribucion del tamafio
de particula obtenido con el generador de aerosoles. La curva gris muestra la
distribucion del tamafo de particula obtenido con el inhalador comercial de polvo
seco Breezhaler®.
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Tabla 4.10 - Valores obtenidos de la nube de aerosol con las microparticulas de
quitosano de PMA con ciprofloxacino con el equipo Spraytec®.

Dispositivo Dv10 (um) Dv50 (um) Dv90 (um) Span

Inhalador comercial g 44 4+ 031 114,70+11,03 318,15+7036 2,700
polvo seco

Pluma del generador | g5, 009 4998 +341 18720+226 3,750
de aerosoles

4.6 Conclusiones

A continuacion, se recogen las conclusiones mas importantes de este

Capitulo:

e El método desarrollado permite obtener particulas en forma de polvo
seco a partir del polimero quitosano en unica etapa y sin necesidad de
anadir excipientes. Las particulas desarrolladas presentaron una elevada

carga de farmaco (~ 75%).

e La actividad antimicrobiana fue diferente para los distintos pesos
moleculares empleados (alto y bajo). Las microparticulas cargadas con
ciprofloxacino mostraron una potente actividad frente a S. aureusy P.

aeruginosa.

e La cinética de liberacion del ciprofloxacino encapsulado en las
microparticulas de quitosano reflejo una rapida liberacion del antibiotico
al medio, alcanzado aproximadamente el 50% en un tiempo de 30 min.
Este proceso se caracterizo como una cinética de liberacion de primer
orden. La rapida liberacion del ciprofloxacino se considera favorable en
un proceso de suministro inhalado ya que permitiria tratar infecciones

pulmonares inmediatamente después del proceso de inhalacion.
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e Los ensayos de citotoxicidad realizados en dos lineas celulares de
pulmon (A549 y Calu-3) revelaron que las microparticulas eran seguras
para ser administradas a dosis superiores al valor de MBC obtenido en S.

aureusy P. aeruginosa.

e Los resultados obtenidos de la aerosolizacion de estas microparticulas,
indicaron la capacidad del generador de aerosoles UNIZAR de disgregar
las microparticulas de manera individual con mayor eficacia que un
inhalador comercial de referencia. Asimismo, el inhalador permitio
mantener una corriente de aerosol con una concentracion estable de

particulas, por un tiempo de unos 30 minutos.

e El tamano de particula obtenido (< 500 nm) en combinacion con el
generador de aerosoles UNIZAR, abre la posibilidad a un tratamiento
alternativo frente a infecciones pulmonares, ya que la parte mas distal
de los pulmones. Los alveolos podrian ser alcanzados a partir de
formulaciones con el tamano de particula descrito, minimizando la
deposicion en el resto del sistema respiratorio y reduciendo la toxicidad

en otras partes del sistema respiratorio.
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Capitulo 5

DESARROLLO DE PARTICULAS DE DEXTRANO
COMO PORTADORES DE CIPROFLOXACINO

Este quinto Capitulo aborda la generacion de microparticulas mediante
un proceso de gelificacion/precipitacion, empleando el polimero natural
dextrano. Las microparticulas basadas en dextrano obtenidas en forma de polvo
seco, presentaron un tamario medio de particula proximo a las 5 ym. Del mismo
modo que el en capitulo anterior, el antibiotico empleado fue el ciprofloxacino.
Las microparticulas se caracterizaron por XPS, XRD, FTIR, EDX y microscopia
SEM. La cinética de liberacion del ciprofloxacino fue muy rdpida, liberando el
80% de farmaco en la primera. La biocompatibilidad de estas particulas se
estudio in vitro en tres lineas celulares de pulmon, A549, NCI-H441 y Calu-3.
Posteriormente, se evaluo su efectividad frente a biofilms desarrollados por la
bacteria Pseudomonas aeruginosa y frente a bacterias planctonicas. Finalmente,
se evaluaron las propiedades aerodinamicas de la formulacion, con el objetivo
de evaluar su posible aplicacion en el tratamiento de infecciones del tracto

respiratorio mediante terapia inhalatoria.
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5. DESARROLLO DE PARTICULAS DE DEXTRANO
COMO PORTADORES DE CIPROFLOXACINO

5.1 Introduccion

Un enfoque prometedor en terapia antibacteriana es utilizar particulas
poliméricas como portadores, de manera que protejan el farmaco de una
posible inactivacion y, al mismo tiempo, aumente su movilidad y absorcion en
el interior de las secreciones pulmonares [331]. En las ultimas décadas,
numerosos estudios tanto in vitro [332-334] como in vivo [335-337] han
demostrado el especial interés de formulaciones a base de dextrano (polimero
biocompatible) en pacientes con fibrosis quistica. Este polimero posee actividad

mucolitica, y reduce la adhesion de las bacterias al epitelio pulmonar.

Feng et al, [332] demostraron in vitro la capacidad mucolitica del
dextrano en secreciones de pacientes con fibrosis quistica. Sin embargo, los
efectos generados por el dextrano sobre la reduccion de la viscosidad en el
moco pulmonar no fueron especificos de esta patologia, y podria ser aplicado
a otras enfermedades pulmonares como la EPOC donde la produccion y
acumulacion de moco es también uno de los principales sintomas. El efecto
mucolitico del dextrano parece estar asociado a su naturaleza de polisacarido,
ya que posee la capacidad de romper los enlaces (puentes de hidrogeno) entre
las macromoléculas de mucina que forman una “red” en el mucus. El dextrano
compite en la formacion de puentes de hidrogeno con los sitios de union de las
glicoproteinas procedentes del mucus, dando como resultado la sustitucion de
péptidos de mucina (asociados a un gel mucoso) por oligosacaridos. Cabe
destacar que el efecto de reduccion de la viscosidad de las secreciones
observado en este polimero esta principalmente ocasionado por dextranos de

peso molecular bajo [338].

Por otro lado, Bargahouthi et al., evaluaron mediante ensayos in vitro la
capacidad del dextrano de interferir con las bacterias (P. aeruginosa) en su
adhesion a las ceélulas epiteliales A549 [333]. En concreto, el uso de

carbohidratos (como el dextrano) para bloquear el reconocimiento de los
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receptores bacterianos y prevenir el desarrollo de infecciones bacterianas se ha
usado en numerosos sistemas biologicos, ya que bacterias asociadas con
patologias como la neumonia (H. influenzae, y S. aureus) se unen a los
receptores de los carbohidratos presentes en el epitelio pulmonar [335]. De
manera casi paralela, Chiu et al.  [334] desarrollaron un estudio en el que
confirmaron la capacidad del dextrano de reducir la adherencia de Burkholderia
cepacia a células epiteliales del sistema respiratorio. B. cepacia es un patogeno
oportunista menos frecuente en pacientes con fibrosis quistica, pero que
comienza su colonizacion adhiriéndose a las células epiteliales del tracto
respiratorio y una vez establecido, rara vez se logra su erradicacion al poseer

una alta resistencia a los antibioticos [339].

Finalmente, los ensayos in vivo realizados permitieron confirmar los
resultados obtenidos in vitro. Bryan et al., [335] descubrieron que la
aerosolizacion de dextrano prevenia la neumonia y la muerte ocasionada por
P. aeruginosa en ratones neonatos. Feng et al.,, [337] realizo un estudio con
perros a los que se les administré dextrano en forma de aerosol. Los resultados
mostraron una reduccion en la densidad de las secreciones, facilitando su
eliminacion por aclaramiento mucociliar y a través de la tos. Estos resultados

fueron confirmados por Sudo et al., [336] en otro ensayo similar con perros.

El farmaco ciprofloxacino (descrito en los Capitulos 1 y 4) tras su
administracion por via intravenosa con dosis de 400 mg/kg, alcanza una
concentracion pulmonar de 3,84 mg/kg, es decir, un 0,96%. Por ello, se cree que
una administracion por via inhalatoria podria ofrecer un tratamiento mas
eficaz al realizar una administracion directa en el lugar de infeccion, con menor
toxicidad sistémica y, permitiendo al mismo tiempo, reducir la dosis total
administrada [294]. Del mismo modo, cuando se administra via oral, se
distribuye desde la sangre hasta los alveolos a través de dos tipos de células
epiteliales, alveolares y endoteliales. Por el contrario, cuando la administracion
es inhalatoria, el ciprofloxacino alcanza directamente el sistema respiratorio.
Chono et al., [340] realizaron un estudio in vivo en el que compararon la
administracion oral e inhalada del ciprofloxacino. Los resultados obtenidos

mostraron que la concentracion de ciprofloxacino fue mayor tanto en los
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macrofagos alveolares como en el liquido de revestimiento del pulmoén con esta
via de administraciéon, mostrando que, el ciprofloxacino resulta un buen

candidato para el tratamiento de infecciones respiratorias por via inhalatoria.

En este Capitulo se desarrolla una formulacion basada en el polimero
dextrano, por las propiedades ya discutidas anteriormente, al que se ha
incorporado el antibiotico ciprofloxacino, en un vector que pretende facilitar la

llegada del farmaco al sistema respiratorio.

5.2 Generacion de microparticulas basadas en el polimero

dextrano por gelificacion/precipitacion

Para la produccion de microparticulas de dextrano se empleo la técnica
de gelificacion/precipitacion descrita en el Capitulo 2 (Punto 2.1.3) seguida de
un proceso de secado mediante liofilizacion. El protocolo se baso en el estudio
realizado por Stenekes et al., [247], en el que se identificaron las variables que
podian afectar a la morfologia de las microparticulas resultantes. Las
condiciones experimentales estudiadas se recogen en la Tabla 2.4 (Capitulo 2,

Punto 2.1.3.2) y se describen en mayor detalle a continuacion.

5.2.1 Concentracion de polimero

Se estudi6 la formacion de microparticulas de dextrano (MPs de DXT)
mediante gelificacion/precipitacion empleando disoluciones acuosas del
polimero a tres concentraciones diferentes, 40, 50 y 60% p/p. Los ensayos se
realizaron a temperatura constante de 25 °C y sin agitacion. Las disoluciones
acuosas poliméricas se sonicaron hasta obtener una disolucion completa del
polimero. Pasado este tiempo, se siguio el protocolo descrito en el Capitulo 2,
Punto 2.1.3.2, estudiando la formacion del gel y las microparticulas a dos

tiempos distintos, 24 y 48 h.

La Figura 5.1 muestra las microparticulas de dextrano obtenidas a las

distintas concentraciones y tiempos estudiados. Se observa que las a las 24 h
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las microparticulas obtenidas tienen forma estérica. Con la concentracion de
dextrano mas baja (40% p/p) el tamano de particula fue de 5,03 + 0,77 pm frente
a2,79 + 0,48 ym vy 3,38 = 0,60 nm obtenidos para 50% p/p y 60% p/p de
dextrano respectivamente. A las 48 h, las microparticulas seguian manteniendo
su forma esférica, a excepcion de las obtenidas a la concentracion mas alta de
dextrano (60% p/p) donde se visualizaron grandes aglomerados. Estos
resultados son coherentes con un proceso de gelificacion progresivo. Si se
detiene a una etapa temprana, se pueden obtener precipitados aislados en
forma de microparticulas [247]. Mientras que, si el proceso se prolonga, la

gelificacion continua y se pierde la individualidad de las particulas.

Basandonos en estos resultados y buscando la obtencion de
microparticulas en el rango de 1-5 pm, se establecieron como condiciones

Optimas una concentracion de dextrano del 60% p/p y un tiempo de 24 h.

Figura 5.1. - MPs de DXT a distintas concentraciones y tiempos de estudio. DXT
40% p/p: (A) 24 h; (B) 48 h; DXT 50% p/p: (C) 24 h; (D) 48 h; DXT 60% p/p: (E - F) 24
h; (G - H) 48 h. En azul se encuentran recuadradas las imagenes de microscopia
SEM correspondientes a las condiciones seleccionadas como referencia

5.2.2 Tiempo de gelificacion/precipitacion

Para la concentracion de polimero seleccionada (DXT 60% p/p), se realizo

un seguimiento de la formacion de gel, la evolucion de la morfologia y tamafio
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de las microparticulas obtenidas a diferentes intervalos de tiempo hasta un
maximo de 48 h. El proceso se realizo a temperatura ambiente (25 °C) y sin

agitacion.

A los tiempos iniciales de 1 y 2 h no se aprecié la formacion de
microparticulas, cuya formacién pudo observarse solo a partir de las 3 h. Sin
embargo, no fue hasta las 8 h donde se pudieron diferenciar con mayor claridad

microparticulas individuales con morfologia redondeada (Figura 5.2).

Asimismo, el tamafio de las microparticulas fue creciendo en funciéon del
tiempo, desde un tamano de particula inicial menor de 1 um
(d,= 0,94 + 0,33 pm a las 3 h) hasta unas 5 ym (d, = 4,97 + 1,60 um a las 48 h)
(Figura 5.2). En la Figura 5.2F se muestra como se produce la formacion del gel
con el tiempo. Se puede apreciar que, a las 4 h (d,= 1,20 + 0,26 pm) el gel
adquirié un color blanquecino, correspondiente al comienzo de la formacion
de precipitados, coincidiendo con lo observado por microscopia SEM. A partir
de las 8 h (d,= 1,75 £ 0,35 pm) se observa una mayor consistencia lo que se
corresponde con la formacion completa de microparticulas. Con el tiempo, el
rendimiento del proceso también aumenta, desde valores en torno al 4% hasta

el 20% para tiempos de 4 y 8 h respectivamente.

A pesar de que a un tiempo de 8 h ya se obtuvieron microparticulas, se
decidio fijar el tiempo 6ptimo a 24 h, coincidiendo con lo descrito en el punto
anterior, con el objetivo de obtener un rendimiento mayor (30%). A 24 h el
tamano de particula fue de 3,37 + 0,35 pm, tamafno dentro del rango O6ptimo
(1-5 pm) para alcanzar la conduccion (traquea - bronquiolos) preferente para el

desarrollo de los biofilms bacterianos [84,110].
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1 @ MPs de DXT
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Figura 5.2. - Imagenes de microscopia SEM de las MPs de DXT a diferentes tiempos
de formacién: (A) 4 h; B) 8 h; (C) 12 h; (D) 24 h. Proceso de
gelificacion/precipitacion: (E) Relacion entre el tamafio de las MPs formadas y el
tiempo de gelificacion; (F) Imagenes del proceso de formacion del gel con el tiempo.
En azul se encuentran sefaladas las microparticulas seleccionadas.

5.2.3 Efecto de la agitacion, disolvente y temperatura

Para estudiar la influencia del disolvente y la agitacion en el proceso de
formacion de las microparticulas, se mantuvieron constantes el tiempo de

gelificacion/precipitacion en 24 h y la concentracion de polimero en 60% p/p.

Segun el estudio realizado por Stenekes et al., [247] la presencia de sales
en el medio permite reducir el tiempo de gelificacion, por lo que el agua
Milli-Q se sustituy6 por PBS. En efecto, los resultados obtenidos mostraron una
reduccion en el tiempo de gelificacion, y asi, dentro de la primera hora de

estudio se pudo observar la formacion del gel (Figura 5.3Dy 5.3E). Ademas, se
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anadio agitacion al proceso para observar si el desarrollo de microparticulas se
producia en un intervalo de tiempo mas corto. Esta agitacion se llevo a cabo de
dos maneras diferentes, mediante agitacion intensa utilizando un agitador
magnético a 500 rpm y por un método de agitacion mas suave (250 rpm),
empleando un sistema de movimiento por rodillos (Movil-Rod, JP. Selecta,

Espana).

Aunque se confirm6 que tanto el empleo de agitacion como de PBS
producian una aceleracion en la formacion del gel, la morfologia de las

microparticulas de dextrano obtenidas no fue esférica ni homogénea en

comparacion con las obtenidas en disolucion acuosa y en ausencia de agitacion
(Figura 5.3).

Agitacion Estatico PBS Agua Milli-Q

Figura 5.3. - MPS de DXT obtenidas a un tiempo de 24 h en forma de polvo seco a
distintas condiciones. Medio acuoso y agitacion: (A) Agitador magnético (500 rpm);
(B) Agitacion suave con rodillos (250 rpm); Medio salino y en estatico: (C) PBS como
disolvente; Comparacion de los geles formados: (G) Medio acuoso con agitacion y
en estatico (tiempo 1h); (H) Medio PBS y agua Milli-Q en estatico (tiempo 1h). En
todos los casos, DXT 60% p/p y temperatura 25 °C.

La hipotesis de Stenekes et al., [247] es que inicialmente la cadenas de
dextrano se asocian a través de enlaces puente de hidrogeno, después se
produce la nucleaciéon y finalmente el crecimiento de los cristales con forma
esférica. La presencia de iones procedentes de las sales del PBS requieren de

moléculas de agua para solvatarse, facilitando la asociacion de las cadenas vy,
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por lo tanto, la cristalizacion. Ademas, la agitacion de la disolucion induce la
orientacion de las cadenas, dando como resultado una cristalizacion acelerada
[341]. Sin embargo, esta reorganizacion de las cadenas de dextrano da lugar a
precipitados con formas y tamanos muy heterogéneos lo que sugiere, que,
aunque el proceso sea mas rapido, la interaccion entre cadenas se produce de
manera mas desordenada. En resumen, la aceleracion del proceso por aumento
de la fuerza ionica o de la agitacion, aumenta el namero de eventos nucleacion
espontaneos sin descartar la nucleacion secundaria sobre particulas ya

formadas vy, por tanto, la heterogeneidad del sistema.

Finalmente, se estudio la influencia de la temperatura sobre la velocidad
de formacion del gel, suponiendo que un aumento de temperatura también
aceleraria la reorganizacion de las cadenas de dextrano y, por tanto, la
obtencion de microparticulas. Basandose en los resultados obtenidos a 25 °C,
se fijo 4 h como tiempo de estudio, momento a partir del cual se comenzo6 a
observar la formacion de particulas (Figura 5.2). El intervalo de temperaturas

analizado fue de 4°C a 60 °C, manteniéndose el sistema sin agitacion.

En la Figura 5.4 se observa que una bajada de la temperatura (4 °C) no
favorece la formacion del gel y, en consecuencia, tampoco la generacion de
microparticulas. Por el contrario, a 37 y 60 °C las microparticulas obtenidas
fueron muy similares, d,(37°C) = 1,60 + 0,33 pm y d, (60°C) = 1,00 + 0,26 pm, a
las obtenidas a temperatura ambiente, d, (25°C) = 1,20 + 0,25 pm a un tiempo
de 4 h. Un aumento en la temperatura favorece la solubilidad del dextrano y
reduce la viscosidad, facilitando la interaccion entre las cadenas del polimero,
dando como resultado un menor tiempo para la formacion del gel y, por
consiguiente, de los precipitados [342]. Igualmente, parece favorecer la cinética
de nucleacion aumentando el numero de eventos y reduciendo, por tanto, el
tamano de particula final. Sin embargo, del mismo modo que al anadir sales o
agitacion durante el proceso de gelificacion/precipitacion, la velocidad de
reorganizacion de las cadenas poliméricas se produce de manera mas
desordenada, en este caso el aumento de temperatura también conduce a
precipitados algo mas heterogéneos. Por esta razon, se mantuvieron las

condiciones de temperatura ambiente en el resto del estudio.
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Figura 5.4. - MPs de DXT (60% p/p) en estatico a un tiempo de 4 h en forma de
polvo seco a distintas temperaturas: (A) 4 °C; (B) 37 °C; (C) 60 °C. Gel formado en
estatico a un tiempo de 4h a distintas temperaturas: (D) 4 °C; (E) 37 °C; (F) 60 °C.

5.2.4 Incorporacion del antibiotico ciprofloxacino

Se utilizaron las siguientes condiciones: temperatura, 25 °C;
concentracion de dextrano, 60% p/p; agua Milli-Q como disolvente; tiempo de

gelificacion/precipitacion, 24 h sin agitacion.

Para incorporar el antibiotico ciprofloxacino en las microparticulas de
dextrano se siguieron dos estrategias, en la primera se incorporo el antibiotico
a la disolucion polimérica, de manera que quedase atrapado en las
microparticulas durante su proceso de formacion. En la segunda se incorporo6

el antibiotico tras la sintesis y liofilizacion de las microparticulas.

En la primera estrategia, la carga del ciprofloxacino se vio limitada por la
solubilidad de este antibiotico en agua (35 mg/mL), lo que restringio la ratio
antibiotico/polimero a un maximo de 0,02 mg ciprofloxacino/mg dextrano. Las
microparticulas obtenidas se muestran en la Figura 5.5y, aunque presentaron
un tamano de particula y morfologia muy similar a las microparticulas de
dextrano sin antibiotico, la carga de farmaco (CF) fue muy baja (CF = 0,9 + 0,3%).

Dicha carga se calculo siguiendo el protocolo descrito en el Anexo I, Punto 1.3.2.
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En la segunda estrategia se produjo el anclaje electrostatico del
ciprofloxacino a la superficie de las microparticulas preformadas en forma de
polvo seco. El ciprofloxacino tiene dos grupos funcionales, (-NH,) y (-COOH), y
presenta dos constantes de disociacion correspondientes, con pKa, = 6,18
(—COOH) y pKa, = 8,76 (-NH,) (Capitulo 1, Tabla 1.1), de forma que cada uno de
estos grupos funcionales se encuentra ionizado a un pH especifico, por lo que
este antibiotico puede mostrar carga positiva, neutra o negativa dependiendo
del pH del medio. El ciprofloxacino en medio acido (pH < 6) muestra carga
positiva debido a la protonacion del grupo amino (-NH;*) y en medios basicos
(pH > 8) muestra carga negativa por la presencia del grupo carboxilico ionizado
(-COO) [343]. Por esta razon, el ciprofloxacino se resuspendio en medio acuoso
con pH = 4,4 (ajustado con HCl 0,1M), y se procedié a medir su potencial &. El
valor de carga superficial mostré un valor de +12,6 mV. Al mismo tiempo, se
midio el potencial & de las microparticulas de dextrano a ese mismo pH (4,4)
obteniendo un valor de -16,7 mV, debido a los grupos hidroxilo (-OH) presentes

en las moléculas de glucosa.

A la vista de estos resultados, el ciprofloxacino se disolvi6 en una
disolucion acuosa a pH = 4,4, anadiéndose con una ratio mg MPs/mg farmaco
de 1:1. El ciprofloxacino se mantuvo en contacto con las microparticulas
preformadas un tiempo de 16 h, con agitacion (100 rpm) y a una temperatura
de 4 °C. Posteriormente, las microparticulas de dextrano se recuperaron
mediante una doble centrifugacion (6000 rpm, 10 min, 25 °C) que permitio
eliminar el antibiotico remanente en la disolucion. Dichas microparticulas de
dextrano con ciprofloxacino (MPs de DXT@CPX) se secaron siguiendo el
protocolo descrito en el Capitulo 2, Punto 2.1.3.2. y representado en el Esquema
2.4.

Las microparticulas de dextrano con ciprofloxacino (Figura 5.5)
presentaron un tamano medio de particula, d,= 4,30 + 1,30 nm, algo mayor que
el de las microparticulas sin farmaco (d,= 3,70 + 0,60 pum). Sin embargo, ambos
tipos de microparticulas basadas en dextrano (con y sin ciprofloxacino)
mostraron una morfologia muy similar. En comparacion con las

microparticulas de dextrano con ciprofloxacino encapsulado, estas
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microparticulas mostraron un valor de carga de farmaco cinco veces superior,
alcanzando un valor de CF = 4,9 + 1,0 %. Por tanto, se seleccion0 esta estrategia

para la produccion de microparticulas de dextrano con ciprofloxacino
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Figura 5.5. - MPs de DXT (60% p/p) con ciprofloxacino encapsulado: (A - B)
Imagenes de microscopia SEM; (C) Histograma de la distribucion de tamafo de
particula, con un d, = 2,21 + 0,30 pym (N = 150). MPs de DXT (60% p/p) con
ciprofloxacino anclado a la superficie: (D - E) Imagenes de microscopia SEM; (F)
Histograma de la distribucion de tamafno de particula, con un d, = 4,30 + 1,30 pm
(N = 150). En azul se encuentran senaladas las MPs seleccionadas.

5.3 Caracterizacion de las microparticulas basadas en dextrano

5.3.1 Caracterizacion fisico-quimica

La presencia del antibiotico ciprofloxacino en las microparticulas se
estudi6 mediante XPS, EDX y FTIR. La estructura cristalina de las
microparticulas producidas se confirm6 mediante XRD. La carga superficial de
las particulas se obtuvo mediante la medida del potencial ¢ a pH 4,4 (Tabla 5.3).

Las técnicas, condiciones de caracterizacion y protocolos empleados en la
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caracterizacion de las microparticulas basadas en el polimero dextrano se

encuentran detalladas en el Anexo I.

La técnica de XPS permitié comprobar la presencia de ciprofloxacino la
superficie de las microparticulas de dextrano. En la Tabla 5.1 se observa la
presencia tanto de fldor (F) como de nitrogeno (N) Unicamente en las
microparticulas con ciprofloxacino, ambos elementos caracteristicos de las
fluoroquinolonas (Capitulo 1, Tabla 1.1). Del mismo modo, como era de
esperar, ambas microparticulas (con y sin farmaco) presentaron porcentajes
elevados de carbono (C) y oxigeno (O) presentes tanto en las cadenas de

polimero como en el antibiotico.

Tabla 5.1 - Resultados del analisis XPS de las microparticulas basadas en dextrano.

Muestras Elementos

O1s Cls N 1s F1ls
Microparticulas de dextrano 40,3 % 59,7 % - -
Microparticulas de dextrano 34.9 % 62.7 % 1,7 % 0.7 %

con ciprofloxacino

Ademas, la presencia de farmaco en las microparticulas se comprobo
empleando el microscopio SEM Nova NanoLab 200 mediante analisis EDX de la
composicion quimica de las microparticulas de dextrano con ciprofloxacino en
la superficie y en el interior. Las microparticulas se seccionaron de manera
transversal con un haz de iones y electrones acoplado a este microscopio para
analizar su estructura interna. Se observo que las microparticulas poseian una
estructura interna porosa (Figura 5.6). El analisis elemental revela ausencia de
fldor (F) en el interior de las microparticulas, elemento caracteristico del
ciprofloxacino, mientras que en la superficie de las microparticulas si se
detecto fluor (F). Cabe destacar que el flior esta presente en un porcentaje muy
bajo (0,4%), correspondiendo al ciprofloxacino incorporado (Figura 5.6 y Tabla

5.1) lo que coincide con la carga de farmaco (CF = 4,9 + 1,0%).
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Figura 5.6. - Espectro EDX de MPs de DXT@CPX: (A - B) Superficie; (C - D) Interior.

Tabla 5.2 - Analisis quimico mediante EDX de las MPs de DXT@CPX en superficie
e interior.

MPs de DXT@CPX MPs de DXT@CPX
superficie interior
Elemento % atomico

CK 88,6 90,1

OK 10,4 9,9

N K 0,6 -

FK 0,4 -
Total 100,0 100,0

La presencia de farmaco en las microparticulas de dextrano se confirmo

también mediante el empled la técnica FTIR. Para ello, se obtuvieron los
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espectros del dextrano y del ciprofloxacino puros y de las microparticulas

basadas en dextrano con y sin antibiotico (Figura 5.7).
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Figura 5.7. - Espectros FTIR de dextrano puro, MPs de DXT y MPs de DXT@CPX: (A)
Espectro FTIR entre 4000 y 600 cm™; (B) Region ampliada en el rango de 1800 a
600 cm™.

En los espectros de las microparticulas basadas en dextrano aparece un
pico a 3400 cm™ atribuido a las vibraciones de los grupos (-OH) caracteristicos
de los polisacaridos que forman el dextrano. Ademas, se distingue otro pico en
2900 cm™ correspondiente a los grupos C-H. Y otros dos picos mas a 1146 cm™
y 1021 cm™, los cuales se atribuyen a las vibraciones de los enlaces C-O y C-C
respectivamente [344]. La presencia de los picos a 3400 y 2900 cm™ en el
espectro las microparticulas en comparacion con el dextrano puro es indicativo

de una estructura cristalina [247].

De manera analoga, se obtuvo el espectro del ciprofloxacino puro. Se
observaron dos picos a 1610 cm ™'y 1286 cm™ correspondientes al grupo fenilo
conjugado con (-COOH) y al enlace correspondiente a C-F respectivamente. El
pico correspondiente a 1498 cm™ indic6 la presencia de enlaces C=C y el pico
en 1708 cm™la vibracion de los enlaces C=C. Igualmente, también se apreciaron
dos picos a 3043 y 2847 cm™' correspondientes a los enlaces C-H procedentes
del anillo de fenilo [345,346]. Pese a la baja carga de farmaco en las

microparticulas de dextrano, se pudieron observar los picos principales del



Particulas de dextrano con ciprofloxacino || GTEN

ciprofloxacino (1610 cm™y 1286 cm™), lo que confirmé la presencia del

antibiotico en las microparticulas desarrolladas.

La técnica de XRD proporciona informacion sobre la estructura cristalina
de un material. Figura 5.8 se encuentran representados los patrones de XRD

obtenidos de las distintas muestras.
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Figura 5.8. - Difractogramas XRD en estado solido de: (A) Dextrano vy
ciprofloxacino puros en polvo; (B) MPs de DXT y MPs DXT@CPX.

El dextrano puro mostré6 una estructura amorfa mientras que los
resultados obtenidos para las microparticulas basadas en este polimero
revelaron que el proceso de gelificacion/precipitacion daba lugar a
microparticulas con estructura cristalina. Por otro lado, el patron de XRD del
ciprofloxacino puro mostro picos estrechos y definidos, revelando su alto
grado de cristalinidad, con seis picos principales en diferentes angulos de
difraccion: 6,7°; 10,1°; 19,4° ; 23,19 26,6° y 29,4°. Su pico mas caracteristico se
encuentra en 19,4° [347,348]. En el caso de las microparticulas de dextrano con
ciprofloxacino, se observaron los mismos picos que en las microparticulas sin
farmaco, confirmando la permanencia de la estructura cristalina del material.
Sin embargo, no se pudieron identificar los picos asociados a la presencia de
ciprofloxacino en ellas, probablemente por la baja cantidad relativa de farmaco

en dichas microparticulas.
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Ambas microparticulas basadas en dextrano mostraron un potencial &
negativo a diferencia del ciprofloxacino puro, con valor de potencial § positivo.
Las microparticulas de dextrano con ciprofloxacino mostraron un valor de
potencial £ menos negativo, lo que confirma la presencia de ciprofloxacino en

las particulas (Tabla 5.3).

Tabla 5.3 - Caracterizacion del ciprofloxacino y de las microparticulas basadas en
dextrano con y sin ciprofloxacino.

Muestras SEM Potencialg
d,
. D10 D50 D90 ,
(media + DE) Span (mV)*
(um) (um) (nm) (nm)
Ciprofloxacino 10,40 + 6,30 4,85 8,32 17,36 1,50 +12,5
MPs de DXT 3,40+0,60 3,0+0,5 3,7+0,6 4,4+0,7 0,35 -16,7
MPs de 430+130 33+1,0 41+13 51+£1,6 041  -53
DXT@CPX

*Potencial £ medido a un pH = 4,4

5.3.2 Estudio de la cinética de liberacion del antibiotico ciprofloxacino

Los experimentos de liberacion de ciprofloxacino se hicieron en medio
PBS a 37 °C con agitacion (250 rpm). La cuantificacion de la cinética de
liberacion del antibiotico desde las microparticulas de dextrano se realizo

mediante UV-Vis (Anexo I, Seccion 1.3).

La presencia de ciprofloxacino anclado electrostaticamente a la
superficie de las microparticulas de dextrano o alrededor de ellas descarto6 el
empleo de modelos tradicionales como Peppas - Shalin [320] o Higuchi [349],
en los cuales se produce una liberacion y difusion del farmaco por procesos de
erosion de las particulas. A fin de reflejar de forma mas fiel el proceso de
liberacion del farmaco, se consider6 mas adecuado el uso de un modelo en el
que se produce la transferencia de materia de ciprofloxacino, desde la
superficie de las particulas hasta el medio de disolucion (PBS). El proceso de

anclaje electrostatico se produjo a un pH = 4,4, de modo que al entrar en
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contacto con el PBS (pH proximo a 7,4), se esperaba un debilitamiento de las
interacciones producidas entre el dextrano y el farmaco, favoreciéndose una

rapida liberacion del ciprofloxacino.

Los datos experimentales se analizaron con el programa gPROMS por el
Dr. Alvaro Gonzalez-Garcinufio empleando la ecuacion 5.1. Los parametros del
modelo se estimaron segun lo explicado en el Anexo II, Seccion I1.2, ajustando

los datos de concentracion del farmaco (ciprofloxacino) en funcion del tiempo:

dc
ar kx (G -0 Ec. (5.1)

donde k es la constante de velocidad de liberacion del farmaco, C representa la

concentracion del farmaco y C. es la concentracion maxima liberada.

El parametro k mostr6é un valor de 0,058 min’, el cual se encuentra
dentro del rango de resultados publicados en otros estudios de liberacion.
Garcia - Gonzalez et al., [350] realizaron un estudio en el que desarrollaron
microesferas a base de polisacaridos junto con los farmacos ketoprofeno y
acido benzoico. Los estudios de liberacion in vitro realizados mostraron unas
constantes de velocidad de liberacion de 0,025 min™!, situandose dentro del

rango del valor obtenido para el antibiotico ciprofloxacino.

En los estudios de liberacion de ciprofloxacino desde las microparticulas
de dextrano, se puede observar que en los primeros 30 minutos se liber6 un
75,0 + 2,9% de farmaco y posteriormente la liberacion prosiguié lentamente
alcanzandose una concentracion maxima de 81,8 + 4,5% de ciprofloxacino en el
medio a un tiempo de 24 h (Figura 5.9). La incompleta liberacion del farmaco
podria deberse a interacciones quimicas entre el farmaco y el polimero que

retengan una fraccion del mismo en los sitios de mayor afinidad.
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Figura. 5.9. - Liberacion acumulada de ciprofloxacino (%) en funcion del tiempo
(min) en PBS a 37 °C para las MPs de DXT@CPX: (A) Tiempo hasta 24 h; (B) Region
ampliada hasta 2 h (media = DE, n = 3).

Este tipo de liberacion tan rapida del farmaco ha sido previamente
descrita por otros investigadores. Mang al et al., [217] emplearon el estearato
de magnesio y la L-leucina como portadores del antibiotico ciprofloxacino. Los
estudios de disolucion in vitro mostraron una disolucion del 80% del farmaco
dentro de los primeros 5 minutos, independientemente del portador utilizado.
De manera analoga, Karimi et al, [43] desarrollaron microparticulas de
ciprofloxacino por spray-drying con PVA y L-leucina como excipientes. El
ciprofloxacino fue liberado de manera completa desde las microparticulas en

un tiempo de 3 minutos.

La rapida liberacion observada concuerda con la estructura de las
microparticulas por microscopia SEM. Las microparticulas de polimero actian
como soporte del ciprofloxacino que se encuentra en su superficie o alrededor
de ellas. Este tipo de formulaciones representa el modelo clasico de
formulacion para inhaladores de polvo seco. Es decir, formulaciones en las que
se usa un portador como la lactosa [351], estearato de magnesio [352] o L-
leucina [353] para mejorar las propiedades de aerodinamicas del polvo y la
dispersion del farmaco en el momento de la inhalacion [354]. Un escenario de
liberacion rapido es adecuado para un suministro inhalatorio, y en cambio, no
lo seria para una administracion oral o parenteral, donde se produciria la

liberacion de la mayor parte del farmaco antes de alcanzar el 6rgano diana.
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5.4 Ensayos in vitro en células pulmonares

Los ensayos in vitro con las microparticulas basadas en dextrano se
llevaron a cabo siguiendo los protocolos que se encuentran detallados en el

Capitulo 2.

5.4.1 Ensayos de citotoxicidad celular

El ensayo de citotoxicidad celular Alamar Blue (Capitulo 2, Punto 2.3.3)
se realizo con concentraciones en el rango de 0,1 ng/mL hasta 100 png/mL,
siendo la concentracion maxima de ciprofloxacino probada 50 veces superior
al valor de MBC en P. aeruginosa (2 ng/mlL) [252] y 100 veces superior al valor
de MIC en S. aureus (1 ng/mL) [251].

Se observo que a los tiempos de estudio utilizados (24 y 48 h) el
ciprofloxacino puro mostraba citotoxicidad a la concentracion mas alta
probada (100 ng/mL) en la linea celular A549 tanto a 24 como a 48 h. Por el
contrario, las microparticulas de dextrano no mostraron citotoxicidad en
ninguna de las tres lineas celulares independientemente de la cantidad de
ciprofloxacino. Por tanto, se fijo la concentracion maxima tolerada para el
ciprofloxacino en 50 pg/mlL para la linea celular A549 y 100 pg/mlL para las
lineas celulares NCI-H441 y Calu-3. En el caso de las microparticulas basadas
en dextrano, la concentracion maxima compatible fue < 100 upg/mL
(Figuras 5.10y 5.11). Los resultados se explican por la alta biocompatibilidad
del dextrano, lo que dio lugar a valores de biocompatibilidad alejados del valor

considerado como citotoxico para la linea celular A549.

El efecto citotéoxico del ciprofloxacino sobre la linea celular A549 se
observo igualmente en el Capitulo 4 (Punto 4.4.1). Esta toxicidad se debe a la
inhibicion de la Topoisomerasa II, lo que provoca una inhibicion de la
proliferacion celular y una acumulacion de las células en la fase G2/M del ciclo
celular [323]. Por el contrario, aunque la concentracion de ciprofloxacino en las
microparticulas fue equivalente al ciprofloxacino puro, estas no resultaron

toxicas. Una posible razon es que tal y como se ha visto en estudios previos
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[333,355], el dextrano es capaz de inhibir la adhesion de P. aeruginosa a células
epiteliales de pulmoén (A549), recubriendo de manera no especifica las células
eucariotas y actuando como una barrera protectora. En base a esta hipotesis,
se podria entender que el ciprofloxacino no genere toxicidad cuando es

administrado de manera conjunta con el dextrano en la linea celular A549
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Figura 5.10. - Viabilidad celular tras exposicion a CPX y MPs de DXT con y sin CPX
a tiempos de 24 y 48 h: (A - B) Linea celular A549; (C - D) Linea celular NCI-H441.
Los resultados se muestran como media + DE (n = 3). Diferencias significativas (*p
< 0,05) entre las muestras en relacion al CPX puro. La linea negra discontinua indica
el 70% de viabilidad celular de acuerdo con la norma ISO 10993-5.
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Figura 5.11. - Viabilidad celular tras exposicion a CPXy MPs de DXT con y sin CPX
a tiempos de 24 y 48 h: (A - B) Linea celular Calu-3. Los resultados se muestran
como media + DE (n = 3). Diferencias significativas (*p < 0,05) entre las muestras
en relacion al CPX puro. La linea negra discontinua indica el 70% de viabilidad
celular de acuerdo con la norma ISO 10993-5.

Se puede concluir que las microparticulas de dextrano con y sin
ciprofloxacino pueden ser consideradas biocompatibles para su administracion
por via pulmonar a concentraciones < 100 ng/mL en las tres lineas celulares

estudiadas.

5.4.2 Estudios de captacion celular e interfase aire-liquido (ALI)

La glicoproteina P (Gp-p) es conocida como una proteina de resistencia a
multiples farmacos (MDR), se encuentra en la membrana celular y actia como
transportador de flujo eliminando toxinas y agentes xenobioticos, como los
farmacos [356]. Los niveles de expresion de Gp-p en los pulmones son por lo
general bajos, lo que correlaciona con una menor actividad de este

transportador en las células respiratorias [357].

La inhibicion de Gp-p resulta una estrategia eficaz para mejorar la
biodisponibilidad de los farmacos que actian como sustratos de esta proteina,

favoreciendo su entrada a la célula [356]. El ciprofloxacino es uno de los
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antibioticos que actua como sustrato de la Gp-p, mientras que el antibiotico

azitromicina (Capitulo 7) actia como inhibidor [358].

En este contexto, se estudio la capacidad tanto del ciprofloxacino puro
como de las microparticulas de dextrano con ciprofloxacino de ser
internalizadas por las células NCI-H441. Se realiz6O un seguimiento de la
concentracion de ciprofloxacino en el interior celular durante un tiempo
maximo de estudio de 2 h. Ademas, también se evalu6 la capacidad de este
antibiotico de atravesar una monocapa celular en un cultivo ALL La
concentracion de ciprofloxacino ensayada fue de 50 png/mlL, concentracion 100
veces superior al valor de MIC (Punto 5.5.2). La medida del transporte del
ciprofloxacino se realiz6 en direccion Apical — Basolateral (A—B). Las muestras
con el antibiotico se anadieron en el compartimento apical y las alicuotas

procedieron del compartimento basolateral (Capitulo 2, Punto 2.2.4).

En la Figura 5.12A se observa como la cantidad de ciprofloxacino
detectada en el interior celular al final del estudio (240 minutos), aunque
aumentd con el tiempo se mantuvo en valores bajos con un valor final
aproximado del 3%. Este resultado confirmo la dificultad del ciprofloxacino de

acceder en el interior celular.

Por otro lado, el coeficiente de permeabilidad aparente (P,,,) determinado
en sentido A—B mostro un valor P,,, > 1 para el ciprofloxacino puro (Figura
5.12B). Este valor coincide con lo obtenido por Cavet et al, [359] en el estudio
desarrollado en células Caco-2 (procedentes de colon) en el que indicaron que
los resultados obtenidos podian deberse a la existencia de un transporte activo
o una fuerza impulsora desde la membrana apical a la basolateral diferente de
un gradiente de concentracion. Igualmente, en el estudio realizado por Park et
al.,[360] sugirieron que, el ciprofloxacino ademas de ser un sustrato de la Gp-p
también era un sustrato de un transportador de absorcion que bombeaba en
direccion opuesta a Gp-p, haciendo que la concentracion de ciprofloxacino

aumentase en el compartimento basolateral.
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Figura 5.12. - Ensayos in vitro con la linea celular NCI-H441; (A) Ensayo de

captacion celular del CPX puro y anclado a las MPs de DXT; (B) Representacion del
coeficiente de permeabilidad aparente obtenido de un ensayo ALL

En todo caso, los valores obtenidos con las microparticulas de dextrano
con ciprofloxacino en ambos estudios fueron inferiores al ciprofloxacino puro.
Como se ha mostrado en la Tabla 5.3, las microparticulas presentaron una
carga superficial negativa (-5,3 mV). La presencia de cargas negativas en las
microparticulas va a reducir su interaccion con las membranas celulares,
también con carga negativa, lo que limita el paso de moléculas con cargas
similares [162,361]. Se concluye por tanto que el uso de microparticulas de
dextrano como vectores limita atin mas la captacion de ciprofloxacino por parte
de las células y su paso a través de la membrana celular. Por tanto, debido a la
escasa capacidad de introducirse en el interior celular, puede ser usadas como
tratamiento frente a patogenos extracelulares como P. aeruginosa al mismo

tiempo que reduce la toxicidad en células pulmonares.

5.5 Actividad antimicrobiana, biofilms y bacterias planctonicas

5.5.1 Biofilms

Aunque la mayoria de las infecciones agudas producidas por bacterias
tienen una buena respuesta al tratamiento con antibioticos, las enfermedades

pulmonares créonicas como la fibrosis quistica o la EPOC desarrollan de manera
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frecuente infecciones a nivel pulmonar, en las cuales la aparicion de biofilms

bacterianos ocasiona una mayor resistencia al tratamiento [362].

El ciprofloxacino es uno de los antibioticos mas usados en el tratamiento
frente a P. aeruginosa, se administra principalmente por via oral solo o en
combinacion con otros antibioticos inhalados como tobramicina o colistina,
facilitando una rapida erradicacion de esta bacteria cuando hay infecciones en
los pulmones [363]. Los biofilms generados por P. aeruginosa muestran una
mayor susceptibilidad al ciprofloxacino comparado con la tobramicina o
colistina [364]. Esto se debe a que la proliferacion del biofilm produce una
disminucion del pH pulmonar, favoreciendo que el ciprofloxacino se encuentre
en su forma protonada y por con siguiente mejore su interaccion electrostatica

con la matriz de alginato presente en el biofilm [365].

Respecto al polimero dextrano, tal y como se ha sefialado anteriormente,
el estudio realizado por Barghouthi, et al, [333] demostré la capacidad del
dextrano de inhibir la adhesion de P. aeruginosa a celulas epiteliales de pulmon.
Esta inhibicion se producia de manera inespecifica, es decir, no interacciona
con un ligando o receptor concreto. Este efecto también se ha observado en
otros oligosacaridos inhibiendo la adhesion de otros patdgenos causantes de

infecciones pulmonares como son S. pneumoniaey B. cenocepacia [366].

Se empleo la bacteria P. aeruginosa para comprobar la eficacia de este
antibiotico en biofilms desarrollados in vitro (Capitulo 2, Tabla 2.6). La
concentracion de ciprofloxacino empleada (0,5 pg/mlL) en ambas muestras
(farmaco libre y en las microparticulas de dextrano) para evaluar la
susceptibilidad de las cepas bacterianas se obtuvo de EUCAST (EUCAST;

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) [367].

En la Figuras 5.13A y 5.13B se puede observar como la densidad optica
(OD590) de las distintas cepas bacterianas disminuyo al ser tratadas con ambos
tipos de muestras. El efecto obtenido contra ambos tipos de biofilm fue muy
similar. Los biofilms control presentaron una capa mucosa en su superficie que

disminuy6 al ser tratada con el antibiotico en la mayoria de las cepas, a
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excepcion de 5536. Dicha cepa mostré una menor reduccion de la densidad
bacteriana y, por tanto, una mayor resistencia al tratamiento. Esto es debido a
que las Pseudomonas empleadas tuvieron un origen clinico y, por tanto,
diferentes comportamientos tanto a la hora de desarrollar un biofilm, que
también se manifiesta en la susceptibilidad mostrada al antibi6ético empleado

como tratamiento.
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Figura 5.13. - Comparacion de los valores de densidad optica (OD590) obtenidos
a partir de biofilms formados P. aeruginosa en dos condiciones de cultivo
diferentes. Cultivos tratados con CPX puro y MPs de DXT@CPX: (A) Absorbancia
correspondiente a la densidad oOptica del pre-biofilm; (B) Absorbancia
correspondiente a la densidad optica del biofilm. Los resultados se muestran como
media = DE (n = 3). Diferencias significativas (*p < 0,05) entre las muestras en
relacion al control.

5.5.2 Bacterias planctonicas

S. aureus (Gram-positiva), es uno de las primeras bacterias en colonizar
los pulmones de los pacientes con fibrosis quistica. Es la bacteria mas
prevalente en los pacientes jovenes, esta asociada a una disminucion de la
funcion pulmonar y un aumento en la respuesta inflamatoria [329]. Por otro
lado, como se ha comentado anteriormente, P. aeruginosa (Gram-negativa), es
la responsable de las infecciones cronicas en el 60-75% de los pacientes adultos
con FQ [368]. En el caso de los pacientes con EPOC, los microorganismos mas
frecuentes son H. influenza, S. pneumonia y M. catarrhalis pero, las bacterias

presentes en las vias respiratorias varian dependiendo de la gravedad de la
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enfermedad ya que las bacterias Gram-negativas como P. aeruginosa se detecta
con mayor frecuencia en pacientes con un grado de enfermedad mas severo.
Por otro lado, S. aureus aunque menos frecuente, también es detectada en
cultivos bacterianos procedentes de las vias respiratorias de estos pacientes
[369].

Como se ha comentado en el Capitulo 1 y 4, el ciprofloxacino es un
antibiotico de amplio espectro. Con el fin de obtener los valores MIC y MBC de
las microparticulas de dextrano con ciprofloxacino, y poder realizar una
comparacion con el farmaco puro, se seleccionaron como modelo de bacterias

planctonicas S. aureus 'y P. aeruginosa.

En primer lugar, se llevo a cabo un seguimiento del crecimiento de estos
modelos bacterianos midiendo el valor de densidad optica (OD600) de las
diferentes suspensiones bacterianas tras ser tratadas con concentraciones
equivalentes de ciprofloxacino como farmaco puro y en microparticulas de
dextrano. Las curvas de crecimiento para ambos modelos bacterianos
expuestas a las microparticulas de dextrano con ciprofloxacino se encuentran
representadas en la Figura 5.14A y 5.14B. Las curvas de crecimiento de ambas
bacterias en tratamiento con el ciprofloxacino puro se han mostrado en el
Capitulo 4 (Figuras 4.12y 4.13).

S. aureus presento un retraso en el crecimiento bacteriano a partir de la
concentracion de 0,375 pg/mL y se atenud aun mas a una concentracion de
0,500 pg/mlL, ya que hasta las 16 h no se observo un comienzo del crecimiento
bacteriano, indicando que éste se encontraba inhibido. Ademas, a
concentraciones > 0, 500 ng/mL no se pudo distinguir entre la fase exponencial
y la fase estacionaria del ciclo de crecimiento bacteriano. Por otro lado, en
P. aeruginosa a una concentracion de 0,250 png/mL se pudo observar que,
aunque la fase logaritmica no se retraso y siguio la misma tendencia que la
bacteria control, el crecimiento bacteriano alcanz6 un valor de densidad Optica
de ~ 42% del valor obtenido por el grupo control. Es decir, el ciprofloxacino

presente en las microparticulas disminuy6 la densidad bacteriana a menos de
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la mitad. A concentraciones > 0,500 png/mL no hubo crecimiento de la densidad

bacteriana.

A lavista de los resultados obtenidos con los ensayos de densidad Optica,
las concentraciones que mostraron una disminucion en el crecimiento
bacteriano se estudiaron con el método de diluciones seriadas en agar y se
confirmaron los valores de MIC y de MBC tanto para el antibiotico puro como
para las microparticulas de dextrano con ciprofloxacino. En la Figura 5.14 se
puede observar que los valores de MIC y de MBC obtenidos fueron los mismos
para ambas muestras, siendo 1 ng/mL y 2 ng/mL las concentraciones que
inhibieron el crecimiento bacteriano en S. aureus y P. aeruginosa

respectivamente.

Por ultimo, las bacterias tratadas se estudiaron con detalle por
microscopia SEM. Las imagenes revelaron una acumulacion de las bacterias en
la superficie de las microparticulas de dextrano con ciprofloxacino. Este
antibiotico posee carga positiva en ambientes ligeramente acidos, y un
ambiente con infeccion bacteriana posee precisamente un pH acidificado. Es
importante puntualizar que el ciprofloxacino presente en la superficie o
alrededor de las microparticulas va a permitir la presencia de areas con carga
positiva, y por tanto favorecer su adhesion a la membrana celular bacteriana,

con carga negativa, produciendo la muerte bacteriana.

Como se ha comentado en el Capitulo 4, Punto 4.4.2 en el caso de
S. aureus el mecanismo de accion consiste en la inhibicion de la enzima
Topoisomerasa IV, mientras que en el caso de P. aeruginosa el ciprofloxacino
es capaz de atravesar la membrana bacteriana e inhibir las enzimas ADN girasa

y Topoisomerasa IV [327,330].

De forma analoga a los resultados mostrados con el ciprofloxacino puro
en el Capitulo 4 (Figura 4.15 y 4.16), las microparticulas con ciprofloxacino
produjeron efectos en la morfologia bacteriana, mostrando cambios en su
membrana externa en comparacion con el grupo control, tales como

hendiduras y arrugas (Figura 5.15).
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Figura 5.14. - Actividad antimicrobiana de las MPs de DXT@CPX. Seguimiento del
crecimiento bacteriano por densidad oOptica (OD600): (A) S. aureus; (B) P.
aeruginosa. Determinacion del valor de la MIC y la MBC por UFC/mL frente a
ciprofloxacino puro: (C) S. aureus; (D) P. aeruginosa. Los resultados se muestran
como media + DE (n = 3). Diferencias significativas (*p < 0,05) entre las muestras

en relacion al CPX puro.

Estos resultados indicaron que S. aureusy P. aeruginosa fueron igual de

susceptibles al ciprofloxacino tanto puro como presente en las microparticulas,

es decir, que la actividad antimicrobiana no se vio afectada por la presencia del

polimero.
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Figura 5.15. - Imagenes de microscopia SEM de S. aureus: (A) Control; (B - C)
Bacterias tratadas con las MPs de DXT@CPX. Imagenes de microscopia SEM de
P. aeruginosa: (D) Control; (E - F) Bacterias tratadas con las MPs de DXT@CPX. Las
flechas amarillas sefialan MPs y las flechas azules indican cambios producidos en
la morfologia bacteriana.

5.6 Propiedades aerodinamicas y generacion de aerosoles

La eficacia clinica de los farmacos inhalados viene fuertemente
influenciada por la region pulmonar en la que el farmaco es depositado. [370].
A continuacion, se muestran diferentes estudios con las microparticulas de
dextrano de cara a su suministro por via inhalatoria. Por un lado, se investigo
la generacion del aerosol con dos dispositivos diferentes. Por otro, se analiz6
la influencia que tiene el perfil de respiracion de los pacientes (con o sin

patologias) en el depoésito pulmonar de las particulas.

Se realizaron tres tipos de ensayos. En el primer grupo de ensayos se
evalu6 la deposicion pulmonar in vitro de la formulacién desarrollada con el
equipo NGI. Se realizaron tanto los ensayos establecidos por la farmacopea a
flujo constante (100 L/min), como los ensayos de simulacion con dos perfiles
de respiracion de pacientes sanos y con EPOC (Capitulo 2, Seccion 2.4.3). A

continuacion, se describen los experimentos realizados con el generador de
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aerosoles UNIZAR. La concentracion de numero de particulas (#/cm?®) en la nube
de aerosol generada se midio con el contador de particulas OPC (Anexo I,
Seccion I.4). Finalmente, un tercer grupo de ensayos empleo el equipo Spraytec®
(Capitulo 2, Punto 2.4.2), para medir por difraccion laser el tamano fisico de las
particulas presentes en la nube de aerosol formada tanto con el generador de

aerosoles UNIZAR como con el DPI comercial Breezhaler®.

5.6.1 Diametro aerodinamico

5.6.1.1 Ensayo segun farmacopea

Segun el ensayo establecido por farmacopea la determinacién del DMMA
se realiza a flujo de inspiracion constante, 100 L/min (Capitulo 2), empleando
un DPI comercial (Breezhaler®) y el equipo de impactacion (NGI). Los

parametros obtenidos se recogen en la Tabla 5.4.

En ese ensayo el valor de DMMA resulto ser ligeramente superior a 5 pm.
Las particulas con valores de DMMA entre 5-10 pm, aunque estan asociadas a
un mayor depo6sito en la region orofaringea, seran capaces de penetrar en el
sistema respiratorio y se depositaran por un mecanismo de sedimentacion
gravitacional predominantemente en sus regiones medias y superiores [371].
Por otro lado, la desviacion estandar geométrica (GSD) describe la variabilidad
del tamano de particula dentro del aerosol, se consideran aerosoles
monodispersos aquellos con valores de GSD entre 1 y 1,4 [372]. El aerosol
obtenido con el inhalador DPI comercial presenta una GSD > 6, indicando que

se trata de un aerosol muy polidisperso.

5.6.1.2 Influencia del perfil de respiracion en la administracion

pulmonar de farmacos

Para estudiar la influencia del perfil de respiracion del paciente en la
administracion pulmonar de la formulacion desarrollada se emple6 un
inhalador comercial de polvo seco, DPI (Breezhaler®) y el equipo de impactacion
(NGI). Con el objetivo de obtener una correlacion mas realista de la deposicion

de las microparticulas desarrolladas en el tracto respiratorio, se obtuvieron dos
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perfiles de respiracion simulados a partir de datos obtenidos de estudios
realizados con pacientes sanos y con EPOC, aplicando las ecuaciones descritas
en la Tabla 2.8 (Capitulo 2) [261,262]. Los perfiles se diferenciaron en la
duracion de la inspiracion y en el flujo inspiratorio maximo alcanzado (Figura
2.2, Capitulo 2). Ademas, con estos perfiles de respiracion se emple6 la traquea
de Alberta, lo que permitio obtener una simulacion mas realista de la captacion

y deposicion de las microparticulas en el sistema respiratorio.

En todos los ensayos realizados el valor de la dosis emitida (DE) fue muy
similar, alcanzando un valor de mas del 97%. Sin embargo, el valor de la fraccion
fina de particulas (FFP) fue mayor en el caso de ensayo realizado segun
farmacopea a flujo constante (FFP = 7,4 + 1,4%) en comparacion con el valor
obtenido cuando se emplearon perfiles de respiracion (sano y enfermo de

EPOC) que alcanzaron valores de FFP del 4 %.

Los valores obtenidos para la dosis emitida, fraccion fina de particulas y
fraccion respirable (DPF, FFP y FR) para las microparticulas de dextrano fueron
relativamente bajos en comparacion con otros estudios previos en los que
también que se uso el polimero dextrano para la generacion de microparticulas
(Tabla 5.4). Wang et al., [373] desarrollaron microparticulas de dextrano con
curcuma encapsulada por la técnica de spray-drying. El d, obtenido fue ~ 1,5
nm y los ensayos de deposicion in vitro revelaron un valor de FFP cercano al
80%. De manera analoga, Waters et al., [150] generaron microparticulas de
dextrano con budesonida (corticoide) y, aunque los valores obtenidos de FFP
fueron algo menores que los del estudio anteriormente citado, estuvieron

proximos a un 50%.

Estos resultados pueden explicarse como se podra ver en el Punto 5.6.3
por el hecho de que el DPI es incapaz de disgregar la formulacion en polvo seco
en microparticulas de dextrano individuales, haciendo que su tamano efectivo
sea superior a las 5 nm. De este modo, se favorece su retencion en la traquea y

en el pre-separador (Figura 5.16).
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Tabla 5.4 - Valores obtenidos en los ensayos realizados con el equipo NGI.

Parametros Farmacopea Perfil de respiracion

Flujo constante Sano EPOC
(100 L/min) (100 L/min) (72 L/min)

Dosis Emitida (DE) (%) 98,4 +1,2 99,2 £ 0,2 98,0 = 0,5
Dosis de(]ggll‘})if;;as Finas 72+1,3 3,8 0,1 43+13
Fraccion f;‘;il)d(f/ ;’ articulas 74+ 1,4 3,8 +0,1 44+1,3
Fraccion Respirable (FR) (%) 10,4 +1,0 5,8 £0,2 6,1 +0,9
Diametro de Masa Media 5.8+ 1,0 6,6 +1,8 48+ 1,4

Aerodinamico (DMMA) (um)

Desviacion Geomeétrica
Estandar (GSD) (m) 6,3+1,3 6,8 +0,3 6,1 +0,8

En la Figura 5.16 se refleja el porcentaje de microparticulas y su
distribucion en cada etapa del equipo NGI. Cabe destacar que solo una fraccion
muy pequefia de la formulacion queda retenida en la capsula, inhalador y
boquilla (4,3%, 3,1%y 1,7% para ensayo de farmacopea, paciente sano y enfermo
de EPOC respectivamente). Por tanto la dosis que no accederia al tracto
respiratorio seria muy baja. Por el contrario, los valores obtenidos de fraccion
respirable (FR) muestran que la mayor parte de las particulas quedaron
retenidas antes de llegar a las distintas etapas del NGI, es decir, no entrarian en
las vias respiratorias. En los tres ensayos se puede observar que un elevado
porcentaje de microparticulas queda retenido tanto en el puerto de induccion
y traquea de Alberta como en el preseparador. Igualmente, los porcentajes de
microparticulas depositados en las diferentes etapas del NGI son muy bajos,
siendo las etapas 1 (6,12 pm) y 2 (3,42 pnm) las que presentan un mayor
porcentaje de retencion, lo que concuerda con el tamafno medio de particula

medido mediante las imagenes de microscopia SEM (dp = 4,30 + 1,30 pm).
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Figura 5.16. - Distribucion de la masa (%) de las MPs de DXT@CPX en polvo seco
en el NGI segun su tamafo aerodinamico: (A) Flujo constante (100 L/min), ensayo
establecido por la farmacopea; (B) Simulador de respiracion con perfil respiratorio
de un paciente sano (100 L/min) y uno con EPOC (72 L/min) (media + DE, n = 3).
Nota: las partes del dispositivo de NGI se han detallado en el Capitulo 2, Punto 2.4.3.

Estos resultados indica que la formulacién de polvo seco disefiada a
partir de microparticulas de dextrano con ciprofloxacino no se depositaria de
manera Optima en las vias respiratorias empleando un DPI comercial. Por lo que
se deduce que, en un ensayo in vivo tampoco lograrian distribuirse de manera

satisfactoria por la zona mas distal del pulmon.

5.6.2 Generacion de aerosoles

Para la realizacion de estos ensayos, se emple6 el dispositivo de
generacion de aerosoles UNIZAR, detallado en el Capitulo 3, Punto 3.2.1.
Brevemente, la camara principal tuvo una presion de 4 barg y la camara
secundaria 8 barg. En los ensayos se emplearon muestras de 15 + 2 mg de
microparticulas de dextrano con ciprofloxacino. La corriente de aerosol
microparticulado se caracterizo estudiando la evolucion temporal de la
concentracion de particulas en fase aerosol (#/cm?) empleando el equipo OPC
(Anexo I, Seccion 1.4). Se tomaron muestras del material particulado presente
en la fase aerosol en filtros de PC para su posterior analisis por microscopia

SEM empleando el soporte descrito en el Anexo I (Seccion 1.2).
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La corriente de aerosol generado se mantuvo durante un tiempo de casi
20 minutos con una concentracion de particulas promedio de ~ 20 #/cm’, para
particulas entre 0,3 a 10 nm. Las imagenes de SEM de las particulas en fase
aerosol capturadas en los filtros de PC confirmaron que las microparticulas se
encontraban en su mayor parte de manera individual o en aglomerados de

varias microparticulas con un tamano medio de 4,62 + 1,30 pm, coincidiendo

con el tamano medio de las microparticulas de partida (d, = 4,30 = 1,30 pm)
(Figura 5.17).
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Figura 5.17. - (A - D) Imagenes de microscopia SEM de las MPs de DXT@CPX
capturadas a partir de los aerosoles obtenidos con el generador de aerosoles

UNIZAR; (E) Evolucion temporal de la concentracion de las MPs de DXT@CPX con
tamanos entre 0,3 - 10 pm medido con el OPC.

5.6.3 Tamano efectivo de particulas en un proceso de inhalacion

Las medidas realizadas con el equipo de difraccion laser Spraytec®,
permitieron evaluar la capacidad de aerosolizacion tanto del generador de
aerosoles UNIZAR como del inhalador comercial de polvo, Breezhaler®. Los
ensayos realizados proporcionaron los valores de distribucion volumeétricay el

tamano fisico de las microparticulas con ambos dispositivos.

El procedimiento seguido con el generador de aerosoles UNIZAR se
detalla en el Capitulo 3, Punto 3.3.3, Esquema 3.3. Se emplearon 15 mg de
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microparticulas de dextrano con ciprofloxacino en cada ensayo. La
aerosolizacion de la muestra en forma de polvo seco se realiz6 empleando una

presion de 4 barg en la camara secundaria.

Con el inhalador comercial DPI, Breezhaler®, las microparticulas de
dextrano con ciprofloxacino se introdujeron en capsulas de gelatina (15
mg/capsula) y el polvo se disperso por la celda de inhalacion empleando un
flujo de inspiracion de 100 L/min. En el Capitulo 2, Punto 2.4.2 se describe de
manera mas detallada tanto el equipo como el procedimiento empleado para la

medida de las muestras.

La Figura 5.18 muestra la curva de distribucion de tamanos de particula
obtenida con ambos dispositivos de inhalacion. La curva correspondiente al
inhalador comercial (DPI, Breezhaler®) muestra un pico ancho con dos
maximos, uno cercano a 10 pm (8,7 = 0,7 pm) y un segundo maximo
aproximadamente en 100 pm, asi como un pequeino pico de aglomerados
grandes con tamanos mayores de 500 pm. Estos resultados demuestran
nuevamente la incapacidad del DPI comercial de dispersar las microparticulas
de dextrano de manera eficiente, dificultando su aerosolizacion e influyendo
de manera directa en la deposicion de las particulas, como se ha visto
anteriormente en el Punto 5.6.1. En contraste, con el generador de aerosoles
UNIZAR, aparecen un pico principal que va desde las 2 pm hasta las 50 pm, con
un maximo en ~ 10 pm, el cual se corresponde tanto con particulas individuales
como con aglomerados de unas pocas microparticulas, tal y como se observo
en las muestras de microparticulas capturadas en fase aerosol analizadas
mediante microscopia SEM (Figura 5.17). El pico presente en el rango de
0,1 - 1 pym podria deberse a fragmentos de polimero presente sobre la
superficie de las microparticulas generados durante el proceso de liofilizacion.
En la Tabla 5.5 se encuentran recogidos los valores del diametro volumeétrico

medio y los valores de amplitud de curva (Span) obtenidos de la Figura 5.18.
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Tabla 5.5 - Caracterizacion del aerosol de MPs de DXT@CPX producido con un
inhalador comercial (Breezhaler®) y el generador de aerosoles UNIZAR, empleando
el equipo Spraytec®.

Dispositivo Dv10 (mm) Dv50 (mm) Dv90 (nm) Span

Inhalador comercial 8,4 +0,7 52,3 £ 5,3 194,2 + 19,7 3,6

polvo seco
Generador de aerosoles 28+ 0.2 9.7 +1.0 37.1+97 3.6
UNIZAR o o A ’
10 —s— [nhalador comercial
—a— Generador aerosoles UNIZAR
8 -
§
= 61
=
3 49
o
=
2 ]
0 - . . /
0,1 1 10 100 1000

Diametro de particula (nm)

Figura 5.18. - Distribucion volumétrica de las MPs de DXT@CPX con el instrumento
Spraytec® segun su tamano fisico. La curva azul muestra la distribucion del tamafio
de particula obtenido con el generador de aerosoles UNIZAR. Y la curva gris la
distribucion del tamafo de particula obtenido con el inhalador comercial de polvo
seco (Breezhaler®).

5.7 Conclusiones

Finalmente, se indican brevemente las conclusiones mas importantes de

este capitulo:

e Mediante un método de gelificacion/precipitacion pueden obtenerse
microparticulas en forma de polvo seco a partir del polimero dextrano

con un tamano proximo alas 5 pm.
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Mediante un proceso de anclaje electrostatico, el antibiotico
ciprofloxacino puede incorporarse a la superficie de las microparticulas

con alcanzando una carga de farmaco de 4,9 + 1,0%.

La liberacion del ciprofloxacino desde estas microparticulas fue casi
inmediata (80% en 30 min). La liberacion tan rapida fue de especial
utilidad en los ensayos con bacterias, donde mostro una actividad

antimicrobiana igual al ciprofloxacino puro.

Las microparticulas no mostraron citotoxicidad celular en ninguna de las
células pulmonares empleadas. Ademas, se concluye que el dextrano es
capaz de proteger a las células procedentes de la linea celular A549 de

la toxicidad producida por el ciprofloxacino puro.

Los resultados en los ensayos in vitro tanto con bacterias como con
células revelaron la posibilidad de emplear dichas microparticulas con
ciprofloxacino como potencial tratamiento para infecciones de

patogenos extracelulares, como por ejemplo frente a P. aeruginosa.

El dispositivo de inhalacion empleado tiene una gran influencia en las
caracteristicas del aerosol producido, y por tanto condiciona la posible

aplicacion clinica de una formulacion dada.

El DPI comercial no result6 de utilidad para el suministro de la
formulacion desarrollada por via inhalatoria, al ser incapaz de disgregar

las particulas en el tamano adecuado para su inhalacion.

El generador de aerosoles UNIZAR demostro la capacidad de
disgregacion de la formulacion desarrollada, generando un aerosol con
microparticulas de un tamafo medio < 10 pm, valor cercano al tamafo
individual de las microparticulas o agregados con un bajo numero de

particulas (4,30 + 1,30 pm).
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e La formulacion desarrollada presenta caracteristicas adecuadas para el
tratamiento de infecciones respiratorias debido al tamafio de las

microparticulas, su biocompatibilidad y la actividad antimicrobiana.
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Capitulo 6

PRODUCCION DE PARTICULAS DE ALGINATO
COMO VECTORES DE SULFATO DE COLISTINA

En este sexto capitulo se estudia la generacion de microparticulas
poliméricas de alginato como vectores del antibiotico sulfato de colistina. En la
primera parte, se analizan las propiedades reologicas de las disoluciones y geles
de alginato empleados, se describe la optimizacion del proceso de atomizacion y
se caracterizan las microparticulas de alginato obtenidas en forma de polvo seco,
las cuales poseen un tamavrio de particula < 5 um. En la sequnda parte, se
realizan los estudios in vitro de liberacion del farmaco, se analiza la citotoxicidad
en lineas celulares de pulmon (Calu-3 y A549) y la actividad antimicrobiana
frente a Pseudomonas aeruginosa. Finalmente, se describen las propiedades
aerodindmicas de esta formulacion en polvo seco y los ensayos para la

generacion de aerosoles
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6. PRODUCCION DE PARTICULAS DE ALGINATO POR
ATOMIZACION COMO VECTORES DE SULFATO DE
COLISTINA

6.1 Introduccion

Las infecciones respiratorias causadas por patdogenos Gram-negativos
son muy dificiles de tratar y suelen estar asociadas a un riesgo elevado de

ingreso hospitalario, morbilidad y mortalidad [36].

La colistina es un antibiotico con excelente actividad antimicrobiana
frente a patogenos Gram-negativos destacando entre ellos P. aeruginosa.
Aunque este antibidtico es muy efectivo frente a infecciones respiratorias, su
principal inconveniente es que se requieren dosis muy altas para lograr un
tratamiento adecuado. Cuando es administrada por via intravenosa para el
tratamiento de estas infecciones, puede causar efectos adversos graves como
nefrotoxicidad y neurotoxicidad [374]. Ademas, por esta via de administracion

solo una pequena fraccion de farmaco es capaz de llegar a los pulmones [59].

Estudios realizados in vitro e in vivo han demostrado que la
administracion de colistina inhalada reduce los efectos secundarios, es capaz
de alcanzar una mayor concentracion en el fluido epitelial, reduce la densidad
bacteriana de P. aeruginosa, aumenta el tiempo entre exacerbaciones y mejora
la calidad de vida de los pacientes [375,376]. Por estas razones, resulta de gran
interés el desarrollo de nuevas formulaciones que permitan administrar este

antibiotico por via inhalatoria.

Entre los polimeros naturales usados en la industria farmacéutica y
biomédica para procesos de encapsulacion de farmacos y generacion de nuevas
formulaciones podemos destacar el alginato. Como se ha comentado en el
Capitulo 1 se trata de un polimero biodegradable, biocompatible y que no
genera toxicidad [377]. Entre las técnicas mas usadas para generar

microparticulas de alginato destacamos tres: emulsion, spray-drying y
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atomizacion. La primera técnica involucra numerosos pasos, incluido el uso de
disolventes organicos, a los cuales se anaden las disoluciones acuosas con el
polimero de interés. Estos disolventes pueden afectar a la biocompatibilidad de
las microparticulas o al principio activo encapsulado [378-380]. Por otro lado,
la técnica de spray-drying, aunque es mas costosa resulta rentable, ya que
permite operar en continuo aumentando el rendimiento del proceso. Esta
técnica se basa en disolver el principio activo o polimero y atomizar dicha
disolucion contra una corriente de aire caliente que favorece la evaporacion del
disolvente. Sin embargo, se emplean temperaturas elevadas (>100 °C) que

pueden afectar al principio activo encapsulado [147,381].

A lavista de los inconvenientes presentados, en este trabajo se ha elegido
la técnica de atomizacion-gelificacion (en adelante atomizacion), que consiste
en la generacion de un spray de disolucion polimérica que se recoge en forma
de gotas sobre una disolucion que contiene un agente entrecruzante. Este
proceso, al igual que en el caso del spray-drying, tiene un rendimiento muy alto,
pero no emplea temperaturas elevadas, lo que favorece la preservacion del
principio activo. Sin embargo, presenta dos desventajas. La primera, que el
rango de tamanos de particula obtenido (40-100 pm) esta muy alejado del
adecuado para su administracion inhalatoria [246,382]. La segunda, que las
particulas generadas se encuentran suspendidas en agua y se requiere un
proceso de secado posterior para su futura aplicacion como formulaciéon en

forma de polvo seco [383].

En este contexto, el objetivo principal de este trabajo es desarrollar una
nueva formulacion en forma de polvo seco con el antibiotico sulfato de colistina
alcanzando tamanos de particula menores de 5 pm, con la finalidad de ser
empleado para administracion por via inhalatoria. Para lograr este objetivo, se
empleo el proceso de atomizacion y como vector de este antibiotico el polimero

alginato de sodio.
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6.2 Propiedades de las disoluciones y geles de alginato

La caracterizacion de las disoluciones de alginato (ALG) incluy6 la
obtencion de diferentes parametros como densidad, tension superficial y

viscosidad (Anexo I, Punto 1.1.8). La Tabla 6.1 recoge los resultados obtenidos.

La densidad de las disoluciones de alginato tuvo un valor constante de
aproximadamente 1 g/cm’en todas las concentraciones estudiadas, mientras
que los valores de tension superficial y de viscosidad si mostraron diferencias
entre ellos. Se destaca un incremento exponencial en los valores de viscosidad,
desde 15 hasta 1115 cP, a medida que aumento la concentracion de alginato.
Los valores de viscosidad se calcularon como la pendiente del esfuerzo cortante

frente a la velocidad de deformacion.

Tabla 6.1 - Caracterizacion de las disoluciones de alginato estudiadas.

Alginato Densidad Tension superficial Viscosidad
(% p/v) (g/cm’) (N/m?) (cP)
0,50 0,99 0,09 15
0,75 1,00 0,10 40
1,00 1,00 0,11 90
1,50 1,01 0,12 250
2,00 1,01 0,14 610
2,50 1,01 0,18 1115

El analisis reologico de las distintas disoluciones de alginato mostro el
caracter pseudoplastico de este polimero (Figura 6.1A y 6.1B). Las curvas de
comportamiento de las distintas disoluciones de alginato indican que se trata
de fluidos no - newtonianos. El valor de la viscosidad es elevado cuando la
velocidad de deformacion del fluido es pequena y las cadenas se encuentran
desordenadas y entrelazadas. A medida que aumentamos la velocidad de
deformacion, las cadenas del polimero se van ordenando y alineando, haciendo
que el valor de viscosidad de la disolucion disminuya. Este fenomeno ha sido
reportado por otros autores tanto con el alginato [384-386] como con otros

polimeros como la goma xanthan [387].
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Por otro lado, la curva de esfuerzo cortante frente a la velocidad de
deformacion (Figura 6.1C y 6.1D) se ajusto con la ecuacion de la Ley de potencia
(Ecuacion I.1, Anexo I).

Los resultados del ajuste (Tabla 6.2) muestran como la
pseudoplasticidad aumenta con la concentracion de alginato, principalmente a
partir de una concentracion de 1% p/p, donde el indice de comportamiento de

flujo n disminuye desde un valor de 0,94 (1 % p/p) hasta 0,67 (2,5 % p/p).
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Figura 6.1. - Representacion de los resultados obtenidos del analisis reologico.
Viscosidad frente a y (velocidad de deformacion): (A) Disoluciones de ALG
0,5 - 2,0% p/p; (B) Comparacion entre la disolucion de ALG 2,0% y 2,5% p/p;
7 (esfuerzo cortante) frente a y (velocidad de deformacion): (C) Disoluciones de ALG
0,5 - 2,0% p/p; (D) Comparacion entre la disolucion de ALG 2,0%y 2,5% p/p.
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Tabla 6.2 - Parametros de pseudoplasticidad de las disoluciones de alginato.

Alginato K .

% p/p) (Pa - sy n Error estandar
0,50 0,02 0,96 2,65
0,75 0,04 0,93 4,66
1,00 0,09 0,94 5,63
1,50 0,25 0,78 10,23
2,00 1,90 0,73 18,49
2,50 3,24 0,67 27,13

Una de las propiedades caracteristicas del alginato es su capacidad para
formar hidrogeles mediante un proceso de entrecruzamiento con cationes
divalentes como el Ca** y el Ba*. Estos hidrogeles se generan por las
interacciones entre los grupos carboxilos del alginato y el cation divalente. Se
produce un fenémeno de reticulacion ionica que genera una red tridimensional
que da lugar a la conformacion denominada “caja de huevo” [388] (Figura 6.2A).
En la mayoria de los estudios se emplea el CaCl, como agente entrecruzante
mientras que el uso del BaCl, no es tan frecuente, debido a la toxicidad del
cation Ba*. Aunque, se ha demostrado en estudios previos tanto in vitro como
in vivo que, tras el proceso de lavado y la eliminacion de los iones Ba*
residuales, las microparticulas de alginato resultantes no son toxicas [389,390].
Por esa razon, se estudio mediante analisis reologico la capacidad del alginato
de formar geles con ambos agentes entrecruzantes tanto BaCl, como CaCl,, y a

una concentracion de polimero del 2% p/p.

El estudio reologico reflejo6 que en ambos tipos de geles el modulo
correspondiente al almacenamiento de energia (G') fue mayor que el modulo de
pérdida de energia (G") (Figura 6.2). Estos resultados confirman la existencia de
interacciones entre las cadenas de alginato y los cationes divalentes. Ademas,
en el caso del sistema alginato - bario, hay una diferencia mayor entre los
valores de ambos modulos (G'y G") (Figura 6.2C). Esto es indicativo de que se
trata de un gel mas estable y permanente en el tiempo, coincidiendo con
estudios realizados con anterioridad [391,392]. Se seleccion6 el BaCl, como

agente entrecruzante teniendo en cuenta la mayor estabilidad del gel formado.
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Figura 6.2. - (A) Representacion esquematica de las interacciones entre las cadenas
de alginato y los iones divalentes, estructura de “caja de huevo”; Concentracion de
ALG 2% p/p: (B) Modulos G'y G” (Pa) del gel formado con Ca*; (C) Modulos G'y G”
(Pa) del gel formado con Ba*.

Se realiz0 un analisis reologico de las disoluciones de alginato con las
principales concentraciones empleadas en este estudio, 2% y 2,5% p/p (tal y
como se detalla mas adelante). Los espectros mecanicos obtenidos son tipicos
de disoluciones poliméricas y se muestran como modulo de almacenamiento
de energia (G') en funcion de la frecuencia aplicada (Figura 6.3A). Se pudo
observar que la disolucion de alginato de mayor concentracion (2,5% p/p) fue
la que obtuvo el valor mas alto de modulo de almacenamiento de energia (G').
Ademas, se efectué una comparacion entre los hidrogeles formados con las
disoluciones de alginato al 2% y 2,5% p/p con el BaCl,. Los resultados se
muestran en la Figura 6.3B, como modulo de almacenamiento de energia (G')
en funcion de la frecuencia aplicada tras el proceso de reticulacion. Se pudo

observar que el valor de G' de los hidrogeles es de varios ordenes de magnitud
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mayor que en el caso de las disoluciones poliméricas de partida, y que el
comportamiento de los espectros mecanicos de los hidrogeles formados
después del proceso de entrecruzamiento es independiente de la frecuencia. En
base a estos resultados, se puede concluir que el proceso de entrecruzamiento
se realizo con éxito. El gel obtenido a partir de la disolucion de alginato a la
concentracion del 2,5% p/p tuvo un valor del modulo G' mas alto respecto a las
otras concentraciones estudiadas, debido a la presencia de un mayor numero
de grupos -COO™ en la disolucion y, por tanto, una mayor capacidad de

entrecruzarse con el cloruro de bario.
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e AIG25%Dp/p ® ALG2,5%p/p con BaCl,
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Figura 6.3. - Analisis reologico de los modulos G': (A) Disoluciones de ALG a
concentraciones 2y 2,5% (p/p); (B) Geles de ALG a concentraciones de 2y 2,5% (p/p)
con BaCl, como agente entrecruzante.

6.3 Optimizacion del proceso de generacion de microparticulas

basadas en alginato por atomizacion

Para la generacion de las microparticulas de alginato (MPs de ALG) se
empleo la técnica de atomizacion descrita anteriormente en el Capitulo 2 (Punto
2.1.2). Tal como se indico, la aplicacion de esta técnica requiere optimizacion,
ya que existen numerosos parametros que pueden afectar al tamaio de
particula obtenido. En este estudio nos hemos centrado principalmente en tres:
ratio de presiones aire/liquido (RP), tension superficial de la disolucion de
alginato y concentracion de polimero empleada. Los parametros

experimentales estudiados para la obtencion de las microparticulas se
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encuentran recogidos en la Tabla 2.3 (Capitulo 2, Punto 2.1.2.3).
Posteriormente, se procedio6 a la carga del antibiotico sulfato de colistina (CLS)

en las microparticulas de alginato producidas.

6.3.1 Ratio presiones aire/liquido (RP)

El primer paso en la optimizaciéon del proceso fue el estudio del efecto
de la ratio de presiones aire/liquido (RP). Se comenzo6 con la atomizacion de la
disolucion de alginato a una concentracion del 2% p/p debido a que habia sido
estudiada previamente por el grupo de investigacion con resultados
prometedores [246]. Para determinar la ratio de presiones aire/liquido
adecuada, se obtuvo el mapa de presiones en base al tamafo de las
microparticulas de alginato en agua. El tamano de particula se determino con

el equipo Mastersize2000 (Anexo I, Seccion 1.1).

La ratio de presiones aire/liquido se explor6 entre valores de 0,83 hasta
1, se decidio agrupar los valores en dos grupos principales (RP: 0,85 y 1) de

manera que se facilitase el posterior analisis de los datos (Tabla 6.3).

En la Figura 6.4 se muestra el tamafno de particula obtenido respecto al
mapa de presiones. Se puede observar que, a presiones intermedias tanto de
aire como de liquido, el tamano de particula fue mayor, mientras que, a
relaciones de presiones mas altas, el tamano de particula disminuyo. Se
consideraron como Optimas las condiciones de atomizacion 9 (A9), dado que el
tamano de particula obtenido estuvo entre los valores mas bajos y, la poblacion
de particulas fue mas homogénea en comparacion con el resto de condiciones

estudiadas.
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Tabla 6.3 - Tamafno de particula obtenido tras la atomizacion a distintos valores
de presion de aire y liquido.

Atomizacion ?lllwnli)) Span D10 D50 D90 Flujo
3,2] (mm)  (mm) (pm)  (L/h)
Al* 237,50 1,30 125,35 312,60 531,70 5,4 0,85
A2 30,75 2,33 20,30 43,90 122,95 5,4 1
A3 50,90 3,15 32,95 74,87 269,07 5,8 0,85
A4 62,60 1,89 27,70 211,90 428,70 5,8 1
A5 37,56 2,02 23,55 58,75 141,60 6,1 0,85
A6 60,94 4,58 27,60 84,74 415,75 6,1 1
A7 40,45 2,17 24,70 64,75 165,09 6,5 0,85
A8 47,38 2,75 23,26 149,61 434,28 6,5 1
A9 41,05 1,59 26,48 60,81 112,02 6,7 0,85
A10* 107,85 2,11 35,85 243,29 548,43 6,7 1

A = Atomizacion; * valores eliminados debido a la polidispersidad de la muestra
en el mapa de presiones; **RP = ratio de presiones aire/liquido.
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Figura 6.4. - (A) Influencia de la ratio de presiones en el tamafio de particula. Mapa
de presiones generado con la disolucion de ALG al 2% p/p; (B) Imagen de
microscopia oOptica de las MPs de ALG al 2% p/p en agua obtenidas en las
condiciones fijadas como 6ptimas (condicion de atomizacion A9).
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6.3.2 Proceso de secado

Tras fijar las condiciones de presion de aire y liquido 6ptimas (RP = 0,85)
y el valor del flujo empleado (6,7 L/h) para la produccion de las microparticulas
de alginato, se procedi6é a optimizar el proceso de secado para obtener la
formulacién en forma de polvo seco. Para ello se probaron dos métodos de
secado diferentes: liofilizacion y deshidratacion mediante intercambio de

disolvente.

La liofilizacion se realiz6 mediante una congelacion previa de las
microparticulas a —80°C durante 4 h, tras lo cual se introdujeron en el
liofilizador (Telstar®, LyoQuest, Japén) en condiciones de <0,1 mBar, —50 °C,
24 h. Se estudio el proceso sin y con crioprotectores (lactosa 1% y sacarosa 1%
p/p). Por otro lado, el proceso realizado para la deshidratacion mediante
intercambio de disolvente etanol-agua y su posterior secado en estufa de vacio

se encuentra detallado en el Capitulo 2, Punto 2.1.2.4.

En la Figura 6.5 se muestran las microparticulas de alginato (2% p/p) en
polvo seco tras ambos procesos. Aunque el empleo de los crioprotectores
(lactosa y sacarosa) durante el proceso de liofilizacion si que parecio contribuir
en cierta medida a la conservacion de la morfologia de las microparticulas,
éstas mostraron una superficie arrugada, con hendiduras y en ocasiones con
una forma alargada. Por el contrario, las microparticulas de alginato secadas
por deshidratacion y posterior evaporacion en estufa de vacio presentaron una
morfologia mas redondeada, aunque en ocasiones también presentaron

hendiduras en su superficie.

El método de deshidratacion y posterior evaporacion en estufa de vacio
consiguio disminuir el tamano de particula (d,) desde las 40 pm iniciales que
presentaban las microparticulas en suspension acuosa a una distribucion
bimodal con una fraccion de tamafio medio d, = 11,50 + 5,00 ym (poblacion de
menor tamafno), junto a una segunda poblacion de mayor tamafo
(d, = 44,80 + 17,00 pm), tal y como se muestra en las imagenes de SEM
(Figura 6.5D - F).
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Figura 6.5. - MPs de ALG 2% p/p en polvo seco. Secadas por liofilizacion: (A) Sin
crioprotector; (B) Lactosa 1% p/p; (C) Sacarosa 1% p/p. Secadas por intercambio de
disolvente etanol-agua y estufa de vacio: (D - F) Imagenes de microscopia SEM. Con
las flechas azules se indica la poblacion de particulas de menor tamano; En azul se
encuentra recuadradas las imagenes correspondientes a las condiciones
seleccionadas como Optimas.

En base a los resultados obtenidos, se seleccion6é como 6ptimo el secado
por deshidratacion mediante intercambio de disolvente etanol-agua y posterior

evaporacion en estufa de vacio (37 °C).

6.3.3 Modificacion de la tension superficial

La reduccion de la tension superficial facilita la formacion del spray
generado por la disolucion polimérica durante el proceso de atomizacion, y en
consecuencia, se genera un tamano de gota mas pequeno [393]. Butler Ellis et
al. [394] mostraron en su estudio la existencia de una clara correlacion entre el

valor de la tension superficial y el tamafio de particula generado.

Con el objetivo de disminuir el tamafo de gota atomizada se empleo el
Surfynol® 440, un surfactante capaz de reducir la tension superficial sin crear

espuma. Con el objetivo de reducir el tamafo de gotay, por ende, de la particula
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final, dicho tensoactivo se incorpor6 a la disolucion de alginato previamente
preparada en un rango de concentraciones de 0,05 a 0,20% v/v. Los valores

obtenidos de tension superficial se recogen en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4 - Valor de la tension superficial y tamafio de MPs de ALG obtenido con
el tensoactivo Surfynol® 440.
Tension
superficial
(N/m)

Alginato Surfynol® 440 Tamafo en polvo seco

(nm)

(% p/pP) % v/v)

Secado en CO., Estufa de

supercritico vacio
2 0,14 - 11,50 + 5,00
2 0,05 0,06 20,37 £10,04 15,30 £5,55
2 0,10 0,05 18,61 + 8,20 12,85 + 5,50
2 0,20 0,05 * 19,05 + 8,20

*No se pudo realizar la medida de la distribucion de tamanos, ya que las imagenes
obtenidas por microscopia SEM mostraron microparticulas de alginato rotas y
deformadas (Figura 6.6C).

Tras la incorporacion del tensoactivo, se observo por microscopia optica
que el tamano de particula en suspension acuosa disminuia y que las particulas
obtenidas mostraban morfologia esférica, por lo que se procedio6 al proceso de
secado. Se siguido el protocolo de intercambio de disolvente etanol-agua
descrito en el Punto 2.1.2.4 (Capitulo 2). Pero, al contrario que en las
microparticulas sin tensoactivo, la morfologia de éstas se vio
considerablemente afectada (Figura 6.6). Por este motivo, se probo a secar las

microparticulas por secado en CO, supercritico.

El proceso de secado utilizado con CO, supercritico se realizo en el
Servicio de Microscopia Electronica de Sistemas Biologicos perteneciente a la
Universidad de Zaragoza empleando el secador Leica EM CPD300 (Leica
Microsystems, Alemania). Las muestras se deshidrataron previamente mediante
una serie de lavados con etanol absoluto. Los parametros que se establecieron
en el proceso de secado fueron: agitacion automatica, incorporacion de CO,

lenta (tiempo empleado: 2 min), temperatura 35 °C y presion 74 barg. Al
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finalizar el proceso, las muestras se mantuvieron un tiempo de 20 minutos

antes de extraerlas del compartimento de secado

Las imagenes obtenidas con el microscopio SEM, revelaron que las
particulas mantenian su forma pseudoesférica al secarse en CO, supercritico,
excepto con la concentracion mas alta de tensoactivo (0,20% v/v). Sin embargo,
el tamafo obtenido era mayor en comparacion con el secado por estufa de vacio
(Tabla 6.4y Figura 6.6). Por esta razon, se descarto el uso de tensoactivo en la
disolucion polimérica como estrategia para la disminucion del tamano de

particula.

Figura 6.6. - MPs de ALG 2% p/p en polvo seco con el tensoactivo Surfynol® 440.
Secadas en CO, supercritico: (A) 0,05% v/v; (B) 0,10% v/v; (C) 0,20% v/v. Secadas por
intercambio de disolvente etanol-agua y estufa de vacio: (D) 0,05% v/v; (E) 0,10%
v/v; (F) 0,20% v/v.

6.3.4 Concentracion de alginato

Tras seleccionar la RP en el proceso de atomizacion, analizar el proceso

de secado y descartar el uso de tensoactivo, se estudio la influencia de la
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concentracion de alginato en el tamano de particula, ya que ésta afecta a las

propiedades reologicas de las disoluciones poliméricas (Tabla 6.1y 6.2).

Al atomizar concentraciones de alginato por debajo de 1,5% p/p se
observo que cuando las gotas alcanzaban la disolucion con BaCl, generaban
unas cadenas largas de alginato que impedian la formacién de microparticulas.
Los resultados obtenidos coinciden con el estudio realizado por Mazzitelli et
al., [395], en el cual demostraron que a concentraciones bajas de alginato se
obtenian microparticulas con formas irregulares. Se prob6 a atomizar
disoluciones de alginato en concentraciones crecientes, 2,5% y 2,7% p/p. Las
microparticulas obtenidas se secaron por intercambio de disolvente tal y como
se ha explicado en el Punto 2.1.2.4 (Capitulo 2). En la Figura 6.7 se muestran
como las microparticulas obtenidas con ambas concentraciones mostraron una
morfologia esférica con superficie rugosa debido al proceso de deshidratacion.
Los tamaios obtenidos en ambos casos fueron muy similares, 7,60 + 4,18 nm

y 8,66 + 3,70 pm para las disoluciones de alginato al 2,5% y 2,7% p/p

respectivamente.

Figura 6.7. - Imagenes de microscopia SEM de las MPs de ALG en polvo seco: (A)
ALG 2,5% p/p; (B) ALG 2,7% p/p. En azul se encuentra recuadrada la imagen
correspondiente a la concentracion seleccionada.

Se estableci6 la concentracion de alginato al 2,5% p/p como
concentracion oOptima, ya que permiti0 obtener un tamano de particula

ligeramente menor en comparacion con el resto de concentraciones ensayadas
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(2% y 2,7% p/p). Al mismo tiempo que se evitaba la obstruccion de la boquilla,

hecho que se produjo ocasionalmente con la concentracion de alginato mas alta
(2,7% p/p)-

6.3.5 Tamizado

Debido a la existencia de una distribucion bimodal en el tamafo de
particula en las microparticulas de alginato, se anadié un ultimo paso antes del
proceso de secado. Este consistio en un proceso de tamizado (luz de malla < 18
nm) para eliminar las particulas de mayor tamano (Capitulo 2, Punto 2.1.2.4).
El tamano de las microparticulas de alginato (2,5% p/p) en polvo seco tras el
tamizado fue de 4,80 = 1,60 pm, por lo que se logro reducir el tamano de las
microparticulas de alginato hasta 4 veces en comparacion con las particulas
iniciales en suspension acuosa (16,70 + 7,90 um) (Figura 6.8Ay 6.8B). A cambio,

se descartaron las particulas rechazadas por el tamiz, haciendo que el

rendimiento final del proceso de atomizacion mostrase un valor ~ 10%.

ESMPs de ALG
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Figura 6.8. - MPS de ALG (2,5% p/p): (A - B) Imagenes de microscopia Optica de las
MPs en agua (16,70 = 7,90 um); (C - E) Imagenes de microscopia SEM de las MPs en
polvo seco; (F) Histograma de distribucion del tamano de particula tras el tamizado
(4,80 + 1,60 ym) (N = 150).
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6.3.6 Carga del antibiotico sulfato de colistina (CLS) en las microparticulas

de alginato

Las microparticulas de alginato se pusieron en contacto con una
disolucion acuosa que contenia el sulfato de colistina a una relacion de masa
farmaco/masa polimero del 35% p/p. El sulfato de colistina se mantuvo en
contacto con las microparticulas durante 16 h vy, posteriormente, las
microparticulas se recuperaron por filtracion. Una vez incorporado el
antibiotico, las microparticulas de alginato se secaron siguiendo el protocolo

descrito en el Capitulo 2, Punto 2.1.2.4. y representado en el Esquema 6.1.

Cristales de sulfato

(Etanol] de colistina

S 10, 30, 50, 70, 90,
\ 100% v/v Alginato
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1. Las de MPs de 2. MPs de ALG@CLS 3. MPs de ALG@CLS 4. El etanol se 5. MPs de

ALG se ponen en se recogen por se deshidratan por evapora en ALG@CLS se
contacto con la filtrado a vacio intercambio de estufa de vacio obtienen en
disolucion de CLS disolvente etanol - (37°C,4h) forma de
en agua agua polvo seco

Esquema 6.1. - Obtencion de las MPs de ALG@CLS en forma de polvo seco.

6.4 Caracterizacion de las microparticulas basadas en alginato

6.4.1 Caracterizacion fisico - quimica

Se estudio la cristalinidad de las microparticulas producidas en
comparacion con el farmaco puro mediante XRD. La carga superficial de las
particulas se obtuvo mediante la medida del potencial £ y la presencia del
sulfato de colistina en las microparticulas se comprob6 mediante EDX y FTIR.
Las técnicas, condiciones de caracterizacion y protocolos seguidos para la
caracterizacion de las microparticulas basadas en el polimero alginato se

encuentran descritas en el Anexo I.
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En la Figura 6.9 se puede observar como el sulfato de colistina (MP

Biomedicals, LLC, EE. UU.) presenta una morfologia esférica con huecos en su

interior con un tamano medio en torno a 170 pm.

CLS
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Figura 6.9. - (A - E) Imagenes de microscopia SEM del CLS puro; (F) Histograma de
distribucion del tamafnio de particula del antibiotico puro (d, = 173,30 + 47,50 pm)
(N=150).

En la Figura 6.10 se muestran imagenes de microscopia SEM de las
microparticulas de alginato con sulfato de colistina obtenidas en forma de
polvo seco. La distribucion de tamanos de las microparticulas de alginato con
y sin antibiotico fue muy similar, con tamafnos de 4,80 + 1,60y 4,45 + 1,40 pm

respectivamente (Tabla 6.6).

El tamano de particula obtenido es adecuado para su administracion por
via inhalatoria (< 5 nm). De forma similar a lo observado anteriormente, las
microparticulas de alginato con sulfato de colistina también mostraron una
morfologia con forma redondeada. Ademas de la presencia de cavidades y

hendiduras en la superficie debido al proceso de secado.
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Figura 6.10. -MPs de ALG@CLS: (A - E) Imagenes de microscopia SEM, las flechas
azules sefalan los cristales de CLS en la superficie de las MPs; (F) Histograma de
distribucion del tamano de particula (4,45 + 1,40 pm) (N = 150).

Por otro lado, resultan de especial interés los cristales que se observan
en la superficie de las microparticulas de alginato con sulfato de colistina. Se
realizo un mapeo de composicion quimica de las microparticulas basadas en
alginato, asi como del farmaco puro analizando la sefal de azufre mediante
EDX. Los analisis composicionales revelaron que el azufre (S) solo estaba

presente en el farmaco puro (CLS) y no en las microparticulas de alginato vacias.

En el caso de las microparticulas de alginato con sulfato de colistina los
cristales presentes en la superficie de las microparticulas contenian S (Figura
6.11 y Tabla 6.5), correspondiendo por tanto al farmaco incorporado a las
microparticulas de alginato. Los cristales mostraron una morfologia variada y
su tamano se midio basandose en el eje mayor (0,79 + 0,35 um) y el eje menor
(0,43 + 0,14 um). Es decir, el sulfato de colistina recristalizado sobre las
microparticulas de alginato mostré6 un tamano 175 veces mas pequeno en

comparacion con el farmaco inicial (Figura 6.9).
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Figura 6.11. - (A) CLS comercial; (B) Espectro EDX del CLS; (C) MPs de ALG;
(D) Espectro EDX de las MPs de ALG; (E) MPs de ALG@CLS en su superficie; (F)
Espectro EDX de los cristales de CLS en la superficie de las MPs de ALG
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Tabla 6.5 - Analisis quimico mediante EDX del farmaco comercial y de las
microparticulas de alginato antes y después de la carga de sulfato de colistina.

Sulfato de colistina MPs de ALG MPs ALG@CLS
Elemento % atomico
CK 54,2 68,7 66,1
NK 19,3 25,6 13,6
OK 18,2 5,7 17,8
SK 8,3 - 0,9
Ba L - - 1,6
Total 100,0 100,0 100,0

Para estudiar la morfologia interior de las microparticulas, éstas se
seccionaron transversalmente con un haz de iones y electrones acoplados al
microscopio SEM Nova NanoLab 200 enfocado sobre la superficie de las
particulas. En la Figura 6.12. Se puede observar una estructura interna porosa
y carente de farmaco en su interior para los dos tipos de microparticulas de

alginato a partir de las secciones transversales realizadas.

Figura 6.12. - Vista de la estructura interna de las MPs después de realizar varios
cortes de seccion con el microscopio Dual - Beam en progresion: (A - C) MPs de
ALG; (D - F) MPs de ALG@CLS (las flechas azules indican los microcristales de
sulfato de colistina en la superficie).
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Finalmente, el analisis composicional a lo largo de la seccion transversal
de las microparticulas de alginato con sulfato de colistina revel6 un aumento
en la sefial de azufre solo en la superficie, correspondiente a la presencia de
cristales del antibiotico (Figura 6.13). Estos resultados coincidieron con lo

obtenido mediante los espectros EDX (Figura 6.11) y por las imagenes de

microscopia SEM (Figura 6.10y 6.12).

=== Azufre Kal Carbono Kal_2 Oxigeno Kal === Bario Lal

D

104

0 1 2 um
== Azufre Kal

Figura 6.13. - Analisis interno de la composicion a lo largo de la trayectoria
marcada con una linea rosa en la figura: (A) MPs de ALG; (B) Analisis composicional
(codigos de color: Azul = Oxigeno, verde = Bario, purpura = Nitrogeno, rojo =
Azufre); (C) MPs de ALG@CLS; (D) Detalle del perfil de azufre con altas
concentraciones en la superficie de la particula.

Las microparticulas basadas en alginato mostraron un potencial ¢
negativo a diferencia del sulfato de colistina puro, con un valor de potencial &
positivo debido a la presencia de numerosos grupos amino en su estructura
(Capitulo 1, Tabla 1.2). Se observo que las microparticulas de alginato tenian

un potencial £ mas negativo que las microparticulas unidas a los cristales de
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sulfato de colistina (Tabla 6.6). Una posible explicacion de esta diferencia de
carga superficial se debe a que los grupos carboxilo (-COO") presentes en la
superficie del alginato podrian encontrarse unidos a los grupos amino (-NH;")
presentes en el sulfato de colistina, haciendo que disminuyese el valor del

potencial & negativo de las microparticulas con farmaco.

Tabla 6.6 - Caracterizacion del farmaco sulfato de colistina (CLS) y de las
microparticulas de alginato con y sin farmaco.

Muestras SEM Poteglaal
(medigp+ pp D10 D50 DO con (@)
(nm) (nm) (nm) (nm)
Sulfato de

o 173,3 +47,5 108,9 177,1 229,9 0,68 +7,40
Colistina

MPs de ALG 480160 29+03 46+08 6,7+0,8 0,84 -35,14

MPs de

445+140 28+0,2 43+0,2 6,5+0,1 0,85 -14,14
ALG@CLS

Cristales de sulfato de colistina

Eje mayor 0,79 0,35 0,41 0,70 1,30 1,27 -

Eje menor 0,43 0,14 0,26 0,42 0,63 0,88 -

Las interacciones entre los grupos -COO  y -NH;* comentadas
anteriormente se confirmaron mediante espectroscopia FTIR (Figura 6.14). En
los espectros de alginato puro tanto en el polvo comercial como en las
particulas de alginato producidas se pueden observar dos picos principales en
1617 cm™ y 1417 cm™, que corresponden a los estiramientos asimétricos y
simétricos de los grupos carboxilos procedentes de la sal de alginato. Se
observa un tercer pico en 1030 cm™ que se atribuye a su estructura de
polisacarido (estiramiento C-O-C) [396,397]. En el caso del farmaco sulfato de
colistina, se identificaron tres bandas principales. Dos picos a 1645 cm™ y 1525
cm ' correspondientes a la amina I (estiramiento C=0) y la amina II (flexion N-

H) respectivamente, y un tercer pico correspondiente al estiramiento C-N a
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1068 cm™ [56]. Sin embargo, en el caso de las microparticulas de alginato con
sulfato de colistina, el analisis revel6 la aparicion de un nuevo pico en 1420
cm ™ atribuido a la interaccion producida entre los grupos -NH;* del sulfato de
colistina con los grupos -COO" procedentes del alginato. Este pico se ha podido
observar en otros estudios como resultado de la interaccion entre los grupos -
NH;" del quitosano y los grupos -COO" procedentes del alginato [398]. Se puede

concluir por tanto que se produjo la interaccion entre ambos grupos.
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Figura 6.14. - Espectros FTIR: (A) Alginato en polvo y MPs de ALG; (B) Sulfato de
colistina puro y MPs de ALG@CLS.

El patron de XRD obtenido para el farmaco sulfato de colistina mostro
un pico ancho y poco intenso proximo a 20,2 °, mientras que el patron de las
microparticulas de alginato no revelo la presencia de ningun pico caracteristico,
lo que concuerda con la naturaleza amorfa de ambas sustancias (Figura 6.15A).
Sin embargo, el protocolo seguido para la obtencion de las MPs de Alg@CLS
compuesto por (i) disolucion del farmaco en disolucion acuosa y (ii) posterior
intercambio etanol-agua, gener6 una recristalizacion del sulfato de colistina,
provocando una conversion desde su forma amorfa a su forma cristalina tal y

como se observa en la Figura 6.15B.

El proceso de cristalizacion habitualmente se divide en tres etapas: (1)
sobresaturacion; (2) nucleacion; (3) crecimiento de los cristales. Raghavan et al.,

[399] estudiaron el papel que desempenaban los polimeros en los procesos de

223



I Capitulo 6

224

cristalizacion de los farmacos. En su estudio sugirieron que en las dos ultimas
etapas del proceso de cristalizacion se produce la interaccion a traves de
puentes de hidrogeno entre el farmaco y el polimero empleado. Los cristales
que se forman en presencia de polimeros son por lo general mas pequenos que
aquellos que se forman en ausencia de éstos. Este fenémeno se ha estudiado
en farmacos como el acetato de hidrocortisona (corticoesteroide) [399] o en la
carbamazepina (antiepiléptico) [400]. Por otro lado, en farmacos como el
ibuprofeno (antiinflamatorio no esteroideo) se ha examinado la influencia de
los disolventes empleados en el proceso de cristalizacion, revelando que el uso
de etanol muestra un crecimiento de los cristales en forma poliédrica o con
forma de grano mientras que con el uso de hexano, los cristales muestran un

crecimiento en forma de aguja (Figura 6.10) [401].

——Sulfato de colistina
——NMPs de ALG

——MPs de ALGZCLS

Intensidad (u. arb.) >
Intensidad (u. arb.) &

M&MMM
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2 theta (°) 2 theta (°)

Figura 6.15. - Difractogramas XRD en estado so6lido de: (A) CLS y MPs de ALG;
(B) MPs de Alg@CLS.

Las imagenes obtenidas por microscopia SEM mostraron que los
microcristales de sulfato de colistina estan presentes en la superficie externa
de las microparticulas de alginato, lo que sugiere que el proceso de
sobresaturacion del medio y posteriormente una nucleacion heterogénea en

sitios favorables de la superficie sean los pasos iniciales en este proceso.

Las estructuras amorfas son sistemas de menor orden que las cristalinas,

y termodinamicamente tienen un exceso de energia libre cuando se comparan
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con ellas, que mejora la solubilidad y biodisponibilidad del farmaco [402]. Sin
embargo cuando se trata de un farmaco que ya presenta altos valores de
solubilidad en medio acuoso como es el sulfato de colistina (~ 50 mg/mL), su
estructura cristalina muestra una mayor estabilidad fisico-quimica en
comparacion con su forma amorfa [403]. La forma amorfa de un farmaco
favorece una mayor absorcion de agua a valores altos de humedad relativa
produciendo aglomeracion y, en consecuencia, una disminucion de la cantidad
de farmaco respirable, ademas de un posible deterioro del farmaco inducido
por la humedad. Por estas razones, la mayoria de los inhaladores comerciales
estan basados en principios activos con estructura cristalina, ya que poseen
una mayor estabilidad con el tiempo, aunque en ocasiones, su solubilidad en

agua se vea reducida [404].

6.4.2 Estudio de la cinética de liberacion del antibiotico sulfato de

colistina

El sulfato de colistina presente en el sobrenadante tras el proceso de
anclaje se determin6 mediante H-RMN, permitiendo calcular la cantidad de
sulfato de colistina en las microparticulas (Punto 6.3.6). También se calcularon
los valores de carga de farmaco (CF = 8,5 + 1,5% p/p) y de eficiencia de
encapsulacion (EE = 28,80 + 1,1% p/p) del proceso. La cinética de liberacion del
antibiotico en las microparticulas de alginato con sulfato de colistina se siguio

mediante UPLC (Anexo I, Seccion 1.3).

La presencia del sulfato de colistina uinicamente en la superficie de las
microparticulas de alginato (Punto 6.4.1) sugiri0 no utilizar modelos
tradicionales como son Peppas - Shalin [320] o Higuchi [349], ya que en este
tipo de modelos se incluye la difusion del farmaco desde el interior de la
particula y/o involucran procesos de erosion. Se consider6 mas adecuado el
empleo de modelos de disolucion para explicar el proceso de liberacion en este
caso. Los datos experimentales fueron analizaros por el Dr. Alvaro Gonzalez-
Garcinuno con el programa gPROMS empleando el modelo de Noyes - Whitney

[405], el cual se encuentra resumido en el Anexo II, Punto II.3.
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Los experimentos para determinar la cinética de liberacion se hicieron en
medio PBS (Anexo I, Punto 1.3.1), se observo que el 100% del farmaco se liber6
de las MPs de Alg@CLS en un tiempo maximo de 4 h. La mayor parte del sulfato
de colistina (aproximadamente un 70%) se liber6 dentro de la primera hora. La
Figura 6.16 muestra la liberacion acumulada del antibiotico (%) desde las
microparticulas de alginato con sulfato de colistina a 37 °C en funcion del

tiempo y la prediccion aportada por el modelo propuesto.

Los parametros del modelo se estimaron de acuerdo a lo descrito en el
Anexo II, Punto II.3. Aplicando el modelo Noyes-Whitney [405] resumido en la

ecuacion 6.1:

dC
—=kxS, X (Co—0) Ec. (6.1)
dt

donde C representa la concentracion del farmaco, C. es la concentracion
maxima liberada, k es la velocidad de disolucion intrinseca y S, es el area de la

seccion transversal del cristal de sulfato de colistina (Tabla 6.6).

Los resultados obtenidos de los tres parametros estimados (D, k, y m) y
del analisis estadistico del ajuste realizado se encuentran recogidos en las
ecuaciones II.3 y II.5 y en la Tabla II.1 (Anexo II). El valor calculado para la
velocidad de disolucion intrinseca (k) fue de 2,35 x10® 1/m?s, el cual se
encuentra dentro del rango de los resultados publicados para otros farmacos.
Skinner et al.,, [406] describen en su estudio la disolucion del farmaco
josamicina en forma cristalina (antibiotico perteneciente al grupo de los
macrolidos). La constante de disolucion intrinseca tuvo un valor de
5,1 x10®* 1/m’s muy similar al obtenido para la disolucion del sulfato de

colistina cristalino.

Esta liberacion tan rapida se debe a la alta solubilidad del sulfato de
colistina en medios acuosos (~ 50 mg/mL) y es de especial interés para el

tratamiento de infecciones respiratorias.
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Figura 6.16. - Liberacion acumulada de farmaco (%) en funcion del tiempo (min) en
PBS y estimacion del modelo (media + DE, n = 3).

6.5 Ensayos in vitro en células pulmonares y actividad

antimicrobiana

Los ensayos in vitro realizados con las microparticulas basadas en
alginato se llevaron a cabo con dos lineas celulares procedentes de pulmon,
A549 y Calu-3. Ademas, se evaluo6 la actividad antimicrobiana de los cristales
de sulfato de colistina en el modelo bacteriano P. aeruginosa (Gram-negativa).
Los protocolos seguidos para el desarrollo de los ambos estudios in vitro se

encuentran detallados en el Capitulo 2.

6.5.1 Ensayos de citotoxicidad celular

La evaluacion de la viabilidad celular y el posible efecto citotoxico del
antibiotico puro y de las microparticulas de alginato con y sin sulfato de

colistina se efectud realizando el ensayo de Alamar Blue.

Las células tratadas con las microparticulas de alginato con sulfato de
colistina mostraron una viabilidad muy similar a las células tratadas con las

microparticulas de alginato libres de antibiotico (Figura 6.17). Ademas, ninguna
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muestra estudiada mostro un efecto supresor sobre los valores de viabilidad
celular de A549 y Calu-3 ya que los valores obtenidos fueron superiores al 70%.
Ambos tipos de microparticulas y el antibiotico libre, se consideraron

biocompatibles a una concentracion < 100 pg/mlL.
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Figura 6.17. - Viabilidad celular tras exposicion al CLS y a las MPs de ALG con y sin
CLS a 24 y 48 h: (A - B) Linea celular A549; (C - D) Linea celular Calu-3. Los
resultados se muestran como media + DE (n = 3). *Diferencias significativas (p <
0,05) entre las muestras en relacion al CLS libre. La linea negra discontinua indica
el 70% de viabilidad celular, de acuerdo a la norma ISO 10993-5.

Es importante destacar que la concentraciéon mas alta analizada fue de

100 pg/mlL, aproximadamente 25 veces mayor que el valor de MBC (4 ng/mL)
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para P. aeruginosa [407]. De esta forma, la administracion de estas
microparticulas permitiria eliminar la infeccion provocada por esta bacteria
utilizando una concentracion superior a la MBC sin generar citotoxicidad en las

células epiteliales de las vias respiratorias humanas.

6.5.2 Actividad antimicrobiana en P. aeruginosa

La actividad antimicrobiana tanto del antibiotico puro como de los

microcristales de sulfato de colistina se evalu6 de tres maneras diferentes

En primer lugar, se hizo un seguimiento del crecimiento de P. aeruginosa
midiendo el valor de la densidad optica (OD600) de diferentes suspensiones
bacterianas en tratamiento con concentraciones crecientes equivalentes de
sulfato de colistina libre y anclado a las microparticulas. Las curvas de
crecimiento (Figura 6.18) mostraron una reduccion del crecimiento bacteriano
con un aumento de la concentracion de antibiotico en el medio. Las
microparticulas de alginato con sulfato de colistina provocaron un retraso en
la aparicion de la fase logaritmica en el ciclo de crecimiento bacteriano a la
concentracion de 0,250 ng/mL. Sin embargo, en el caso del antibiotico libre, el
retardo en el crecimiento se observo a una concentracion mayor, 0,500 pg/mL.
Los resultados reflejan que en presencia de concentraciones > 0,250 ng/mL
existe una fase de latencia hasta las 8 h en comparacion con el grupo control,
cuyo crecimiento comienza a partir de las 4 h. A esta misma concentracion, en
el caso de las bacterias tratadas con el antibiotico libre, la fase de crecimiento
(logaritmica) no comenz0 hasta las 12 h, mostrando la sensibilidad de P.

aeruginosa frente al sulfato de colistina.

En base a estos resultados, el valor de MIC se fijo en 0,500 - 1 png/mL,
rango de concentraciones a las que se comenzo a observar una inhibicion del
crecimiento bacteriano. El valor de la MBC se estableci6 en 4 - 8 pg/mL
concentracion a la que se observo una ausencia de crecimiento. Los valores de
MIC y MBC obtenidos coincidieron con lo reportado previamente en bibliografia
[407,408] y confirmaron que el proceso de anclaje del farmaco a las

microparticulas, no afecto a su actividad antimicrobiana frente a P. aeruginosa.
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Los valores de MIC y MBC se confirmaron mediante el método de diluciones
seriadas en agar (Figura 6.19). Los valores de MIC y MBC fueron de

0,500 a 1 pg/mL y > 4 ng/mlL respectivamente para ambas muestras.
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Figura 6.18. - Curvas de crecimiento bacteriano de P. aeruginosa obtenidas
mediante medidas de la densidad optica (600 nm): (A) CLS libre; (B) MPs de
ALG@CLS. Las concentraciones en png/mlL de antibiotico hacen referencia al CLS
tanto libre como anclado en las MPs de Alg.

Finalmente, los cambios morfologicos en P. aeruginosa tras el
tratamiento con las diferentes muestras se estudiaron mediante microscopia
SEM. El grupo control (bacterias sin tratamiento) revel6 una morfologia normal
con forma de baston y un tamano aproximado de 0,5 - 1 nm de ancho y de 1,5
a 5 pym de largo. La membrana de estas bacterias fue lisa, sin presencia de
hendiduras o arrugas (Figura 6.20A). Por el contrario, tras 24 h de incubacion
de las bacterias con sulfato de colistina, ya fuese libre o en las microparticulas
de alginato con sulfato de colistina, se observaron grandes cambios en su
morfologia. La integridad de la membrana de P. aeruginosa se vio afectada, con
orificios y deformaciones claramente visibles por microscopia SEM. Ademas,
cuando las bacterias estuvieron en contacto con las microparticulas de alginato
con sulfato de colistina a concentraciones superiores al valor de MIC, se

produjo la muerte celular bacteriana (Figuras 6.20Dy 6.20E).
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Figura 6.19. - UFC/mL del CLS frente a P. aeruginosa (media + DE, n = 3;
*Diferencias significativas (p < 0,05)). Las concentraciones en pg/mlL hacen
referencia al CLS tanto libre como anclado a las MPs de ALG.

El sulfato de colistina se libera de las microparticulas de alginato en un
corto periodo de tiempo, aproximadamente 4 h, (Figura 6.16) por lo que es
capaz de mostrar actividad antimicrobiana desde el momento en el que se
anade al cultivo bacteriano. Diversos estudios han revelado [53,409] que los
grupos amino presentes en el sulfato de colistina, con carga positiva a pH
fisiologico, desempenan un papel central por su interaccion con los
lipopolisacaridos (LPS) de la membrana bacteriana cargados negativamente. De
esta forma, el sulfato de colistina interactua con la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas desplazando de manera competitiva los cationes
divalentes (Ca** y Mg**) que tienen como objetivo la union de los lipidos de la
membrana proporcionando estabilidad [53,409]. Las imagenes observadas por
microscopia SEM (Figura 6.20) han mostrado un claro efecto del sulfato de

colistina sobre la membrana externa bacteriana.
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Figura 6.20. - Imagenes microscopia SEM de P. aeruginosa: (A) Muestra control (no
tratada); (B) Después del tratamiento con CLS libre; (C) Después del tratamiento
con MPs de ALG@CLS; (D - E) Tras el contacto con MPs de ALG@CLS. La zona
ampliada muestra a P. aeruginosa muerta, las flechas azules indican las MPs de
ALG@CLS presentes en el cultivo bacteriano.

6.6 Generacion de aerosoles

Para la realizacion de los experimentos se emple6 el generador de
aerosoles UNIZAR descrito en Capitulo 3, Seccion 3.2. Brevemente, las
condiciones de aerosolizacion empleadas fueron de 4 barg en la camara
principal (camara de expansion) y de 8 barg en la camara secundaria (reservorio
de aire). En el deposito situado entre ambas camaras se colocaron 15 + 2 mg de
microparticulas de alginato con sulfato de colistina en forma de polvo seco.
Tras la aerosolizacion neumatica de la muestra, se extrajo una corriente
continua de aerosol microparticulado de la camara de expansion. La
caracterizacion de la corriente de aerosol obtenida se realiz6 en términos de

distribucion de tamaio de particula y concentracion de niimero de particulas
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por cm?® (#/cm’) y se midi6 con los contadores de particulas OPC y CPC

(Anexo I, Seccion 1.4).

La corriente obtenida se ajust6 a un flujo de 0,5 L/min, con una
concentracion de particulas en el intervalo de 0,3 a 20 ym (medida por el OPC)
de aproximadamente 850 #/cm?, logrando una rapida estabilizacion del flujo
que pudo mantenerse constante durante al menos 20 minutos (Figura 6.21A).
Por otro lado, la concentracion de particulas de menor tamano, cristales de
sulfato de colistina, que se separaron de las particulas de alginato durante el
proceso de aerosolizacion se cuantificaron por CPC (fraccion de 10 a 1000 nm).
Se obtuvo la curva de distribucion de tamanos que se muestra en la Figura
6.21B. en la cual se puede observar que hay un maximo en la distribucion
alrededor de 56,7 + 1,8 nm. Este tamafo corresponde a los cristales de sulfato
de colistina mas pequenos y, se atribuye al efecto erosivo del proceso de
aerosolizacion, el cual es capaz de romper los cristales en fragmentos de

tamano nanomeétrico (Figura 6.23).
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Figura 6.21. - Caracterizacion de la corriente de aerosol con las MPs de ALG@CLS:
(A) Evolucion temporal de la concentracion de particulas entre 0,3 - 10 pm medido
por OPC; (B) Curva de distribucion de tamafo de particulas entre 10 a 1000 nm
medido por CPC.

En la Figura 6.22 se muestran las imagenes SEM de las microparticulas

capturadas en fase aerosol. Se observa como parte de los cristales de colistina

aparecen aislados tras el proceso de aerosolizacion, mientras que otros se
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mantuvieron unidos a la superficie de las microparticulas. Los cristales de
sulfato de colistina que se separaron de las microparticulas y que quedaron
retenidos en el filtro de PC (Figura 6.22Ey 6.22F), presentaron un tamano medio
<1 ym (d, = 436,8 + 259,9 nm). Sin embargo, estos cristales se pudieron

observar mejor con la muestra de aerosol recogida en rejilla para su posterior

observacion por microscopia TEM (Figura 6.23).

Figura 6.22. -Imagenes de microscopia SEM de las MPs de ALG@CLS capturadas en
tras su aerosolizacion en forma de polvo seco con el generador de aerosoles
UNIZAR: (A - B) Vista general del filtro de policarbonato; (C - D) MPs de ALG@CLS
(los cristales de CLS se han senalado con flechas azules); (E - F) Cristales de CLS
disgregados de las MPs de ALG@CLS.

En la Figura 6.22 se observa que los cristales de sulfato de colistina
disgregados de las microparticulas de alginato mostraron formas y tamanos
muy heterogéneos, semejantes a los observados previamente en la formulacion
de partida sobre la superficie de las microparticulas (Figura 6.10, Punto 6.4.1).
La distribucion del tamano de los microcristales mostré una poblacion muy
polidispersa, d,= 264,6 + 182,4 nm, en la cual la poblacion con un tamano
menor de 100 nm representd aproximadamente un 13% de la muestra

capturada (Figura 6.23F).
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Esta poblacion de particulas de tamafno nanométrico, aunque representa
una fraccion muy pequena, puede tener gran importancia en relacion a la
mejora de la efectividad del farmaco, ya que es un tamafio con deposicion
preferente en la zona alveolar. Las microparticulas de alginato sirven, por lo
tanto, como portadores de los microcristales de sulfato de colistina facilitando

su aerosolizacion y disgregacion en un tamano adecuado (< 1 pm) para su

suministro por via inhalatoria.
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Figura 6.23. - Imagenes de microscopia TEM de las MPs de ALG@CLS capturadas
tras su aerosolizacion con el generador de aerosoles UNIZAR: (A - E) Cristales de
CLS; (F) Histograma de distribucion del tamafio de particula de los cristales de CLS
(d, =264,6 £ 182,4 nm) (N = 650). Las fechas azules indican los cristales de CLS con
d, < 100 nm.

6.7 Conclusiones

Del estudio realizado en este Capitulo se obtienen las siguientes

conclusiones:
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El proceso de atomizacion, tamizado y secado descrito permite obtener

particulas de alginato en forma de polvo seco con un tamafo < 5 pm.

Las microparticulas de alginato cargadas con sulfato de colistina
mostraron un tamano adecuado para su administracion directa por via
inhalatoria. El valor de carga de farmaco fue alto, aproximadamente un

8% p/p, vy el valor de eficiencia de encapsulacion (%) del 28,80% p/p.

Las microparticulas poseen una estructura interna porosa y los
microcristales de sulfato de colistina estan presentes unicamente en la

superficie de las microparticulas de alginato.

El pequeno tamano de dichos microcristales, (alrededor de 1 pm), y su
disposicion superficial favorecen una rapida disolucion del farmaco tras
ponerse en contacto con la disolucion de PBS que simulo el medio

fisiologico.

El 100% del sulfato de colistina asociado a las MPs se libera en un tiempo
maximo de 4 h en PBS. Este perfil de liberacion resulta de especial interés
en el tratamiento de infecciones pulmonares bacterianas, donde la rapida
disponibilidad del antibiotico desempena un papel clave para impedir la

propagacion de la infeccion.

El sulfato de colistina en las microparticulas mantuvo su mecanismo de
accion antimicrobiana y mostr6 una fuerte actividad antibacteriana
contra Pseudomonas aeruginosa inhibiendo el crecimiento en

concentraciones comparables o incluso mas bajas que el antibiotico libre.

Tanto el farmaco libre como las microparticulas con y sin farmaco
mostraron una excelente biocompatibilidad en lineas celulares de

pulmon, A549 y Calu-3.
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e Los ensayos realizados con el generador de aerosoles UNIZAR revelaron
la capacidad de disgregar los microcristales de colistina de la superficie

de las microparticulas de alginato
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Capitulo 7

OBTENCION DE PARTICULAS BASADAS EN EL
ANTIBIOTICO AZITROMICINA

En este séptimo capitulo se desarrollan dos tipos de formulaciones
inhalables en forma de polvo seco compuestas por microparticulas basadas en
el antibiotico azitromicina. Una primera formulacion incluye unicamente el
antibiotico sin empleo de excipientes, y una segunda estd formada por
azitromicina junto con el fosfolipido dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Ambas
microparticulas se obtuvieron por la técnica de electropulverizacion. El objetivo
principal fue estudiar ambas formulaciones en vista a su posible aplicacion como
tratamiento inhalatorio de infecciones pulmonares. Al mismo tiempo, se evaluo
si la incorporacion de dicho fosfolipido en la segunda [formulacion
proporcionaba alguna ventaja en la solubilidad y eficacia respecto al farmaco
de partida. Por este motivo, tanto la caracterizacion como su estudio in Vitro en
células pulmonares se realizo con ambos tipos de microparticulas. Se concluyo
que los mejores resultados se obtuvieron con las microparticulas de azitromicina
sin DPPC, siendo éstas seleccionadas para su estudio en ensayos in vitro de

deposicion pulmonar y generacion de aerosoles.
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7. OBTENCION DE PARTICULAS BASADAS EN EL
ANTIBIOTICO AZITROMICINA

7.1 Introduccion

La azitromicina es un antibiotico perteneciente al grupo de los
macrolidos con actividad antimicrobiana de amplio espectro frente a bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas [410]. Desde su descubrimiento en la década
de los 70, la FDA ha aprobado su uso para el tratamiento de enfermedades
respiratorias como la neumonia adquirida, exacerbaciones provocadas por la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) o como terapia
antiinflamatoria en pacientes con fibrosis quistica [411]. La OMS clasifica la
azitromicina como uno de los antibioticos mas seguros dentro del sistema
nacional de salud por los escasos efectos secundarios reportados en los

estudios realizados con pacientes con enfermedades respiratorias [65,412]

Aunque la azitromicina es ampliamente usada en el tratamiento de
infecciones respiratorias, cuando se administra por via oral los valores de
biodisponibilidad que presenta son bajos (~ 37%) [61]. Sin embargo, este
antibiotico posee propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas que le
confieren una alta capacidad de penetracion en los tejidos, acumulandose en
ellos [413]. Esta capacidad de acumulacion en macrofagos y neutrofilos es muy
importante para el desarrollo de los efectos inmunomoduladores que posee
sobre bacterias intracelulares como S. aureus [414]. De los pacientes a los que
se les administra azitromicina solo un pequeno porcentaje (1-5%) experimenta
efectos secundarios, entre los mas comunes se destacan malestar
gastrointestinal, problemas auditivos, dolor de cabeza y/o mareos [415]. A
pesar de que los macrolidos tienen un potencial riesgo cardiaco debido a una
prolongacion del intervalo QT¢, no existen estudios hasta el momento que

indiquen que la azitromicina produzca este efecto secundario, ya que no

¢ En un electrocardiograma, el intervalo QT describe la despolarizacion vy
repolarizacion ventricular. El intervalo QT es medido desde el inicio de la onda Q hasta
el final de la onda T. Si este intervalo se encuentra alterado, puede dar lugar a arritmias
cardiacas [456].
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interacciona con el citocromo CYP3A4 [416]. Por todos estos motivos, la
azitromicina se considera un farmaco seguro y de alta tolerabilidad por parte

de los pacientes [60].

En los tratamientos administrados por via inhalatoria, el surfactante
pulmonar es la primera barrera biologica en el sistema respiratorio [417]
(Capitulo 1). El surfactante pulmonar esta compuesto por una mezcla de
fosfolipidos (~ 80%), lipidos neutros (~ 10%) y proteinas (~ 10%), donde el
componente mas abundante (~ 40%) es el fosfolipido dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) [418]. Las propiedades fisico - quimicas de este lipido se recogen en la
Tabla 7.1. Los fosfolipidos son sustancias biocompatibles y biodegradables que
poseen la caracteristica de mejorar la migracion de las particulas inhaladas
hacia la periferia pulmonar [419]. La principal funcion fisiologica del
surfactante pulmonar consiste en reducir la tension superficial al final del
proceso de exhalacion a valores proximos a cero. De esta manera, la existencia
de un pequeno volumen de aire favorece la estabilidad de los pulmones y evita
su colapso, al mismo tiempo que minimiza el trabajo generado durante el

proceso de respiracion [418].

Tabla 7.1 - (A) Estructura molecular del lipido dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).
En su estructura se encuentra marcada la region hidrofobica y la hidrofilica;
(B) Propiedades fisico-quimicas del fosfolipido DPPC (informacion obtenida de la
base de datos PubChem® y Avanti Polar Lipids®).

A. Estructura molecular B. Propiedades fisico - quimicas

Peso molecular 734,0 g/mol
o . Punto de fusion > 41 °C
Region hidrofilica
o | o N Descomposicion >75°C
A A g oo ) Solido
W o T Forma cristalino
. Ot, pKa ~1,0
Region hidrofobica Solubilidad (25 oC)
Etanol, acetona,
DMSO, cloroformo 30 mg/mL
Agua Insoluble
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La administracion conjunta del fosfolipido DPPC junto con otros
farmacos presenta numerosas ventajas, siendo la principal su naturaleza
endogena, lo que reduce el rechazo o toxicidad de la formulacion. Por otro lado,
las interacciones que se producen entre el farmaco y/o polimero y el
surfactante pulmonar van a influir en el tratamiento inhalatorio. Los
surfactantes favorecen la solubilidad de determinados farmacos y, en

consecuencia, su biodisponibilidad y absorcion en el sistema pulmonar [420].

Por todas las razones comentadas anteriormente, el uso de fosfolipidos
en la administracion pulmonar puede resultar de gran interés. En este capitulo
se emplea la electropulverizacion como método de generacion de particulas. Se
desarrollan dos tipos de formulaciones en forma de polvo seco a partir del
antibiotico azitromicina, incorporando en una de ellas el fosfolipido DPPC con

el objetivo de incrementar su solubilidad y sus propiedades antimicrobianas.

7.2 Optimizacion del proceso de electropulverizacion

Para la generacion de las microparticulas se emple6 la técnica de
electropulverizacion o electrospray descrita previamente en el Capitulo 2
(Punto 2.1.1) y empleada anteriormente en el Capitulo 4. Tal y como se indico,
esta técnica requiere la optimizacion de numerosos parametros que van a
afectar a la morfologia y distribucion del tamafio de las micro- o nanoparticulas
resultantes. En este estudio nos centramos principalmente en 3 parametros que
juegan un papel importante en la formacion de las particulas: disolvente
empleado, caudal de alimentacion y concentracion de farmaco. Los parametros
experimentales empleados para la optimizacion de las microparticulas de
azitromicina con la morfologia y el tamafio buscados (< 5 ym) se encuentran

recogidos en la Tabla 2.2 (Capitulo 2, Punto 2.1.1.4).

7.2.1 Disolvente

La seleccion del disolvente empleado es un factor clave en el proceso de

electropulverizacion, tanto por sus caracteristicas de viscosidad, tension
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superficial, constante dieléctrica y conductividad como por su influencia en el

tamano y forma de las microparticulas generadas.

El uso de disolventes con temperaturas de ebullicion mas bajas, que
favorezcan un proceso rapido de evaporacion puede generar la aparicion de
cavidades en la superficie de las microparticulas y facilitar su fragmentacion.
Si la disolucion tiene un valor de tension superficial alto, se requiere un mayor
potencial para superar ese valor, lo que da lugar a particulas de mayor tamano.
Por el contrario, si el valor de la tension superficial es bajo, las gotas de la
disolucion podran fisionarse de manera mas rapida y generar particulas de

menor tamano [421].

La conductividad eléctrica depende de la naturaleza del material que
permite el paso de carga eléctrica a través de él. Del mismo modo que la
viscosidad, también influyen otros parametros como el caudal o el voltaje
eléctrico aplicado. Por lo general, disolventes con valores de conductividad
bajos tienen una mayor dificultad para aumentar las fuerzas electrostaticas de
Coulomb vy, por lo tanto, para superar el valor de la tension superficial de la
disolucion, generando particulas con un tamafno mayor [237]. Una tendencia
analoga se observa con la constante dieléctrica, donde un valor mas bajo genera
particulas de mayor tamano [422]. Las propiedades de los disolventes
empleados en este estudio se encuentran recogidas en la Tabla 2.1 (Capitulo 2,
punto 2.1.1.3).

En los ensayos para la seleccion del disolvente, se mantuvieron contantes
la concentracion de azitromicina en 10% p/p y un caudal de alimentacion de
1,0 mL/h. En la Figura 7.1 se observa como las particulas obtenidas con etanol
y acetona mostraron una superficie rugosa debido a la rapida evaporacion del
disolvente. Las particulas obtenidas con el cloroformo como disolvente
mostraron un mayor tamano en todos los caudales de alimentacion ensayados,
corroborando que un valor de constante dieléctrica mas bajo conduce a un
mayor tamafno de particula (Tabla 7.2). En base a estos resultados, se fijo el

cloroformo como disolvente O6ptimo para la obtencion de las microparticulas
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tanto por la morfologia (forma redondeada) como por el tamafio promedio

obtenido (aproximadamente 3 pm).

Figura 7.1. - Imagenes de microscopia SEM de las MPs de AZT al 10% p/p obtenidas
del proceso de electropulverizacion con diferentes disolventes a un caudal de 1,0
mL/h: (A) Cloroformo; (B) Etanol; (C) Acetona; (D) Etanol/acetona (1/1). Caudal de
2,5 mL/h: (E) Cloroformo; (F) Etanol; (G) Acetona; (H) Etanol/acetona (1/1). En azul
se indica el disolvente seleccionado como O6ptimo.

Tabla 7.2 - Azitromicina al 10% p/p. Tamafo de particula obtenido en funcion de
los parametros experimentales estudiados (disolvente y caudal).

10% p/p azitromicina

Disolvente Caudal (mL/h) Tamaiio (pm)
1,0 2,06 + 0,76
1,5 3,10 + 0,59
Cloroformo 2,0 3,55+0,88
2,5 4,75 = 0,80
1,0 1,40 = 0,36
1,5 2,30 + 0,40
Etanol 2,0 1,80 + 0,36
2,5 2,00 + 0,35
1,0 1,10 £ 0,19
1,5 1,15 £ 0,30
Acetona 2,0 1,65 + 0,28
2,5 0,90 + 0,28
1,0 0,86 + 0,26
1,5 0,87 +0,27
Etanol/Acetona (1/1) 2,0 0,85 +0,21
2,5 0,75 + 0,30
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7.2.2 Caudal de alimentacion

Tras establecer el cloroformo como disolvente 6ptimo, el siguiente paso
fue el estudio de la influencia del caudal de alimentacion en el tamafo de
particula. El tamafno de particula generada es proporcional al valor del caudal
de flujo empleado. Un aumento en la velocidad del caudal de alimentacion
ocasiona una acumulacion de la disolucion en la punta del capilar, ya que este
proceso no es compensado por la evaporacion del disolvente, dando como

resultado un incremento en el tamano de particula [237,423].

Los resultados obtenidos tras el estudio de la influencia del caudal en el
tamano de particula se recogen en la Tabla 7.3. En la Figura 7.2 se pueden
observar imagenes de microscopia SEM de las microparticulas obtenidas a los
distintos caudales empleados. Se establecio en 1,5 mL/h, el valor 6ptimo de
velocidad de flujo, ya que permitié obtener una poblacién de particulas con

tamanos mas homogéneos (menor polidispersidad).
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Figura 7.2. - Imagenes de microscopia SEM de las MPs de AZT obtenidas en funcion
del caudal (mL/h) a una concentracion de 10% p/p con cloroformo como disolvente:
(A) 1 mL/h; B) 1,5 mL/h; (C) 2 mL/h; (D) 2,5 mL/h; (E) Influencia del caudal de
alimentacion en la distribucion del tamafio de particula (media + DE pm). En azul
se encuentra recuadrada la imagen correspondiente a las condiciones
seleccionadas como Optimas.
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7.2.3 Concentracion de farmaco

Una vez fijado como disolvente el cloroformo y el valor del caudal (1,5
mlL/h), el ultimo paso se centr6 en el determinar la concentracion adecuada de
azitromicina. La concentracion probada fue desde 1% p/p hasta 10% p/p. En la

Figura 7.3 se observa como al aumentar la concentracion de farmaco los valores

del tamano de particula obtenidos fueron mayores.

—
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Figura 7.3. - Imagenes de microscopia SEM de las MPs de AZT obtenidas en funciéon
de la concentracion (% p/p) a un flujo de 1,5 mL/h con cloroformo como disolvente:
(A) 1% p/p; B) 2,5% p/p; (C) 5% p/p; (D) 10% p/p; (E) Influencia de la concentracion
en la distribucion del tamano de particula; (F) Histograma de distribucion de las
MPs de AZT (10% p/p) (d, = 3,10 £ 0,6 pm; N = 150). En azul se encuentra sefialada
las condiciones establecidas como Optimas.

El tamano de gota generado es dependiente tanto del caudal de
alimentacion empleado (Punto 7.2.2) como de las propiedades de la disolucion
(conductividad, tension superficial o concentracion). Es interesante observar
que a partir de concentraciones mayores de 5% p/p el tamano de particula
obtenido no aumenta, manteniéndose en un tamano proximo a las 3 pm.
Ijsebaert et al., [423] mostraron en su estudio que cuando el valor de la tension

superficial y de la conductividad de la disolucién son similares, el tamafo de
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particula obtenida también lo es. La conductividad y la tension superficial
tienden aumentan a concentraciones mas altas de farmaco, lo que podria
explicar porque a concentraciones mayores de 5% p/p el tamafno de particula
(proximo a las 3 pm) obtenido es similar. Sin embargo, la morfologia de las
particulas obtenidas mejora notablemente frente al resto de concentraciones
estudiadas. Esto concuerda con estudios previos que han demostrado que un
incremento en la concentracion de polimero o de farmaco tiene como efecto un
aumento en el tamano de las particulas generadas [230]. Los tamafnos obtenidos

para las diferentes concentraciones ensayadas se recogen en la Tabla 7.3.

Tabla 7.3 - Disolvente cloroformo. Tamafio de particula obtenido en funcion de los
parametros experimentales estudiados (concentracion de azitromicina y caudal).

Concentracion (% p/p) Caudal (mL/h) Tamano (pm)

1,0 1,07 + 0,49

1 1,5 1,10 + 0,49
2,0 2,50 + 0,51

1,0 1,80 + 0,72

2,5 1,5 2,10 = 0,70
2,0 2,75 +1,01

1,0 1,70 + 0,36

) 1,5 2,90 + 0,87
2,0 2,40 = 0,54

1,0 2,06 + 0,76

10 1,5 3,10 = 0,59
2,0 3,55 + 0,88

Finalmente, se determinaron como Optimas las siguientes condiciones,
cloroformo como disolvente, concentracion de azitromicina a 10% p/p y caudal

de alimentacion del 1,5 mL/h.

7.2.4 Influencia del fosfolipido DPPC

Debido a las propiedades comentadas anteriormente del fosfolipido
DPPC a nivel pulmonar, éste se anadié a diferentes concentraciones a la
disolucion de azitromicina establecida como Optima antes de ser
electropulverizada. Este hecho permitié evaluar su efecto como surfactante

tanto en el tamano de particula obtenido como en sus propiedades fisico-
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quimicas y su eficacia en estudios in vitro con en lineas celulares de pulmoén y

en biofilms creados por P. aeruginosa.

El rango de concentraciones de DPPC estudiadas fue de 0,05% p/p hasta
un valor maximo de 0,4% p/p, ya que se empez0 a observar que el proceso de
secado no se producia correctamente. De igual modo, se vario el rango de
caudales (desde 1,0 mL/h hasta 2,5 mL/h) con el objetivo de favorecer un
correcto proceso de secado. La Tabla 7.4 y la Figura 7.4 recogen los tamanos
obtenidos para las microparticulas de azitromicina con DPPC (MPs de AZT con
DPPQC).

Tabla 7.4 - Disolvente cloroformo. Concentraciéon de azitromicina del 10 % p/p.
Tamano de particula obtenido en funcion de los parametros experimentales
estudiados (concentracion de DPPC y caudal).

Concentracion DPPC Caudal Tamano
(% p/p) (mL/h) (nm)

1,0 2,06 + 0,76

0 1,5 3,10 + 0,59
2,0 3,55 + 0,88

2,5 4,75 + 0,60

1,0 2,55 + 1,00

0,05 1,5 2,25 + 0,96
2,0 1,65 = 0,35

2,5 1,30 = 0,31

1,0 2,10 +£ 0,63

0,1 1,5 1,95+ 0,71
2,0 1,80 = 0,60

2,5 1,60 = 0,29

1,0 1,80 = 0,53

0,2 1,5 1,65 + 0,48
2,0 1,48 + 0,40

2,5 1,25 £ 0,22

1,0 0,95 + 0,26

0,4 1,5 1,05 = 0,25
2,0 1,05 + 0,24

2,5 1,05 = 0,23

El uso del surfactante tuvo el efecto esperado sobre la morfologia de las
particulas. Kavadiya y Biswas [232] han mostrado recientemente que la

cantidad de surfactante afiadido afecta al valor de la tension superficial, y, por
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tanto, una concentracion alta de surfactante da como resultado pequeias

particulas no aglomeradas (Figura 7.4).

Figura 7.4. - Imagenes de microscopia SEM de las MPs de AZT obtenidas con
diferentes concentraciones de DPPC. A un caudal de 1 mL/h con: (A) 0,05 % p/p;
(B) 0,1 % p/p; (C) 0,2 % p/p; (D) 0,4 % p/p. Y caudal de 2,5 mL/h: (E) 0,05 % p/p; (F)
0,1 % p/p; (G) 0,2 % p/p; (H) 0,4 % p/p. En azul se encuentra sefialada la imagen
correspondiente a las condiciones seleccionadas como Optimas.

Duong et al, [424] realizaron un estudio para la obtencion de
microparticulas a partir del polimero dextrano mediante la técnica de
electropulverizacion al mismo tiempo que emplearon como surfactantes Tween
20 y Tween 80. Ambos surfactantes incrementaron el valor de la conductividad
eléctrica de las disoluciones, lo que contribuy6 a un cambio en la morfologia
de las particulas (ligeramente mas esféricas) y a una reduccion del tamafo de
la gota y, por ende, del tamano de particula generado. En otro estudio realizado
por Xie et al., [425] se emple6 el surfactante Pluronic F127, mostrando una
reduccion en el valor de la tension superficial y la generacion de particulas de

menor tamano.

En la Figura 7.5 se observa como un aumento del caudal y de la
concentracion del surfactante (DPPC) produjo en las microparticulas de
azitromicina el mismo efecto que lo observado en estudios previos, generando

una disminucion en el tamano de particula hasta valores proximos a 1 pm.
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Figura 7.5. - (A) Influencia del caudal (mL/h) en el tamafo de particula segun la
concentracion de DPPC; (B) Histograma de distribucion del tamano de particulas
con DPPC (0,2% p/p) y caudal 1 mL/h (d, = 1,80 + 0,53 pm; N = 150).

Las condiciones establecidas para las microparticulas de azitromicina
con DPPC se seleccionaron basandose en aquellas que permitieron obtener un
tamano mayor, es decir, mas similar a las microparticulas de azitromicina sin

DPPC vy, al mismo tiempo, se favoreciese un correcto secado del fosfolipido.

7.3 Caracterizacion de las microparticulas de azitromicina

7.3.1 Caracterizacion fisico - quimica

La técnica de XPS se emple0 para determinar los elementos presentes en
las muestras y confirmar la ausencia de restos de disolvente. La caracterizacion
se completd mediante DSC que permiti0 comprobar la estabilidad de las
microparticulas y por FTIR, que proporcion6 informacion sobre las
interacciones entre el antibiotico y el fosfolipido. Ademas, se realiz6 un analisis
de la cristalinidad de las microparticulas producidas en comparacion con el
farmaco puro mediante XRD. La carga superficial de las particulas se obtuvo
mediante la medida del potencial & La cuantificacion de azitromicina en las
diferentes muestras se realizo mediante UPLC o HPLC. Las técnicas, condiciones
de caracterizacion y protocolos seguidos se encuentran descritos en el Capitulo

2 y Anexo L.
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Una vez generadas las microparticulas de azitromicina, fue necesario
conocer el contenido de los disolventes residuales en la formulacion, en este
estudio, el cloroformo. El cloroformo es un disolvente de Clase 2, es decir, es
un disolvente cuya presencia debe ser limitada en farmacos o excipientes
debido a su toxicidad inherente. El limite de concentracion o el limite de
exposicion diaria permitida (VLA-ED) es de 3,6 mg/dia o 60 PPM

respectivamente [310].

La técnica de XPS permitio comprobar la presencia de posibles trazas de
cloroformo en las microparticulas siguiendo la concentracion del cloroformo
residual. Se obtuvo informacion de los elementos que componian las distintas
muestras analizadas. En la Tabla 7.5 se muestra que la presencia de cloro (Cl)
en las microparticulas de azitromicina fue practicamente cero (encontrandose
a una concentracion similar al ruido de fondo del analisis) y, que en el caso de
las microparticulas con DPPC, ni siquiera se llego a detectar. Por otro lado, las
microparticulas con DPPC mostraron la presencia de fosforo (P), elemento
caracteristico de los fosfolipidos, mientras que en el resto de muestras no se

detecto.

Tabla 7.5 - Valores obtenidos del analisis por XPS.

Muestras Elementos

Disolvente O1s C1s N 1s Cl 2p P 2p
Azitromicina 22,1 % 73,9 % 4.1 % - -
Microparticulas de 212% 747% 34% 002% i
Azitromicina
Microparticulas de 17.5 % 79.1 % 2.9% i 0.5 %

Azitromicina con DPPC

El analisis por DSC permiti0 comprobar la estabilidad de las
formulaciones desarrolladas frente a la azitromicina pura. Los analisis
termoanaliticos obtenidos por DSC a partir de las medidas realizadas se
recogen en la Figura 7.6. La azitromicina pura mostro dos picos endotérmicos,

el primer pico caracteristico del proceso de deshidratacion y recristalizacion a
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130 - 140 °C, y un segundo pico a 250 °C correspondiente a la fusion del
farmaco en estado solido con la consecuente degradacion del anillo que forma
su estructura [426]. Este segundo pico también pudo observarse en las
microparticulas de azitromicina con y sin DPPC. Sin embargo, el pico a
130 - 140 °C desaparecio, confirmando que la azitromicina ya se habia
deshidratado tras el proceso de electropulverizacion. El fosfolipido DPPC
mostro dos picos endotérmicos a 67 °C correspondientes a una pre-transicion
del gel a bicapa y otro a 73 °C asociado a una transicion principal, es decir, a
un proceso de fusion de la cadena acilo presente en su estructura [427]. A pesar
de la presencia del DPPC en una de las formulaciones de microparticulas
estudiadas, su analisis por DSC no mostr6 ningun pico endotérmico
caracteristico de este fosfolipido, debido a la baja concentracion de DPPC en
las microparticulas (masa de farmaco/masa de fosfolipido de 50/1), lo que

dificult6 su deteccion por esta técnica.

10 2
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Figura 7.6. - Curvas obtenidas del analisis por DSC: (A) AZT y fosfolipido DPPC
puros; (B) MPs de AZT con y sin el fosfolipido DPPC.

El analisis por FTIR se emple6 para investigar tanto la conversion de la
azitromicina dihidratada a su forma anhidra como las posibles interacciones
entre el DPPC y la azitromicina a nivel molecular en las formulaciones
desarrolladas. En la Figura 7.7 se observan los espectros de las distintas
muestras analizadas por FTIR. El espectro de la azitromicina pura presento
picos caracteristicos a 1724 cm™ (enlace C=0), 1190 cm™ (enlace asimétrico

C-0-C)y 1068 cm ™ (enlace simétrico C—O—-C) [428]. Ademas, present6 dos picos
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caracteristicos de su forma dihidratada en 3559 cm™ y 3492 cm™!, asociados a
los enlaces O-H por la presencia de agua formando parte de su red cristalina.
Sin embargo, se produce una desaparicion de estos picos en ambos tipos de
microparticulas producidas mediante electropulverizacion, confirmando de

nuevo su transformacion de azitromicina dihidratada a su forma anhidra.

El DPPC mostr6 dos picos caracteristicos por las vibraciones simétricas
y asimeétricas del grupo CH, en la cadena acilo (2850 cm™ y 2920 cm™,
respectivamente) [429]. Pero, estos picos no se observaron con claridad en las
microparticulas con DPPC, lo que llevd a pensar nuevamente en que la
concentracion de este fosfolipido en las microparticulas fue muy baja,

dificultando su deteccion, tal y como se ha indicado anteriormente.
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Figura 7.7. - Espectros FTIR de AZT y fosfolipido DPPC puros, MPs de AZT con y
sin el fosfolipido DPPC, con sus picos mas caracteristicos: (A) Espectro FTIR entre
4000 y 600 cm%; (B) Region ampliada en el rango de 3750 a 2750 cm ™.

El analisis por XRD es un método directo que permite obtener
informacion sobre la estructura cristalina o amorfa del material (Figura 7.8).
Los diferentes picos presentes en los espectros de las sustancias puras (AZT y
DPPC) revelan su estructura cristalina. Se observan varios picos estrechos en
diferentes angulos de difraccion 20 en el caso de la azitromicina pura, 7,7°, 9,6,
17,3°, 19,6°, 20,77, 23,8°, 26,6° y 28,7 estando el pico mas caracteristico a 9,6

[428]. Del mismo modo, el analisis por XRD revel0 que el pico caracteristico 20
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del fosfolipido DPPC en estado solido se encontraba aproximadamente a 21,0°
[427]. En el caso de las microparticulas generadas a partir de la técnica de
electropulverizacion con y sin DPPC se observan difractogramas caracteristicos
de estructuras amorfas. La naturaleza amorfa de estas microparticulas
anhidras concuerda con lo reportado en estudios previos [430]. En ambas
formulaciones, los picos correspondientes a la azitromicina cristalizada de la
formulacion inicial desaparecen completamente, a excepcion del pico presente
a 9,6. En la Figura 7.8B se puede observar igualmente la ausencia de
cristalinidad en la estructura, pero con la diferencia de que el pico
correspondiente al angulo de difraccion a 21,0, se ve incrementando debido a

la presencia del DPPC en la muestra.
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Figura 7.8. - Difractogramas XRD en estado solido de: (A) AZT y fosfolipido DPPC;
(B) MPs de AZT con vy sin el fosfolipido DPPC.

Finalmente, se midio el potencial & de ambos tipos de microparticulas y
de la azitromicina pura. Las tres muestras mostraron un valor negativo (Tabla
7.6). El valor de las microparticulas de azitromicina con el fosfolipido DPPC fue
ligeramente mas negativo, la posible razon de ello fue la presencia del

fosfolipido, el cual también posee carga negativa.
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Tabla 7.6 - Caracterizacion del farmaco azitromicina (AZT) y de las MPs de AZT
con y sin el fosfolipido DPPC.

Muestras SEM Poteglcial
(medigp+ DE) D10 D50 D90 Span (mv)
(um) (nm) (nm) (nm)

AZT 173,30 £ 47,50 70,2 144,7 246,1 1,22 -39,90
MPs de AZT 3,10 £ 0,59 2,0=+0,3 2,7+04 3,7+0,1 0,63 -17,00
MPsde AZT 140,053 09+0,1 1,7+0,9 22+0,7 075  -23,66

con DPPC

7.3.2 Estudio de la cinética de disolucion de las microparticulas

Uno de los principales problemas del antibiotico azitromicina es su
escasa solubilidad en fluidos biol6gicos, lo que tiene como consecuencia una
baja biodisponibilidad tras su administracion [429]. Recientes investigaciones
han demostrado que los farmacos cristalinos pueden sufrir una transformacion
desde su estructura cristalina a su estructura amorfa a través de diferentes
procesos de produccion de particulas (por ejemplo, por spray-drying [56,68]).
Esto es una consecuencia logica en un proceso que transcurre a una velocidad
tan alta que no permite la ordenacion implicita de un mecanismo de

cristalizacion.

En el estudio realizado recientemente por Yaqoubi et al., [230] muestran
la capacidad de la técnica de electropulverizacion de producir esta conversion
de cristalino a amorfo en la estructura del farmaco budesonida (corticoide). Del
mismo modo, como se ha demostrado en nuestro trabajo, también es capaz de
producir esta transformacion en la estructura de la azitromicina, permitiendo
obtener microparticulas con estructura amorfa. Esta propiedad supone una
ventaja importante cuando se quieren administrar farmacos poco solubles en

agua por via inhalatoria.
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El area superficial de la forma amorfa es por lo general mayor que la de
la forma cristalina y, por lo tanto, tiende a incrementar la velocidad de
disolucion. Ademas, la forma cristalina tiene una estructura mas organizada,
de modo que su velocidad de disolucion es mas lenta. Una de las consecuencias
es que, dado que las particulas se eliminan de los pulmones por aclaramiento
mucociliar, esta baja velocidad de disolucion puede hacer que se eliminen antes
de disolverse, y el efecto terapéutico puede verse reducido [431]. Tanto es asi,
que en el caso de los antibioticos poco solubles en agua se prefiere su forma

amorfa cuando de administran mediante inhaladores de polvo seco [403].

Los procesos de inflamacion e infeccion promueven una acidificacion del
ambiente pulmonar, esta variacion en el pH ha sido reportada en numerosas
enfermedades inflamatorias como la fibrosis quistica [432]. En esta
enfermedad, el pH del liquido que recubre la superficie de las vias respiratorias
se vuelve mas acido. La reduccion del pH puede disminuir el efecto
antimicrobiano de determinados farmacos, impidiendo la eliminacion de las
bacterias causantes de la infeccion [433]. Sin embargo, dentro del grupo de los
macrolidos, la azitromicina se caracteriza por tener baja solubilidad en agua

pero, buena estabilidad en medios acidos [64].

Por esa razon, se evaluo la solubilidad de las formulaciones de
microparticulas de azitromicina sintetizadas frente a la del farmaco puro. Los
ensayos de equilibrio de solubilidad se realizaron en medio PBS para simular el
liquido de revestimiento del pulmon, y se estudio la influencia del pH del
medio. Los medios fueron: PBS (pH = 7,4), PBS ligeramente acidificado
(pH = 6,5; ajustado con acido clorhidrico) y PBS ligeramente basico (pH = 8,2;
ajustado con hidroxido de sodio). Las diferentes muestras se anadieron en
exceso (3,0 £ 0,250 mg/mL) en 1 mL de disolucion y se mantuvieron en
agitacion a 37 + 1 °C (Thermo-Shaker, Biosan, Letonia) durante un tiempo de
estudio de 24 y 48 h. Pasado este tiempo, las suspensiones de microparticulas
se centrifugaron a 12.000 rpm, 10 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante se filtr6 mediante un filtro de Nylon de 0,22 pm (Millipore,
Irlanda) y la concentracion de azitromicina presente en las muestras se

cuantifico mediante cromatografia UPLC.
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Los resultados alcanzados muestran que en todos los casos la
solubilidad de las microparticulas alcanza a un tiempo determinado fue
siempre mayor que la del farmaco puro (Figura 7.9). Ademas, se pudo observar
que en todas las muestras la cantidad disuelta disminuy6 con el aumento del
PH, lo que se puede relacionar con el valor de pK, (8,5) de la azitromicina y su
disociacion en medio acido. Para ambos tiempos de estudio, la cantidad
disuelta de las microparticulas de azitromicina (estructura amorfa) fue casi el
doble que para el farmaco puro (estructura cristalina). Sin embargo, la
incorporacion del fosfolipido DPPC a las microparticulas de azitromicina no
mostré una mejora en su solubilidad respecto a las microparticulas de
azitromicina sin excipiente, pese a que el resultado esperado era que actuase
como tensoactivo y mejorase los valores de solubilidad alcanzados. La posible
explicacion reside en que la cantidad de este fosfolipido incorporada fue
demasiado baja, siendo insuficiente para mostrar una mejora en la solubilidad,
ya que los valores que se obtuvieron fueron muy similares a los obtenidos con

las microparticulas de azitromicina sin DPPC.
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Figura 7.9. - Experimentos de solubilidad: AZT pura y MPs de AZT con y sin
fosfolipido DPPC a diferentes pH (6,8 - 8,2): (A) 24 h; (B) 48 h (media + DE, n = 3).

A partir de estos resultados se puede concluir que la incorporacion del
fosfolipido DPPC a las condiciones utilizadas no induce una mejora
significativa en la solubilidad de las microparticulas de azitromicina. Por el
contrario, la transformacion de su estructura de cristalina a amorfa y su
morfologia de particulas redondeadas con un tamafio medio de

aproximadamente 2,5 pm son claves para mejorar la solubilidad del antibiotico.
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El tamano de la azitromicina pura (> 100 nm) se redujo en casi 40 veces con la
formacién de las microparticulas y, por tanto, se aument6 la superficie de
contacto en la misma proporcion, ya que la superficie por unidad de volumen

es inversamente proporcional al radio (en particulas esféricas).

7.4 Ensayos in vitro en células pulmonares

Los ensayos in vitro realizados con las microparticulas de azitromicina
se llevaron a cabo con tres lineas celulares procedentes de pulmoén, dos
alveolares (A549 y NCI-H441) y una bronquial (Calu-3).

7.4.1 Ensayos in vitro en células pulmonares

Con el objetivo de evaluar el posible efecto citotoxico de las
microparticulas de azitromicina con y sin DPPC, asi como del farmaco puro de

partida, se realiz6 el ensayo Alamar Blue (Capitulo 2, Punto 2.2.3).

En la Figura 7.10 se muestran los porcentajes de viabilidad en la linea
celular A549 cuando se ven expuestos a distintas concentraciones tanto de
farmaco puro como de microparticulas. Los valores de viabilidad de estas
células se vieron afectados a partir de concentraciones > 500 pg/mL a un
tiempo de 24 h. De igual modo, a un tiempo de estudio de 48 h se pudo observar
que la viabilidad celular también se vio afectada, pero en este caso, a partir de

una concentracion de 100 pg/mlL.

Por el contrario, en la segunda linea celular procedente de alvéolo,
NCI-H441, no se observo una disminucion en la viabilidad de las células a

ninguna de las concentraciones estudiadas (Figura 7.10Cy 7.10D).

Del mismo modo que en la linea celular NCI-H441, las células
procedentes de bronquio, Calu-3, tampoco mostraron disminucion de su
viabilidad cuando se expusieron a las diferentes muestras y concentraciones

ensayadas (Figura 7.11).
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Se puede concluir que, tanto el antibiotico puro como las microparticulas
de azitromicina con y sin DPPC puede ser consideradas biocompatibles para su
administracion por via pulmonar a concentraciones inferiores a 100 ng/mL en

las tres lineas celulares.
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Figura 7.10. - Viabilidad celular del farmaco AZT y de las MPs de AZT con y sin el
fosfolipido DPPC a tiempos de 24 y 48 h: (A - B) Linea celular A549; (C - D) Linea
celular NCI-H441. Los resultados se muestran como media + DE (n = 3). Diferencias
significativas (*p < 0,05) entre las muestras en relacion a la AZT libre. La linea negra
discontinua indica el 70% de viabilidad celular de acuerdo a la norma ISO 10993-5.
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Figura 7.11. - Viabilidad celular del farmaco AZT y de las MPs de AZT con vy sin el
fosfolipido DPPC en la linea celular Calu-3: (A) 24 h; (B) 48 h. Los resultados se
muestran como media + DE (n = 3). Diferencias significativas (*p < 0,05) entre las
muestras en relacion a la AZT libre. La linea negra discontinua indica el 70% de
viabilidad celular de acuerdo a la norma ISO 10993-5.

7.4.2 Estudios de captacion celular e interfase aire - liquido (ALI)

La glicoproteina-p (Gp-p) es una proteina de membrana presente en gran
cantidad de células cuya funcion consiste en expulsar las sustancias de desecho
al exterior. Esta expulsion se produce por un flujo dependiente de ATP con
amplia especificidad de sustrato [434]. Aunque el mecanismo por el que se
produce la acumulacion de azitromicina en el interior de las células no se
conoce con exactitud, se considera que esta acumulacion puede darse por dos
mecanismos: (1) Un mecanismo pasivo en el que, tras el proceso de absorcion
a pH fisiologico, la azitromicina es capaz de atravesar las membranas celulares,
y debido a su naturaleza basica, es atrapada en el interior de los
compartimentos lisosomales, los cuales tienen pH acido [60]; (2) Un mecanismo
activo en el que la azitromicina, que es un inhibidor de la Gp-p, bloquea dicha

proteina favoreciendo su acumulacion en el interior celular [435].

La capacidad de las microparticulas de azitromicina de atravesar la

membrana celular se evalu6 mediante la realizacion de dos ensayos in vitro en
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la linea celular NCI-H441. En un primer ensayo se realizo un seguimiento de la
concentracion de azitromicina en contacto con las células respecto al tiempo.
Por otro lado, se evaluo la capacidad de atravesar una capa celular en un cultivo
ALL La concentracion de azitromicina ensayada fue de 500 npg/mlL,

concentracion superior al valor de MIC (Punto 7.5.2).

En la Figura 7.12A se observa como la concentracion de azitromicina en
el medio de cultivo celular fue disminuyendo con el paso del tiempo (estudio
hasta 240 min) indicando la entrada del antibiotico en el interior celular. Los
valores de las microparticulas en el medio de cultivo celular son comparables
para ambas formulaciones, pero ligeramente inferiores en el caso de las MPs de
azitromicina. Por otro lado, en la Figura 7.12B se muestra el coeficiente de
permeabilidad aparente (P,,,) determinado en sentido apical-basolateral (A—B),
que fue mayor para las microparticulas de azitromicina frente a las

microparticulas con DPPC.
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Figura 7.12. - Ensayos in vitro con la linea celular NCI-H441: (A) Ensayo de
captacion celular de las MPs de AZT con y sin el fosfolipido DPPC;
(B) Representacion del coeficiente de permeabilidad aparente obtenido de un
ensayo de interfase aire -liquido.

En base a los resultados obtenidos, se puede descartar que el fosfolipido
ayude a la entrada del antibiotico al interior celular. Sin embargo, debido a la
mayor capacidad de penetracion en el interior celular de las microparticulas de
azitromicina, podria resultar interesante su uso en bacterias intracelulares

como S. aureus.
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7.5 Actividad antimicrobiana, biofilms y bacterias planctonicas

Los protocolos seguidos para el desarrollo de los estudios in vitro en

bacterias se encuentran detallados en el Capitulo 2.

7.5.1 Biofilms

P. aeruginosa es la bacteria mas prevalente en las vias respiratorias de
los adultos con FQ, siendo la primera causa de morbilidad y mortalidad en los
pacientes que padecen dicha patologia. Una vez que Pseudomonas se ha
establecido en las vias respiratorias su erradicacion es muy dificil, por lo que
el objetivo principal del tratamiento consiste en reducir la densidad bacteriana
[436].

Muchas especies bacterianas producen polimeros extracelulares que
facilitan de manera no especifica su adhesion a superficies y promueven la
formacion de biofilms. Pseudomonas tiene la habilidad de producir biofilms
generadores del polimero alginato, que proporciona una mayor resistencia a
los tratamientos [437]. El polisacarido alginato es uno de los mayores factores
de virulencia de P. aeruginosa en pacientes con fibrosis quistica, donde la
infeccion es evidente debido al desarrollo de esta enfermedad [438]. Los
pacientes con fibrosis quistica sufren un recurrente ciclo caracterizado por
infeccion pulmonar e inflamacion, esta ultima esta dirigida a proteger frente al
proceso de infeccion. Los macroélidos, entre ellos la azitromicina, se encuentran
en primera linea de tratamiento para dicha respuesta antiinflamatoria debido a
sus multiples capacidades relacionadas con la limitacion de la produccion de
citoquinas, inhibicion de la sintesis de proteinas bacterianas, disminucion de
los factores de virulencia bacterianos y la reduccion de la formacion de biofilms
[439,440].

Para comprobar la eficacia de las microparticulas de azitromicina cony
sin DPPC contra biofilms, se seleccionaron 6 cepas clinicas de P. aeruginosa que
se aislaron de pacientes hospitalizados con fibrosis quistica (Capitulo 2, Tabla

2.6). La concentracion empleada para la realizacion de los ensayos se obtuvo
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de bibliografia [65,254]. Los valores MIC encontrados se situaron en el rango de
128 - 256 ng/mL [421], por lo que se fijo 256 n1g/mL como la concentracion de

estudio.

En la Figura 7.13 se puede observar como la densidad oOptica de las
distintas cepas bacterianas disminuyen al ser tratadas con las microparticulas
de azitromicina, siendo el efecto muy similar en ambos tipos de biofilm. Los
biofilms control presentaron una capa mucosa en su superficie que disminuyo6
al ser tratada con las microparticulas. Se ha demostrado que la azitromicina es
capaz de retrasar la formacion de los biofilms creados por Pseudomonas debido
a la capacidad que tiene de alterar la produccion de proteinas que forman la
membrana externa de la bacteria y la formacion de determinadas sustancias,
por ejemplo, de alginato. Las alteraciones provocadas en la produccion de estas
sustancias pueden influir en la adhesion bacteriana, dando como resultado una

reduccion en la formacion de los biofilms [441,442].
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Figura 7.13. - Comparacion de los valores de densidad oOptica obtenidos a partir
de biofilms formados P. aeruginosa en dos condiciones de cultivo diferentes.
Cultivos tratados con MPs de AZT con y sin el fosfolipido DPPC: (A) Absorbancia
correspondiente a la densidad Optica del pre-biofilm; (B) Absorbancia
correspondiente a la densidad optica del biofilm; Los resultados se muestran como
media += DE (n = 3). Diferencias significativas (*p < 0,05) entre las muestras en
relacion al control.

Aunque se demostro la capacidad de la azitromicina de reducir la

formacion de estos biofilms, no se pudo apreciar una diferencia significativa
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entre las microparticulas de azitromicina con y sin el fosfolipido DPPC. Debido
a los resultados anteriormente descritos y los obtenidos en los ensayos in vitro,
se concluy6 que la presencia del fosfolipido DPPC no suponia una notable
mejoria, por lo que se descartd estas microparticulas y se realizo el resto de

ensayos unicamente con las microparticulas de azitromicina sin DPPC.

7.5.2 Bacterias planctonicas

Para evaluar la actividad antimicrobiana de las microparticulas de
azitromicina, se realizaron los ensayos en bacterias planctonicas modelo se
realizaron empleando S. aureus y P. aeruginosa. Las curvas de crecimiento
bacteriano frente a distintas concentraciones de farmaco se evaluaron
mediante la medicion de la densidad optica (OD600), lo que permitido obtener
las concentraciones MIC y MBC. Estos valores se comprobaron con la realizacion

del método de dilucion en agar (Capitulo 2, Punto 2.3.3)

El antibiotico azitromicina presenta unos valores de MIC y MBC de
1 -2 pg/mLy > 64 ng/mL respectivamente para S. aureus [8,9], mientras que
para P. aeruginosa los valores correspondientes a la MIC estan en el rango de
128 - 256 png/mL y el valor de MBC es >512 png/mL [65,254].

Una de las caracteristicas a destacar de la azitromicina es que se
caracteriza por tener un efecto post-antibiotico (EPA) muy alto (2,3 - 4,7 h)
frente a algunos patogenos respiratorios. El EPA hace referencia a un periodo
de tiempo en el que, tras la eliminacion completa del antibiotico o a valores de
concentracion inferiores a la MIC, el crecimiento bacteriano se encuentra
inhibido. El conocimiento sobre la duracion del EPA podria ser util para fijar el
tiempo entre dosis reduciendo de manera favorable el riesgo de producir dafio

en los pulmones o la aparicion de resistencias bacterianas [444].

Las curvas de crecimiento bacteriano en ambos tipos de bacterias
(S. aureus y P. aeruginosa) se muestran en las Figuras 7.14A 'y 7.15A. El efecto
producido por el antibiotico es muy similar en ambas bacterias, ya que se

observa una diminucion en el crecimiento cuando la suspension bacteriana es
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tratada a concentraciones proximas al valor de la MIC. En el caso de S. aureus,
mientras que a concentraciones < 0,5 ng/mL el crecimiento bacteriano fue
similar al grupo control, a concentraciones > 1 ng/mlL no fue posible distinguir
entre la fase exponencial y la fase estacionaria, mostrando la inhibicion del
crecimiento bacteriano. Por otro lado, cuando P. aeruginosa estuvo en contacto
con concentraciones del rango de 16 hasta 128 pg/ml, el crecimiento
bacteriano disminuy6 en aproximadamente un 40 % respecto al grupo control.
A partir de la concentracion 256 ng/ml, la fase exponencial se retras6 hasta las

12 hy a partir de las 16 h se observo la fase estacionaria.

Las concentraciones probadas en las curvas de crecimiento también se
estudiaron mediante el método de dilucion en agar, lo que permiti6 confirmar
los valores MIC y MBC obtenidos para las microparticulas de azitromicina. Las
UFC/mL obtenidas para cada concentracion se muestran reflejadas en las
Figuras 7.14By 7.15B.

Finalmente, las morfologias de los dos tipos de bacterias se observaron
por microscopia SEM tras estar en contacto con las microparticulas de
azitromicina a un tiempo de 24 h. Las imagenes obtenidas de los controles de
S. aureusy P. aeruginosa reflejaron una alta concentracion de bacterias viables

que mostraban una morfologia sin alteraciones (Figura 7.14Cy 7.15C).

La bacteria S. aureus tratada con las microparticulas de azitromicina,
Figura 7.14 (D-F) mostro una clara alteracion en su morfologia, presentando
una membrana externa rugosa y en algunos casos también perforada. Ding et
al., [445] mostraron en su investigacion, que la azitromicina es capaz de
establecer uniones reversibles con las subunidades 50S del ribosoma
bacteriano afectando a la sintesis de nuevas proteinas. Al mismo tiempo, estas
mismas uniones podrian ser las causantes de las deformaciones ocasionadas
en la pared bacteriana debido a la falta de proteinas necesarias para un correcto

crecimiento de la membrana.
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Figura 7.14. - Actividad antimicrobiana de las MPs de AZT frente a S. aureus:
(A) Seguimiento del crecimiento bacteriano por densidad optica (OD600);
(B) Determinacion de la MIC y la MBC por UFC/mL; Imagenes de microscopia SEM
de las bacterias después de 24 h: (C) Control; (D - F) Bacterias en contacto con las
MPs de AZT. Se indican con flechas naranjas ejemplos de los cambios producidos
en la morfologia bacteriana. Los resultados se muestran como media + DE (n = 3).
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Figura 7.15. - Actividad antimicrobiana de las MPs de AZT frente a P. aeruginosa:
(A) Seguimiento del crecimiento bacteriano por densidad optica (OD600);
(B) Determinacion de la MIC y la MBC por UFC/mL; Imagenes de microscopia SEM
de las bacterias después de 24 h: (C) Control; (D - F) Bacterias en contacto con las
MPs de AZT. Se indican con flechas naranjas ejemplos de los cambios producidos
en la morfologia bacteriana. Los resultados se muestran como media + DE (n = 3).
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En el caso de P. aeruginosa, la azitromicina afecta directamente a la
membrana externa de la bacteria (Figura 7.15 (D-F)), ya que se pueden observar
diferentes alteraciones en su morfologia como hendiduras, plegamientos y
agujeros. La razon de esto se debe a la capacidad que tiene la azitromicina de
unirse de manera reversible a la subunidad ribosomica 50S e inhibir la sintesis
de proteinas, igual que se ha explicado en el caso de S. aureus. Ademas,
Imamura et al., [446] sugirieron en el estudio que llevaron a cabo, que la
azitromicina es capaz de desplazar a los cationes divalentes (Mg, Ca*...)y, por
tanto, evitar su union al lipopolisacarido (LPS) presente en la membrana externa
bacteriana. Se produce asi una mayor permeabilizacion de la membrana
incrementando su sensibilidad tanto para la azitromicina como frente a otros

agentes antimicrobianos.

7.6 Propiedades aerodinamicas y generacion de aerosoles

Se realizaron tres tipos de ensayos. En primer lugar, los ensayos que
evaluaron la deposicion pulmonar de las microparticulas de azitromicina se
llevaron a cabo con el equipo NGI (Capitulo 2, Punto 2.4.3). En el segundo grupo
de ensayos, se engloban aquellos experimentos que se realizaron con el
generador de aerosoles UNIZAR (Capitulo 3, Seccion 3.2). Finalmente, el tercer
grupo de experimentos se llevaron a cabo con el equipo Spraytec® (Capitulo 2,
Punto 2.4.2).

7.6.1 Diametro aerodinamico

Las formulaciones en polvo seco destinadas para inhalacion requieren un
tamano aerodinamico adecuado para su correcta distribucion en las vias
respiratorias (DMMA). La determinacion del DMMA se realiza segun un ensayo
establecido por farmacopea que se realiza a flujo de inspiracion constante
(Capitulo 2, Punto 2.4.3.1). Sin embargo, para estimar la deposicion de las
microparticulas de azitromicina en las diferentes regiones de las vias
respiratorias con mas precision, se emple6 una simulacion de respiracion dada
por el simulador BRS 3000 (Capitulo 2, Punto 2.4.3.2). Dependiendo del flujo

inspiratorio del paciente la cantidad de farmaco depositado en los pulmones
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variara. Por este motivo, a partir de los datos recogidos de diversos perfiles de
respiracion, se obtuvieron dos perfiles de respiracion diferentes,
representativos de un paciente sano y un paciente con EPOC, permitiendo
obtener una comparacion entre ambos. Al mismo tiempo, con estos perfiles de
respiracion se empleo6 la traquea de Alberta, lo que proporciono obtener una
simulacion mas real de la “entrada” y deposicion de las microparticulas en el

sistema respiratorio.

7.6.1.1 Ensayo segun farmacopea

Empleando un inhalador comercial de polvo seco (DPI) (Breezhaler®) y el
equipo NGI se determinaron entre otros parametros, el diametro de masa media
aerodinamico (Tabla 7.7). En todos los ensayos realizados el valor del DMMA
resulto tener un tamano menor de 2 pm. Las particulas con un tamano inferior
a 3 um se depositan principalmente en la parte distal del tracto respiratorio, es
decir, en las vias inferiores y alveolos. Las particulas con valores de DMMA entre
5 - 10 nm estan asociadas a una mayor deposicion en la region orofaringea y
las vias respiratorias superiores. Las microparticulas de azitromicina en forma
de polvo seco mostraron por lo tanto un tamano aerodinamico apropiado para

administrar como tratamiento ante una infeccion pulmonar.

La desviacion estandar geométrica (GSD) describe la variabilidad del
tamano de particula dentro del aerosol, de forma que convencionalmente se
consideran aerosoles monodispersos aquello con valores de GSD entre 1y 1,4
[372]. Los valores de GSD fueron en los tres casos mayores de 3, indicando que
la distribucion de tamanos de particulas en el aerosol generado fue
polidisperso, caracteristica muy frecuente en la mayoria de los aerosoles

farmacéuticos.

7.6.1.2 Influencia del perfil de respiracion en la administracion

pulmonar de farmacos

Los perfiles de respiracion simulados se basan en los datos obtenidos de

estudios realizados con un inhalador de polvo seco (DPI) de baja resistencia
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(0,02020 L/min) y donde la poblacion de estudio estuvo formada tanto por
pacientes femeninos como masculinos [262] (Capitulo 2, Figura 2.2.). En el caso
del perfil de respiracion con la patologia de EPOC, los pacientes tenian un
diagnostico clinico de leve a grave [261]. Las ecuaciones para desarrollar ambos

perfiles de respiracion se recogen en el Capitulo 2, Tabla 2.8.

En todos los ensayos realizados, las microparticulas de azitromicina
mostraron un valor de la DE muy similar, adquiriendo un valor mayor del 84%.
El valor de la FFP tuvo un valor alrededor del 15%. De igual modo, el valor de la
fraccion respirable, es decir, la cantidad de farmaco que se inhala e ingresa en
el tracto respiratorio fue parecida en los tres ensayos (~ 30%), aunque
ligeramente menor para el perfil de simulacion del paciente con EPOC, con un
valor del 28% (Tabla 7.7).

Tabla 7.7 - Valores obtenidos a partir de los ensayos realizados con el equipo NGI.

Parametros Farmacopea Perfil de respiracion
Flujo constante Sano EPOC
100 L/min 100 L/min 72 L/min
Dosis Emitida (DE) (%) 90,2 +04 86,6 +0,8 84,9 + 0,8
Dosis de Particulas Finas
(DPF) (%) 17,5+1,0 12,6 + 2,7 12,9+ 3,4
Fraccion Fina de Particulas
(EFP) (%) 19,4+ 1,1 14,5 + 3,1 15,3 + 4,1
Fraccion Respirable (FR) (%) 31,0+ 4,2 29,1 = 3,8 28,3 +4,1
Diametro de Masa Media
Aerodinamico (DMMA) (um) 1,6 +0,1 1,6 +0,1 1,8+0,1
Desviacion Estandar
Geométrica (GSD) (um) 3,4+0,3 3,3+0,3 3,3+0,3

Sin embargo, cuando se emplearon los perfiles de respiracion, la
distribucion del antibiotico fue diferente. Como se puede observar en la
Figura 7.16, tras el ensayo realizado a flujo constante de inspiracion (100
L/min) la mayor parte de las microparticulas de azitromicina se depositaron en

el puerto de induccion y en el preseparador (Capitulo 2, Esquema 2.10). Aunque
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en los ensayos de perfil de simulacion la configuracion del sistema fue algo
diferente al emplear la traquea de Alberta, se observo que la mayor cantidad de
microparticulas se retuvieron en la traquea y en el preseparador. En ambos
casos también se pudo observar que las microparticulas de azitromicina

quedaron retenidas en el inhalador.

Respecto a la deposicion de la formulacion en las diferentes etapas del
NGI, en todos los ensayos la mayor parte del polvo seco se quedo en la etapa 2
correspondiente al diametro de corte de 3,42 nm coindiciendo con el tamano

medio de particula obtenido por microscopia SEM (3,10 + 0,60 nm; Tabla 7.6).
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Figura 7.16. - Distribucion de la masa (%) de las MPs de AZT en polvo seco en el
NGI segun su tamafo aerodinamico: (A) Flujo constante (100 L/min), ensayo
establecido por la farmacopea; (B) Simulador de respiracion con perfil respiratorio
de un paciente sano (100 L/min) y uno con EPOC (72 L/min) (media + DE, n = 3).
Nota: las partes del dispositivo de NGI se han detallado en el Capitulo 2, Punto 2.4.3.

7.6.2 Generacion de aerosoles

Se empleod el generador de aerosoles UNIZAR (Capitulo 3, Punto 3.2.1)
para producir la dispersion de las microparticulas de azitromicina en forma de
polvo seco a una nube de aerosol inhalable. En los ensayos se emplearon

muestras de 15 + 2 mg de microparticulas, los pulsos de presion se realizaron
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con presiones de 8 barg en la camara secundaria (reservorio de aire) y 4 barg
en la camara principal (camara de expansion). El aerosol se produjo siguiendo
el protocolo descrito en el Capitulo 3, Punto 3.2.2 y representado en el Esquema
3.1. La caracterizacion de la corriente de aerosol obtenida se realizoé en
términos de distribucion del tamafno de particula y concentracion de nimero
de particula por cm’® (#/cm’) empleando los equipos de medida OPC y CPC
(Anexo I, Seccion 1.4). La caracterizacion por microscopia se realizo mediante la
toma de muestras del material particulado en filtros de PC y en rejillas de cobre

empleando los soportes descritos en el Anexo I, Seccion 1.2,

El resultado obtenido fue un aerosol de una concentracion de particulas
(#/cm?®) de 775 #/cm?® que se mantuvo durante un tiempo aproximado de 35
minutos con una concentracion constante de particulas, la concentracion oscilo
de 700 - 800 #/cm’ (Figura 7.17E). Se pudo confirmar por microscopia SEM
(Figura 7.17) que las microparticulas presentes en la corriente de aerosol tenian
tamanos proximos al de las particulas individuales con un d, = 2,80 + 1,30 pm,
valor muy similar al obtenido en el material de partida (Tabla 7.6, d,= 3,10 +
0,59 nm) evidenciando la capacidad de disgregacion del material en polvo de

partida que posee el generador de aerosoles UNIZAR.
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Figura 7.17. - (A - D) Imagenes de microscopia SEM de las MPs de AZT capturadas
a partir de los aerosoles generados; (E) Evolucion temporal de la concentracion de
MPs de AZT entre 0,3 - 10 nm medido con el instrumento OPC durante un tiempo
de 35 min.
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Las imagenes de microscopia TEM mostraron resultados similares a los
obtenidos por microscopia SEM, reflejando la existencia de particulas
disgregadas de manera individual (Figura 7.18). Sin embargo, la distribucion
del tamano de las particulas presentes en la corriente del aerosol y recogidas
en dichas rejillas, tuvieron un tamafio menor al observado tanto en los filtros
104,9 nm (Figura 7.18F).

Analogamente, la curva de tamanos de particula obtenida por CPC indico la

de PC como en el material inicial, d, = 285,9 +

existencia de una poblacion de particulas con un tamafio < 200 nm. Aunque
esta poblacion de menor tamano no se observo en la muestra inicial por
microscopia SEM y estuvo a una menor concentracion respecto al resto de
particulas (460 #/cm?® en la corriente de aerosol, si pudo cuantificarse y

detectarse con la generacion del aerosol.
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Figura 7.18. - (A - D) Imagenes de microscopia TEM de capturas del aerosol
generado a partir de las MPs de AZT; (E) Curva de distribucion del tamano de
particulas entre 0,01 - 1 pm medido por CPC durante el proceso de aerosolizacion;
(F) Histograma de distribucion de tamanos de particula de las MPs de AZT
recogidas en rejilla de TEM (d, = 285,9 + 104,9 nm).
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7.6.3 Diametro efectivo de particulas en un proceso de inhalacion

Tanto la distribucion volumétrica como el tamafio fisico de particula se
obtuvieron con el equipo Spraytec®. Estas medidas se realizaron con el objetivo
principal de medir el tamano de particula en la nube de aerosol generada tanto
con el inhalador comercial de polvo seco empleado anteriormente como con el

generador de aerosoles UNIZAR.

Para los ensayos realizados con el inhalador comercial DPI (Breezhaler®),
el polvo formado por las microparticulas de azitromicina se introdujo
previamente en capsulas (15 mg/capsula) y se disperso empleando un flujo de
inspiracion constante de 100 L/min. El procedimiento seguido para el
desarrollo de estos ensayos se encuentra descrito en el Capitulo 2, Punto 2.4.2.
En el caso de los ensayos con el generador de aerosoles UNIZAR se midio
directamente la pluma generada a la salida de boquilla del generador, el

protocolo empleado se encuentra descrito en el Capitulo 3, Punto 3.3.3.

La curva de distribucion de tamanos obtenida con ambos dispositivos de
inhalacion se encuentra recogida en la Figura 7.19. La curva correspondiente al
inhalador comercial (DPI) (en gris) muestra dos picos principales. Un primer
pico proximo a las 10 pm (9,96 + 0,50 nm) el cual se asocia a particulas
individuales o aglomerados de varias microparticulas, y un segundo pico
cercano a las 120 ym (144,83 + 16,95 pm) que se relaciona con aglomerados de
microparticulas que el DPI y el flujo aplicado es incapaz de disgregar. Por el
contrario, en la curva obtenida con el generador de aerosoles UNIZAR el pico
de 100 pm desaparece casi por completo y aparece un pico principal proximo
a las 3 ym, que corresponde a las microparticulas de azitromicina individuales,
tal y como se ha podido observar en las imagenes de microscopia SEM
(Figura 7.17). Finalmente, se puede observar un pico inicial de muy poca
intensidad desde 0,1-1 pum que puede asociarse a la poblacion de
microparticulas detectadas por CPC y observadas por microscopia TEM
(Figura 7.18). La Tabla 7.8 se muestra el diametro volumétrico medio y los

valores de amplitud de la curva (Span).
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Tabla 7.8 - Valores obtenidos de la nube de aerosol con las microparticulas de
azitromicina con el equipo Spraytec®.

Dispositivo Dv10 (mum) Dv50 (pm) Dv90 (pm) Span

Inhalador comercial 5594006 996+050 144,83 +1695 14,33
polvo seco

Generador de aerosoles 75,023 2874+016 1041 + 5,38 3.37
UNIZAR

12 - —a&— [nhalador comercial
—o— Generador aerosoles UNIZAR

Volumen (%)

100 1000
Didmetro de particula (um)

Figura 7.18. - Distribucion de las MPs de AZT en polvo seco con el instrumento
Spraytec® segun su tamano fisico. La curva naranja muestra la distribucion del
tamano de particula obtenido con el generador de aerosoles UNIZAR. La curva gris
muestra la distribucion del tamafno de particula obtenido con el inhalador
comercial de polvo seco (DPI) Breezhaler®.

Estos resultados permiten obtener dos conclusiones, en primer lugar,
que el generador de aerosoles fue capaz de dispersar las microparticulas de
manera individualizada evitando o minimizando fuertemente la formacion de
aglomerados. En segundo lugar, que la nube de aerosol que se forma consigue
una distribucion de tamanos de particula mas monodispersa con un pico
maximo a 2,87 = 0,16 pnm, adecuado para administracion pulmonar. Se
concluye, por tanto, que el generador de aerosoles UNIZAR es capaz de

dispersar de forma mas eficiente la formulacion desarrollada.
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7.7 Conclusiones

A continuacion, se indican las conclusiones principales de este capitulo:

e Se han obtenido microparticulas de azitromicina, tanto sin excipientes
como con el fosfolipido DPPC, en forma de polvo seco con un tamano

menor de 5 pm.

e Las microparticulas presentaron una forma homogénea, uniforme y el

proceso mostro un valor de rendimiento material alto (proximo al 85%).

e Los resultados obtenidos con las microparticulas de azitromicina
conteniendo DPPC no mostraron las ventajas esperadas. Se seleccionaron
las microparticulas de azitromicina sin DPPC como formulacion optima

para un posible tratamiento inhalatorio.

e Los ensayos de citotoxicidad realizados en las lineas celulares de pulmoén
revelaron que las microparticulas eran seguras para ser administradas a
dosis proximas al valor de MIC. Ademas, los ensayos de captacion celular
indicaron que la azitromicina era internalizada por las células, siendo de
especial interés en el tratamiento de patdogenos intracelulares como

S. aureus.

e La actividad antimicrobiana de la azitromicina se confirmo6 mediante la
inhibicién o reduccién del crecimiento en biofilms desarrollados por

P. aeruginosa y en bacterias planctonicas de S. aureusy P. aeruginosa.

e Los ensayos in vitro llevados a cabo para evaluar la deposicion de las
microparticulas en el sistema respiratorio indicaron que la dosis de
antibiotico que alcanzaria el sistema respiratorio seria muy similar tanto

en pacientes sanos como con EPOC.
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e Los ensayos realizados con el generador de aerosoles UNIZAR
demostraron la capacidad de generar una nube de aerosol con una
concentracion estable de particulas individuales con un tamano

adecuado para ser administradas por via inhalatoria.

e La formulacion desarrollada podria resultar de especial interés como
alternativa a los tratamientos actuales frente a infecciones respiratorias,

empleando para su administracion la via inhalatoria.
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CONCLUSIONES GENERALES/
GENERAL CONCLUSIONS

En este ultimo Capitulo se recogen las conclusiones mas relevantes

obtenidas en esta Tesis Doctoral.

The last chapter summarizes the main conclusions obtained in this

Doctoral Thesis.
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8. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos en esta Tesis y su discusion, junto con las
conclusiones especificas se ha presentado a lo largo de los distintos Capitulos.
A continuacion, se recogen de manera conjunta las principales conclusiones de

esta Tesis.

8.1 Desarrollo de particulas basadas en polimeros naturales en

forma de polvo seco para administracion inhalatoria

e Los procesos de electropulverizacion (MPs de CS y MPs de AZT),
liofilizacion (MPs de DXT) o secado en estufa de vacio (MPs de ALG)
permiten obtener formulaciones en forma de polvo seco en las que el
antibiotico empleado mantiene su actividad. No obstante, el proceso de
produccion de las microparticulas de azitromicina es el que presenta un

rendimiento mas alto (85%) en las condiciones estudiadas.

e Los procedimientos anteriores permiten obtener microparticulas con
tamanos adecuados para el suministro por via inhalatoria, siendo las MPs
de CS las mas adecuadas para alcanzar la region alveolar (< 1 pm), las
MPs de AZT los bronquiolos y bronquios secundarios (1-3 pm) y, las MPs
de ALG y MPs de DXT los bronquios primarios y secundarios (1-10 pm).

e La carga de farmaco en cada una de las microparticulas depende de su
naturaleza y del proceso utilizado para su fabricacion. Las
microparticulas de azitromicina han estado formadas unicamente de
farmaco, seguidas en concentracion de farmaco por las microparticulas
de quitosano (~ 75%), las de alginato (~ 8,5%) y finalmente las

microparticulas de dextrano (~ 5%).

e Las cinéticas de liberacion de los antibioticos presentes en las
microparticulas poliméricas han reflejado una liberacion rapida,

alcanzando en todas ellas una concentracion proxima al 80% en los
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primeros 60 minutos de estudio. Esta liberacion tan rapida es beneficiosa
para el tratamiento de infecciones respiratorias, donde se necesitan altas
concentraciones de farmaco en un periodo de tiempo corto, siempre y
cuando se suministren por un procedimiento de acceso rapido (como es
el suministro pulmonar directo por via inhalatoria) para evitar pérdidas

en el trayecto.

8.2 Biocompatibilidad de las formulaciones generadas y

eficacia frente a infecciones tipicas en las vias respiratorias

Todas las microparticulas estudiadas fueron compatibles en la linea
celular Calu-3. Igualmente, las MPs estudiadas en la linea NCI-H441 (MPs
de AZT y MPs de DXT) mostraron una alta biocompatibilidad.

En la linea celular A549 el CPX mostr6 toxicidad para concentraciones
mayores de 50 pg/mL y, las microparticulas basadas en quitosano con
ciprofloxacino a concentraciones mayores de 10 ng/mlL. Las
microparticulas de azitromicina mostraron toxicidad a concentraciones
mayores de 100 pg/mL. Sin embargo, las concentraciones a las que
mostraron biocompatibilidad fueron superiores a los valores de MIC y
MBC de ambos antibioticos, posibilitando tanto su empleo como

tratamiento de infecciones respiratorias.

El ciprofloxacino (tanto libre como en las microparticulas de dextrano)
mostré una mayor actividad anti-biofilms que las microparticulas de
azitromicina. Sin embargo, ambos antibioticos y las microparticulas
estudiadas que los contenian fueron capaces de reducir la densidad

bacteriana de ambos tipos de biofilms respecto al grupo control.

Los ensayos realizados en bacterias planctonicas (S. aureus y
P. aeruginosa) con las microparticulas conteniendo antibioticos
mostraron una reduccion de la densidad oOptica (OD600) y de las

unidades formadoras de colonias en un valor igual o superior al
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antibiotico libre respecto al grupo control. Igualmente, las alteraciones
morfologicas en la membrana celular pudieron observarse claramente

tras el tratamiento con las microparticulas.

8.3 Generacion de aerosoles particulados adecuados para el

suministro inhalado de farmacos

e Los experimentos de aerosolizacion de tres formulaciones comerciales
(Seebri®, Ultibro® y Foster®) utilizando el generador de aerosoles UNIZAR
revelaron su capacidad para disgregar las microparticulas de farmaco en

un tamano adecuado para su deposicion a nivel alveolar.

e La medida del tamano de particula en el aerosol generado mediante el
dispositivo UNIZAR revel6 una considerable mejora en la capacidad de
disgregacion de formulaciones en forma de polvo seco en comparacion

con un DPI comercial.

e El dispositivo UNIZAR permite obtener corrientes de aerosol con
concentraciones estables de microparticulas poliméricas durante al
menos 20 minutos. Las MPs de CS mostraron los aerosoles con mayor
concentracion, seguido por las MPs de ALG y las MPs de AZT vy,
finalmente las MPs de DXT, las cuales mostraron la menor capacidad de

aerosolizacion.

e Sepuede concluir que el generador de aerosoles UNIZAR permite avanzar
en la solucion de los principales problemas de los actuales inhaladores
de polvo seco: limitada capacidad de disgregacion del polvo, empleo de

excipientes y dependencia del flujo inspiratorio del paciente.
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8. GENERAL CONCLUSIONS

The results obtained in this Thesis and their discussion, together with

specific conclusions have been presented in the different Chapters. Next, only

the main conclusions of the Thesis are summarized.

8.1 Development of polymeric particles as dry powder for

inhaled therapy

The processes of: electrospray (Chitosan MPs and Azithromycin MPs),
freeze-drying (Dextran MPs), and conventional drying on stove (Alginate
MPs) allow to obtain particle formulations as dry powder in which the
antibiotic maintains its activity. However, under the conditions studied
the process with the highest yield value (85%) was electrospray, used to

obtain Azithromycin MPs.

The above procedures allow to obtain microparticles with sizes suitable
for inhaled administration. Chitosan MPs were the most appropriate to
reach the alveoli (< 1 pm), Azithromycin MPs for the bronchial and
secondary bronchiole (1 - 3 ym), and Alginate and Dextran MPs for

primary and secondary bronchial (1 - 10 pm).

Drug loading in each of the microparticles prepared depends on its
nature and on the process used to fabricate them. Azithromycin MPs had
the highest value, as they were made of drug only, followed by Chitosan
MPs (~ 75%), Alginate MPs (8,5%), and Dextran MPs (~ 5%).

Drug release kinetics show a fast release in all particles, (about 80% of
the drug was released in the first hour). This fast release could be
beneficial for the treatment of respiratory infections, that often requires
high concentrations to be reached in a short time. However, this must be
associated to a fast-access procedure, such as inhaled delivery, to avoid

on-the-way drug losses.
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8.2 Biocompatibility of the formulations developed and

efficiency against infections typical of the respiratory tract

e All the particles developed were biocompatible with Calu - 3. Also, the
particles tested in the cell line NCI-H441 (Azithromycin and Dextran MPs)
showed a high biocompatibility.

e In the A549 cell line, ciprofloxacin showed toxicity at concentrations
higher than 50 pg/mlL. In the same way, Chitosan MPs loaded with
ciprofloxacin were toxic at concentrations > 10 png/mlL. Azithromycin
MPs displayed cytotoxicity with concentrations above 100 pg/ml.
However, the concentrations required for cytotoxicity were higher than
the MBC and MIC values for both antibiotics (ciprofloxacin and
azithromycin) enabling their use as a treatment for respiratory

infections.

¢ Both ciprofloxacin and Dextran MPs loaded with ciprofloxacin expressed
a higher antibiofilm activity compared to azithromycin. However, both
types of antibiotics and the microparticles containing them were able to

decrease the optical density of biofilm with regard to the control group.

e The experiments with planktonic S. aureus and P. aeruginosa showed
that antibiotic-loaded microparticles were able to decrease the optical
density and the colony forming capacity with the same or higher
efficiency than the free antibiotic when compared to the control group.
SEM images of treated bacteria corroborated the damage caused by clear

alterations of cell membrane morphology.
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8.3 Generation of particulate aerosols suitable for inhaled

treatments

Aerosolization experiments using three commercial formulations
(Seebri®, Ultibro® and Foster®) showed the capacity of UNIZAR aerosol
generator to disaggregate the drug microparticles to an adequate size for

alveolar deposition.

Particle size measurements of aerosol emerging from the nozzle of the
UNIZAR generator showed a clear improvement in the ability to
disaggregate the powder formulation when compared to a commercial

dry powder inhaler (Breezhaler®).

The aerosol generated using the UNIZAR device applied to polymeric
microparticles allowed to obtain aerosol streams with stable
concentrations for at least 20 minutes. Aerosols of chitosan MPs showed
the highest concentration, followed by Alginate MPs, Azithromycin MPs,
and lastly, Dextran MPs, which exhibited the lowest aerosolization

ability.

In summary, the UNIZAR aerosol generator allows to advance towards a
solution to the main problems of current dry powder inhalers such as
the limited capacity to disperse the powder, the need to use excipients,

and the strong dependence on the inspiratory capacity of the patient.
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I. EQUIPOS Y TECNICAS DE CARACTERIZACION

I.1 Caracterizacion fisico - quimica

I.1.1 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC; Differential Scanning
Calorimetry) es de gran utilidad en el analisis de biopolimeros y farmacos para
la determinacion de su estabilidad oxidativa, degradacion térmica y pérdida de

agua.

Los analisis realizados mediante la técnica de DSC se llevaron a cabo en
el equipo DSC822e (Mettler Toledo, EE. UU.) equipado con la tecnologia TZero®
y un sistema de refrigeracion RSC-90. Las muestras analizadas (Capitulos 7) se
introdujeron en crisoles de aluminio (100 pl. de tamafno) y se cerraron
herméticamente empleando el sellador Tzero (Mettler Toledo, EE. UU.). Para los
experimentos realizados se utilizo nitrogeno como gas, tanto para el proceso
de purga como para el analisis de las diferentes muestras. En todos los
experimentos se emple6é como referencia un pocillo de aluminio vacio. Las
muestras se calentaron desde 30-400 °C a una velocidad constante de 10

°C/min, empleando un caudal de nitrogeno de 50 mL/min.
I1.1.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR; Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) permite analizar la composicion de
materiales tanto organicos como inorganicos (solidos, liquidos o gaseosos) en

funcion de los diferentes enlaces quimicos presentes en ellos.

El equipo empleado para los analisis fue el espectrometro Vertex 70
(Bruker, EE. UU.). Este equipo dispone de un accesorio Golden Gate Diamond
para reflectancia total atenuada (ATR; Attenuated Total Reflectance). Los
espectros de los distintos materiales se obtuvieron con una resolucion de 4

cm ' en el intervalo de 600 a 4000 cm™, realizando un total de 40 barridos. Para
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el analisis se coloc6 una cantidad aproximada de 2 mg de muestra en forma de

polvo seco directamente en el porta-muestras del equipo.

I.1.3 Difraccion de Rayos X (XRD)

La informacion sobre la estructura cristalografica de las sustancias puras
(tanto farmacos como polimeros) y de las microparticulas generadas se obtuvo

mediante la técnica de Difraccion de Rayos X (XRD; X-Ray Diffraction).

La caracterizacion se llevd a cabo con un difractometro de rayos X
PANalytical (Empyrean, Malvern Panalytical, Reino Unido). Este equipo
empleado en los Capitulos 5, 6 y 7 pertenece al Laboratorio de Microscopias
Avanzadas (LMA) del Instituto de Nanociencia y Materiales de Aragon (INMA),
CSIC-Universidad de Zaragoza. Las muestras de polvo se analizaron a
temperatura ambiente, se extendieron sobre un porta-objetos de vidrio y se
analizaron empleando una fuente de radiacion de Cu-Ka y un ultradetector de
D/tex. Los difractogramas se registraron en un rango de 5 a 40° (valores de 20
(°)) a una velocidad de 0,013/200 segundos. Se emple6 un voltaje de 45 kV y
una corriente de 40 mA. Finalmente, las medidas se analizaron con el software

de analisis HighScorePlus.

I.1.4 Dispersion Dinamica de la Luz (DLS) y Potencial Zeta (&)

La Dispersion Dinamica de la Luz (DLS; Dynamic Light Scattering)
permite determinar el diametro hidrodinamico de las particulas en suspension
acuosa o en otros disolventes. Esta técnica de caracterizacion se basa en la
medida de la intensidad de luz producida por la dispersion Rayleigh en una
suspension de particulas proporcionando informacion sobre su distribucion de
tamano de particula hidrodinamico, es decir, el tamafo eficaz de los
aglomerados en suspension y su polidispersidad. La medida se realiza con un
laser que atraviesa la disolucion coloidal y analiza la intensidad de la luz

dispersada en funcion del tiempo.
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El potencial ¢ es una medida de la magnitud de la repulsion o atraccion
electrostatica (o de carga) entre las particulas coloidales, y es de especial
importancia porque puede afectar a su estabilidad en el coloide. Ademas, se
relaciona con algunas de sus propiedades como su carga superficial. Esta
desempena un papel fundamental en la adhesion tanto a la pared celular como
a la bacteriana. Un potencial ¢ positivo va a promover la mucoadhesion de las
particulas por interacciones electrostaticas entre los grupos cargados
positivamente de la particula y las células y bacterias con carga negativa
[447,448].

Para la medida del diametro hidrodinamico y el potencial ¢ de las
particulas en suspension acuosa se empleod el equipo Brookhaven 90 Plus
(EE. UU.. El diametro hidrodinamico se midié0 uUnicamente en las
microparticulas de quitosano (Capitulo 4), lo que permiti0 realizar una
comparacion con el tamano obtenido por microscopia electronica de barrido
(SEM). Para ello, las microparticulas de quitosano se diluyeron en agua Milli-Q

y se sonicaron un tiempo aproximado de 5 minutos antes de cada medida.

En el caso del potencial &, las muestras se introdujeron en una celda
electroforética y se diluyeron previamente en una mezcla de agua y KCl 1 mM.
La carga ionica requerida en la suspension se obtuvo por a la adicion del
KCl 1 mM. Los resultados se obtuvieron a 25 °C partir de 5 medidas de 25 ciclos
cada una. Se midio el potencial ¢ de todos los materiales utilizados (Capitulos
4,5,6y7).

I1.1.5 Distribucion del Tamaio de Particula en Agua

El equipo Mastersizer2000 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido)
empleado en esta Tesis Doctoral pertenece al Departamento de Ingenieria

Quimica y Textil de la Universidad de Salamanca.

Este equipo es un analizador del tamano de particula (para el rango de

0,06 - 2000 nm) mediante tecnologia de difraccion laser. Permite obtener la
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curva de distribucion de tamanos, el indice de polidispersidad (PDI) y el
diametro medio de Sauter (SMD o D [3,2]). E1 SMD indica el diametro medio de
particula y se define como el diametro de una esfera que tiene la misma relacion
volumen/area que la particula de interés. Este equipo se emple0 para la medida
del tamano de las microparticulas de alginato en agua (Capitulo 6). Las
microparticulas se sonicaron un tiempo aproximado de 10 minutos y
posteriormente se afnadieron a la celda de medida hasta observar que la

concentracion se encontraba en el rango optimo.

1.1.6 Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS)

La composicion superficial tanto de los farmacos puros como de las
microparticulas se ha estudiado por Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X
(XPS; X-Ray Photoelectron Spectroscopy). Esta técnica se basa en el empleo de
los fotoelectrones emitidos por la superficie de un sélido al ser irradiado con
fotones de energias entre 200-2000 eV. Dado que cada elemento presenta una
energia de enlace caracteristica asociada con sus orbitales atomicos, el espectro
de las energias emitidas tras la irradiacion del material con rayos X
proporcionara un conjunto de picos caracteristicos a energias cinéticas
relativas a la energia del foton emitido y las respectivas energias de enlace. De
esta manera, se puede confirmar la informacion obtenida de forma cualitativa,

identificando las especies atomicas presentes en el solido.

Los analisis mediante XPS se realizaron en un espectrometro de
fotoelectrones AXIS Ultra DLD (Kratos Analytica, Ltd, Reino Unido)
perteneciente al LMA del Instituto de Nanociencia y Materiales de Aragon
(INMA), CSIC-Universidad de Zaragoza. Las muestras analizadas (Capitulo 4, 5
y 7) se colocaron sobre una cinta de carbono de doble cara para su analisis,
manteniéndose a vacio en una pre-camara a temperatura ambiente. El equipo
emple6 una fuente monocromatica de Al (Ka = 1486,6 eV) a 15 kV y 10 mA.
Para los analisis de perfil de concentraciones se ha empleado un canon de Ar

operando a 3 kW, con una superficie barrida real (raster) de 5x5 mm.
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1.1.7 Analisis reologico

Los analisis reologicos se realizaron con el objetivo de conocer tanto las
caracteristicas de las disoluciones de alginato (por ejemplo, el grado de
pseudoplasticidad) como para determinar la naturaleza elastica o viscosa de
los geles formados entre el alginato y los agentes entrecruzantes empleados
(Capitulo 6), ya que las propiedades reologicas juegan un papel central en los

procesos de atomizacion.

El reometro empleado, AR 1500 ex (TA Instruments, Espafa) pertenece
al Departamento de Ingenieria Quimica y Textil de la Universidad de Salamanca,
los ensayos se realizaron en colaboracion con el Dr. Antonio Tabernero durante

la estancia de investigacion.

En todos los ensayos se uso la misma geometria: plato de aluminio de 4
cm de diametro con gap de 1 mm. Las condiciones experimentales que se
emplearon para el analisis de las disoluciones de alginato a distintas
concentraciones (5 mg/mL hasta 25 mg/mlL) fueron: temperatura constante de
25 °C, rango de velocidad de cizallamiento entre 0,1 a 250 s*, frecuencia de
barrido de 0,5 a 500 rad-s* y una frecuencia angular constante de 1,0 rad-s.
Posteriormente, los resultados se ajustaron a la ecuacion de la Ley de la

potencia (Ecuacion I.1) obteniendo los diferentes parametros,

T= Kyn Ec. (I.1)

donde 7 es el esfuerzo cortante, K es el indice de consistencia de flujo, y es la

velocidad de deformacion y n es el indice de comportamiento de flujo.

Por otro lado, se estudi6 el comportamiento de los hidrogeles de alginato
formados en funcion del agente entrecruzante (BaCl, o CaCl,). En este caso las
condiciones de medida fueron, 25°C, frecuencia de barrido de 0,5 a 500 rad-s™
a una deformacion fija dentro de la region viscoelastica. Esta deformacion se

selecciono tras realizar un barrido del analisis de deformacién (de 0,5% a 300%)
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a una frecuencia angular constante de 1,0 rad-s. De los resultados obtenidos
de éste analisis, se fijo como O0ptimo, una deformacion del 1%, valor empleado
para el posterior analisis oscilatorio. Dicho analisis permiti0 determinar el
modulo de almacenamiento de energia (G' (w)) y el modulo de pérdida (G" (w))

de las disoluciones y geles de alginato estudiados.

Los resultados del barrido de frecuencia mediante la determinacion del
modulo de almacenamiento de energia G' (w) y el modulo de pérdida G" (w)
proporcionaron informacion de la fuerza de las interacciones moleculares
establecidas entre el alginato y los agentes entrecruzantes empleados (BaCl, y
CaCl,), ademas de informar de la naturaleza predominante de los hidrogeles,

tipo solido o viscoso [449].

I.1.8 Medida tension superficial y densidad

La caracterizacion de las disoluciones de alginato empleadas en el
Capitulo 6 se complet6 con la medida de la tensiéon superficial. Esta se midio
con un estalagmometro de vidrio con una capacidad maxima 10,274 cm’
(Isolab, Alemania). Y con la medida de la densidad, la cual se midié con un

picnometro también de vidrio (Isolab, Alemania).

Ambos aparatos de medida pertenecen al Departamento de Ingenieria
Quimica y Textil de la Universidad de Salamanca, y las medidas se realizaron

durante la estancia de investigacion realizada.

I.2 Caracterizacion morfologica

Los microscopios electronicos SEM, FIB-SEM y TEM empleados pertenecen
al LMA del Instituto de Nanociencia y Materiales de Aragon, CSIC-Universidad
de Zaragoza. Dichos microscopios permitieron obtener imagenes de la
morfologia de las particulas y adquirir informaciéon sobre la composicion
quimica de las muestras mediante un sistema de espectroscopia de dispersion

de energia de rayos X (EDX; Energy Dispersive X-Ray). Finalmente, el
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microscopio optico empleado pertenece al Departamento de Ingenieria Quimica

y Textil de la Universidad de Salamanca.

1.2.1 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La Microscopia Electronica de Barrido (SEM; Scanning Electron
Microscope) se basa en el uso de un haz de electrones enfocado mediante lentes
magnéticas y requiere el uso de alto vacio. El haz de electrones barre la
superficie de la muestra provocando interacciones con su superficie. Como
consecuencia, se emiten electrones secundarios de menor energia que los
incidentes, electrones retrodispersados. Los electrones secundarios son
detectados, formando una imagen tridimensional de la superficie. Debido al
sistema de adquisicion de la imagen, un microscopio SEM permite el analisis de
la topografia de muestras con dimensiones del orden de varias decenas de

milimetros.

Las imagenes de SEM que aparecen a lo largo de esta Tesis Doctoral se
realizaron en el microscopio SEM INSPECT-F50 (FEI Company, EE. UU.). Para la
observacion de las muestras en este microscopio, se hizo uso de porta-
muestras metalicos recubiertos con cinta de carbono de doble cara. Se empleo
un voltaje entre 5-10 kV y un spot size de 3,5. Todas las muestras observadas
en este microscopio fueron no conductoras, por lo que se necesitO un
recubrimiento con paladio (Pd) previo a su analisis (grosor del recubrimiento
de aproximadamente 20 nm). Dicho recubrimiento se realiz6 con el recubridor

Leica EM ACE200 (Leica Microsystems, Alemania).

Las particulas en fase aerosol se analizaron entre otras técnicas mediante
microscopia SEM, para lo cual dichas particulas se capturaron en filtros de
policarbonato (PC) (con poros homogéneamente distribuidos de 0,1 pm, 47 mm
de diametro, modelo VCTP04700, Merck-Millipore, EE. UU.). Estas muestras se
recogieron empleando un portafiltros de acero inoxidable (Sartorius, Alemania)
que permitié colocar los filtros en posicion perpendicular al flujo (Figura I.1).
Para su observacion, los filtros se pegaron directamente sobre los porta-

muestras recubiertos con cinta de carbono de doble cara.
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Las imagenes obtenidas en este microscopio se analizaron con el
software Image] permitiendo obtener la curva de distribucion de tamanos de
particula, utilizandose para ello al menos 4 imagenes SEM de regiones

diferentes de la nuestra analizada.

B Junta torica Soportes metalicos
v AN
—
E-“> 0: !
| A i
Fantrqda Filtro c?aliqa i
e aire de PC e aire

Figura I.1. - Soporte para filtros de policarbonato (PC) utilizados en la recogida de
muestra para analisis por microscopia SEM: (A) Imagen del soporte compacto; (B)
Esquema del soporte con sus diferentes partes.

I.2.2 Dual Beam (FIB-SEM)

Este instrumento consta de un microscopio electréonico de barrido (SEM)
y una columna de haz de iones focalizados (FIB). En el haz se emplean iones
Ga* en vez de electrones, lo cual proporciona mayor energia y permite modificar
la estructura de las muestras observadas mediante la realizacion de cortes, y

estimar la composicion de la muestra a través de un analisis EDX.

El equipo criogénico Dual Beam empleado en esta Tesis Doctoral
(Capitulo 5y 7) fue el modelo Nova NanoLab 200 (FEI Company, EE. UU.). Las
muestras se recubrieron con carbono para la realizacion de analisis EDX (Punto
[.2.1) tras ser depositadas sobre cinta de carbono de doble cara. Previamente a
su observacion, las muestras se enfriaron hasta una temperatura de - 70 °C
aproximadamente, permitiendo la realizacion de cortes que expusieron la
estructura interna de las microparticulas para su observacion. Se emple6 una

corriente de 0,1 nA y 50 pA con un voltaje de 30 kV.

El analisis elemental de las microparticulas de dextrano (Capitulo 5)

permiti6é confirmar la presencia del antibiotico ciprofloxacino en el exterior. Se
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analizo mediante EDX la composicion de las particulas en la superficie y tras la
realizacion de cortes. Los elementos detectados fueron, Fluor (F), Nitrogeno (N),

Carbono (C) y Oxigeno (O).

El analisis elemental de las microparticulas de alginato (Capitulo 6)
permiti6é confirmar la presencia de los cristales de colistina en su superficie. Se
realizo inicialmente un analisis de la composicion de las particulas superficiales
y posteriormente, en el interior tras la realizacion de cortes. Los elementos
detectados fueron, Bario (Ba), Azufre (S), Nitrégeno (N), Carbono (C) y Oxigeno
(0).

1.2.3 Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

La Microscopia Electronica de Transmision (TEM; Transmission Electron
Microscopy) utiliza un haz de electrones generado al someter un metal como el
wolframio a un intenso campo eléctrico. De esta forma, se obtiene un haz de
electrones cuya energia y frecuencia dependen del voltaje aplicado y que se
focaliza sobre la muestra. si la muestra se encuentra lo suficientemente
cargada, al atravesarla algunos de los electrones son absorbidos, dispersados o
cambian su energia debido a interacciones inelasticas, por lo que el haz
trasmitido es menos intenso que el haz incidente. Estas diferencias de
intensidad se recogen en un detector CCD, creando un mapa de contrastes que
forma la imagen. Dichos contrastes dependen a su vez de la densidad, espesor

y numero atomico de la muestra.

Todas las muestras observadas por microscopia TEM se realizaron en un
microscopio Tecnai® T20 (FEI Company, EE. UU.). Las muestras observadas se
obtuvieron durante los ensayos de generacion de aerosoles desarrollados a lo
largo de esta Tesis Doctoral. Para la captura de las particulas en fase aerosol se
empleo el sistema disefiado previamente por el Dr. Alberto Clemente [450]
(Figura I1.2), en el cual se incorporo en su interior una rejilla Lacey FCF200-Cu
(Electron Microscopy Sciences, EE. UU.) compuesta por fibras de carbono. Las

muestras se observaron empleando voltajes en el rango de 20 a 200 kV.
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Figura I.2. - Soporte para rejillas de microscopia TEM para recogida de muestra del
material particulado presente en el aerosol: (A) Imagen del soporte compacto; (B)
Esquema del soporte con sus diferentes partes.

Las imagenes obtenidas en este microscopio se analizaron con el
software Image] permitiendo obtener la distribucion de tamafios de
particula, utilizandose para ello al menos 4 imagenes TEM de regiones

diferentes de la nuestra analizada.

I.2.4 Microscopio Optico

El microscopio optico emplea la luz visible y un sistema de lentes que

permiten ampliar imagenes a partir de muestras pequenas.

Las microparticulas de alginato en suspension acuosa (Capitulo 6) se
observaron en el microscopio optico DM1000 Leica (Leica Microsystems,
Alemania), que dispone de un sistema con camara (Leica DFC280) acoplado que

permitio obtener imagenes de las muestras analizadas.

El protocolo seguido para la observacion de las muestras consistio en
sonicar durante un tiempo de 5 minutos una disolucion de las microparticulas
de alginato (concentracion ~ 250 mg/mL), tras lo que se deposito una gota de
la suspension sobre un portaobjetos de vidrio. La camara se calibro
previamente con la finalidad de estimar el tamafio de particula observada
empleando el software Measure IC. La curva de distribucion de tamanos se
obtuvo mediante el contaje de las particulas con el software Image], lo que
permitio obtener la curva de distribucion de tamafnos de particula, utilizandose

para ello al menos 4 imagenes de regiones diferentes de la nuestra analizada.
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I.3 Determinacion y cuantificacion de farmacos

I.3.1 Estudios de liberacion in vitro

Los estudios de liberacion in vitro de los distintos antibioticos (Capitulos
4,5y 6) se realizaron en el medio Buffer Salino Fosfato (PBS; Phosphate Buffered
Saline). Las microparticulas se incubaron en suspensiones de concentraciones
1 mg/mL a 37 + 1°C, con agitacion horizontal (Thermo-Shaker, Biosan, Letonia)
a 250 rpm. Se cogieron muestras a distintos tiempos de estudio y se
centrifugaron (12500 rpm, 10 minutos a temperatura ambiente). El pellet
obtenido de la centrifugacion se dispers6 en 1 mL de PBS nuevo. La
concentracion de los farmacos en las muestras se midio por Espectroscopia de
Absorcion UV-Vis (ciprofloxacino, Capitulos 4 y 5) y por Cromatografia Liquida

de Ultra Alto Rendimiento (sulfato de colistina, Capitulo 6).

1.3.2 Espectrofotometria de Absorcion Ultravioleta visible (UV-vis)

La espectroscopia de absorcion UV-Vis es una técnica de caracterizacion
molecular que se basa en la interaccion entre la radiacion electromagnéticay la
materia, concretamente en el fenomeno de absorcion. Esta técnica permite un

analisis cuantitativo ya que, segun la Ley de Beer-Lambert (ecuacion 1.2):

l: 107€ Ec. (I.2)

Iy

puede establecerse una relacion entre la cantidad de luz absorbida y la
concentracion, C, de un compuesto, siendo I la longitud del paso de la luz a

través de la muestra y ¢ el coeficiente de absorcion propio de cada sustancia.

La técnica UV-Vis se emple6 para la cuantificacion y deteccion del
antibiotico ciprofloxacino (pureza > 99%, Fluka analytical, Espafa), el cual
presenta un pico maximo de absorcion caracteristico a una longitud de onda
de 277 nm en agua. Dicho pico se ve ligeramente desplazado dependiendo del

disolvente empleado. Las medidas se realizaron en el espectrofotometro Jasco
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V-670 (Jasco, Espana) que tiene un rango de medida de longitudes de onda de
190 a 1100 nm. Para la realizacion de las medidas se emple6 una cubeta de

cuarzo de 1 mL con una longitud de paso de 10 mm.

En el caso de las microparticulas de quitosano (Capitulo 4) el contenido
de ciprofloxacino (carga de farmaco, CF) se determin6 poniendo las particulas
en medio ligeramente acido (HCIl, 0,1 M), para obtener la disolucion completa
del polimero y la extraccion del farmaco presente en ellas. Las suspensiones de
particulas se agitaron a 500 rpm durante 48 h a temperatura ambiente.
Finalmente, la suspension se centrifugo 10 min a 12.500 rpm y el sobrenadante

se recogio para su posterior analisis (Figura L.3A).

Por otro lado, en el caso de las microparticulas de dextrano (Capitulo 5)
la carga de farmaco se determin6 poniendo las particulas en dimetilsulfoxido
(DMSO), con el objetivo de disolver el polimero. Las particulas se mantuvieron
un tiempo minimo de 30 minutos, suficiente para la disolucion completa de las
particulas a temperatura ambiente. Finalmente, la suspension se centrifugo 10
min a 12500 rpm y el sobrenadante se recogio para su posterior analisis. Se
observo que en este disolvente la longitud de onda del pico caracteristico que

presenta el ciprofloxacino se desplazo6 hasta los 280 nm (Figura 1.3B).

A 1,0 B 1,0
’ 277 e \[Ps dle CS con CPX ’ MPs de DXT@CPX
2 e MPs de CS 2 280 w=m=MPs de DXT
= 0,8- | = 0,8- :
é 0,6 I E 0,6 I
) T I ) 1
= . = ,
= = !
= 0,4- = 0,4- !
Q Q
) )
5 0,21 B 0,21
<t <
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura I.3. - Espectro UV-vis, disolucion de: (A) MPs de CS con y sin ciprofloxacino
en HC1 0,1 M; (B) MPs de DXT con y sin ciprofloxacino en DMSO.
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Las curvas de calibrado se recogen en la Tabla 1.1 y se generaron a partir
de un estandar de ciprofloxacino comercial en los diferentes medios
estudiados. El valor de absorbancia asociada al pico caracteristico del
ciprofloxacino permitio calcular la cantidad de antibiotico presente en las
particulas (carga de farmaco, CF) y la eficacia de encapsulacion (EE) del farmaco,

ambos valores se calcularon siguiendo las ecuaciones L.3 y 1.4 respectivamente,

Mg de farmaco medidos E

%) = C. (13)
CF %) Mg MPs iniciales <10V

EE (%) = Mg de farmaco medidos 100 Ec. (L4)

- — X
Mg MPs farmaco teoricos

Tabla 1.1 - Rectas de calibrado de ciprofloxacino en los distintos disolventes.

Rango de concentraciones Recta de calibrado*
HC1 0,1 M 0,05 - 10 pg/mL y =99,62x + 0,0042 (R? = 0,999)
DMSO 0,5 - 10 ng/mL y =0,106x - 0,0274 (R* = 0,999)
PBS 0,312 - 10 pg/mL y =95,694 x - 0,0108 (R* = 0,999)

*y = absorbancia; x = concentraciéon (ng/mL)

1.3.3 Espectroscopia de Fluorescencia

El antibiotico ciprofloxacino presenta autofluorescencia a valores de
Aexcitacion d€ 340 nm y de 445 nm. En esta Tesis Doctoral, durante los ensayos
realizados con células (Capitulo 2, Seccion 2.2) y con las MPs de dextrano
(Capitulo 5) se emple6 un lector de placas (FLUOstar Optima, BM Labtech,
Offenburg, Alemania), perteneciente al Trinity Biomedical Science Institute
(TSBI). Este equipo permitioé medir la autofluorescencia del ciprofloxacino para
su posterior cuantificacion. Se gener6 una curva de calibrado a partir de un
estandar de ciprofloxacino comercial (pureza > 99%) (y = 0,0076x - 5,259; R? >
0,991) con un rango de concentracion comprendido entre 0 - 62,5 ng/mlL en

KRB (KRB; Krebs Ringer Buffer). La medida se realizO en condiciones de
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excitacion/emision 340/360 nm a temperatura ambiente y con un factor de

amplificacion de 1200.

I.3.4 Cromatografia Liquida de Ultra Alto Rendimiento (UPLC)

La cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UPLC; Ultra
Performance Liquid Chromatography) permite identificar, separar y cuantificar
compuestos. Las muestras pasan a través de la columna cromatografica a alta
presion con ayuda de la fase movil. De este modo, el tiempo necesario para que
las diferentes moléculas fluyan a través de la columna, tiempo de retencion, va
a depender de la interaccion especifica de la sustancia el material de la columna

cromatografica.

El equipo UPLC Waters ACQUITY system H-Class (Waters Corporation,
EE. UU.) se empleo6 para la cuantificacion del sulfato de colistina (Capitulo 6) y
azitromicina (Capitulo 7). Estd formado por una bomba binaria, un
automuestreador, una columna con controlador de temperatura y un detector
de matriz de fotodiodos (PDA; Photodiode Array Detector). Todo este sistema
esta acoplado a un espectrometro de masas que posee un detector (ACQUITY
QDa) de ionizacion por electropulverizacion (ESI; Electrospray Ionization). La
columna, fase movil y condiciones de analisis empleadas variaron en funcion
del farmaco a cuantificar. Todas las muestras se filtraron (filtros de 0,2 pm,
Merck-Millipore, EE. UU.) previo a su analisis. Finalmente, la adquisicion y
procesamiento de los datos se realizo utilizando el software MASSLYNX (Waters
Corporation, EE. UU.).

Con los dos farmacos, el método de UPLC desarrollado se valid6 con
respecto al limite de deteccion (LOD; Limit Of Detection) y al limite de
cuantificacion (LOQ; Limit Of Quantification). Ambos parametros se definieron
dependiendo de las condiciones experimentales fijadas para cada caso. El LOD
y LOQ [451,452] se calcularon a partir de la curva de calibrado, siguiendo las

ecuaciones .5 y 1.6:
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LOD = 3 x(g) Ec. (L5)
LOQ = 10 x (g) Ec. (6)

donde o es la desviacion estandar de las intersecciones en el eje-Y y s la

pendiente de la curva de calibracion.

Especificamente, la cuantificacion del sulfato de colistina (Capitulo 6) se
realiz6 empleando una columna cromatografica PREMIER HSS T3 UPLC (1,8 pm,
2,1 x 100mm, ACQUITY). Las medidas se realizaron a 80 °C empleando un flujo
isocratico de 0,5 mL/min que contenia acetonitrilo/agua Milli-Q (70/30 v/v).
Para ambos disolventes se emple6 como modificador de la fase movil acido
formico al 0,1% v/v. La absorbancia del sulfato de colistina (en A = 210 nm) se
controlo durante el analisis empleando un detector PDA. Sin embargo, la
cuantificacion del farmaco se realizé con el detector de masas ACQUITY QDa a
partir del ibn mas abundante correspondiente a una relacion masa/carga (m/z)
de 578,6 ([M-2H']**). Bajo estas condiciones de medida, el tiempo de retencion
para el sulfato de colistina fue de 0,45 minutos. La recta de calibrado se realiz6
utilizando estandares comerciales de sulfato de colistina (R*> > 0,994) dentro del
rango de concentracion requerido (1 - 20 ng/mL) en agua Milli-Q (Tabla 1.2). El
valor de LOD y el de LOQ fueron 0,373 y 1,244 ppm respectivamente para las
condiciones y el método analitico empleado.

El segundo farmaco cuantificado por UPLC fue la azitromicina
(Capitulo 7). En concreto, para su analisis se emple6 la columna cromatografica
CORTECS UPLC C18 (90 A, 1,6 nm 2,1x 100 mm, WATERS, EE. UU.). Las medidas
se realizaron a una temperatura de 40°C empleando un flujo isocratico de 0,5
mL/min que contenia acetonitrilo/agua Milli-Q (70/30 v/v). Para ambos
disolventes se utiliz6 una concentracion constante de modificador que se
anadio a la fase movil. Dicho modificador consistio en una disolucion de
cloruro de amonio en amoniaco (10 mM). Se empledé para monitorizar la
absorbancia de la azitromicina (en A = 210 nm) el detector PDA. Sin embargo,
al igual que en el caso anterior, para obtener una cuantificacion mas precisa se

empleo el detector de masas ACQUITY QDa, a partir del ion mas abundante
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correspondiente a la relacion m/z de 375,26 ([M-2H*]**). En estas condiciones de
medida, el tiempo de retencion de la azitromicina fue de 5,75 minutos. La curva
de calibrado se genero a partir de un estandar de azitromicina comercial (R* >
0,991) con un rango de concentracion comprendido entre 0,50 - 10 ng/mlL en
etanol absoluto (Tabla 1.2). El valor de LOD y el de LOQ fueron 0,300 y 1,001

ppm respectivamente para las condiciones y el método analitico empleado.

Tabla 1.2 - Rectas de calibrado de la azitromicina y sulfato de colistina en los
distintos medios por UPLC.

. Rango de :
Farmaco : Recta de calibrado*
concentraciones
Sulfato de . y =3215,3x + 6421,5
- 1-20pg/mL ’ ’
colistina Agua Milli-Q & (R?=0,994)

y =410840x - 186959

Azitromicina Etanol 0,50 - 10 ng/mL
(R*=10,991)

*y = absorbancia; x = area bajo la curva

I.3.5 Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC)

El equipo de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC; High
Performance Liquid Chromatography) empleado en el Capitulo 7 pertenece al

Trinity Biomedical Science Institute (TSBI), Dublin.

El equipo HPLC Waters Alliance 2695 ((Waters Corporation, EE. UU.) se
utilizo para el analisis de las muestras de azitromicina procedentes de los
ensayos con células pulmonares (linea celular NCI-H441) (Capitulo 2, Puntos
2.2.4y 2.2.5). Dicho equipo consta de un detector Light Scattering Waters 2424,
un modulo de separacion Waters 2695, un detector de absorbancia de doble
longitud de onda Waters 2487 y una Hypersil™BDS HPLC (C18, 250 x 4,6 mm,
5 um, Thermo Scientific™). El protocolo de medida se adapt6 de Mangal et al,
[430]. La temperatura que se emple6 para la medida de las muestras fue de 40
°C, la velocidad del flujo fue de 1 mL/min y la fase movil estuvo formada por
una mezcla de 20% v/v (A) buffer fosfato de potasio (pH = 7, pH ajustado con

hidroxido de sodio) y 80% v/v (B) metanol. La azitromicina se detectdé a una
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longitud de onda de 210 nm durante el analisis. En estas condiciones de
medida, los cromatogramas tuvieron una duracion total de 15 min y el tiempo
de retencion de la azitromicina fue de 9,75 min. La curva de calibrado se genero
a partir de un estandar de azitromicina comercial (y = 1052,8x - 290,87; R* >
0,996) con unos rangos de concentracion comprendidos entre 1 - 100 pg/mL
en Krebs Ringer Buffer (KRB).

1.3.6 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (H-RMN)

La espectroscopia de resonancia magneética nuclear (RMN; Nuclear
Magnetic Resonance) se basa en las propiedades magnéticas de los nucleos
atomicos, cuando se someten a un campo magneético externo, absorbiendo
radiacion electromagnética, dando lugar a la generacion de diferentes niveles
energeticos. Esta técnica puede emplearse tanto para analisis cuantitativos

elementales como para la realizacion de estudios cinéticos y termodinamicos.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear se emple6 para la
deteccion del antibiotico sulfato de colistina (Capitulo 6). Los ensayos se
desarrollaron en el Servicio de RMN (NUCLEUS) perteneciente a la Universidad
de Salamanca por el Dr. Alvaro Gonzalez-Garcinufio. Para el analisis de las
muestras se empled el espectrometro Varian 400 (Bruker, EE. UU.). Los
espectros H-RMN de las muestras se registraron a temperatura ambiente
utilizando el equipo Avance NEO 400 MHz (Bruker, EE. UU.), el cual tiene
incorporado un espectrometro Prodigy CPPBBO BB-H & F con una crio-sonda de

gradiente z.

La optimizacion del método de deteccion del antibiotico sulfato de
colistina se puso a punto empleando un patréon de glicerina y dicho farmaco en
agua deuterada. Se observo que al obtener el espectro e integrar los picos
correspondientes a ambos compuestos, la seflal (area bajo la curva) obtenida
fue 5 veces mayor para la glicerina que para el sulfato de colistina. Se determino
el parametro de proporcionalidad de la sefal sobre la concentracion con la
ecuacion I.7. Una vez obtenido este valor (k = 2,42), sabiendo el peso molecular

del sulfato de colistina (1253,53 g/mol) y la concentracion de las
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microparticulas de alginato y de sulfato de colistina inicial, se pudo cuantificar

la carga de farmaco (CF) en las MPs con la ecuacion 1.3 (Punto 1.3.2)

senal sulfato de Colistina_ o [sulfato de colistina]
senal glicina B [glicina] Ec. (I.7)

I.4 Caracterizacion de aerosoles

1.4.1 Contador de particulas optico (OPC)

Los contadores de particulas opticos (OPC; Optical Particle Counters) son
equipos de monitorizacion de aerosoles de tamano intermedio. Las particulas
presentes en el aerosol se miden por la dispersion de la luz dentro de la celda
de medicion. Dependiendo de la intensidad de la senal de luz dispersada, las

particulas se clasifican por tamafos.

Durante la realizacion de esta Tesis se ha utilizado un contador de
particulas oOptico para la monitorizacion de la concentracion y el tamafno de
particula presente en los aerosoles generados. El equipo empleado ha sido el
modelo 1.108 de Grimm Aerosol-Technik (Ainring, Alemania), el cual posee un
laser de 780 nm capaz de detectar un rango de tamano de particula desde 0,3
a 20 pm. El volumen de muestreo fue de 1,2 L/min y la velocidad de adquisicion

de datos fue de 12 medidas/minuto presentando una reproducibilidad de + 2%.

I.4.2 Contador de nucleos de condensacion (CPC)

Los contadores de nucleos de condensacion (CPC; Condensation Particle
Counters) son equipos de monitorizacion de aerosoles, que permiten la

deteccion de particulas de muy bajo tamano, inferior a 300 nm.

En estos equipos, las particulas que forman el aerosol se exponen a un
ambiente saturado en vapor de un disolvente, ademas, en nuestro caso de

butanol. Mediante un descenso de la temperatura, se produce una
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condensacion del vapor sobre las particulas, lo que produce un crecimiento del
tamano de las mismas hasta valores en el rango de las micras (10 pm) que son
facilmente detectados por un contador 6ptico. La concentracion final de gotas
va a ser la misma que la presente en el aerosol, ya que cada particula crece de

manera individual.

Durante la realizacion de esta Tesis Doctoral se ha utilizado un contador
de nucleos de condensacion para la monitorizacion de la concentracion y el
tamano de particula presente en los aerosoles generados (a excepcion del
Capitulo 5). El equipo empleado ha sido el modelo 5.401 de
Grimm Aerosol-Technik (Ainring, Alemania). El butanol (1-butanol, > 99,4%) fue
adquirido en Sigma-Aldrich. Las temperaturas de las camaras de saturacion y
condensacion fueron 35 °C y 10 °C respectivamente. El rango de particulas
detectables estuvo entre 5 y 1083 nm, el caudal de aspiracion fue de 0,3 L/min

y la velocidad de adquisicion de datos fue de 1 medida/segundo.
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II. MODELOS MATEMATICOS DE LIBERACION

I1.1 Calculo de la cinética de liberacion del ciprofloxacino desde

las microparticulas de quitosano

La simulacion de la cinética de liberacion del ciprofloxacino desde las
microparticulas de quitosano, Capitulo 4, fue realizada con la asistencia del

Prof. Antonio Monzo6n.

Para el analisis de los datos, se asumio que la tasa de ciprofloxacino
liberada de las microparticulas de quitosano (dm®,/dt) siguié un proceso de
primer orden vy, por lo tanto, el contenido de ciprofloxacino en las particulas de

quitosano disminuy6 exponencialmente con el tiempo (ecuacion II.1):

dm;®
dt

=kg xmE - m =m§® x exp(—kgx 1) (Ec. IL.1)

donde m“, representa la concentracion de ciprofloxacino inicial en las
microparticulas de quitosano y ki es la constante cinética de liberacion del
farmaco. Este parametro es dependiente de la interaccion especifica que se
establece entre el polimero (quitosano) y el farmaco liberado (ciprofloxacino),
asi como de las condiciones experimentales. ki fue el Ginico parametro que se

calcul6 mediante regresion no lineal del modelo.

La cantidad de ciprofloxacino que se liber6 al medio (PBS) se calculo

directamente a partir del balance de masa con la ecuacion I1.2:

m; =m$ — mE - m; =m§® x (1 —exp(—kgx 1)
(Ec. II.2)
m§® = m,
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donde se deduce que la maxima concentracion de ciprofloxacino que es posible
alcanzar en el medio, m., corresponde a la cantidad inicial de ciprofloxacino

cargado en las microparticulas de quitosano, m®,

Estas ecuaciones se emplearon en una hoja de calculo Excel habilitada
para macros de Microsoft (version 2016) para calcular los parametros del
modelo propuesto. Los tres parametros (k;, m. y R* calculados y los datos

relativos a la bondad del ajuste se recogen en la Tabla 4.7 (Capitulo 4).

I1.2 Calculo de la cinética de liberacion del ciprofloxacino desde

las microparticulas de dextrano

El analisis de los parametros que describen el modelo de liberacion del
ciprofloxacino desde las microparticulas de dextrano (Capitulo 5) fue realizada

por el Dr. Alvaro Gonzalez-Garcinufio.

Se emple6 la ecuacion II.3 para modelar los datos experimentales,
modelo que representa la evolucion de la concentracion del farmaco

(ciprofloxacino) en funcion del tiempo:

dc
T Ec. (IL3)

donde k es la constante de velocidad de liberacion del farmaco, C representa la
concentracion del farmaco en cada instante y C. es la concentracion maxima

liberada.

Tanto la ecuacion como los datos experimentales obtenidos de la
liberacion se introdujeron en el programa de simulacion gPOMS Modelo Builder
7.1. (PSE). El parametro k mostro un valor de 0,058 min ' (varianza con un valor
constante del 6,27%). Las pruebas de bondad de ajuste mostraron un valor de
chi-cuadrado (x?) = 10,0 (yx* critica = 15,5) y las pruebas de ausencia de ajuste

un valor de F = 0,25 (F critica = 3,07). Ambos valores (y* y F) fueron menores

309



B Ancxo 1T

310

que el valor critico respectivo, por lo que el parametro obtenido fue
satisfactorio. La precision del modelo propuesto se evalu6 mediante dos
pruebas (prueba de bondad de ajuste y prueba de falta de ajuste). La
representacion de la curva obtenida con la simulacion del ajuste se encuentra

en la Figura 5.9 (Capitulo 5).

I1.3 Calculo de la cinética de liberacion del sulfato de colistina

desde las microparticulas de alginato

La estimacion de los parametros que describen el modelo de liberacion
del sulfato de colistina desde las microparticulas de alginato, Capitulo 6, fue

realizada por el Dr. Alvaro Gonzalez-Garcinufio.

Se empleo el modelo de Noyes-Whitney [405] para representar los datos
experimentales. Dicho modelo se encuentra resumido en la ecuacion I1.4 en la
cual se representa la evolucion de la concentracion del farmaco (sulfato de

colistina) en funcion del tiempo:

kxS, x (€= ) Ec. (I.4)

donde C representa la concentracion del farmaco, C. es la concentracion
maxima liberada, k es la velocidad de disolucion intrinseca y S, es el area de la
seccion transversal del cristal de colistina. S, es una funciéon del tiempo ya que
el radio del cristal se reduce a medida que avanza la disolucion. Para estimar el
area del cristal (S,) se utiliza como aproximacion el area de la seccion

transversal de una esfera (ecuacion I1.5)

Sy = 41T x 12 Ec. (IL.5)

la variacion del radio (#) a lo largo del tiempo viene dada por la ecuacion de

Aaron [453] para la disoluciéon de precipitados esféricos (ecuacion I1.6)
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Ec. (II.6)

donde D es el coeficiente de difusion del sulfato de colistina en el medio (PBS)

y m es la constante experimental.

Del mismo modo que en el caso de la Seccion II.2, estas ecuaciones se
introdujeron en el programa de simulacion gPOMS Modelo Builder 7.1. (PSE) asi
como los datos experimentales obtenidos de la liberacion. Los valores de los
tres parametros (k, D y m) determinados se encuentran recogidos en la
Tabla II.1 (varianza con un valor maximo del 15% del valor de referencia). La
precision del modelo propuesto se evalu6 mediante dos pruebas (prueba de
bondad de ajuste y prueba de falta de ajuste). La representacion del modelo
calculado junto con los datos experimentales obtenidos se encuentra

representado en la Figura 6.16

Los parametros del ajuste resultaron satisfactorios ya que, por un lado,
el valor del promedio ponderado fue menor que el valor de chi-cuadrado (yx*)
(10,98 frente a 11,07) y por otro, el valor F también fue menor que el valor de
F-critico (0,069 frente a 3,326) (Tabla II.1).

Tabla II.1 - Parametros estimados del modelo de liberacion del antibiético sulfato
de colistina.

Pruebas de bondad Pruebas de falta de

Parametros estimados

de ajuste ajuste
D k m Promedio X2 Valor F critico

(m?/s) (1/m?3s) ponderado de F

7,84 1,81

2,35 x10°® 10,98 11,07 0,069 3,326
x107° x107°
Intervalo de confianza 95%
D k m
(2,30 x108 - (1,77 x107°-

(7,73 x10™°- 7,89 x107)
2,40 x10°%) 1,85 x107)
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III. PUBLICACIONES, CONGRESOS Y ESTANCIAS

III.1 Publicaciones

Arauzo B.; Lobera M.P.; Monzon A.; Santamaria J. Dry powder formulation for
pulmonary infections: Ciprofloxacin loaded in chitosan sub-micron particles
generated by electrospray. Carbohydrate Polymers 2021, 273.
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2021.118543. IF = 9,381.

Arauzo B.; Lopez-Mendez T.B.; Lobera M.P.; Calzada-Funes J.; Pedraz J.L.;
Santamaria J. Excipient-Free Inhalable Microparticles of Azithromycin Produced
by Electrospray: A Novel Approach to Direct Pulmonary Delivery of Antibiotics.
Pharmaceutics 2021, 13, 1988.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13121988. IF = 6,321.

Arauzo B.; Gonzalez - Garcinuno A.; Tabernero A.; Lobera M.P.; Santamaria J.;
Martin del Valle E.M. Tuning alginate microparticle size via atomization of non-
newtonian fluids. Materials 2021, 14(24)
https://doi.org/10.3390/mal4247601. IF = 3,623.

Arauzo B.; Gonzalez - Garcinuio A.; Tabernero A.; Calzada - Funes J.; Lobera
M.P.; Martin del Valle E.M.; Santamaria J. Engineering alginate - based dry
powder microparticles to a size suitable for direct pulmonary delivery of
antibiotics. 2022 (en revision por European Journal of Pharmaceutics and

Biopharmaceutics)

III.2 Congresos

“Desarrollo de vectores para la liberacion de farmacos basados en
nanoparticulas de quitosano en polvo seco”. B. Arauzo, M.P. Lobera, F. Balas, M.
Arruebo, J. Santamaria. I Congreso sobre Materiales Multifuncionales para

Jovenes “MultiMat”. Granada, septiembre 2018. Contribucion: Poster.
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“Encapsulacion de ciprofloxacino en nanoparticulas de quitosano mediante
electrospray”. B. Arauzo, M.P. Lobera, F. Balas, M. Arruebo, J. Santamaria. 82
Jornada de Jovenes investigadores (Quimica y Fisica) de Aragon. Zaragoza,

noviembre 2018. Contribucion: Poster.

“Nanoparticulas de quitosano como vehiculo para la liberacion controlada de
antibioticos’. B. Arauzo, M.P. Lobera, M. Arruebo, J. Santamaria. 36 Jornadas
Nacionales de Ingenieria quimica. Zaragoza, septiembre 2019. Contribucion:

Poster.

“Alginate microparticles produced by atomization system: Biomedical
applications”. B. Arauzo, A. Gonzalez-Garcinufio, A. Tabernero, M. Arruebo, M.P.
Lobera, J. Santamaria, E.M. Martin del Valle. NanoBioMed (NBMO). Conferencia

Online, julio 2020. Contribucion: Flash - Poster.

“Tracking inhaled nanoparticles: IR820 encapsulated in chitosan microparticles
for nanoparticle imaging”. B. Arauzo, M.P. Lobera, M. Arruebo, J. Santamaria.

Nanosafety. Conferencia Online, octubre 2020. Contribucion: Poster.

III.3 Estancias

Estancia de tres meses, enero - marzo 2020, Salamanca. Departamento
de Ingenieria Quimica y Textil, Universidad de Salamanca. Investigador
Principal del grupo: Eva Maria Martin del Valle. Estancia cofinanciada por el
programa Ibercaja - CAI de estancias de investigacion (Ref. IT 13/19) y por
ayudas de movilidad CIBER. Los resultados obtenidos de esta estancia se

encuentran recogidos en el Capitulo 6.

Estancia de un mes, dividida en dos periodos, abril 2021 y febrero 2022,
Vitoria. Departamento de Tecnologia Farmacéutica, Universidad del Pais
Vasco. Grupo NanoBioCel, investigador principal: José Luis Pedraz. Estancias

financiadas por las ayudas de movilidad CIBER. Los resultados obtenidos de
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esta estancia, ensayos de deposicion pulmonar in vitro, se encuentran recogidos

a lo largo de los diferentes Capitulos que componen esta Tesis Doctoral.

Estancia de cuatro meses, septiembre - diciembre 2021, Dublin. Trinity
Biomedical Science Institute, Trinity College Dublin. Investigador Principal del
grupo: Carsten Ehrhardt. Estancia cofinanciada por el programa Ibercaja - CAI
de estancias de investigacion (Ref. IT 4/21) y por la ayuda para la realizacion
de practicas en instituciones europeas dentro del marco del programa
Erasmus+ de Campus Iberus. En los Capitulos 5 y 7 se encuentran
representados los resultados obtenidos de los experimentos realizados durante

esta estancia.
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